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Artemisia L. (Asteraceae): entenent
la seva evolucié mitjancant I’'us
d’eines citogenetiques i moleculars




Familia: Asteraceae

Tribu: Anthemideae

Subtribu: Artemisiinae

Genere: Artemisia




= Aproximadament 23000 especies i 1600 generes

» Distribucidé mundial, excepte a I’Antartida

» Origen Sud America (= 50 M.a.): registre fossil

= Inflorescéncia: capitol
* Involucre bracteal

P ' 4

» Flors: centrals (flosculs) i les radials (ligulades)
» Petals soldats
» Sépals modificats: papus ’

» Singenésia (fusio de les anteres)

» Qvaris infers [fruit: aqueni (cipsel-la)]



= Distribucid mundial, principalment a I'hemisferi Nord, amb un centre
important de diversificacio i especiacio a I'Asia

» Majoritariament perennes (aprox. 20 anuals), elevada tolerancia a
condicions ecologiques i ambientals molts diverses

» Presenta dos nombres cromosomics basics; x=9 i x=8, essent el primer
de gran incidencia. La poliploidia és un fenomen molt frequent

» Tradicionalment usades en medicina (antihelmintiques, antitumorals,
antimalariques), com a condiments culinaris i en la preparacio de licors, aixi
com a ornamentals
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*Es el génere més gran de les
Anthemideae (aprox. 530 especies)

=Dividit en 5 grups taxonomics
reconeguts com a seccions o©
subgeneres en base a l'estructura
dels capitols

"Presenta una elevada diversitat
morfologica entre i dintre de
cadascun dels subgeneres

»Aquesta classificacio tradicional no
sempre es correspon amb les
classificacions basades en l'analisi
de sequéncies del DNA



»Relacions filogenetiques

*Nombres cromosomics I poliploidia

*[.a mida del genoma: implicacions biologiques
*Evolucio | canvis en els loci DNA ribosomic
*Els tipus pol-linics



Relacions filogenetiques en Artemisia




, zawadskii
%anamasngata

. maximoviczii

racunculus

0.99

Seriphidium

Tridentatae

A. michauxiana
. selengensis

. Sylvafica
A moggohca
A. leucophylla
A. vulgans

»Capitols heterogams amb flosculs centrals
funcionalment masculins

=l linatge homogeni subdividit en 2 clades
principals: el complex d’A. dracunculus i la
clada eurasiatica. ,

=Capitols homogams
x| linatge homogeni des dels punts de vista
filogenétic (0-0,13%), citogenétic i morfoldgic

»Capitols homodgams i heterogams
»Clada americana: Agrupacio filogenetica
que s’entén basicament sota criteris
geografics (inclou la major part dels
endemismes del continent america)



, zawadskii
an?!?asﬂgata,

L »Subgeneres Absinthium i Artemisia son

e parafilétics
g «El subgénere Absinthium: 2 clades

A. commutata

Amonostachya
A.. macilenta
. globosa

A. dolosa
ﬁ. sphaerocgphala
A

marschalliana

. campestris
A. crithmifolia

"E| subgenere Artemisia: 3 clades principals

0.99

molt diverses morfologicament
sAlguns representants apareixen inclosos a

la clada principal del subgénere Absinthium

A
A. gobica

100 /1 gghrenkiana
A ferganensis
A tarica

C. chinense

=Nexe d’unié entre Asia i América del Nord




= Filifolium sibiricum (= Tanacetum sibiricum)

. . eromeria
Neopallasia (=A. pectinata) oitata)
= Mausolea eriocarpa (=A. eriocarpa) hamnus desertorum
= Turaniphytum (=A. eranthema) inescens)

= Crossostephium
(=A. chinensis)
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» ['estructura del capitol com a marcador sistematic
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A ia Dracunculus Seriphidium

@ Heterogams: central (hermafrodites), radials (femenins), receptacle pil6s

@ Heterdgams: central (hermafrodites), radials (femenins), receptacle glabre @
O Heterogams: central (masculins), radials (femenins)

