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RÉSUMÉ Un virus isolé de l’artichaut « Camus de Bretagne » en France est caractérisé selon les critères biologiques,
physico-chimiques, sérologiques et cytopathologiques. Il est identifié à une nouvelle souche du Broad Bean
Wilt Virus-French Artichoke (BBWV-FA) sur les bases suivantes :
- les réactions des hôtes différentiels, notamment Chenopodium amaranticolor ;
- les propriétés physico-chimiques du BBWV-FA, en accord avec celles des autres souches du même virus ;
- les réactions sérologiques qui mettent en évidence :

a) un index de différenciation sérologique de 2-3 entre BBWV-FA et un autre isolat observé sur l’artichaut
italien « Castellammare » (BBWV-IA),

b) une relation entre BBWV-FA et BBWV, sérotypes I et II,
c) une relation très éloignée entre BBWV-FA et Lamium mild mosaic virus ;

- les aspects ultrastructuraux des viroplasmes comportant des tubules granulaires de 70 nm de diamètre.

Mots clés additionnels : BBWV, biologie, Capitophorus horni, cytopathologie, sérologie.

SUMMARY Characterization of a new strain of broad bean wilt virus isolated from globe artichoke in France.

A virus isolated from artichoke "Camus de Bretagne" in France has been characterized biologically, physico-
chemically, serologically and cytopathologically. It was identified as a new strain of broad bean wilt virus-
French Artichoke (BBWV-FA) on the following basis : differential host reaction on Chenopodium
amaranticolor; physico-chemical properties in good agreement with those of other strains of BBWV ; a
serological differentiation index of 2-3 between BBWV-FA and another isolate of BBWV from Italian
artichoke "Castellammare" (BBWV-IA) ; a relationship between BBWV-FA and BBWV serotypes I and II ; a
very slight relationship between BBWV-FA and Lamium mild mosaic virus ; ultrastructural aspects of the
viroplasms, which contain granular tubules about 70 nm in diameter.

Additional key words : BBWV, biology, Capitophorus horni, serology, cytopathology.

1. INTRODUCTION

Plusieurs virus sont observés chez l’artichaut (RANA
& MARTELLI, 1983). En France, l’artichaut qui est

principalement cultivé en Bretagne, accuse un affai-
blissement depuis une quinzaine d’années. L’étude

entreprise, afin de cerner la cause de cette diminution
des rendements, a permis d’établir la présence, la

répartition, la fréquence et la nuisibilité des virus chez
« Camus de Bretagne » (MIGLIORI et al., 1987). Deux
virus sur les 6 observés sont fréquents ; il s’agit d’un

potyvirus (Artichoke latent virus = ALV) et d’un
virus sphérique qui se rapproche du Broad bean wilt
virus (BBWV) (MIGLIORI et al., 1984), que nous

avons étudié ici.
Le BBWV signalé chez l’artichaut par RUSSO &
RANA (1978) a été mentionné pour la première fois
par STUBBS (1947) et décrit par TAYLOR & STUBBS

(1972) et, plus récemment par EDWARDSON & CHRIS-
TIE (1986) et LISA & BOCCARDO (à paraître). Certains
auteurs comme MATTHEWS (1979), EDWARDSON &
CHRISTIE (1986) classent le BBWV dans le groupe des



Comovirus, d’autres comme DOEL (1975), LISA et al.,
1982, Russo et al. (1983) le classent dans un groupe
distinct.
La fréquence de l’isolat artichaut BBWV-FA

(French artichoke) dans les cultures bretonnes, de
même que la présence d’un autre isolat BBWV-IA

(Italian artichoke) dans les cultures italiennes (RANA
et al., 1987), nous ont conduit à comparer ces 2 virus
afin de les situer parmi le BBWV.

Les propriétés biologiques, physico-chimiques, séro-
logiques et cytopathologiques du BBWV-FA sont

comparées à celles des BBWV-IA, BBWV sérotypes 1
et II (UYEMOTO & PROVVIDENTI, 1974) et au Lamium
mild mosaic virus (LMMV), (LISA et al., 1982).

Les résultats de cette étude sont présentés et discu-
tés dans cet article.

