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Abstract. Pepper plants with viral symptoms were
collected in the Yucatan Peninsula, Mexico (YPM)
with the objective to characterize the partial identity
and the genetic and phylogenetic relationship of the
begomoviruses infecting different pepper species,
including Capsicum chinense, various C. annuum
landraces, C. frutescens, C. a. var. aviculare, as well
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Resumen. Se colectaron plantas de chile con sin-
tomas virales en la Peninsula de Yucatan, México
(YPM), con el objetivo de caracterizar la identidad
parcial y las relaciones genéticas y filogenéticas de
los begomovirus que infectan diferentes especies
de chile, que incluyen Capsicum chinense, varie-
dades locales de C. annuum, C. frutescens y C.
annuum var. aviculare, asi como algunas especies
de maleza. Las muestras de hoja fueron colectadas
durante dos temporadas de infestacion severa de
mosquita blanca. El ADN genomico de las plan-
tas se extrajo y un fragmento de los begomovirus
se amplifico utilizando cebadores universales. Los
amplicones fueron secuenciados y utilizados para
analisis genéticos y filogenéticos. Los resultados
demostraron que el 90.1% de las plantas colecta-
das (151) estuvieron infectadas por begomovirus.
Los datos mostraron que el Pepper golden mosaic
virus (PepGMYV) es el virus mas frecuente en las
plantas cultivadas, semicultivadas y silvestres que se
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as some weeds. The leaf samples were collected
during two severe whitefly infestation seasons.
Total genomic DNA from the sampled plants was
extracted and a fragment of the begomoviruses
was amplified using universal primers. Amplicons
obtained were sequenced and sequences were used
for genetic and phylogenetic analysis. Our results
demonstrate that 90.1 % of the total sampled plants
(151) were infected with begomoviruses. The data
identified Pepper golden mosaic virus (PepGMYV)
as the most frequent species found within
cultivated, semi-cultivated, and wild-analyzed
samples. In addition, sequence analysis indicates
the presence of Euphorbia mosaic virus-Yucatan
Peninsula (EuMV-YP) infecting a Habanero chili
plant, as well as the predominance of PepGMV
in different weed plant species. Genetic variation
based on nucleotide distance analysis from partial
DNA-A begomovirus sequences indicated that the
PepGMYV isolates were closely related among them
sharing 95 to 99% nucleotide sequence identity.
Data showed that begomovirus that infected the
sampled plants included the partially identified
species of PepGMYV, Pepper huasteco yellow vein
virus (PHYVYV), Tomato severe leaf curl virus
(ToSLCV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
and EuMV-YP.

Key words: Capsicum annuum landraces, habanero
chili, phylogeny, weed plants

Members of the family Geminiviridae have
circular, single-stranded DNA (ssDNA) genomes
encapsidated in twinned icosahedral particles; they
form the second-largest family of plant viruses. The
genus Begomoviridae comprises viruses with
monopartite (one ~2.9-kb DNA) and/or mostly
bipartite genomes (two ~2.6-kb DNAs, referred as
DNA-A and DNA-B) (Brown et al., 1995; Fauquet
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analizaron en este trabajo. Ademas, las secuencias
analizadas indicaron la presencia del Euphorbia
mosaic virus-Yucatan Peninsula (EuMV-YP) en
plantas de chile habanero, asi como la predominan-
cia del PepGMYV en diferentes especies de maleza.
La variacion genética de las secuencias del frag-
mento del componente A de los begomovirus, mos-
tré que los aislados del PepGMV analizados estan
estrechamente relacionados entre ellos y compar-
ten un 95-99% de identidad. Los datos mostraron
que los begomovirus que infectan a las plantas co-
lectadas incluyen a las especies parcialmente iden-
tificadas como PepGMYV, Pepper huasteco yellow
vein virus (PHYVV), Tomato severe leaf curl virus
(ToSLCYV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
and EuMV-YP.

Palabras clave: razas silvestres de Capsicum, chi-
le habanero, filogenia, maleza.

Los miembros de la familia Geminiviridae, que
tienen genomas circulares de ADN monocatenario
(ssDNA) encapsidados en particulas icosaédricas
gemelas, forman la segunda familia mas grande de
virus de plantas. El género Begomovirus compren-
de virus con genomas monopartitas (un componen-
te de ADN de ~2,9 kb) y/o en su mayoria bipartitas
(dos componentes de ADN de ~2,6 kb, denomina-
dos ADN-A y ADN-B) (Brown et al., 1995; Fau-
quet y Stanley, 2005; Jones, 2003). Los begomo-
virus incluyen mas de 440 especies, algunas de las
cuales pueden infectar plantas dicotiledoneas. Las
especies de begomovirus son transmitidas por mos-
quitas blancas del complejo de especies cripticas
Bemisia tabaci (Fiallo-Olive et al., 2021). Se han
documentado enfermedades devastadoras causadas
por begomovirus en diferentes cultivos en América
Central, México, la cuenca del Caribe, el sur de los
Estados Unidos de América y América del Sur. Las
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and Stanley, 2005; Jones, 2003). Begomoviruses
includes more than 440 species, members of
which infect dicot plants and are transmitted by
whiteflies of the Bemisia tabaci cryptic species
complex (Fiallo-Olive et al., 2021). In particular,
devastating diseases to cultivated plants caused
by begomoviruses have been documented through
Central America, Mexico, the Caribbean Basin,
the Southern United States of America, and South
America, yield losses range from 50 to 90% of total
production. (Ala-Poikela et al., 2005; Brown et al.,
2005; Morales et al., 2005; Rausch et al., 2005;
Torres-Pacheco et al., 1996). Previous reports have
confirmed the incidence of begomoviruses in a
range of solanaceous crop plants and native flora
from various parts of Mexico (Ascencio-Ibafiez et
al., 1999; Garrido-Ramirez and Gilbertson, 1998;
Gregorio-Jorge et al., 2010; Hernandez-Zepeda
et al., 2007a; Hernandez-Zepeda et al., 2007b;
Hernandez-Zepeda et al., 2007c; Torres-Herrera
et al., 2019; Torres-Pacheco et al., 1996). In
particular, PepGMYV was reported in cultivated and
wild pepper, in different regions of Mexico, as Baja
California, Sinaloa, Sonora, the Comarca Lagunera,
Campeche, Yucatan, San Luis Potosi, Michoacan,
among others (Hernandez-Espinal et al., 2018;
Morales-Aguilar et al., 2019; Rodelo-Urrego et al.,
2015; Rodriguez-Negrete et al., 2019).

Capsicum annuum (family: Solanaceae), a
high-value crop for its non-pungent (sweet pepper)
and pungent (chili syn. hot pepper) fruits, is the
foremost pepper species cultivated worldwide
(Bosland and Votova, 2000; Park et al., 2021).
This species, together with other pungent, valuable
species, originating and domesticated in the
tropical Americas—such as C. chinense (chili
Habanero), C. pubescens (chili Manzano), and
C. frutescens (chili Tabasco or Picopaloma)—
are broadly cultivated and consumed in the diet
throughout Mexico (Cazares-Sanchez et al., 2005).
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pérdidas oscilan entre el 50 y el 90 % de la pro-
duccién total (Ala-Poikela et al., 2005; Brown et
al., 2005; Morales et al., 2005; Rausch et al., 2005;
Torres-Pacheco et al., 1996). Reportes previos han
confirmado la incidencia de begomovirus en una
variedad de plantas cultivadas de la familia Sola-
nacea y flora nativa de varias regiones de México
(Ascencio-Ibafiez et al., 1999; Garrido-Ramirez
y Gilbertson, 1998; Gregorio-Jorge et al., 2010;
Hernandez-Zepeda et al., 2007a; Hernandez-Zepe-
da et al., 2007b; Hernandez-Zepeda et al., 2007¢;
Torres-Herrera et al., 2019; Torres-Pacheco et al.,
1996). En particular, el PepGMYV ha sido reportado
en chile cultivado y silvestre en diferentes regiones
de México como Baja California, Sinaloa, Sono-
ra, la Comarca Lagunera, Campeche, Yucatan, San
Luis Potosi y Michoacan, entre otros lugares (Her-
nandez-Espinal et al., 2018; Morales-Aguilar et
al., 2019; Rodelo-Urrego et al., 2015; Rodriguez-
Negrete et al., 2019).

