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The world-wide genus Artemisia L. contains some 500 species and is largely distributed in the
Mediterranean region. Three taxa (four populations from the Iberian Peninsula and Egypt) from
subg. Dracunculus Besser were studied from cytogenetical point of view. They form a poly-
ploid series with the basic chromosome number x=9. Two fluorochromes, chromomycin A, and
bisbenzimide Hoechst 33258, reveal the chromosomal regions where repetitive DNA is rich in
GC and AT, respectively. The genes for the ribosomal DNA have been located by in situ
hybridization for the first time in this genus. This first approach to a more detailed knowledge
of the genome organisation of the taxa studied may be relevant to future taxonomic and evolu-
tionary studies.

Introduction

Le genre Artemisia L. [ici considéré au sens classique et large, c’est a dire comprenant
comme section ou sous-genre Seriphidium (Besser ex Hook.) Fourr., que quelques auteurs
séparent comme genre indépendant] comprend environ 500 especes et se trouve largement
repandu dans la région méditerranéenne (Bremer & Humphries 1993). Nous avons étudié
du point de vue cytogénétique trois taxons du sous-genre Dracunculus Besser qui forment
un complexe d’espéces trés proches provenant de la Péninsule Ibérique et d’Egypte et qui
constituent également une série polyploide basée sur le nombre x=9. Les trois espéces étu-
diées sont: 4. campestris L., trés abondante dans tout I’hemisphére nord, comportant des
populations diploides et tétraploides; A. monosperma Delile, tétraploide, qui s’étend de
I’Arabie a la Lybie et A. crithmifolia L., hexaploide, que 1’on trouve le long de la cote
atlantique du Portugal aux Pays Bas.
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Matériel et méthodes

Les caractéristiques des populations étudiées, comprenant le nom de I’espéce, la locali-
té, ’écologie, la date de récolte, le(s) collecteur(s) et le numéro d’échantillon déposé dans
I’herbier BCF, du laboratoire de Botanique de la Faculté de Pharmacie de Barcelone, sont
les suivantes:

A. campestris L. Espagne, Valence, Baix Segura: Oriola, bords de chemin. 15-XII-1996.
M. Torrell & J. Vallés. BCF 44570.

A. campestris L. Espagne, Catalogne, Alt Emporda: Vilafant, bords de chemin. 8-XII-
1996. M. Torrell & J. Vallés. BCF 43816.

A. monosperma Delile. Egypte: Medinat es Sadat, friche. 6-IV-1995. A. Badr, 1. Kamel
& J. Vallés. BCF 41580.

A. crithmifolia L. Portugal, Minho: Esposende, sables littoraux. 10-XII-1995. J.M. Poch
& J. Vallés. BCF 44569.

Pour cette étude des méristémes radiculaires ont été utilisés a partir de la germination
des akenes sur du papier filtre humide dans des boites de Pétri. Le prétraitement des méris-
témes a été réalisé a la colchicine 0,05% pendant 2-2,5 heures et la fixation dans 1’éthanol-
acide acétique (3:1). L’hydrolyse a été faite a 60°C, dans I’acide chlorhydrique 1N pendant
3 minutes pour la coloration a I’orcéine et dans 1’acide acétique 45% pendant 5 minutes
pour les colorations aux fluorochromes et 1’hybridation in sifu. Pour les colorations aux
fluorochromes et I’hybridation in sifu 1’écrasement a été réalisé dans une goutte d’acide
acétique 45%. Les lamelles ont été décollées a I’aide de la neige carbonique.

Trois méthodes ont été utilisées pour 1’étude du caryotype:

a) Coloration & 1’orcéine acétique pour le dénombrement chromosomique et 1’étude
morphométrique. Le calcul des données numériques des caryotypes et 1’établissement des
idiogrammes ont été réalisés a partir de 10 plaques métaphasiques par population, d’apres
les protocoles d’Oliva & Vallés (1994) et Valles & Siljak-Yakovlev (1997).

b) Banding aux fluorochromes pour mettre en evidence les régions des chromosomes,
respectivement riches en bases GC (avec la chromomycine A,) et AT (avec le bisbenzimi-
de Hoechst 33258), selon les protocoles décrits dans Valles & Siljak-Yakovlev (1997).

c) Hybridation in situ pour la localisation chromosomique des génes de I’ADN riboso-
mique 18S-5.85-26S et 58S, selon le protocole décrit dans Cerbah & al. (1998).

Résultats et discussion

Pour chaque population étudiée, nous avons déterminé le nombre chromosomique
somatique (2n) et calculé les données numériques du caryotype, avec lesquelles nous
avons ¢laboré les idiogrammes haploides, présentés dans la Fig. 1. Sur ces idiogrammes,
nous avons indiqué les régions riches en bases GC (colorées a la chromomycine) et AT
(colorées au bisbenzimide), ainsi que la position des loci de I’ADN ribosomique mis en
évidence par hybridation in sifu. Le tableau 1 résume tous les résultats pour chaque popu-
lation.