II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les souches étudiées dans cette étude sont les sui-
vantes :

- Isolats de l’artichaut, BBWV-FA et BBWV-IA.
- BBWV sérotype I, isolat de la vigne =

BBWV-G (CASTROVILLI et al., 1985). Isolat Nas-

turtium ringspot virus = NRSV (BocCAttI7o &

CONTI, 1973).
- BBWV sérotype II, BBWV-PV 131 de l’Ameri-

can type Collection.
- Isolat Lamium mild mosaic virus = LMMV

(LISA et al., 1982).

A. Propriétés biologiques

1. Transmission mécanique

BBWV-FA et BBWV-IA sont multipliés sur Cheno-
podium quinoa Willd. L’inoculum est obtenu par le

broyage des tissus foliaires (1 g + 4 ml) dans du tam-
pon phosphate 0,01 M pH 7 contenant 0,2 p. 100 de
DIECA. L’inoculation est effectuée en présence de
80 mg de charbon végétal et 80 mg de carborundum
600 mesh par ml d’inoculum sur une gamme d’hôtes
différentiels placés en serre à 20-24 °C.

2. Transmission par pucerons

Les essais de transmission du BBWV-FA sont effec-
tués par Capitophorus horni, Bôrner et Myzus persi-
cae, Sulz, selon le mode non persistant. Dans le cas de
BBWV-IA, BBWV-G et BBWV-PV 131, seul M. per-
sicae a été utilisé.

Des groupes de 10 pucerons aptères, maintenus en
élevage sur artichaut sain ou sur C. quinoa, sont

déposés après un jeûne de 2 h sur un plant d’artichaut
infecté mécaniquement par les virus cités ci-dessus.
Les pucerons observés à la loupe binoculaire sont

récupérés 1 à 2 min après leur prise alimentaire et

déposés (5 individus par plant) sur 10 artichauts
« Camus de Bretagne » et 10 Physalis floridana,
Rydb.

B. Propriétés physico-chimiques

Les caractéristiques d’inactivation et de limite de
dilution du BBWV-FA et du BBWV-IA sont détermi-

nées in vitro à partir d’extraits 1 g/ml obtenus de
C. guinoa infecté de façon systémique. Le contrôle est
effectué pour chaque cas sur 6 plants de C. quinoa.
La technique de purification appliquée pour le

BBWV-FA et pour les autres isolats est celle utilisée

par LISA (commun. personn.) pour le BBWV isolé de
courgette.

Après broyage des feuilles en présence de citrate tri-
sodique 0,25 M et 0,1 p. 100 d’acide thioglycolique, le
virus est clarifié, traité au triton X-100 (5 p. 100) puis
sédimenté 2 h à 82 000 g. Après une seconde clarifica-
tion suivie d’une sédimentation (2 h à 82 000 g) le
virus est déposé sur des gradients obtenus après
décongélation de la solution de citrate trisodique con-
tenant 20 p. 100 de saccharose. L’analyse effectuée
après 3 h de centrifugation à 197 000 g (Rotor SW-41)
à l’aide d’un analyseur ISCO 640, permet de séparer
les fractions virales. Celles-ci sont sédimentées pen-
dant 3 h à 146 000 g et reprises dans une solution de
citrate trisodique 0,025 M, pH 7,5.
La détermination des coefficients de sédimentation

et des densités en équilibre (buoyant densities), des

composants viraux est effectuée par ultracentrifuga-
tion avec la centrifugeuse Modèle E. Beckman équipée
de l’optique SCHLIEREN.
La centrifugation pour l’équilibre en sulfate de

césium est effectuée à 25 °C pendant 16 h à
44 000 r.p.m.

L’acide nucléique est extrait à partir des compo-
sants « Middle » et « Bottom » des BBWV-FA et IA,
par le phénol-dodésyl-sulfate de sodium (SDS), préci-
pité en présence d’éthanol à 25 °C, puis mis en sus-
pension avec de l’eau distillée stérile. La masse molé-
culaire est déterminée par électrophorèse en gel d’aga-
rose 1,2 p. 100 en tampon tris-borate pendant 1 h à
100 V. Les échantillons sont dénaturés en présence de
50 p. 100 de formamide déionisée pendant 10 min à
55 °C. Après migration, le gel est coloré au bromure
d’éthidium (0,5 pg/ml). Les ARN ribosomaux de
Escherichia coli (1,01 et 0,53 x 106 daltons) sont utili-
sés comme marqueurs ainsi que l’ARN du BBWV-PV
131.
La protéine est préparée à partir de particules vira-