Capsicum annuum (familia: Solanaceae), un
cultivo de alto valor debido a sus frutos no picantes
(pimiento dulce) y picantes (chile syn. hot pepper),
es la especie de chile mas cultivada en todo el mun-
do (Bosland y Votova, 2000; Park ef al., 2021). Esta
especie, junto con otras especies picantes y valiosas
que se originaron y domesticaron en América tropi-
cal, como C. chinense (chile habanero), C. pubes-
cens (chile manzano) y C. frutescens (chile tabasco
o picopaloma), se cultivan y se consumen amplia-
mente en México (Cazares-Sanchez et al., 2005).
Los problemas persistentes que afectan a estos cul-
tivos incluyen una variedad de virus y sus vectores.
Gran parte de las pérdidas de rendimiento se atri-
buyen a enfermedades virales causadas por bego-
movirus y al uso de genotipos de chile susceptibles
(Anaya-Lopez et al., 2003; Torres-Pacheco et al.,
1996). La diversidad del chile es un recurso esen-
cial para la mejora genética y el manejo del cultivo.
En combinacion con la maleza, los chiles actian
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Persistent problems affecting these crops include
a range of viruses and their vectors. Of these, the
viral disease that accounts for much of the yield
losses is attributed to begomoviruses and the use
of susceptible cultivated pepper genotypes (Anaya-
Lopez et al., 2003; Torres-Pacheco et al., 1996).
Pepper diversity is an essential resource for genetic
improvement and crop management; in combination
with natural weeds, they are host reservoirs of
viruses, which, together with the whitefly-vector,
might support pathogen-diversifying events that
should be investigated. In the states of the Yucatan
Peninsula of Mexico (YPM), variations in C.
annuum var. annuum landraces (such as those the
Mayan named Ya’ax iik, X kat iik, Dulce, and the
wild grown C. annuum var. aviculare, named Maax
iik) in response to changing biotic and/or abiotic
stresses are significant. These landraces, which
are primarily grown in home gardens, the Milpa
system (associated with other crops), or harvested
in situ, are utilized for local consumption and as a
source for rural family income (Cazares-Sanchez
et al., 2005). Despite their importance, information
regarding the distribution and disease incidence
by different pathogens, such as begomoviruses, is
limited. In addition, the Habanero chili, an essential
crop for both local use and export, is cultivated in
extensive cropping areas; however, increased use
of agrochemicals has not diminished losses on
fruit harvest; rather, whitefly infestation and viral
diseases exceeded 90% during the dry season
(March to May of each year, farmer, and author
observations). The severity of these problems has
impacted Habanero field cultivation; traditional
field production has moved toward alternative
cropping systems, such as mulching, tunneling
and greenhouses. Thus, as a first step towards the
development of broad control strategies, pathogens
common to cultivated, wild relatives, and weed
species, as well as their vectors, must be recognized
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como reservorio hospedero de virus que, junto con
la mosquita blanca, contribuyen a la diversificacion
de patoégenos en un proceso que debe investigarse
mas a fondo. En los estados de la Peninsula de Yu-
catan en México (YPM), variaciones significativas
en las razas nativas de C. annuum var. annuum (cu-
yos nombes mayas son Ya ax iik, X kat iik, Dulce y
el chile silvestre C. annuum var. aviculare, llamado
Maax iik), se producen en respuesta a cambios de
estrés bidtico y/o abiotico. Estas variedades loca-
les, que se cultivan principalmente en huertos fa-
miliares con el sistema de Milpas (asociado a otros
cultivos), o se cosechan in situ, se utilizan para el
consumo local y como fuente de ingresos de las fa-
milias rurales (Cazares-Sanchez et al., 2005). A pe-
sar de su importancia, existe informacion limitada
sobre la distribucion e incidencia de diferentes pa-
togenos como los begomovirus. El chile habanero,
un cultivo esencial tanto para uso local como para
exportacion, se cultiva en extensos campos agrico-
las. Sin embargo, el mayor uso de agroquimicos no
ha reducido las pérdidas de la cosecha. Mas bien,
la infestacion de la mosquita blanca y las enferme-
dades virales todavia afectan al 90% del cultivo du-
rante la estacion seca (marzo a mayo de cada afno;
observaciones de agricultores locales y del autor).
La severidad de estos problemas ha afectado el cul-
tivo de chile habanero en campo. La produccion de
campo tradicional se ha desplazado hacia sistemas
de cultivo alternativos como el acolchado, la agri-
cultura en microtunel y los invernaderos. El primer
paso hacia el desarrollo de estrategias amplias de
control es la identificacion y caracterizacion ge-
nética de los patogenos (y sus vectores), que son
comunes a las especies de chile silvestre y culti-
vado, asi como a las especies de maleza que estan
asociadas con ellas. El presente estudio tuvo como
objetivo caracterizar la identidad parcial y las re-
laciones genéticas y filogenéticas de los begomo-
virus que infectan diferentes chiles, incluyendo C.
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and genetically characterized. The objective of this
study was to characterize the partial identity, the
genetic diversity and the phylogenetic relationship
of the begomoviruses infecting different peppers,
including the cultivated C. chinense, various C. a.
annuum landraces and C. frutescens and the wild
grown C. annuum var. aviculare (Maax iik), as
well as some uncultivated plants grown as weeds
from different locations in the state of Yucatan and
Campeche. Genetic and phylogenetic analyses
based on nucleotide sequences of the core Coat
Protein gene (Cp) region (CPR) were used to
explore begomovirus genetic diversity and resolve
the possible relationship with other known bipartite
begomovirus.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and source of viruses

A total of 151 symptomatic plant samples were
collected, including cultivated Capsicum chinense
Habanero-type (45) and Scotch Bonet-type (12), C.
annuum var. annuum landraces regionally identify
as Dulce (18), X 'katiik (12), and Yaax iik (8) plants
of C. annumm. var. aviculare locally called Maax
itk (43), and C. frutescens (8) Tabasco-type plants
that grow wild or in-home gardens. Additionally,
we collected representative weeds from different
families: Callicarpa spp., (Verbenaceae) (1), Croton
malvaviscifolius (Euphorbiaceae) (1), Dicliptera
(Acanthaceae) (1),
crispa (Malvaceae) (1), and Nicotiana tabacum
(Solanaceae) (1). Plant material was collected in
locations within the states of Yucatan (YS) and
Campeche (CS) in the YPM (Table 1, Figure 1).
The weed leaf samples were gathered from wild
grown plants in non-cropping sites and from
pepper cultivated areas during a severe whitefly

sexangularis Herissantia
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chinense cultivado, varias variedades locales de
C. a. annuum y C. frutescens y la especie silves-
tre C. annuum var. aviculare (Maax iik), asi como
algunas plantas silvestres que crecen como maleza
en diferentes localidades del estado de Yucatan y
Campeche. Se utilizaron analisis genéticos y filo-
genéticos basados en secuencias de nucledtidos de
la region central del gen de la proteina de la capside
(Cp) (CPR) para explorar la diversidad genética de
los begomovirus y determinar la posible relacion
con otros begomovirus bipartitas conocidos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y fuentes de virus

Se utilizaron un total de 151 muestras de plan-
tas de chile con sintomas, incluidas las cultivadas
de tipo habanero Capsicum chinense (45) y tipo
Scotch Bonet (12); las variedades locales de C.
annuum var. annuum identificadas regionalmente
como Dulce (18); X'kat iik (12) y Ya'ax iik (8);
plantas de C. annumm. var. aviculare conocida lo-
calmente como Maax iik (43) y plantas de C. fru-
tescens (ocho) tipo Tabasco, que crecen silvestres o
en huertos familiares. Adicionalmente, se recolectd
maleza representativa de diferentes familias: Calli-
carpa spp., (Verbenaceae) (uno), Croton malvavis-
cifolius (Euphorbiaceae) (uno), Dicliptera sexan-
gularis (Acanthaceae) (uno), Herissantia crispa
(Malvaceae) (uno) y Nicotiana tabacum (Solana-
ceae) (uno). El material vegetal recolect6 en dife-
rentes localidades de los estados de Yucatan (YS)
y Campeche (CS), ambos ubicados en la YPM
(Cuadro 1, Figura 1). Se recolectaron muestras de
hojas de maleza en sitios no agricolas y en areas de
cultivo de chile, durante dos temporadas de infesta-
cion severa de mosquita blanca (de febrero a mayo
y de julio a principios de octubre de 2017). Las
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Table 1. Locations where the biological material was collected within the Yucatan (YS), and Campeche
(CS) states in Mexico.
Cuadro 1. Ubicaciones donde se recolecté el material biologico en los estados de Yucatan (YS) y Campeche
(CS), México.

State Region/ zone District

Conkal (10)% Cholul (8), Chicxulub Pueblo (8), Dzitya (5),

Metropolitan influence zone Hunucma (6), Hunxectaman (6), Merida (6), Uman (8)

North-central coastal Dzidzantun (6)
Yucatan East coastal zone Espita (10)
Western coastal zone Halacho (6)
South central zone Cuzama (8)
Southern zone Catmis (6), Peto (10), Polinkin (6), Tixmehuac (6), Tekax (10)
Southwestern zone Timucuy (8), Subincancab (8)
Campeche  Region of Yaxchii Hopelchen (10)

“Numbers between parentheses represent the number of plants collected by locality. / “Los nimeros entre
paréntesis representan el numero de plantas recolectadas por localidad.

Collections zones

East coastal zone
Metropolitan influence zone
North-central coastal
Region of Yaxchii

South central zone
Southern zone
Southwestern zone
Western coastal zone

[ | Yucatan Peninsula States

AN

Figure 1. Map indicating the locations in the YPM, where symptomatic plants were collected for this study. Symbols
represent the locations were the symptomatic plants were collected.

Figura 1. Mapa que indica las ubicaciones de la YPM en donde se recolectaron plantas sintomaticas para este estudio. Los
simbolos representan los lugares donde se recolectaron las plantas sintomaticas.

| ol EeNOX X JO)
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infestation seasons (February-May and July to the
beginning of October of 2017). The samples were
stored -20 °C in the molecular virology laboratory
of CICY, to serve as a source of viral DNA. Total
genomic DNA from the leaves of pepper and weed
plants was extracted according to the methods of
Dellaporta et al. (1983) and Echevarria-Machado et
al. (2005), respectively. Leaf samples were cleaned
with sterile water before the DNA extraction in
order to eliminate the possible contamination of
whiteflies.