@ Homogams: centrals i radials (hermafrodites)

» 'estructura basica dels capitols defineix majoritariament els diferents
subgéneres, tot i que falla a I’hora de discriminar entre llinatges



Nombres cromosomics i poliploidia




*E| génere presenta dos
nombres cromosomics basics:
x=9 i x=8 (fusio robertsoniana)

"4 x-16x (x=9) i 4x-6x (x=8)

*Multiples episodis de
poliploiditzacio

»Aberracions cromosomiques:
poblacions aneuploides
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Evolucio de la mida del
genoma en Artemisia




= Valor C (Swift 1950): contingut de DNA d’un gameta (n)
= Valor 2C: contingut de DNA nuclear d’'una cél-lula somatica (2n)
= Valor 1Cx: contingut de DNA d’un joc basic de cromosomes d’'una
cel-lula somatica

» Parametre molt variable: 2400 vegades (angiospermes), >66000 vegades
(eucariotes)
» Correlacions i implicacions biologiques:
» VVolum dels grans de pol-len (Bennett et al. 1972)
» Massa de les llavors (Bennett et al. 1972)
» Mida de les cel-lules estomatiques (Beaulieau et al. 2008)
= Distribucio de les espécies (Price et al. 2005, Garnatje et al. 2007)
» Taxa d’extincio de les espéecies (Vinogradov 2003)
» Perennitat obligada
» Menor plasticitat ecologica i reduida capacitat colonitzadora
= Major susceptibilitat a la pol-lucio i a la radiacio



= 2C (2x): 7,50 pg (A. laciniata) — 7,93 pg (A. atrata)
= 2C (4x): 14,60 pg (A. medioxima) — 14,81 pg (A. tanacetifolia)

= 2C (2x): 5, 50 pg (A. frigida) — 11,52 pg (A. judaica)
» 2C (4x): 9,41 pg (A. frigida) — 13,59 pg (A. splendens)

» 2C (2x): 4,59 pg (A. pontica) — 8,75 pg (A. afra)
= 2C (4x): 10,53 pg (A. messerschmidtiana) — 14,81 pg (A. gmelinii)

» 2C (2x): 5,85 pg (A. kruhsiana) — 7,93 pg (A. lagocephala)

= 2C (2x): 5,39 pg (A. feddei) — 8,75 pg (A. argyi)
» 2C (4x): 9,11 pg (A. momiyamae) — 12,99 pg (A. mongolica)
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» 2C (2x): 4,20 pg (A. dolosa) — 6,54 pg (A. arenaria)
= 2C (4x): 8,46 pg (A. desertorum) — 11,97 pg (A.glauca)

= 2C (2x): 5,20 pg (A. taurica) — 6,66 pg (A. caerulescens)

= 2C (2x): 6,54 pg (A. bigelovii) — 8,00pg (A. pygmaea)
= 2C (4x): 15,07 pg (A. bigelovii) — 17,25 pg (A. nova)



Dracunculus

Absinthium

Artemisia

Seriphidium 42 6.2 8,2 10,2 12,2
Valors 2C (pg)

LIIIIIIH

Tridentatae
Absinthium

Artemisia



Implicacions
biologiques: poliploidia

*No hi ha diferencies entre els valors 2C de les espécies amb

diferents nombres cromosomics basics (x=8, 9)

*Hi ha diferencies significatives dels valors 2C entre les
especies estrictament poliploides (4x i 6x) i aquelles per a les
guals a més es coneixen citotips diploides

20 30 40
Nuclear DNA amount (pg)

1Cx
B 2C observed
[ 2C expected

»S’ha observat un
increment de la quantitat
de DNA nuclear perdo no
de forma proporcional al
nivell de ploidia