les traitées au tris-(hydroxy-méthyl)-aminométhane,
HCI 0,125 M pH 6,8 en présence 1 p. 100 de 2-

mercaptoéthanol à 100 °C durant 2 à 3 min. Les pro-
téines sont soumises à l’électrophorèse en gel de

polyacrylamide à 15 p. 100 selon la technique décrite
par LaEI!IMLI (1970). La masse moléculaire des poly-
peptides est déterminée en utilisant comme mar-

queurs : la phosphorylase b (94 000), le sérum-albu-
mine bovine (67 000), l’inhibiteur de la trypsine du
soja (20 000) et l’a-lactoalbumine (14 400).

C. Propriétés sérologiques

Les lapins immunisés par les BBWV-FA et lA ont
reçu une 1 re injection intramusculaire de 1 mg de virus
additionné de 1 ml d’adjuvant incomplet de FREUND,
suivie de 2 injections intraveineuses de 1 mg de virus
sans adjuvant respectivement 7 et 14 j plus tard. Un
rappel est effectué en intraveineuse 15 et 20 j après la
dernière injection.

Les relations sérologiques sont déterminées par la
méthode de double immunodiffusion en milieu gélosé



composé de 1 p. 100 d’agarose pour électrophorèse en
citrate trisodique 0,25 M pH 7,5. Les antigènes
BBWV-FA et BBWV-IA (isolats artichauts) sont com-
parés à l’aide des antisérums BBWV-G, BBWV-NRSV
(sérotype I), BBWV-PV 131 (sérotype Il) et LMMV.

L’immunoélectromicroscopie (IEM) est également
appliquée selon le principe de MILNE & LUISONI

(1977) pour étudier la parenté sérologique entre le
BBWV-FA et le LMMV. L’antisérum LMMV a été
utilisé tel que et dilué au 1 / 10, 1 /20 et 1/40.

D. Microscopie électronique

Les composants du BBWV-FA séparés en gradient
de saccharose, sont observés au microscope après
coloration à l’acétate d’uranyle 2 p. 100.

Des fragments de Lathyrus odoratus L., Nicotiana
benthamiana Dom. infectés par le BBWV-FA sont
fixés au glutaraldéhyde 2,5 p. 100 dans une solution

cacodylate 0,2 M pH 7,4, puis post-fixés à 4 °C au
tétraoxyde d’osmium 1 p. 100. Après déshydratation
à l’éthanol, suivi d’un passage à l’oxyde de propylène,
les fragments sont imprégnés d’un mélange Epon-
Araldite qui est soumis à la polymérisation. Les cou-

pes ultrafines sont observées au microscope électroni-
que après coloration à l’acétate d’uranyle et au citrate
de plomb.

III. RÉSULTATS

A. Propriétés biologiques des BBWV-FA et IA

1. Transmission mécanique sur hôtes différentiels

Les BBWV-FA et IA peuvent être transmis aux
hôtes herbacés sans difficulté. Le virus est susceptible
d’infecter une gamme variée d’hôtes. Les 2 isolats de
l’artichaut induisent des réactions relativement analo-

gues sur l’ensemble de la gamme d’hôtes différentiels

(tabl. 1 ). Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn,
réagit seulement par des lésions locales chlorotiques
aux 2 isolats artichauts et par une réaction locale et

systémique aux BBWV-G et PV 131.
L’isolat italien se différencie de l’isolat français par

des taches jaunâtres sur artichaut et des lésions locales
nécrotiques plus prononcées sur les feuilles primaires
de Phaseolus vulgaris L. « Pinto ».



Seul le sérotype 1 (BBWV-G) infecte et provoque
des symptômes sur Capsicum annuum L. « Basti-
don » et Nicotiana glutinosa L.

L’artichaut est sensible aux BBWV-IA, FA et PV
131. Ces 2 dernières souches ne provoquent pas des

symptômes particuliers. L’inoculation des BBWV-G et
NRSV n’a, par contre, pas permis d’infecter les culti-
vars « Camus de Bretagne » et « Violet de Provence ».

