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Bien qu’un nombre important de clones d’ ADNc infectieux aient été obtenus pour les virus
lantes & ARN, la construction de tels clones demeure complexe, lourde et parfois
ématique. Par ailleurs, les progrés réalisés dans le domaine de la détection et des nouvelles
ologies de séquengage ont permis de caractériser ces derniéres années de nombreux nouveaux

sans que leur contribution dans une pathologie particulicre n’ait pu étre €lucidée. La mise en
d’ ADNc complets infectieux pourrait permettre de progresser dans la compréhension de la
énicité de ces agents. Nous avons donc cherché a développer un ensemble de techniques et
tégies destinées a produire de fagon générique des ADNc viraux infectieux (clonés ou non
utilisables en tant qu’outils pour la vérification d’hypothéses étiologiques.
Parmi les améliorations souhaitables, on peut citer (1) la capacité d’utiliser des extraits
ides nucléiques totaux obtenus & partir des hdtes infectés comme matrice pour réaliser
fication directe des génomes complets en une seule étape, éliminant ainsi d’avoir a purifier
ticules virales, (2) la possibilité d’inoculer des plantes par des ADNc infectieux non-clonés,
encore (3) la simplification des procédures de clonage, quand un ADNc infectieux cloné est
€.
" Ce travail de développement méthodologique a été réalisé en utilisant le génome de I'Apple
orotic leaf spot virus (ACLSV, Trichovirus, 7,55 kpb) comme modele. Deux approches ont €té
>n paraligle : ’une permettant la génération rapide d’ ADNCc pleine longueur sous le contrble
moteur du bactériophage T7 et I'inoculation des plantes hotes par les transcrits produits in
itro ' 1’autre générant des ADNc viraux sous le contrdle du promoteur 35S du Cauliflower mosaic
us (CaMV) directement inoculables par biolistique. Dans les deux stratégies, 'infectivité des
Nc ou ARN transcrits obtenus par amplification longue distance a partir d’ARN totaux extraits
s infectées. De facon surprenante, |’infectivité des transcrits a €té validée sur Chenopodium
ais pas sur un autre hote de I’ACLSV, Nicotiana occidentalis 37B.
Nous avons également démontré l'utilité du systéme de recombinaison homologue de la
re pour simplifier le clonage des ADNc complets amplifiés par PCR. Nous avons ainsi pu
liser en une seule étape la construction d’un vecteur navette ternaire levure-E. coli-A.
wefaciens et le clonage d” ADNc infectieux pour obtenir un clone inoculable par agroinfiltration.
Tes différentes stratégies présentées dans ce travail devraient trouver une large application,
articulier pour tester plus rapidement des hypothéses d’étiologie pour les virus de plantes
¢putés “difficiles", tels que ceux infectant des hotes ligneux.
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