Polymerase chain reaction (PCR) amplification,
cloning, sequencing, and sequence analysis

The primer pair prAV324/AC889 was used for
PCR amplification of the begomoviruses diagnostic
~576 bp core coat protein (core Cp) gene fragment
(Brown et al., 2005), following the protocol
recommended by the authors. Positive virus-
specific PCR products of ~576 bp were purified
with a QIAEX II kit (QIAGEN) and cloned into
pGEM T-Easy vector (Promega, Madison, WI,
USA) following the manufacturer’s instructions.
The nucleotide sequences were determined with an
ABI 377 sequencer (Davis Sequencing Co., CA,
USA). Most clones were sequenced in forward
and reverse directions. To enhance the possibility
of detecting multiple begomoviral genotypes due
to mixed infections in field samples, three to five
PCR products were cloned and their nucleotide
sequences analyzed. The nucleotide sequences
(120) from randomly selected cloned samples
(52) were edited manually to remove degeneracy
imposed by the primers (EditSeq, DNASTAR
version 5.08, Madison, WI, USA), resulting
in a 533 nt sequence of the core Cp, and partial
identification of Begomovirus species was done by
comparing with sequences available in the NCBI-
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
by BLASTn (Altschul et al., 1997).
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muestras se almacenaron a -20 °C en el laboratorio
de virologia molecular del CICY para utilizarlas
como fuente del ADN viral. E1 ADN genémico to-
tal de las hojas de plantas de chile y de maleza se
extrajo de acuerdo con los métodos de Dellaporta
et al. (1983) y Echevarria-Machado et al. (2005),
respectivamente. Las muestras de hojas se limpia-
ron con agua destilada estéril antes de la extraccion
de ADN para eliminar una posible contaminacion
por mosquita blanca.

Amplificacion, clonacion, secuenciacion y anali-
sis de secuencias mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)

Se utilizo6 el par de cebadores prAV324/AC889
para la amplificaciéon por PCR del fragmento gé-
nico de la region central del gen de la proteina de
la capside viral (core Cp) de ~576 pb para el diag-
nostico de los begomovirus (Brown et al., 2005),
siguiendo el protocolo recomendado por los auto-
res. Los productos de PCR especificos de begomo-
virus de ~576 pb se purificaron con un kit QTAEX
II (QIAGEN) y se clonaron en el vector pGEM T-
Easy (Promega, Madison, WI, EE. UU.) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las secuencias de
nucleotidos se determinaron con un secuenciador
ABI 377 (Davis Sequencing Co., CA, EE. UU.).
La mayoria de las clonas se secuenciaron en direc-
cion directa e inversa. Para aumentar la probabili-
dad de detectar multiples especies de begomovirus
en muestras de campo con infecciones mixtas, se
clonaron de tres a cinco productos de PCR y se ana-
lizaron sus secuencias de nucledtidos. Las secuen-
cias de nucledtidos (120) de muestras clonadas
seleccionadas al azar (52) se editaron manualmen-
te para reducir la degeneracion en los cebadores
(EditSeq, DNASTAR version 5.08, Madison, WI,
EE. UU.), lo que resultd en una secuencia de 533
nt del core Cp. La identificacidn parcial de especies
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Sequence data analysis

For genetic and phylogenetic analysis, data
of 25 selected core Cp partial begomoviruses
sequences identified in the present study were
used, 23 of which were isolated from species and
landraces of Capsicum and two from different
weed species. In addition, 36 reference standard
sequences were obtained by cropping the core
Cp of the full-length begomoviral genome from
the GenBank database (Table 2), and included
in the phylogenetic analysis. Multiple sequence
alignment of the taxa was prepared with the
CLUSTAL W in MegAlign (DNASTAR version
5.08, Madison, WI). Genetic distance matrix,
diversity and pattern of nucleotide substitutions

de los Begomovirus se realizé mediante la compa-
racion con secuencias disponibles en la base de da-
tos NCBI-GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
por BLASTn (Altschul et al., 1997).

Analisis de datos de las secuencias

Los analisis genéticos y filogenéticos se realiza-
ron sobre los datos de 25 secuencias parciales del
core Cp de begomovirus identificadas en el presen-
te estudio, 23 de las cuales se aislaron de especies y
variedades locales de Capsicum y de dos diferentes
especies de maleza. Ademas, se obtuvieron 36 se-
cuencias de referencia estandar, editando el core Cp
del genoma begomoviral completo de secuencias
obtenidas de la base de datos GenBank (Tabla 2).

Table 2. Geminivirus used in the nucleotide alignment and phylogenetic analyses and the respective virus acronym

and GenBank accession number.

Cuadro 2. Geminivirus utilizado en el alineamiento de nucledtidos y analisis filogenéticos, con el respectivo acrénimo

del virus y nimero accesion de GenBank.

Geminivirus Acronym GB Acc No

African cassava mosaic virus-[Nigeria] ACMV-[NG] X17095
Abutilon mosaic virus AbMV X15983
Bean calico mosaic virus BCaMV AF11018
Bean golden mosaic virus-[Brazil] BGMV-[BR] M88686
Bean golden yellow mosaic virus-[Mexico) BGYMV-[MX] AF17355
Bean golden yellow mosaic virus-[Guatemala) BGYMV-[GT] M91604
Cabbage leaf curl virus CaLCuV U65529
Chino del tomate virus CdTVv AF22666
Corchorus yellow vein virus CYVV-[Hoa] AY72790
Cotton leaf curl Gezira virus CLCuGV AY 03600
Cucurbit leaf crumple virus-[ Arizona] CuLCrV-[Ari] AF25620
Euphorbia mosaic virus-[Yucatan Peninsula] EuMV-[YP] DQ31893
Euphorbia mosaic virus* H6-EuM-YP (C.chinense cv. Habanero)* EU15585
Maize streak virus MSV-CP NC00134
Melon chlorotic leaf curl virus-[Guatemala] MCLCuV-[GT] AF32549
Pepper golden mosaic virus-[Chiapas] PepGMV-[Chi] AF07702
Pepper golden mosaic virus-[Costa Rica] PepGMV-[CR] AF14922
Pepper golden mosaic virus-[Distorter] PepGMV-[D] AY92851
Pepper golden mosaic virus-[Mo] PepGMV-[Mo] AY92851
Pepper golden mosaic virus-[Serrano] PepGMV-[Ser] AY92851
Pepper golden mosaic virus-[ Tamaulipas] PepGMV-[Tam] us7457
Pepper golden mosaic virus-[Nicaragua)] PepGMV-[Ni] AJ842140
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Table 2. Continue.
Cuadro 2. Continta.

Geminivirus Acronym GB Acc No
1-3-PepGMV (D. sexangularis)* EU155830
3-PepGMV (C. annuum cv Sweet pepper)* EU155831
43-PepGMV (C. annuum)* EU155834
45-PepGMV C.annuum cv Cubano)” EU155835
120-PepGMYV (C. chinense cv Habanero” EU155836
122-PepGMYV (C. chinense cv Habanero” EU155838
138-PepGMV(C. annuum cv Sweet pepper) * EU155839
144-PepGMV (C. annuum cv Xkatic* EU155841

Pepper golden mosaic virus* 151-PepGMYV (C. annuum cv Sweet pepper)* EU155843
164-PepGMYV (C. annuum cv Xkatic* EU155844
240-2-PepGMV (C. annuum cv Maax)* EU155846
250-2-PepGMV (H. crispa)* EU155847
R3-PepGMV (C. annuum)* EU155853
R6-PepGMV (C. frutescens)* EU155854
R10-PepGMV (C. chinense cv Habanero” EU155855
R13-PepGMV C. chinense cv Scotch bonnet* EU155856
R15-PepGMV (C. annuum cv Maax)* EU155858
R16-PepGMV (C. chinense cv Habanero” EU155859
R12-PepGMV (C. annuum cv Maax)*

Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV X70418
40-PHY VYV (C. annuum)* EU155833

Pepper huasteco yellow vein virus* 120- PHYVV (C. chinense cv Habanero)” EU155837
183- PHYVV (C. chinense cv Habanero)* EU155845

Rhynchosia golden mosaic virus RhGMV AF239671

Rhynchosia golden mosaic virus-[Chiapas] RhGMV-[Chi] AF408199

Sida golden mosaic Costa Rica virus SiGMCRV X99550

Sida golden mosaic virus-[Florida] SiGMV-[Flo] AF049336

Sida golden mosaic Honduras virus SiGMHV Y11097

Squash leaf curl virus SLCV M38183

Tomato golden mosaic virus-Yellow vein TGMV-YV K02029

Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus TMYLCAV AY927277

Tomato mottle virus-[Florida] ToMoV-[Flo] L14460

Tomato severe leaf curl virus-[Guatemala] ToSLCV-[GT] AF130415

Tomato severe leaf curl virus* 144- Tomato severe leaf curl virus Gu* EU155842

Tomato yellow leaf curl virus-Mild TYLCV-MId X76319

Tomato yellow leaf curl virus-[Dominican Republic] TYLCV-[DR] AF024715

Tomato yellow leaf curl virus*

138-TYLCV DR (C. annuum cv Sweet pepper)* EU155840

“Begomovirus clones isolated from plants collected in the states of Campeche and Yucatan. / “Clonas de begomovirus
aislados de plantas recolectadas en los estados de Campeche y Yucatan.