2. Transmission par pucerons

La transmission du BBWV-FA s’est avérée délicate.
Le BBWV-FA est transmis par C. horni. La transmis-
sion du virus est effectuée de l’artichaut à l’artichaut

(6 plantes infectées sur 10) mais aussi de l’artichaut à
P. floridana (3 plantes infectées sur 10).
Dans nos conditions expérimentales, M. persicae ne

transmet ni le BBWV-FA ni le BBWV-IA. Par contre,
il transmet les isolats BBWV-G et BBWV-PV 131.

B. Propriétés physico-chimiques

1. Inactivation. Limite de dilution

L’inoculation du virus après le traitement thermique
indique une dénaturation du virus à partir de 50-

55 °C, elle est totale à 60 °C. Le virus perd son pou-
voir infectieux après une conservation in vitro de 6 j’ à
20 °C ou après dilution à 10- 4. Le BBWV-FA ne se
différencie pas du BBWV-IA. 

’

2. Purification

La technique utilisée pour BBWV-FA permet
d’obtenir environ 2 mg de virus à partir de 100 g de
feuilles de C. guinoa infectées.
Après sédimentation en gradient de saccharose,

3 pics sont distingués après analyse du gradient, cor-
respondant aux composants « Top » (T), « Middle »
(M) et « Bottom » (B).

3. Coefficients de sédimentation

Les 3 composants du BBWV-FA (T, M, B) sont net-
tement différenciés après sédimentation par centrifu-
gation analytique, comme le montre le diagramme de
SCHLIEREN (fig. 1). Les coefficients de sédimenta-
tion du BBWV-FA sont quasi identiques à ceux du
BBWV-IA et en accord avec ceux du BBWV-G et

BBWV-PV 131 (tabl. 2).

4. Densité de la particule virale en équilibre

Les densités des composants M et B du BBWV-FA
établies en sulfate de césium sont respectivement de
1,35 et 1,37 g/cm3.

5. Masses moléculaires de l’acide nucléique et de la
protéine

L’étude de l’acide nucléique du BBWV-FA, a per-
mis de mettre en évidence la migration de 2 compo-
sants ARN dans le gel. Les masses moléculaires sont
de 2,1 x 106 (ARN-1) et 1,3 x 106 (ARN-2) analo-
gues à celles du BBWV-IA (2,2 x 106 et 1,4 x 106) et
du BBWV-PV 131 (2,2 x 106 et 1,6 x 106).
La migration des protéines du BBWV-FA forme

2 bandes dans le gel, qui correspondent à 2 polypepti-
des distincts, dont les masses moléculaires estimées à
44 000 et 26 000 sont similaires à celles du BBWV-
PV 131 (44 000 et 25 000).

C. Propriétés sérologiques

Les 2 isolats obtenus d’artichaut BBWV-FA et IA
sont reliés sérologiquement comme le prouvent les
réactions hétérologues observées avec les mêmes anti-
IA et FA. La comparaison des titres homologues et
hétérologues de ces antisérums, montre que les 2 iso-
lats ne sont pas sérologiquement identiques ; les
valeurs de SDI (VAN REGENMORTEL & VON WECH-

MAR, 1970) ont été estimés à 2 et 3.
Cette différence est confirmée par les épreuves de

double-immunodiffusion qui font apparaître un épe-
ron au point de raccordement des lignes de précipita-
tion relatives à ces 2 virus (fig. 2).

L’isolat français BBWV-FA est également relié aux
autres souches de BBWV appartenant aux 2 séroty-
pes 1 et II précédemment décrits ; mais dans les
mêmes conditions expérimentales, il s’avère que les
arcs de précipités obtenus en utilisant des antisérums
homologues du sérotype II, sont plus prononcés que
ceux obtenus avec l’antisérum correspondant au

sérotype 1 (fig. 3).
Les figures 4, 5 et 6 précisent les parentés sérologi-

ques existant entre les 2 isolats BBWV-FA et IA et les

sérotypes 1 et II du BBWV. Cependant, les arcs de

précipités obtenus avec les isolats BBWV-FA, BBWV-
IA, BBWV-G et les antisérums sérotype II (fig. 5) et
le sérotype 1 (fig. 6) forment un éperon sans raccorde-
ment, ces réactions permettent de différencier les iso-
lats de l’artichaut des sérotypes 1 et II.
Dans nos conditions expérimentales, les isolats

BBWV-FA et IA n’ont pas réagi en double-immuno-
diffusion avec le sérum anti-LMMV (fig. 4). Par con-
tre, en immunoélectromicroscopie, nous avons pu
obtenir la décoration des particules virales du BBWV-
FA en utilisant l’antisérum LMMV non dilué (fig. 7).

