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CAPITULO 1

RESUMEN

PMeV-Mx es un virus nuevo similar a Umbravirus asociado a la meleira de la papaya en
México, esta enfermedad provoca graves pérdidas econdmicas en el cultivo de papaya. El
virus tiene un genoma de RNA de cadena sencilla, de 4.3 Kb, codifica para dos marcos de
lectura abiertos y tiene un RNA largo no codificante (IncRNA). Al igual que los umbravirus,
no codifica una proteina de la capside, por lo que no es posible purificar particulas virales
para confirmar la etiologia de la enfermedad. El objetivo de este trabajo es determinar si
el genoma viral es necesario y suficiente para producir la enfermedad, asi como
caracterizar la secuencia del IncRNA. En este proyecto se desarrollé una clona infectiva
de PMeV-Mx por el método de ensamble de Gibson, la cual se encuentra bajo el control
del promotor CaMV 35S y de una Ribozima viral para el control de la expresion del RNA
viral en plantas mediante agroinfiltracién. Los resultados de este estudio son el primer
acercamiento a la caracterizacion de la secuencia nucleotidica y la estructura secundaria
del IncRNA de PMeV-Mzx, donde se identificaron regiones putativamente involucradas en
la replicacién del virus, para las cuales se realizd el disefio de mutantes sitio dirigidas y se
culminé con la construccién de una mutante ensamblada por el método de Gibson. Lo
anterior permitird, en un futuro cercano, la caracterizacién in vivo de estas regiones
mediante el analisis de su expresién en plantas. Complementariamente, la construccién
de una clona infectiva del Virus asociado a la meleira de la papaya en México (PMeV-Mx)
podria contribuir a facilitar la investigacion de la patogénesis viral, asi como ayudar al

esclarecimiento de la etiologia de enfermedad en Mexico.



CAPITULO 1

ABSTRACT

PMeV-Mx is a new Umbravirus-like associated with papaya meleira in Mexico, this disease
causes serious economic losses in papaya cultivation. The virus has a single-stranded
RNA genome of 4.3 Kb, encodes two open reading frames, and has a long non-coding
RNA (IncRMA). Like the umbraviruses, it does not encode a capsid protein, so it is not
possible to purify viral particles to confirm the eticlogy of the disease. The aim of this work
was to determine if the viral genome is necessary and sufficient to cause the disease, as
well as to characterize the sequence of the IncRNA. An infectious clone of PMeV-Mx was
generated inserting the viral genome in a binary vector using Gibson assembly. The
plasmid contains the CaMV 355 promoter and a viral Ribozyme to control viral RNA
expression in plants. As an approach towards the characterization of the PMeV-Mx
IncRNA, regions of secondary structure putatively involved in virus replication were
identified for which the design of site-directed mutants was carried out, culminating in the
construction of a mutant assembled by Gibson's method. This reverse genetic aproach will
allow, in the near future, the characterization of the secondary structure rich regions in
plants. In addition, the construction of an infectious clone of PMeV-Mx could contribute to
understatand the etiology of the disease in Mexico and facilitate to identify genetic

determinants of pathogenicity.