(total, synonymous and non-synonymous) analyses
were complete with 23 PepGMV CP selected
nucleotide sequences (Table 2). Selected PepGMV
sequences included three samples of each Capsicum
species and one sequence of each weed plant; the
CP genomic region (CPR) comprised position 147-
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Estas secuencias se incluyeron en el analisis filoge-
nético. La alineacion de secuencias multiples de los
taxones se realizd6 con CLUSTALW en MegAlign
(DNASTAR version 5.08, Madison, WI). El anali-
sis de la matriz de distancia genética, la diversidad
y el patron de sustituciones de nucleotidos (total,
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679 according to GenBank sequence AF(077025.
Molecular evolutionary testing was conducted
using the Kimura 2-parameter and Kumar methods,
Bootstrap analysis with 1000 replicates, with
MEGA version 11 (Tamura et al., 2021). Codon-
based Z-test analysis averaging over all sequence
pairs was performed to test for the selective force
operating on CP sequences, using the Kumar
method in MEGA 11. All positions containing
gaps and missing data were eliminated (complete
deletion option). There were a total of 177 positions
in the final dataset. To reconstruct a phylogenetic
tree, multiple aligned sequences were analysed by
multiple parsimony using MEGA 11 with 1000
iterations per search. The strict consensus tree was
constructed using the standard settings of MEGA
11, and statistical support for each major clade was
calculated using Bootstrap with 1000 iterations per
search. The tree was rooted using the CP sequence
edited from the core CP sequence of the Maize
streak virus (MSV-CP) of the genus Mastrevirus,
family Geminiviridae (Table 2).

RESULTS

Search for viral symptoms in cultivated and
field plants

In a disease survey during high whitefly
infestation seasons at locations of the YS and CS
(Figure 1), virus-like symptoms were collected on
diverse cultivated and non-cultivated pepper and
weed plants. All of sampled cultivated pepper plants,
namely C. chinense, C. a. var. annuum, landrace
Dulce, X’kat iik and Ya'ax iik, C. frutescens, and
wild grown C. a. var. aviculare Maax iik, showed
symptoms of golden mosaics, distorted leaves and
stunting growth. Symptoms, clearly distinguished
in C. frutescens, were often moderately perceived
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sinonima y no sinénima) se realizé con 23 secuen-
cias de nucleotidos del core Cp del PepGMYV (Cua-
dro 2). Las secuencias del PepGMV seleccionadas
incluyeron tres muestras de cada especie de Capsi-
cum y una secuencia de cada maleza. La region ge-
némica del core Cp (CPR) corresponde a la region
del gen en las posiciones 147-679, de acuerdo a la
secuencia del GenBank AF077025. Las pruebas
evolutivas moleculares se realizaron utilizando los
métodos de 2 parametros de Kimura y Kumar. El
analisis Bootstrap con 1000 repeticiones se realizo
utilizando el software MEGA version 11 (Tamura
et al., 2021). Se realizd una prueba Z basada en
codones, promediando secuencias generales, para
probar la fuerza selectiva que opera en secuencias
del core Cp, utilizando el método Kumar en MEGA
11. Se eliminaron todas las posiciones que conte-
nian espacios y datos faltantes (opcion de elimina-
cion completa). Hubo un total de 177 posiciones en
el conjunto de datos final. Para reconstruir el arbol
filogenético, se analizaron multiples secuencias
alineadas por parsimonia multiple usando MEGA
11, con 1000 iteraciones por réplica. El arbol de
consenso estricto se construy6 usando la configura-
cion estandar de MEGA 11. El soporte estadistico
para cada clado principal se calculd usando Boots-
trap con 1000 iteraciones por réplica. El arbol se
enraiz6 usando la secuencia del core Cp editada del
virus del rayado del maiz (MSV-CP) del género
Mastrevirus, familia Geminiviridae (Tabla 2).

RESULTADOS

Busqueda de sintomas virales en plantas culti-
vadas y de campo.

En un estudio de la enfermedad durante tem-
poradas de alta infestacion de mosquita blanca, en
localidades de YS y CS (Figura 1), se encontraron
plantas de chile de diferentes especies y maleza con
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in one or two branches of Maax iik, rarely affecting
the whole plant (Figure 2A). On the other hand,
landrace X kat iik (Figure 2B), Chile Dulce (Figure
2C and D) and Habanero chili (Figure 2E and F)
plants showed noticeable foliar symptoms of varied
severity, including yellowing with downward curly
leaves, golden mosaics, and stunting growth.
Comparable symptoms were recorded for weed

sintomas similares a los causados por virus. Todas
las plantas de chile cultivadas colectadas, como C.
chinense, C. a. var annuum, variedad local Dulce,
X'kat iik y Ya'ax iik, C. frutescens y la especie
silvestre C. annuum var. aviculare Maax 1ik, mos-
traron sintomas como mosaicos dorados, deforma-
cion en las hojas y retraso en el crecimiento. En C.
frutescens los sintomas se observaban claramente,

Figure 2.

Figura 2.
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Symptoms observed in wild-grown (A) and cultivated (B, C, D, E and F) plants sampled at Catmis (A), Muna (B),
Merida (C), Cuzama (D), and Tekax (E and F) infected with Begomovirus (PCR+). (A) Capsicum annuum var.
aviculare (Maax iik) plant showing branches with golden mosaic and distorted leaves, and stunting growth; (B)
C. annuum var. annuum (X'kat iik) with severe golden mosaic, and distorted leaves; (C and D) C. annuum var.
annuum (Chile Dulce) with severe golden mosaics, distorted leaves, and stunting growth; (E and F) C. chinense
(Habanero type) with golden mosaics, and with downward curly leaves and severe stunting growth.

Sintomas observados en plantas silvestres (A) y cultivadas (B, C, D, E y F) muestreadas en Catmis (A), Muna
(B), Mérida (C), Cuzama (D) y Tekax (E y F) infectadas con Begomovirus (PCR+). (A) Capsicum annuum var.
aviculare (Maax iik) que muestra ramas con mosaicos dorados, hojas distorsionadas y crecimiento atrofiado; (B)
C. annuum var. annuum (X'kat iik) con mosaico dorado severo y hojas distorsionadas; (C y D) C. annuum var.
annuum (Chile Dulce) con mosaicos dorados severos, hojas distorsionadas y crecimiento atrofiado; (E y F) C.
chinense (tipo Habanero) con mosaicos dorados, hojas rizadas hacia abajo y crecimiento gravemente atrofiado.
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species (images not shown). Nevertheless, in the
majority of cases, chili plants showing small curled
leaves were stunted and bushy in appearance
because of reduced length internodes (Figure 2D).

Begomoviruses preliminary identification

Of the total collected plant samples (151),
including 146 peppers and 5 weeds, 90.1%
were PCR positive using the core CP primer
(Table 3). That is, 89.7% of the peppers (131),
including plant samples of all the pepper species
and all the weed (5) plant samples were positive
to begomoviruses. Sequencing of amplicons, on
average two to three per sample of plants (52),
uncovered the likely incidence of single and
mixed begomovirus infections. Of these, virus
species determined in 120 sequenced clones were

mientras que en el chile Maax iik, a menudo apare-
cian moderadamente presentes en una o dos ramas
y rara vez afectaban a toda la planta (Figura 2A).
Las variedades locales X kat iik (Figura 2B), Chile
Dulce (Figura 2C y D) y Chile Habanero (Figura
2E y F) mostraron sintomas foliares notables de di-
versa gravedad, que incluyen amarillamiento, hojas
rizadas hacia abajo, mosaicos dorados y retraso en
el crecimiento. Se observaron sintomas compa-
rables en especies de maleza (imagenes no mos-
tradas). En la mayoria de los casos, las plantas de
chile mostraron hojas pequenas y rizadas y tenian
un aspecto atrofiado y tupido, debido a la longitud
reducida de los entrenudos (Figura 2D).

Identificacion preliminar de Begomovirus

Del total de muestras de plantas colectadas
(151), incluyendo 146 chiles y cinco plantas de

Table 3. Provisional sequence identification of Begomovirus (identity >89% nt) found in samples of cultivated*,
semi-cultivated”, wild * grown pepper plants and weed (w) plants collected in the state of Yucatan.
Viruses revealed by PCR with universal primers for the core Cp. Number of “PCR positives clones over
total sampled plants per species and/or landrace type. In parenthesis number of positive sequenced
clones, underlined are the possible mixed virus infections found.

Cuadro 3. Identificacion provisional de Begomovirus

(identidad >89% nt) basado en secuencias parciales,

encontrada en muestras de plantas de chile cultivadas®, semicultivadas”, silvestres’ y plantas de maleza
(w) recolectadas en el estado de Yucatin y Campeche. Virus amplificados por PCR con cebadores
universales para core Cp. Numero de clonas positivas +PCR sobre el total de plantas muestreadas
por especie y/o tipo de raza local. Entre paréntesis, el nimero de clonas secuenciadas positivas. Las
posibles infecciones virales mixtas aparecen subrayadas.