Les trois taxons étudiés appartiennent au groupe majoritaire au sein du genre Artemisia
a nombre chromosomique de base x=9 (Oliva & Vallés 1994, Valles & Siljak-Yakovlev
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Fig. 1. Idiogrammes haploides des quatre populations d’Artemisia étudiées, montrant la position des
marquages aux fluorochromes et des signaux d’hybridation in situ.

régions positives a la chromomycine.

régions positives au bisbenzimide

@ sites d’ADNTr.

- coincidence des marquages a la chromomycine et des loci d’ADNTr.

A) A. campestris, Oriola. B) A. campestris, Vilafant. C) 4. monosperma, Medinat es Sadat. D) A4.
crithmifolia, Esposende.




Tableau 1. Résultats des dénombrements chromosomiques, des colorations aux fluorochromes et de 1'hybridation in situ.

Taxon

A. campestris

A. campestris

A. monosperma

Population

Oriola

Vilafant

Medinat es

Sadat

Nombre chromosomique

et niveau de ploidie

2n=2x=18

20=4x=36

2n=4x=36

Chromomycine

4 bandes télomériques, 2

bandes satelliféres

4 bandes télomériques, 2

bandes satelliféres

4 bandes télomériques, 2

bandes satelliféres

Bisbenzimide

4 bandes télomériques, 2

bandes satelliféres

10 bandes télomériques

4 bandes télomériques

ADNr 5S et 18S

4 sites télomériques, 2 sites
satelliferes  (coincidant  avec

chromomycine)

Au moins 10 marquages 18S

(résultats préliminaires)

4 sites télomériques, 2 sites

satelliféres

929

7
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1997). Nous confirmons 1’existence de deux niveaux de ploidie (2x et 4x) au sein d’A4.
campestris (voir liste de références dans Vallés & Torrell 1995). Le nombre chromoso-
mique que nous avons trouvé chez 4. monosperma (2n=36) coincide avec celui reporté par
Badr & al. (1997), mais différe de celui donné par Nordenstam (1972), 2n=34; de plus, le
méme nombre 2n=36 a été trouvé dans deux autres populations de cette espéce (Torrell &
Valles, inéd.). Pour 4. crithmifolia, le nombre de chromosomes 2n=54 a déja été signalé
par plusieurs auteurs (Kawatani & Ohno 1964, Oliva & Vallés 1994, et voir Pastor 1992,
pour d’autres références).

La morphométrie des caryotypes des quatre populations est assez similaire et les diffé-
rences no sont pas significatives. Néanmoins, les colorations aux fluorochromes permet-
tent de signaler des différences. Ainsi, la population tétraploide d’A4. campestris est carac-
térisée par un nombre de bandes positives au bisbenzimide nettement supérieur a celui des
autres populations étudiées. Par contre, A. crithmifolia a un nombre plus élevé de bandes
positives a la chromomycine et, de plus, son caryotype est le plus asymétrique de la série.

Les résultats d’hybridation in sifu, présentés ici pour la premiére fois chez le genre
Artemisia, montrent une organisation assez similaire de I’ ADN ribosomique dans le géno-
me des especes étudiées. En effet, 4 loci télomeriques et 2 loci au niveau satellifére ont été
mis en évidence dans la plupart des populations. Le nombre de marquages est le méme
pour les trois taxons, indépendamment du niveau de ploidie, sauf pour la population tétra-
ploide d’A4. campestris (Vilafant) qui posséde au moins 10 loci d’ADNr 18S-5,8S-26S.
Chez la population diploide d’A. campestris, ces sites sont de plus localisés au méme
niveau que les bandes positives a la chromomycine, représentant les régions hétérochro-
matiques riches en bases GC. L’utilisation simultanée des sondes d’ADNTr 5S et 18S a per-
mis de mettre en évidence le fait que ces deux types d’ADNr sont colocalisés sur les
mémes sites chromosomiques.

Des études plus complétes concernant un plus grand nombre d’espéces ont été entre-
prises et permettront de mieux connaitre 1’organisation du génome dans ce groupe de plan-
tes, ce qui aurait des conséquences directes sur la compréhension des relations taxono-
miques et évolutives au sein de ce large et complexe genre Artemisia.

Il a été démontré que les trois espéces étudiées sont trés proches pas seulement de par
leurs caractéres macromorphologiques, mais aussi de par la structure du génome. Ces
résultats ameénent a considérer que des cytotypes diploides d’A. campestris ont pu contri-
buer & la formation des autres deux taxons, polyploides, tel qu’Oliva & Valles (1994) I’ont
affirmé a propos d’A4. crithmifolia. Les espéces polyploides A. monosperma et A. crithmi-
folia sont deux taxons trés similaires qui partagent les mémes habitats et s’adaptent aux
mémes conditions écologiques. Il s’agit d’especes psammophiles et fondamentalement lit-
torales, quoique la premiére atteint des zones considérablement intérieures, toujours dans
des terrains sablonneux. La disjonction des aires de répartition et la différence de valence
chromosomique (4x et 6x) conduisent a la conclusion que le rapport entre ces deux taxons
est de pseudovicariance.
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