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Abstract 
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In the frame of a project conceming the knowledge and the protection of some Mediterranean 
species, we studi ed, with the techniques of modem cytogenetics, a complex of four closely 
related taxa of genus Li/ium (Li/iaceae). Ali species CL. bosniacum CG. Beck) G. Beck ex Frish, 
L. carnio/icum Bernh., L. pomponium L. and L. pyrenaicum Gouan) be long to section 
Lyriotypus. They have restricted distribution areas in the Dinaric mountains, the Alps, and the 
Pyrenees and neighbouring mountains. In spite ofa constant chromosome number (2n = 24) and 
a very similar karyotype morphometry, the distribution of heterochromatic bands (detected by 
fluorochrome banding) and the location of 18S-5.8S-26S ribosomal genes (detected by in situ 

hybridization) allowed us to characterise the karyotypes ofthe different species. Nuclear DNA 
amount (assessed by flow cytometry) was also determined. 

Dans le cadre de la préparation d 'un projet intemational concemant la connaissance et 
la protection des espèces endémiques méditerranéennes, nous avons étudié un complexe 
de quatre espèces très proches du genre Lilium (L. bosniacum (G. Beck) G. Beck ex Frish, 
L. carniolicum Bemh., L. pomponium L. et L. pyrenaicum Gouan) par des approches de la 
cytogénétique moderne. 

Les espèces étudiées appartiennent à l'un des quatre groupes de la section Lyriotypus 
(Comber 1949) et sont géographiquement bien délimitées. Lilium bosniacum, endémique 
des Dinarides, est très proche de L. carniolicum (Alpes Orientales), et sa position systé
matique est toujours controversée. Actuellement ce taxon est traité par Flora Europea 
(Mattews 1980) seulement comme une variété de L. carniolicum. Lilium pomponium, 
considéré comme une espèce endémique de la Ligurie et des Alpes Maritimes, est très proche 
aussi bien de L. carniolicum que de L. pyrenaicum (Pyrénées et montagnes atlantiques voi
sines). Il était don c intéressant d'entreprendre des études comparatives dans le but d'es
sayer de comprendre les mécanismes cytogénétiques pouvant ètre impliqués dans la micro
évolution de ces quatre espèces. 
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La distribution des band es d ' hétérochromatine (révélée par fluorochrome banding), la 
lacalisation des gènes ribosomiques 18S-5,8S-26S (par l'hybridation in situ) et la quantité 
d'ADN (déterminée par cytométrie en flux) ant permis de caractériser le caryotype de la 
plupart des espèces. 

Matériel et méthodes 

L'origine du matériel est présentée dans le Tableau l. Les bulbes collectés dans les 
papulations naturelles ont été mis dans les pots et cultivés dans la serre de l'Université 
Paris-Sud à Orsay. 

PRÉPARATlONS CHROMOSOMIQUES: 

Les méristèmes racinaires prélevés sur les buI bes ant été prétraités à la colchicine 0,05% 
pendant au moins 5 h à la température ambiante et fixés dans l'éthanol-acide acétique (3 
: 1) au moins 24 à 48 h à +4 cC. Pour la coloration de Feulgen l'hydrolyse a été effectué 
dans HCl N 12 min à 60 °C et l'écrasement dans une goutte de carmin acétique. Pour la 
coloration au fluorochrome et pour l'hybridation in situ une digestion enzymatique (3% 
cellulase Onozuka RIO, 1 % péctolyase Y23 et 4% hémicellulase à 37°C, pendant environ 
1 h, avait précédé l'étalement des chromosomes dans une goutte d ' acide acétique à 45%. 
Les lamelles ont été décollées selon la technique de Conger & Fairchild (1953) à l'aide de 
la neige carbonique. 

Pour caractériser le caryotype de chaque espèces trois méthodes ont été utilisées: 

1. Coloration de F eulgen au réactif de Schiff pour l' étude morphométrique des chromosomes. 
L'établissement des idiogrammes a été reali sé à partir des mesures et des calcules effectués 
sur 5 plaques chromosomiques par espèce, selon la méthode de Levan & al. (1964). 

Tableau l . Origine du matériel. 

Espèces 

L. bosniacum 

L. carniolicum 

L. pomponium 

L. pyrenaicum 

Localité 

Mt Jahorina 
Mt Crepoljsko 

(Bosnie) 

Mt Lanaro 
Carso Triestino 

(Italie) 

Colla Melosa 
Alpi Liguri 

(Italie) 

Pyrénées Orientales 
Setcases (au pied de la 

Coma de l' Orri) 
(Catalogne, Espagne) 

Altitude 
illS . ill. 