Host species

No. “PCR / total samples

Virus species identity >89% nt
(No. of sequenced clones to core Cp)

Capsicum chinense (habanero)” 53/57
C. annuum var. Annuum (dulce)* 16/18
C. a. var. Annuum (X kat iik)* 11/12
C. a. var. Annuum (Ya'ax iik ) * 8/8
C. frutescens (Pico de paloma) * 6/8
C. a. var. aviculare (Maax iik)" 37/43
Callicarpa spp (w) 11
Croton malvaviscifolius (W) 1/1
Nicotiana tabacum (w) 1/1
Dicliptera sexangularis(w) 1/1
Herissantia crispa (W) 11

(35) PepGMYV, (6) PHY VYV, (2) ToSLCYV, (4) EuMV-

YP, 1PepGMV:1PHYVV

(12) PepGMY, (3) ToSLCYV,
1PepGMV:1TYLCV.

(9) PepGMYV, 1PepGMV:1ToSLCV.
(7) PepGMV

(5) PepGMV

(18) PepGMV

(3) PepGMV

(3) PepGMV

(3) PepGMV

(2) PepGMV

(2) PepGMV
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provisionally identified based on the comparison of
nucleotide identity (>89% nt) with viral core CP
sequences of well-studied begomoviruses (Table
3). Single infections with Pepper golden mosaic
virus PepGMYV predominated, representing 82.5%
of the sequenced clones (99) detected in materials
of the different Capsicum species and in the weed
species Callicarpa spp., C. malvaviscifolius, D.
sexangularis, H. crispa, and N. tabacum (Table
3). This was followed by Pepper huasteco yellow
vein virus PHYVV (5 %) found in two C. chinense
plants, one clone isolated from Habanero and the
other from Scotch Bonnet type, plus the Tomato
severe leaf curl virus ToSLCV (4.2%) found in
the Habanero and Dulce plants. Interestingly, four
sequenced clones (3.3%) from a single Habanero
chili plant (sample H6 EUMV-YP|[C. chinense H])
displayed high identity (98-99%) to the Euphorbia
virus-[ Yucatan Peninsula] EuMV-YP
isolate described from FEuphorbia heterophylla
(Hernandez-Zepeda et al., 2007b). Possible mixed
infections were confirmed by bi-directionally
searching of three to five clones of each partial
begomoviral species isolated from each plant.
These included a mixture of PepGMV-PHYVYV in
the Habanero chili (sample 120, C. chinense H),
the PepGMV-TYLCYV in the Dulce pepper (sample
138, C. annuum D) and the PepGMV-ToSLCV in a
X'kat iik plant (sample 144, C. annuum, Table 3).

mosaic

Genetic variation of PepGMY isolates based on
nucleotide distance analysis from partial DNA-A
begomovirus sequences

Genetic distance analysis based on pairwise
analysis of 23 chosen core CP nucleotide sequences
(Table 4) indicated that PepGMYV isolates were
closely related strains sharing from 95 to 99%
nucleotide sequence identity; percentage nt identity
was calculated as [l-genetic distance] x100
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maleza, el 90.1% fueron PCR positivas con los
cebadores que amplifican el core Cp (Cuadro 3).
Es decir, el 89.7% de los chiles (131), incluyen-
do las muestras de plantas de todas las especies
de chile y todas las muestras de maleza (5), fue-
ron positivas para begomovirus. La secuenciacion
de los amplicones, en promedio de dos a tres por
muestra de planta (52), revelo la probable inciden-
cia de infecciones simples y mixtas de begomovi-
rus. Las especies de virus detectadas en 120 clonas
secuenciadas se identificaron provisionalmente en
base a comparaciones de identidad de nucleotidos
(> 89% nt) con secuencias del core Cp viral de be-
gomovirus reportados previamente (Cuadro 3). Las
infecciones simples con el virus del mosaico do-
rado del chile (PepGMV) fueron las mas frecuen-
tes, representando el 82.5% de las cloneas secuen-
ciadas (99), detectados en hojas de las diferentes
especies de Capsicum y en las especies de maleza
Callicarpa spp., C. malvaviscifolius, D. sexangula-
ris, H. crispa y N. tabacum (Cuadro 3). Le siguio
el virus de la vena amarilla del pimiento huasteco
(PHYVYV) (5%), que se encontr6 en dos plantas
de C. chinense, una clona aislada de Habanero y
el otro de tipo Scotch Bonnet. Ademas, se encon-
tr6 el virus del enrollamiento severo de la hoja del
tomate (ToSLCV) (4.2%) en plantas de Habanero
y Dulce. Curiosamente, cuatro clonas secuenciadas
(3.3%) de una sola planta de chile habanero (mues-
tra H6 EuMV-YP[C. chinense H]) mostraron una
alta identidad (98-99%) con el virus del mosaico
de Euphorbia-[Peninsula de Yucatan] EuMV-YP
aislado en Euphorbia heterophylla (Hernandez-
Zepeda et al., 2007b). Las posibles infecciones
mixtas se confirmaron realizando una busqueda
bidireccional de la secuencia parcial de tres a cin-
co clonas de cada especie begomoviral aislada en
cada planta. Estas incluyeron una mezcla del Pe-
pGMV-PHYVYV en chile Habanero (muestra 120,
C. chinense H), PepGMV-TYLCYV en chile Dulce
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(Brown et al., 2005). The average nt distance of
CPR estimated for the number of base substitutions
per site over all 23 sequence pairs was equal to
0.027 (£0.004 SE), with a calculated transitional
to transversional distance per site ratio (R) equal
to 0.641(= 0.21 SE). In general, the estimated
average codon-based divergence of all sequence
pairs showed a low value of nonsynonymous (dN)
substitutions to synonymous (dS) substitutions, dN
=0.003 < dS =0.130, and a low dN / dS ratio of
0.023 (Table 4), respectively.

Phylogenetic analysis based on partial DNA-A
begomovirus sequences

The phylogenetic analysis examined the
probable relationship between begomovirus-
infected pepper and those of weed species collected
in the YS and CS relative to their corresponding
sequences from a database (Gen-Bank). The
analysis incorporated the nt sequences of the
Coat protein gene (CP) core region from 61 taxa.
The matrix was constructed with 23 nt sequences
isolated from Capsicum spp., two from plants
grown as weeds (Table 3), and 36 from Gen-Bank
sequences (Table 2). The evolutionary history was
inferred using the Maximum Parsimony method.
The most parsimonious tree with length =3191 was
show (Figure 3). The consistency index is 0.376378
(0.309704), the retention index 1is 0.634911
(0.634911) and the composite index is 0.238966
(0.196634) for all sites and parsimony-informative
sites (in parentheses). The percentage of replicate
trees in which the associated taxa -clustered
together in the bootstrap test (1000 replicates)
were show next to the branches. The MP tree was
obtained using the Subtree-Pruning-Regrafting
(SPR) algorithm with search level 1 in which the
initial trees were obtained by the random addition
of sequences (10 replicates). There were a total
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(muestra 138, C. annuum D) y PepGMV-ToSLCV
en una planta X'kat iik (muestra 144, C. annuum,
Cuadro 3).

Variacion genética de aislados del PepGMV
basada en analisis de distancia de nucledtidos
a partir de secuencias parciales del ADN-A de
begomovirus

El analisis de distancia genética basado en el
analisis por parejas de 23 secuencias de nucleotidos
del core Cp seleccionadas (Cuadro 4), indicd que
los aislados del PepGMYV son cepas estrechamen-
te relacionadas, que compartian entre 95 y 99% de
identidad de secuencia de nucleétidos. El porcenta-
je de identidad de nt se calculd como [1-distancia
genética] x100 (Brown et al., 2005). La distancia
promedio de nt del CPR estimada para el numero
de sustituciones de bases por sitio en los 23 pares
de secuencias fue igual a 0.027 (+ 0.004 SE), con
una distancia de transicion a transversion calculada
por proporcion de sitio (R) igual a 0.641 (£ 0.21
SE). En general, la divergencia promedio estimada
basada en codones de todos los pares de secuencias
mostré un valor bajo de sustituciones no sinéonimas
(dN) a sustituciones sinonimas (dS) (dN = 0.003 <
dS = 0.130) y una proporcion dN/dS baja de 0.023
(Cuadro 4).

Analisis filogenético basado en secuencias par-
ciales del ADN-A de begomovirus

El analisis filogenético analiz6 la relacion pro-
bable entre los begomovirus encontrados que in-
fectan chiles y aquellos que infectan especies de
maleza colectadas en YS y CS, segun sus secuen-
cias correspondientes en el GenBank. El anélisis
incorpord las secuencias de nt de la region central
del gen de la proteina de la capside (core Cp) de
61 taxones. La matriz se construyd con secuencias
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R13 PepGMV (C. chinense cv. Scotch bonnet)

138 PepGMV (C. annuum cv. sweet pepper)

R16 PepGMV (C. chinense cv. Habanero)

; 250 2 PepGMV (H. crispa)

R6 PepGMV (C. frutescens)

240-2 PepGMV (C.annuum cv. Maax)

PepGMV- Tam

240 PepGMV (C. annuum cv. Maax)

PepGMV- Ni

R10 PepGMV (C. chinense cv. Habanero)

43 PepGMV (C. annuum)

122 PepGMYV (C. chinense cv. Habanero)

151 PepGMV (C. annuum cv. sweet pepper)

45 PepGMV (C. annuum cv. Cubano).seq

R15 PepGMV (C. annuum cv. Maax)

120 PepGMV (C. chinense cv. Habanero)

o 3 PepGMV (C. annuum cv. sweet pepper)
\_'_E 1-3 PepGMYV (D. sexangularis)