D. Microscopie électronique

1. Observation des particules virales après purification

L’observation des 3 composants du BBWV-FA

après coloration négative a révélé des particules iso-





métriques d’environ 25-27 nm de diamètre. Le compo-
sant « Top » est constitué de particules en majorité
creuses, pénétrées par le colorant (fig. 8), le

« Middle » est composé de particules entières pour la
plupart (fig. 9), le composant « Bottom » est formé
de particules entières et bien structurées (fig. 10).



2. Cytopathologie

Les cellules de L. odoratus et de N. benthamiana
infectées par le BBWV-FA se distinguent des cellules
du témoin par la présence de 1 et parfois 2 viroplasmes
plus ou moins volumineux. Ces viroplasmes sont sur-
tout importants dans les cellules du parenchyme chlo-
rophyllien et dans les poils de N. benthamiana. Par
leur extension au sein du cytoplasme pariétal, ils
déforment parfois la vacuole centrale en repoussant le
tonoplaste. Les constituants observés dans ces inclu-
sions dépendent du délai écoulé depuis l’inoculation.
Les viroplasmes les plus complets s’observent à partir
de 10 à 15 j. A ce stade, le viroplasme comprend :

a) un réseau membranaire irrégulier de tubules con-
tournés ménageant de place en place des vésicules
dilatées à contenu fibreux (fig. 11),

b) des granules denses à limites peu nettes, mesu-
rant environ 25 à 30 nm de diamètre dispersés irrégu-
lièrement entre les mailles du réseau membranaire

(fig. 12),
c) des tubules granulaires légèrement flexueux,

ayant un diamètre d’environ 70 nm isolés ou regrou-
pés en faisceaux d’orientation variable mais demeu-
rant parallèles au tonoplaste (fig. 14 et 15). Les granu-
les de 25 à 30 nm formant les tubules sont constitués
autour d’un axe creux d’environ 15 nm, cette disposi-
tion confère aux sections transversales des tubules un
contour pentagonal (fig. 13 et 15),
d) un cristal de granules bien délimités mesurant

environ 27 nm à centre plus ou moins dense aux élec-
trons (fig. 16 et 17),

e) quelques globules lipidiques.
Des mitochondries nombreuses et parfois quelques

dictyosomes sont observés à la limite du viroplasme.
Les granules des tubules et des cristaux sont assimi-

lés à des virions pouvant, dans certains cas, être for-
més de la capside vide ne renfermant pas d’ARN. Les
granules évoqués en b forment les plages granuleuses
irrégulières du viroplasme, représentant probablement
des virus immatures. Il est à noter aussi que les tubu-
les granulaires et les cristaux s’excluent mutuellement.
Enfin, ni l’un ni l’autre ne s’observent en début

d’infection. Le viroplasme est très restreint et ne com-
porte qu’un réseau membranaire. Celui-ci se déve-

loppe, acquiert des plages granuleuses et commence à
produire soit des tubules de virions, soit des cristaux
(fig. 14, 15 et 16).

IV. DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats obtenus dans cette étude, permettent
de différencier le BBWV-FA des autres souches con-
nues.

Cette différence est établie au niveau des hôtes dif-

férentiels, du vecteur, de la sérologie et de la cytopa-
thologie.
- Hôtes différentiels. Les réactions de quelques

hôtes infectés par le BBWV-FA diffèrent de celles
obtenues avec les souches connues du BBWV. Le
BBWV-FA et le BBWV-IA se différencient surtout
chez C. amaranticolor par une réaction locale, tandis
que C. quinoa réagit par des lésions locales et une

déformation apicale. Les 2 Chenopodium sont tou-
jours mentionnés comme étant sensibles au BBWV