Implicacions biologiques:
poliploidia

Existeix un limit superior per a
la quantitat de DNA nuclear en

el génere Artemisia?
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Funcié quadratica:
y=(1,512 + 0,314x — 0,0007x3);
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Funcio Michaelis-Menten:
y=64,106x/(151,494 + x); .
P< O y OO 1 Chromosome number )




= Distribucié restringida a les
dunes de Ila facana atlantica
europea, des del sud de la
peninsula lbérica fins als Paisos
Baixos, arribant a les |llles
Britaniques

= Dues disjuncions importants:
nord de la peninsula Ibérica i nord
de Franca
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»Diferéncies significatives »Diferéncies significatives entre
entre els valors 2C (P=0,0054) els valors 2C (P=0,0022)*

sEfecte latitudinal (r=-0,32; P=0,03), sembla que la tendéncia observada no es

correspon amb dades d’altres espécies on s’apunta cap a un increment de la quantitat
de DNA en ambients mésics (Garnatje et al. 2009, Price et al. 1981, 1986)

»[_es poblacions de les illes presenten els valors 2C més elevats



Distribucio dels loci de DNA
ribosomic en Artemisia




Distribucio dels loci de DNA ribosomic en el

genere Artemisia: estructura

= Gran part dels animals i plantes
presenten les subunitats 5S | 45S
del DNA ribosomic estructurades de
forma independent i situades en
diferents llocs dels cromosomes

185 5.8 26S

_ - - J—

185  5.85 265

- -

T

Myopordon ssp. (Hidalgo et al. 20006)

Garcia et al. 2009, 2010

* En el genere Artemisia aixi com
en alguns llinatges de les
Astereae, eucariotes primitius |
briofits, aquests DNA s’organitzen
de forma lligada, és a dir, co-
localitzats al mateix lloc del
cromosoma

185  5.85 265 55(n) 185  5.8S 265

- e — 5 —
-
.

A. blepharolepis i Filifolium sibiricum




Distribucio dels loci de DNA ribosomic en el
genere Artemisia: subgenere Dracunculus Hoshi et al. 2007
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A. giraldii A. changaica

A. dracunculus

Torrell et al. 2001

Pellicer et al. en prep.

*"Increment proporcional
del nombre de Joci en
individus poliploides

*Perdua lleugera de DNA
nuclear que es fa meés
patent en nivells de
ploidia alts

Ploidy level Mean 1Cx (pg) DNA loss (%)

2x 2.98

4x 2.94 1.34
6x 2.60 12.75
10x 2.38 2013



Distribucio dels loci de DNA ribosomic en el
genere Artemisia: subgenere Dracunculus

]

eoljeIseolny epel)

"Patr6 heterogeni de Ia
distribucio de loci de rDNA:
A. commutata  A. ledebouriana " 2x: 3-4-5 loci
- = 4x: 3-4-5 loci
*Eliminacié significativa de
loci en individus poliploides

A. dolosa A. littoricola y
=En molts casos I'increment

de DNA entre diferents
nivells de ploidia és
proporcional (2x-4x)

A. sphaerocephala A. pycnorhiza
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. A. mendozana var. paramilloensis
A. mendozana var. paramilloensis
: A. mendozana var. mendozana
e A, mendozana var. mendozana

- A. echegarayi
= A. echegarayi
- A. copa

A. copa

- A. cana

A. nova
A. tridentata

snjnaunseiq

A. magellanica
A. magellanica
A. biennis

A. biennis

A. biennis

A. tournefortiana
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Evolucio del DNA ribosomic en el genere
Artemisia: el complex sudamerica

A. mendozana var. A. mendozana var. A. echegarayi A. copa var. copa
paramilloensis mendozana
2n 2C (p9g) 1Cx (pg) Mean 1Cx (pg) 45S -5S sites
108
A. copa var. copa (12x) 31.51 (0.54) 2.63 2.63 10
A. echegarayi 72(8x) 21.13 (0.37) 2.64 2.61
A. echegarayi 72(8x) 20.69 (0.30) 2.59 8
A. mendozana var. mendozana 72(8x) 20.56 (0.24) 2.57 2.52 8
A. mendozana var. mendozana 72(8x) 19.87 (0.42) 2.48