144 PepGMV (C. annuum cv. Xkatic)
o 59 PepGMV- Mo
JE PepGMV- Ser
57 PepGMV- D
%‘_E PepGMV- Chi
99 PepGMV- CR

40 PHYVV (C. annuum)
120 PHYVV (C. chinense cv. Habanero)
PHYVV
57 183 PHYVV (C. chinense cv. Habanero)
CalLCuV
CYVVV- Hoa
RhGMV- Chi
98 RhGMV
90 CdTV
SIGMHV
— ToMoV- Flo
AbMV

81 SiGMV- Flo
82 E ToSLCV-GT
99 144-4 Tomato severe leaf curl virus-Gu
——— SiIGMCRV
TGMV-YV
7 l: BCaMV
o BGMV- BR

99 EuMV-YP
7 HB6-EuMV-YP (C. chinense cv. Habanero)
TMYLCAV
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MCLCuV- CR
\;E MCLCuV- GT
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— BGYMV-GT
L 98 L— BGYMV- MX
CLCuGV
- p” ACMV- NG
89 TYLCV-MId
R12 PepGMV (C. annuum cv. Maax)
‘ TYLCV

R3 PepGMV (C. annuum)
89 138 TYLCV DR (C. annuum cv. sweet pep G
99 164 PepGMV (C. annuum cv. Xkatic)
MSV-CP

Figure 3. Cp sequence-inferred phylogenetic relationships of begomoviruses identified in field-grown and cultivated pepper
plants from Yucatan and Campeche, Mexico; the analysis also includes the Cp sequence of selected, well-studied
begomoviruses which are available in GenBank. Presented is the single most parsimonious tree; numbers placed
at nodes represent Bootstrap values over than 50%, lower values are not shown (1000 iterations).

Figura 3. Relaciones filogenéticas inferidas por la secuencia parcial del core Cp de begomovirus identificados en plantas
de chile cultivadas y silvestres provenientes de Yucatin y Campeche, México. El analisis también incluye la
secuencia del core Cp de begomovirus seleccionados y bien estudiados que estan disponibles en el GenBank. La
figura muestra el 4rbol mas parsimonioso. Los niimeros colocados en los nodos representan valores de Bootstrap
superiores al 50%. Los valores mas bajos no se muestran (1000 iteraciones).
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of 566 positions in the final dataset. Evolutionary
analyses were conducted in MEGAT11. The cluster
of Eastern Hemisphere begomoviruses with a 99%
Bootstrap supported value includes the 7Zomato
yellow leaf curl virus, of which clone 138-TYLCV-
[C. annuum D], isolated from a single plant with
a likely mix infection (Table 3, Figure 3), showed
high identity (99%) to the Dominican Republic
isolate of TYLCV. Interestingly, a divergent clade
containing three clones of PepGMYV isolates from
different C. annuum cultivars was observed close to
the MSV-CP, the Mastrevirus that was selected as
root of the phylogenetic tree, with 89% Bootstrap
supported value. The Western Hemisphere cluster
divides into two subclades (63% support node).
One group holds the Tomato severe leaf curl virus
clone 144-ToSLCV-[C.annuum X]), isolated from
a X'kaat ik plant with a probable mixed infection
(Table 3, Figure 3). This is related to the ToSLCV-
[GT] reference isolate (82% Bootstrap), shares
common nodes with other begomoviruses, and is
grouped with species of Sida golden mosaic virus
(SiGMYV), Tomato mottle virus (ToMoV), Chino
del tomate virus (CdTV), and Abutilon mosaic virus
(AbMV). The second group, with two branches,
contains the pepper isolate of the FEuphorbia
mosaic virus isolate, H6 EuMV-YP (C. chinense
H) with its sister species, the EUMV-YP reference
isolate (99% Bootstrap) and the Tomato mild yellow
leaf curl Aragua virus (TMYLCAV), a relation
supported by a 77% value (Figure 3). The former
groups are assembled with a begomovirus species
that received no Bootstrap support, including the
SLCV clade. The other relationships inferred
for the collections with no Bootstrap support are
subdivided into two subclades. One subclade
comprising the Pepper huasteco yellow vein virus
(PHYVYV) cluster is grouped with three isolates
from C. chinense, clones 120 and 183 of PHYV V-
from Habanero and the 40-PHY VV isolate from the
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de 23 nt aisladas de Capsicum spp., dos de male-
za (Cuadro 3) y 36 de secuencias publicadas en el
GenBank (Cuadro 2). La historia evolutiva se in-
firi6 utilizando el método de Maxima Parsimonia.
La Figura 3 muestra el arbol mas parsimonioso,
con una longitud =3191. El indice de consisten-
cia es 0.376378 (0.309704), el indice de retencion
es 0.634911 (0.634911) y el indice compuesto es
0.238966 (0.196634) para todos los sitios y sitios
informativos de parsimonia (entre paréntesis). El
porcentaje de arboles replicados en los que los
taxones asociados se agruparon por Bootstarp
(1000 repeticiones) se muestra junto a las ramas.
El arbol MP se genero utilizando el algoritmo Sub-
tree-Pruning-Regrafting (SPR) (nivel de busqueda
1). Los arboles iniciales se obtuvieron mediante la
adicion aleatoria de secuencias (10 repeticiones).
Hubo un total de 566 posiciones en el conjunto de
datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en
MEGALL. El grupo de begomovirus del hemisferio
oriental con un valor de Bootstrap del 99% incluye
el virus del enrollamiento de la hoja amarilla del
tomate (Tomato yellow leaf curl virus), del cual la
clona 138-TYLCV-[C. annuum D], aislado de una
planta con una probable infecciéon mixta (Cuadro
3, Figura 3), mostr6 una alta identidad (99%), con
el aislado de TYLCV de la Reptblica Dominica-
na. Curiosamente, se observo un clado divergente
que contenia tres clones de aislados del PepGMV
de diferentes cultivares de C. annuum cerca del
MSV-CP, el Mastrevirus, que se seleccion6 como
la raiz del arbol filogenético, con un 89 % del valor
de Bootstrap. El grupo del Hemisferio Occidental
se divide en dos subclados (63% soporte del nodo).
Un grupo incluye el virus del enrollamiento seve-
ro de la hoja del tomate (Tomato severe leaf curl
virus) clon 144-ToSLCV-[C. annuum X]), aislado
de una planta X kaat ik con una probable infeccion
mixta (Cuadro 3, Figura 3). Este grupo esté asocia-
do con el aislado de referencia ToOSLCV-[GT] (82%
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Maax iik plant, with 88 to 99 % Bootstrap values.
The second subclade is composed of collections of
the Pepper golden mosaic virus PepGMYV from the
most of the pepper and weed isolates set with well-
known begomovirus reference isolates forming
a major PepGMV clade supported by Bootstrap
(83%). This PepGMV clade visibly split into
three subclades (Bootstrap 89%) (Figure 3). Two
clones of PepGMYV, R3 and 164 were grouped in
a separate clade with TYLCV-DR, with 89%%
of Bootstrap support. A future analysis with the
complete sequence of the A Component of both
clones should be necessary, in order to corroborate
this phylogenetic relationship.