(JURETIC et al., 1970 ; FROWD & TOMLINSON, 1972 ;
GRACIA & FELDMAN, 1976 ; WEIDEMANN et al.,
1975 ; VEGA et al., 1980 ; LISA et al., 1982 ;
EDWARDSON & CHRISTIE, 1986) à l’exception de l’iso-
lat du petit pois observé en Egypte qui induit une
réaction locale chez les 2 Chenopodium (K1SHTAH et
al., 1978). Le BBWV-IA se distingue essentiellement
du BBWV-FA par des taches jaunâtres chez Cynara
scolymus BBWV-FA et BBWV-PV 131 infectent ce
dernier sans induire de symptôme. BBWV-G et NRSV
(sérotype I) n’infectent pas C. scolymus dans nos con-
ditions expérimentales. Cette observation suppose que
le BBWV signalé chez l’artichaut en Italie par Russo
& RANA (1978) pourrait être plus apparenté au

sérotype II qu’au sérotype I.
- Vecteur. Le BBWV-FA est transmis par C. horni

et non par M. persicae, vecteur cité pour toutes les
souches étudiées du BBWV (TAYLOR & STUBBS,



1972 ; BOCCARDO & CONTI, 1973 ; SAHAMBI et al.,
1973 ; MARROU et al., 1976 ; LOCKHART & BETZOLD,
1982 ; GRACIA & GUTIERREZ, 1982 ; EDWARDSON &

CHRISTIE, 1986 ; LISA & BOCCARDO (à paraître). La
transmission du BBWV-FA par C. horni s’avère néan-
moins délicate.
- Les propriétés physico-chimiques du BBWV-FA

et IA sont analogues à celles du BBWV décrites par
DOEL (1975), EDWARDSON & CHRISTIE (1986), LISA
& BOCCARDO (à paraître). Les 2 isolats artichaut, peu-
vent être, en conséquence, assimilés au BBWV.
- Sérologie. L’étude sérologique a permis d’établir

la parenté entre les 2 souches du BBWV-FA et IA,
isolées d’artichaut et les autres souches du BBWV
appartenant aux 2 sérotypes 1 et II.

En double-immunodiffusion, les arcs de précipi-
tés relatifs aux 2 antigènes BBWV-FA et IA se rac-
cordent en formant un éperon ; ces 2 virus appartien-
nent par conséquent à des sérotypes différents.

Les arcs de précipités obtenus avec les isolats de
l’artichaut et les sérotypes 1 et Il forment un éperon
sans se raccorder, cette réaction suppose que les
BBWV-FA et IA n’appartiennent pas aux 2 sérotypes
mentionnés.

L’immunodiffusion n’a pas révélé de réaction entre
le BBWV-FA et IA et le sérum anti-LMMV. Toutefois
la parenté sérologique entre le BBWV-FA et le
LMMV a été mise en évidence par l’immunoélectromi-

croscopie. Il s’agit d’une relation sérologique très éloi-
gnée, ce résultat conforte ceux obtenus par LISA et al.
(1982) établissant une parenté sérologique entre le
LMMV et le sérotype 1 du BBWV, mais aucune

parenté entre ce virus et le sérotype II.
- Cytopathologie. Les données ultrastructurales

concernant les différentes souches du BBWV sont très
nombreuses (RUBIO-HUERTOS, 1968 ; JURETii! et al.,
1970 ; MILI!IC et al., 1974 et 1976 ; CADILHAC &

MARROU, 1976 ; KISHTAH et al., 1978 ; VEGA et al.,
1980). Elles montrent à la fois des caractères constants
- le réseau membranaire et les zones granulaires -
mais aussi une grande variabilité ou polymorphisme
des arrangements de virions.
Dans le cas du BBWV-FA, les tubules granulaires

ne montrent pas d’association avec les vacuoles secon-
daires comme ceux cités par Russo & MARTELLI

(1975) ; VEGA et al. (1980) et surtout le diamètre
(70 nm) et la structure des tubules sont différents de
ceux observés avec les souches du BBWV mentionnés

par RUBIO-HUERTOS (1968) ; Russo & MARTELLI

(1975) ; VEGA et al. (1980).
Les propriétés biologiques et sérologiques ont per-

mis de distinguer l’isolat français (FA) de l’isolat ita-
lien (IA).

Les caractéristiques biologiques, sérologiques et

cytopathologiques permettent de distinguer le BBWV-
FA des souches connues du BBWV.
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