1800 
1170 

500 

1500 

1600 

Date de récolte et lego 

8.08.1999 
10.06.2000 

lego S. Siljak-Yakovlev 

20.06.1999 
lego F. Martini 

10.06.1998 
leg. S. Peccenini 

15 .05 .1999 
lego J. Torrell 
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2. Fluorochrome banding pour mettre en évidence les régions chromosomiques dans . 
lesquelles l'ADN est riche en bases GC (avec chromomycine A3) ou en bases AT (avec 
bisbenzimide Hoechst 33258), selon les techniques de Schweizer (1976) et Martin & 
Hesemann (1988) respectivement. 

3. Hybridation in situ pour la localisation des gènes ribosomiques 18S-5,8S-26S, selon la 
méthode de Heslop-Harisson & al. (1991) avec la modification suivante: la dénaturation 
des chromosomes et de la sonde est faite simultanément à la température de 80 °C 
pendant 8 min. 

CYTOMÉTRIE EN FLUX 

L'estimation de la quantité d'ADN a été obtenue en utilisant la méthode de la cytométrie 
en flux. Le tampon utilisé pour isolation des noyaux était celui de Marie & Brown (1993), 
et le Blé variété Triple Dirk (2C=30,9 pg, GC=43,7%) a servi comme standard interne. La 
technique ainsi que le procédé de calcul de composition en bases (GC%) sont décrits en 
détail dans Godelle & al. (1993). 

Résultats et discussion 

Les quatre espèces présentent des valeurs élevées de la quantité d'ADN qui les placent 
parrni les plus grands génomes (65 - 70 pg en 2C) au sein des Angiospermes (Bennett & 
al. 2000; Bennett & Leitch 2003). On remarque une nette distinction entre L. bosniacum 
(le plus petit génome - 65,03 pg) et L. pomponium (le plus grand génome - 70,26 pg), tandis 
que L. carniolicum et L. pyrenaicum présentent des valeurs très proches (Fig. l, Tableau 2). 

Le pourcentage de bases GC est comparable pour toutes les espèces, avec une différen
ce plus prononcée entre L. bosniacum (34,75%) et L. pyrenaicum (37 ,92%). 

Le nombre chromosomique (2n=24) est le meme, et les caryotypes sont très semblables 
pour les quatre espèces. Ces résultats entrent bien dans un schéma général observé chez 
presque tous les représentants du genre dont les caryotypes sont étonnamment uniforrnes 
(Stewart 1947). 

De manière générale l'organisation des séquences hautement répétées dans les chromo
somes des espèces étudiées est semblable. On trouve des séquences AT-riches au niveau 
des centromères (bandes Hoechst positives), et des séquences GC-riches au niveau des 
constrictions secondaires (bandes chromomycine positives). Certains centromères peuvent 
etre à la fois riches en séquences AT et en Gc. 

La différentiation interspécifique s'observe surtout au niveau du nombre et de l'empla
cement de bandes chromomycine positives et de sites 18S-5,8S-26S (Fig. 2 et Tableau 2). 
Lim et al. (200 l) décrivent une situation comparable chez L. rubellum Baker et L. longi
jlorum Thunb. 

En conclusion, les quatre espèces étudiées montrent une nette différentiation aussi bien 
au niveau de la taille du génome qu'au niveau de l'infrastructure moléculaire des chromo
somes. Une certaine tendance à l'augmentation de taille du génome s'observe de l'Est vers 
l'Ouest dans la région géographique étudiée. Les résultats obtenus encouragent vivement 
la poursuite de ces études qui pourrait donner lieu à une discussion plus argumentée sur 
l'organisation du génome, sur les mécanismes de la microévolution et de la spéciation de 
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Fig. 1. Quantité d' ADN (pg) et % GC chez les quattre espèces étudiées. 

Tableau 2. Comparaison des résultats. 

Espèces 2n 2C DNA (pg) %G-C CMA bandes 18S-5,6-26 S 

L. bosniacum 
24 65,03 34,74 8-10 pas de données 

L. carniolicum 
24 67,37 36,60 10 lO (8 actifs) 

L. pomponium 
24 70,26 35,56 6-8 6 (tous actifs) 

L. pyrenaicum 
24 67,74 37,92 12 pas de données 
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ce complexe d'espèces très proches, ainsi que sur les tendances évolutives au sein du genre 
Lilium en général. Par conséquent ces études seront complétées (nombre et localisation de 
sites de gènes ribosomiques chez L. bosniacum et L. pyrenaicum) et élargies aux autres 
espèces du complexe: L. albanicum Griseb., L. jankae A. Kemer, L. chalcedonicum L. 
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• CMA + IS-26S n 18-26S • CMA+ 
A. L. bosniacum; B. L. carniolicum; C. L. pomponium; D. L. pyrenaicum. 

Fig. 2. Idiogrammes montrant la disposition des marquages 
CMA + (en gris) et des sites d' ADNr 18 - 26S (en pointillé). 
Les bandes noires indiquent la colncidence des marquages 
chromomycine et des loci d'ADNr. 
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