DISCUSSION

Plant viruses have enormous potential for
genetic variation and rapid evolution; although
mutation, reassortment, and recombination are
known as mechanisms that generate variation, less
is known about the selection pressures that operate
and drive their evolution (Font et al., 2007; Garcia-
Arenal et al., 2003; Seal et al., 2006). Evidence is
provided here that YPM infections by members of
the genus Begomovirus are common in cultivated
peppers, as well as non-cultivated weed plants.
Nearly all plants in fields with cultivated peppers,
landrace Dulce, X'kat ikk, Ya'ax ikk, Pico de
Paloma, and Habanero chili analyzed during this
work showed severe symptoms. In fact, most
of the collected tested samples (90%) were PCR
begomovirus-positive (PCR-BG-+), in which the
conserved core Coat Protein region of the AVI
gene was used for the provisional identification
of begomoviruses. This partial sequence provides
provisional virus identification, while for definite
classification, complete DNA-A and DNA-B
particle sequences are required (Brown et al., 2001;
Fauquet et al., 2003). Actually, Central America,
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de Bootstrap), comparte nodos comunes con otros
begomovirus y se agrupa con especies del virus del
mosaico dorado de Sida (Sida golden mosaic virus
-SiGMV), el virus del moteado del tomate (7Tomato
mottle virus -ToMoV), el virus del Chino del to-
mate (Chino del tomate virus - CdTV) y el virus
del mosaico de Abutilon (Abutilon mosaic virus -
AbMV). El segundo grupo, con dos ramas, inclu-
ye una clona del virus del mosaico de Euphorbia
(Euphorbia mosaic virus), H6 EuMV-YP (C. chi-
nense H), aislado de chile, con su especie hermana,
el aislado de referencia EuUMV-YP (99% de Boots-
trap) y el virus del encrespado amarillo de la hoja
del tomate (Tomato mild yellow leaf curl Aragua
virus - TMYLCAV), relacion sustentada con un va-
lor de Bootstrap del 77% (Figura 3). Los primeros
grupos se ensamblan con una especie de begomo-
virus que no recibid soporte de Bootstrap, incluido
el clado SLCV. Las otras relaciones inferidas para
las colecciones no tienen soporte de Bootstrap y
se subdividen en dos subclados. Un subclado que
comprende el cluster del virus huasteco de la vena
amarilla del chile (Pepper huasteco yellow vein vi-
rus - PHYVYV) se agrupa con tres aislados de C.
chinense, las clonas 120 y 183 de PHYVV- de Ha-
banero y el aislado 40-PHYVV de la planta Maax
iik, con 88 a 99 % de valores Bootstrap. El segundo
subclado esta formado por secuencias del virus del
mosaico dorado del chile (Pepper golden mosaic
virus - PepGMV) de la mayoria de los aislamientos
de chile y maleza con aislamientos de referencia de
begomovirus bien conocidos, formando un clado
principal del PepGMYV respaldado por Bootstrap
(83%). Este clado del PepGMYV se dividio visible-
mente en tres subclados (Bootstrap 89%) (Figura
3). Dos clonas del PepGMYV, R3 y 164, se agrupa-
ron en un clado separado con el TYLCV-DR, con
un 89% de soporte de Bootstrap. Es necesario un
analisis posterior con la secuencia completa del
Componente A de ambos clonas para corroborar
esta relacion filogenética.
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México, and Brazil appear to be important Western
Hemisphere centers of begomovirus diversity
(Ala-Poikela et al., 2005; Fernandes et al., 20006;
Hernandez-Zepeda et al., 2007a; Rodriguez-
Negrete et al., 2019). Actually, more than 440
begomovirus species are reported, and among these
a large number are emerging pathogens of pepper,
bean (Phaseolus vulgaris), cotton (Gossypium sp.),
cucurbits, okra (Abelmoschus esculentus), papaya
(Carica papaya), tomato (Solanum lycopersicum),
and weed plants (ICTV, 2022). In a previous
study, from 119 symptomatic plants belonging
to 16 different species, only 58% of the YPM
samples were positive to begomovirus. In these
samples, 13 distinct begomovirus species were
identified, including the PepGMYV isolated from
C. annuum (Hernandez-Zepeda et al., 2007¢). In
contrast, almost 90% of the analyzed samples in
this work were positive to PepGMYV. In both cases,
all the collected plants showed viral symptoms.
As reported before, one possibility is that some
symptomatic plants collected here were infected
with other viruses that produce similar symptom
(Hernandez-Zepeda et al., 2007c). Another report
showed that geminivirus infection in tomato, with
similar symptoms to those caused by geminivirus
was induced by Potyviridae and Tobamoviridae
(Polston and Anderson, 1997). It is notable that C.
anuumm var. aviculare Maax iik plants examined
here did show mild symptoms present in even one
branch of the plant and rarely in two. Yet 86% of
the collected material of Maax iik was PCR-BG-+.
Symptom remission or host recovery has been
associated with specific resistance of pepper plants
to PepGMYV, and silencing mechanisms in the
recovery process have been suggested (Carrillo-
Trip et al., 2007). This is important, as evidence
from the literature suggests that the sources of
resistance to PHYVV and PepGMV are to be
found within wild relatives of C. annuum and some
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DISCUSION

Los virus de las plantas tienen un enorme po-
tencial para la variacion genética y la rapida evo-
lucién. La mutacién, el reordenamiento y la re-
combinaciéon son mecanismos conocidos que ge-
neran variacion genética, pero se sabe poco sobre
las presiones de seleccion que operan e impulsan
su evolucion (Font et al., 2007; Garcia-Arenal et
al., 2003; Seal et al., 2006). Aqui se proporciona
evidencia de que las infecciones en la YPM cau-
sadas por miembros del género Begomovirus son
comunes en chiles cultivados y plantas de maleza.
Casi todas las plantas de chile cultivadas en campo
estudiadas en el presente trabajo, incluidas las va-
riedades locales Dulce, X kat ikk, Ya ax ikk, Pico
de Paloma y chile habanero, mostraron sintomas
graves de infeccion por Begomovirus. De hecho, la
mayoria de las muestras recolectadas (90%) fueron
positivas para begomovirus por PCR (PCR-BG-+).
La region central conservada del gen 4V/ de la
proteina de la capside (core Cp) se utilizd para la
identificacion provisional de los begomovirus. Esta
secuencia parcial permitié la identificacion provi-
sional del virus. Para una clasificacion definitiva, se
requieren secuencias completas de los componen-
tes ADN-A y ADN-B (Brown et al., 2001; Fauquet
et al., 2003). Centroamérica, México y Brasil pare-
cen ser importantes centros de diversidad de bego-
movirus en el hemisferio occidental (Ala-Poikela
et al., 2005; Fernandes et al., 2006; Hernandez-Ze-
peda et al., 2007a; Rodriguez-Negrete et al., 2019).
Se han reportado méas de 440 especies de begomo-
virus, incluyendo un gran ntimero de patdogenos
emergentes que afectan chile, frijol (Phaseolus
vulgaris), algodon (Gossypium sp.), cucurbitaceas,
okra (Abelmoschus esculentus), papaya (Carica
papaya), tomate (Solanum Ilycopersicum) y ma-
leza (ICTV, 2022). En un estudio anterior, de 119
plantas sintomaticas pertenecientes a 16 especies
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accessions of C. chinense (Anaya-Lopez et al.,
2003; Hernandez-Espinal et al., 2018; Hernandez-
Verdugo et al., 2001).

Based on the Cp sequences, the five partially
identified species of begomovirus associated
with cultivated pepper plants in the YPM are in
accordance with those described by other authors
(Anaya-Lopez et al., 2003; Godinez-Hernandez
et al., 2001; Hernandez-Espinal et al., 2018;
Hernandez-Zepeda et al., 2007b; Morales-Aguilar
et al., 2019). The unusual finding of EuMV-YP
infecting a Habanero chili plant, reported here, is
remarkable given that this viral species commonly
livesintheneotropical weed Euphorbia heterophylla
(Ala-Poikela et al., 2005; Gregorio-Jorge et al.,
2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a; Hernandez-
Zepeda et al., 2007c). In Mexico, this virus was
reported in the YPM and in Jalisco (Gregorio-Jorge
et al., 2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a). In
Cuba, it was reported that the EuMV infects tobacco
plants collected in the field (Fiallo-Olive, 2010).
Although experimental data have confirmed that P,
vulgaris, S. lycopersicum, Nicotiana benthamiana,
C. annuum, C. chinense, Cnidoscolus chayamansa,
Jatropha curcas, Ricinus comunis, Arabidopsis
thaliana, and Nicotiana tabacum plants are hosts
of EuMV-YP (Hernandez-Zepeda et al., 2007b;
Villanueva-Alonzo et al., 2013), additional field
studies are needed to establish the extent of host
range and distribution of EuMV-YP in Mexico and
other countries of Central and South America.

In the present study, PepGMV was the most
widespread begomoviral species found to infect
cultivated C. chinense,
Dulce and X'kat iik, the home-garden grown C.

C annuum landrace

frutescens, and wild grown Maax ikk, as well as
collected weed plants in the YPM. Most weed
samples should be analyzed in order to look for
PepGMYV infection in the YPM. This species has
also been reported in Central America, infecting
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diferentes, solo el 58% de las muestras de la YPM
fueron positivas a begomovirus. En ese estudio, se
identificaron 13 especies distintas de begomovirus,
incluido el PepGMYV aislado de C. annuum (Her-
nandez-Zepeda et al., 2007¢). Por el contrario, casi
el 90% de las muestras analizadas en el presente
trabajo fueron positivas para PepGMV. En ambos
casos, todas las plantas recolectadas presentaron
sintomas virales. Como se coment6d anteriormen-
te, una posible explicacion es que algunas plantas
sintomaticas recolectadas en el presente estudio es-
taban infectadas con otros virus que producen sin-
tomas similares (Hernandez-Zepeda et al., 2007c).
Otro reporte mostrdé que una infeccion de tomate
con sintomas similares a los causados por gemi-
nivirus fue inducida por Potyviridae y Tobamovi-
ridae (Polston y Anderson, 1997). Es notable que
las plantas de C. anuumm var. s aviculare Maax iik
examinadas en el presente estudio mostraron sin-
tomas leves en una rama de la planta y rara vez en
dos. Sin embargo, el 86% del material recolectado
de Maax iik fue PCR-BG-+. La remision de los sin-
tomas o la recuperacion del huésped se ha asociado
con la resistencia especifica de las plantas de chile
al PepGMYV vy se han sugerido mecanismos de si-
lenciamiento en el proceso de recuperacion (Carri-
llo-Trip et al., 2007). Esto es importante, ya que
la evidencia de la literatura sugiere que las fuentes
de resistencia a PHYVV y PepGMYV se encuentran
entre los parientes silvestres de C. annuum y algu-
nas accesiones de C. chinense (Anaya-Lopez et al.,
2003; Hernandez-Espinal et al., 2018; Hernandez-
Verdugo et al., 2001).