A. mendozana var. paramilloensis  54(8x)  16.50 (0.32) 2,77
A. mendozana var. paramilloensis 54(8x) 15.53 (0.15) 2.59 2.68 6

* Increment proporcional del nombre de /oci de rDNA | de la quantitat
de DNA nuclear (les diferéncies entre els valors 1Cx s6n minimes) amb
els nivells de ploidia



— A. magellanica
A. magellanica
A. biennis

A. biennis

A. biennis

A. tournefortiana

» A. magellanica i A. biennis: sindbnims (Ling 1995)

: Taxa 2C (p9) rDNA loci
A. biennis 6.37 (0.07) 1
A. magellanica 6.18 (0.26) 1

A. biennis A. magellanica

» ['espécie A. biennis podria haver migrat des d’Ameérica del Nord
al Sud on, per aillament geografic, s’hauria originat A. magellanica
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@ branch with significant support* in ETSanalysis
® branch with significant support* in ITS analysis
@ branch with significant support* only in combined analysis

A. blepharolepis

*Hi ha representants anuals a tot el
genere, tret dels taxons endémics
del continent america (amb
I'excepcid d’A. magellanica)

"l es especies anuals del génere
s’han originat en almenys 5 episodis
independents

*En alguns casos, la classificacio
tradicional i seva posicio
filogenetica no sén congruents



Subg. Absinthium 2n

A. anethifolia 16
A. anethoides 16
A. jacutica 18
A. jacutica 18

A. macrocephala 18
A. sieversiana 18

A. sieversiana 18

= A. anethifolia i A. anethoides
apareixen segregades de

2C (SD)

4.18(0.02)

3.29(0.05)

4.86(0.05)
4.82(0.07)
5.04(0.06)
6.17(0.07)
6.12(0.03)

1Cx (pg)

2.09

1.64

2.43
2.4
2.52
3.08
3.06

45S-5S
sites

6

clada principal del subgenere

* Increment del nombre de loci
independentment de la seva
posicio filogenética (excepte en

A. sieversiana)
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Subg. Artemisia 2n
A. biennis 18
A. biennis 18

A. blepharolepis 18
A. palustris 18
A. palustris 18

A. tournefortiana 18

2C(SD)
6.25(0.08)
6.50(0.06)

9.98(0.14)
5.16(0.11)
5.25(0.07)
6.69(0.12)

1Cx
(p9)

3.12

3.25

4.99
2.58
2.62
3.34

45S-5S
sites

* Els representants anuals del
subgenere apareixen segregats

a la filogenia d’Artemisia

= No sembla existir cap relacio
entre el nombre de loci i la
grandaria del genoma
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A. scoparia

N. pectinata




1Cx  45S -5S

2n  2C(SD)

(p9) sites

Subg. Dracunculus

A. scoparia 16 3.54(0.05) 1.77 10
Subg. Seriphidium

A. leucodes 18 15.39(0.43) 7.69 8
Genus Neopallasia

N. pectinata 18  4.98(0.08) 2.49

N. pectinata 18  4.93(0.05) 2.46 2
N. pectinata 36 10.56(0.21) 2.64

= 'especie A. scoparia presenta un
patré6 de marcatges similar a alguns
dels representants perennes del
subgenere, en canvi, N. pectinata
sols presenta 1 locus

"Artemisia leucodes apareix
segregada del subgenere
Seriphidium i presenta un increment
del nombre de /oci
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»Subgenere Absinthium: A. lagocephala
»Mata perenne que creix a les rocalles
(Artic i Sibéria)

*Nivells de ploidia: 2x i 6x

»Subgénere Artemisia: A. medioxima
*Herba perenne amb llargs rizomes i una
alta taxa de reproduccié asexual (est
Russia i nord Xina)