En base a las secuencias del core Cp, las cin-
co especies de begomovirus parcialmente identifi-
cadas asociadas a plantas de chile cultivadas en la
YPM concuerdan con las descritas por otros auto-
res (Anaya-Lopez et al., 2003; Godinez-Hernandez
et al., 2001; Hernandez-Espinal ef al., 2018; Her-
nandez-Zepeda et al., 2007b; Morales-Aguilar et
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peppers in Costa Rica and Honduras (Lotrakul
et al., 2000; Morales et al., 2005), and tomato,
pepper, and cucurbits in Nicaragua (Ala-Poikela et
al., 2005). In addition, tested samples of Habanero
chili showed a single infection with PHYVV and
ToSLCV, consistent with other studies reported
for other parts of Mexico and Nicaragua (Ala-
Poikela et al., 2005; Hernandez-Espinal et al.,
2018; Morales-Aguilar et al., 2019). Moreover, the
finding of an isolate of TYLCV reported here in a
possible mixture with PepGMYV infecting a single
plant of C. annuum Dulce is supported by earlier
reports of the presence of TYLCV in tomato in
Yucatan since 1999 Ascencio-Ibafiez et al., 1999).
This strain of TYLCYV shares 99% identity with the
Dominican Republic strain (Ascencio-Ibafiez et al.,
1999), a strain that is considered a component of
the Eastern North American and Caribbean clade
(ENAC) of TYLCV (Dufty and Holmes, 2007).
The other possible mixed infections, PepGM V-
PHYVV, PepGMV-TYLCV and PepGMV-
ToSLCV, frequently occur in association with
only cultivated peppers, such as Habanero chili
and C. annuum var. annuum, landrace Dulce and
X'kat ikk, in farming areas where striking whitefly
infestations  were
Medrano, unpublished data). It is remarkable that
PepGMV and PHYVV mixed infections indeed
occur naturally in many horticultural crops in
México, where the distribution of the two viruses
often overlaps (Hernandez-Espinal ef al., 2018;
Morales-Aguilar ez al.,2019). Symptom expression
in PepGMV-PHY VYV interactions seems to be host-
dependent (Mendez-Lozano et al., 2003). Future
research on PepGMV-PHY VYV, PepGMV-TYLCYV,
and PepGMV-ToSLCYV interactions should address
the biological significance of each mixture, how
their respective genomes interact with the host cell
genome during each of these mixed infections,
and what is their relationship to the vector biotype

recorded (Escobedo-Garcia

involved in their transmission.
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al., 2019). El hallazgo inusual del EuMV-YP infec-
tando una planta de chile habanero, reportado aqui,
es notable dado que esta especie viral cominmente
infecta la maleza neotropical Euphorbia heterophy-
lla (Ala-Poikela et al., 2005; Gregorio-Jorge ef al.,
2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a; Hernandez-
Zepeda et al., 2007¢c). En México, este virus ha sido
reportado en la YPM y en Jalisco (Gregorio-Jorge
et al., 2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a). En
Cuba se reportd que el EuMV infecta plantas de
tabaco recolectadas en el campo (Fiallo-Olive,
2010). Aunque los datos experimentales han confir-
mado que las plantas P. vulgaris, S. lycopersicum,
Nicotiana benthamiana, C. annuum, C. chinense,
Cnidoscolus chayamansa, Jatropha curcas, Ricin-
us communis, Arabidopsis thaliana y N. tabacum
son hospederos del EUMV-YP (Hernandez- Zepeda
et al., 2007b; Villanueva-Alonzo et al., 2013), se
requieren estudios de campo adicionales para es-
tablecer la extension del rango de hospederos y la
distribucion del EuMV-YP en México y otros pai-
ses de América Central y del Sur.

En el presente estudio, el PepGMYV fue la espe-
cie de begomovirus mas extendida que se encontro
infectando a C. chinense cultivada, C. annuum va-
riedad local Dulce y X'kat iik, a C. frutescens cul-
tivada en huertos domésticos y la planta silvestre
Maax ikk, asi como a la maleza recolectada en la
YPM. Se deben analizar mas muestras de maleza
para establecer la distribucion del PepGMV en es-
tas plantas en la YPM. Esta especie de virus tam-
bién ha sido reportada en América Central, infec-
tando chiles en Costa Rica y Honduras (Lotrakul et
al.,2000; Morales et al., 2005), asi como plantas de
tomate, chile y cucurbitaceas en Nicaragua (Ala-
Poikela et al., 2005). Ademas, las muestras anali-
zadas de chile habanero presentaron una infeccion
simple con el PHYVV y el ToSLCV, en concor-
dancia con los resultados de otros estudios en otras
partes de México y Nicaragua (Ala-Poikela et al.,
2005; Hernandez-Espinal et al, 2018; Morales-
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The results shown here concerning C. annuum
var. aviculare, Maax iik, and the weed, e.g., D.
sexangularis, and H. crispa are relevant because
they demonstrate that native hosts could be
reservoirs of genetic diversity for PepGMV-
associated viruses. This may be important for
the understanding of epidemic dynamics and
evolution of the viruses under the prevailing
conditions in YPM. Support for this comes from
this fact: although Maax ikk plants showed mild
virus symptoms when collected, the majority that
tested BG positive by PCR (86.05%) turned out
to be infected by the partially identified PepGMV.
It is interesting to note that the genetic evidence
provided here concerning a low genetic diversity
within PepGMV (particularly the low nucleotide
substitutions of dN/dS ratio in the CP-core gene
region (CPR) analyzed) strongly suggests that a
negative selective pressure (dN/dS) is operating
on the gene region analyzed. This is comparable to
that reported for TYLCV (Font ef al., 2007).

CONCLUSIONS

In this work, almost 90% of the sampled plants
were positive to begomovirus, including the
partially identified species of PepGMV, PHYVYV,
ToSLCV, TYLCV and EuMV-YP. Single infections
with PepGMV predominated, representing 82.5%
of the sequenced clones. Mixed infection including
the PepGMV-PHYVV the PepGMV-TYLCV and
the PepGMV-ToSLCV were observed in different
plant species. These partial sequences provide
provisional virus identification isolates in the YPM,
while for definite classification and phylogenetic
analyzes, complete DNA-A and DNA-B component
sequences will be required.
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Aguilar et al., 2019). En el presente estudio, el ha-
llazgo de un aislado de TYLCV en posible com-
binacion con el PepGMV que infecta una planta
de C. annuum Dulce, esta respaldado por reportes
anteriores de la presencia de TYLCV en plantas de
tomate en Yucatan desde 1999 (Ascencio-Ibafiez et
al., 1999). Esta cepa de TYLCV comparte un 99%
de identidad con la cepa de Republica Dominica-
na (Ascencio-Ibafiez et al., 1999), una cepa que
se considera un componente del clado del este de
América del Norte y el Caribe (ENAC) del TYLCV
(Duffy y Holmes, 2007). Las otras posibles infec-
ciones mixtas, de PepGMV-PHY VYV, de PepGM V-
TYLCV y de PepGMV-ToSLCV, se presentaron
frecuentemente en asociacion solo con chiles cul-
tivados, como el chile habanero y C. annuum. Var.
annuum, variedad local Dulce y X kat ikk, en areas
de cultivo con registros de infestaciones de mos-
quita blanca (Escobedo-Garcia Medrano, datos
no publicados). Es de destacar que las infecciones
mixtas con el PepGMYV y el PHY V'V ocurran natu-
ralmente en muchos cultivos horticolas en México
en donde la distribucién de los dos virus a menu-
do se superpone (Hernandez-Espinal et al., 2018;
Morales-Aguilar ef al., 2019). La expresion de sin-
tomas en las interacciones de PepGMV-PHYVV
parece depender del hospedero (Mendez-Lozano et
al., 2003). Las investigaciones futuras sobre las in-
teracciones PepGMV-PHY VYV, PepGMV-TYLCV
y PepGMV-ToSLCV deberian abordar la impor-
tancia biologica de cada combinacién, como inte-
ractian sus respectivos genomas con el genoma de
la célula hospedera durante cada una de estas infec-
ciones mixtas y cudl es su relacion con el biotipo
del vector implicado en su transmision.

Los resultados del presente estudio sobre C.
annuum var. aviculare, Maax iik y maleza (p. ej.,
D. sexangularis y H. crispa) son relevantes porque
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demuestran que los hospederos silvestres podrian
ser reservorios de diversidad genética para los virus
asociados con el PepGMV. Esto puede ser impor-
tante para la comprension de la dindmica epidemio-
logica y la evolucion de los virus en las condiciones
imperantes en la YPM. Esta conclusion esta respal-
dada por este hecho: aunque las plantas de Maax
ikk mostraron sintomas leves del virus cuando se
recolectaron, la mayoria de las que dieron positivo
a BG por PCR (86.05%) resultaron estar infectadas
por el PepGMV. Es interesante notar que la eviden-
cia genética mostrada aqui, de una baja diversidad
genética dentro del PepGMYV (particularmente las
bajas sustituciones de nucledtidos de la proporcion
dN/dS en la region del core Cp) sugieren fuerte-
mente que una presion selectiva negativa (dN/dS)
esta operando en la region del gen analizado. Esto
es similar a los resultados que se han reportado
para el TYLCV (Font et al., 2007).

CONCLUSIONES

En el presente trabajo, casi el 90% de las plan-
tas muestreadas fueron positivas a begomovirus,
incluidas las especies parcialmente identificadas
del PepGMYV, el PHYVYV, el ToSLCYV, el TYLCV
y el EUMV-YP. Predominaron las infecciones sim-
ples del PepGMYV, que representaron el 82.5% de
las clonas secuenciadas. Se observaron infecciones
mixtas, incluyendo PepGMV-PHY VYV, PepGM V-
TYLCV y PepGMV-ToSLCV en diferentes espe-
cies de plantas. Las secuencias parciales proporcio-
nan la identificacion provisional de virus aislados
en la YPM. La clasificacion definitiva y el analisis
filogenético requieren secuencias completas de los
componentes ADN-A y ADN-B.
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