*Nivells de ploidia: 2x, 4x i 16x



Species

A. lagocephala
A. lagocephala

Subg. Absinthium

rDNA sites
S

18f

12 f

S——

18

—

54
Chromosome
number

6 sites less

DAPI marks
»

78

NOY
™

Chromosome number (2n)

18
54

>

54
Chromosome
number

DAPI bands

78

72 supplementary marks

18S-5.8S-26S sites 58S sites

12 12

*No hi ha correspondencia entre el
nivell de ploidia i el nombre de loci
de rDNA

=l a intensitat dels senyals en el
poliploide és menor (reduccié del
nombre de copies?)

*Increment del nombre de bandes
d’heterocromatina constitutiva en la
poblacié poliploide (1) aparicid de
nous satél-lits de DNA repetitiu, (2)
funcio reguladora



Evolucio del DNA ribosomic en el genere

Artemisia: series poliploides

Species Chromosome number (2n) DAPI bands 18S-5.85-26S sites 58S sites

Subg. Artemisia

A. medioxima 18 12
A. medioxima 36 ca. 18
A. medioxima 234

4 4

8 8
ca. 20 ca. 20

"Increment proporcional del
nombre de loci de rDNA entre
els nivells 2x i 4x, pero no amb
el 16x

*Nombre de bandes de DAPI
en els poliploides menor de
I'esperat

sComportament  similar  al
reportat en altres complexos del
genere (Absinthium: A. eriantha
- A. umbelliformis, Dracunculus:
A. campestris - A. monosperma))



El tipus pol-linic com a marcador sistematic




Tipus ANTHEMIS Tipus ARTEMISIA

Artemisia

Hippolytia Crossostephium

Poljakovia

Cancrinia Elachanthemum

Dendranthema Stilpnolepis Kaschgaria




A

Pollen types within

overlapped

Artemisiinae

Anthemis

Artemisia

values

4 8 12 16 20 24
Pollen volume (x 10° um®)

Artemisia

Anthemis 4—|—1

C

10 20 30 40 50
Spine number (25 pm?)

Anthemis

Artemisia

T T T T T
. D

o

0.98

103 108 113 118 123 128
P/E ratio

=El volum mitja de cadascun dels tipus
pol-linics és diferent (P<0,005). Anthemis
(V=8961,2 um3), Artemisia (V=4574,6 um?3)

* 'ornamentacid¢ de I'exina discrimina
clarament entre ambdods tipus pol-linics;
Artemisia presenta elements ornamentals
reduits (espinules) i molt més abundants que
el tipus Anthemis

»Ambdds tipus sén esferoidal i no existeixen
diferéencies significatives ni en la ratio P/E ni
en la seva forma



El tipus pol-linic com a marcador

sistematic: Artemisiinae

makmnvn
nMmaxovil

Artemisia absinthium
Artemisia tridentata
Sphaeromeria ruthiae

Artemisia dracunculus
. 7

*
Stilpnolepis centiflora ITS
Stilpnolepis centiflora ETS

% p=/Jania fastigiata
Ajania pacifica
Arctanthemum arcticum
Dendranthema zawadskii
[T Phaeostigma variifolium
Dendranthema maximowiczii

* Brachanthemum baranovii
Chrysanthemum sinuatum
Leucanthemella linearis
Brachanthemum baranovii
Phaeostigma quercifolium ITS
Brachanthemum titovii
Hippolytia megacephala
Leucanthemella serotina
ipponanthemum nipponicum

= 1() changes
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D

"Els tipus pol-linics apareixen
segregats a la filogenia
caracteritzant cadascuna de les
dues grans clades de |les

Artemisiinae (Artemisia i
Dendranthema).
sExcepcions: Elachanthemum i

Stilpnolepis. Reversio del tipus
pol-linic?

Descartar I'herencia del tipus

pol-linic a través de processos
d’hibridacié



»Segons Jiang et al. (2005)
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