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1. Bevezetés, irodalmi el6zmények

1.1. A bango (Ophrys L.) nemzetség bemutatasa

Kontinensiink talan egyik legérdekesebb novénynemzetsége a bangd
(Ophrys L.) nemzetség, melybe az orchidea-félék (Orchidaceae) népes
csaladjanak egyik szintén szamos fajt szamlalé taxonja. Az ide tartozd,
elsdsorban a Mediterraneumban gyakori (Wood 2001) fajok legnevezetesebb
tulajdonsaga a szexudlis becsapason alapuld megporzasa (Schiestl et al.
1999). Ez a kiilonleges megporzasi tipus mar Darwin (1862) figyelmét
felkeltette, de a rovarokra emlékeztetd bangd virdgokra ,kis 6rdogokként”
tamadé méhek viselkedése mogotti motivaciot nem sikeriilt megfejtenie. Ezt
a francia Pouyanne tette meg, aki megfigyelte, hogy a viragokat (O. vernixia
Brot.) kizardlag egy dardzsfaj, a Dasyscolia ciliata himjei latogatjak, és
hatdrozottan parz6 mozdulatokat tesznek rajta (Correvon & Pouyanne 1916).
Ebbdl helyesen azt a kovetkeztetést vonta le, hogy a virag mimikrit folytat: a
megporzé meh ndstényét utdnozza, ezaltal elérve, hogy a becsapott him —
mikdzben megprdobal kozosiilni a viraggal — megporozza azt (1. dbra). Ezt a
jelenséget Pouyanne-mimikrinek, vagy elterjedtebb nevén pszeudo-
kopulacionak (,,pseudocopulation”) nevezziik (Paulus 2006). Habar kora
tudomanyos kozvéleménye hitetlenkedve fogadta megfigyelését, késobb a
svéd entomologus, Kullenberg (1961) vizsgélatai vildgosan megmutattak
Pouyanne eredeti értelmezésének helyességét, és szdmos esetben specifikus
kapcsolatot mutattak ki a bangod €és a megporzo rovar kozott. Eszerint
bizonyos bangdfajok megporzasat csak egy bizonyos rovarfaj himje végzi el,
azaz a novény ¢€s a hartyasszarnyuak kozott erds koevolucios kapcsolat all
fenn (Schiestl 2005). Megfigyelte, hogy a viragok egy részén a megporzo

fejjel a polliniumok felé probalkozik (cefalikus pszeudokopuléacid), masoknal



potrohhal fordul a polliniumok felé (abdominalis pszeudokopulacid). Ez a
megfigyelése is aldtdmasztotta a bangd nemzetség korabbi (Godfery 1928),
morfolégiai és pollinacids alapon tortént felosztasat két alnemzetségre: az
Euophrys (cefalikus pollinacid) és a Pseudophrys (abdomindlis pollinacid)

alnemzetségekre.

1. abra Eucera longicornis pszeudokopulacidja Ophrys fuciflora

viragon. (M. Fiedler fényképfelvétele)



A bangd nemzetség Pouyanne-mimikrijének  vizsgdlatdban
fordulopontot jelentett Paulus & Gack (1990) osszefoglald cikke, akik
elsoként hangsulyoztdk a bangok és a megporzo hartydsszarnyuak kozti
specifikus kapcsolat evolicios kovetkezményeit. Ertelmezésiik szerint a
specifikus pollinatorok roppant erds, ,nasz elotti” (pre-mating) vagy
prezigotikus izolacids faktorokként miikodnek, azaz — mivel egy adott
bangdfaj csak egy adott rovarfajt vonz — megakadalyozzdk a szimpatrikus
fajok hibridizacidjat (Paulus & Gack 1990). Masrészt a specifikus pollinator
a kozelrokonoktdl elvalasztja a megporzott faj genetikai dlloményat, ezért a
bioldgiai fajfogalom alkalmazdsa esetén minden, a hasonld fajoktol
szaporodasilag izolalodott alakot 6nallé fajnak lehet tekinteni (Paulus 2006).
Ugyanakkor az er6s pre-mating izolacio azt is jelenti, hogy ha egy populacid
Uj pollinatorfajt kezd hasznélni, az konnyen 11j, a korabbi alaktol izolalodott
taxon kialakuldsahoz vezet (Cozzolino & Widmer 2005) az erds irdnyitd
szelekcid €s 1zolacid révén, amit a specifikus pollinator a névényre fejt ki.

A fenti elképzelésnek erdteljes hatasa volt a bangdk rendszerezésére.
Mig a korabbi szerzOk a génusz teljes faj és alfaj szamat 100 alattira tettck,
addig Paulus & Gack (1990) utani monografusok 300 koriili taxont ismertek
fel a nemzetségen beliil (2. abra). Ez a gyors novekedés valdszinlileg nem
csak a biologiai fajfogalom szigort értelmezésébdl adodik, hanem abbdl is,
hogy a 70-es, 80-as évektdl kezdddden a miikedveld orchidea-kedveldk ¢€s
hivatasos taxondmusok szamara konnyebbé valt és divatos lett a mediterran
tertiletek vizsgalata, €s ez a nemzetség ismert variabilitdsanak kiszélesitését is
jelentette. Mindenesetre roppant nagy a bioldgiai fajfogalom szigora
értelmezésének szerepe az 1j alakok faji rangu leirasaban, mert a specifikus
pollinator meglétét, mint lehetséges izolacids faktort tekintik a valtozatok
onallé biologiai entitdsanak értékeléséhez. Emiatt szdmos taxondmus

kritizalta a jelenlegi monografusokat mondvan, hogy a fajon beliili



valtozatossagot nem veszik figyelembe, ¢s sokszor populacid szintjén
megjelend valtozatokat valasztanak le fajokként (Wood & Cribb 2001),
ezaltal ,taxondmiai elértéktelenedést” (taxonomic inflation — Isaac et al.
2004) okozva a nemzetségben. Ezért a kisebb valtozatok faji szintre
emelésével, €s a nemzetségen beliili roppant nagy fajszammal egyet nem értd
taxondmusok napjainkban a fajszdm erds redukalasat, és csak a jelentos
foldrajzi onallosaggal bird alakok alfaji rangu elismerését szorgalmazzak. Ezt
tiikr6zi a legutobbi monografia (Pedersen & Faurholdt 2007), ami — napjaink
monografidival ellentétben — csupan 86 taxont sorol fel a nemzetség eurdpai

aredjan (2. abra).
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2. abra Az elkiilonitett fajok és alfajok szdmanak valtozasa a bangd
nemzetségben a nemzetségrol megjelent monografidk alapjan 1851-t6l
napjainkig. Paulus & Gack (1990) cikkének megjelenési idejét nyil

mutatja.



Habar a kiilonb6z6é alakok taxondmiai besoroldsa nem egységes,
abban mindenki egyetért, hogy a bang6 nemzetség roppant valtozatos, és ez a
variabilitds a hartyasszarnyi pollinatorral vald koevolucié eredményeként
lezajlott gyors adaptiv radiacio eredménye (Wood & Cribb 2001, Soliva et al.
2001). Ugyanakkor ennek a radiacionak a kdzelmultban lezajlott voltat jelzi,
hogy a génuszon beliil olyan nagyfokt a kromoszémalis hasonlosag, hogy az
akar tavolabbi rokonok kozotti hibridizaciot nem akadalyozza post-zygotikus
izolacids barrier (Ehrendorfer 1980), habar egyes szimpatrikus populacidok
kozott ez szolgaltat alapot az elkiilontilésre (Cozzolino et al. 2004). Valdban,
a fajok kozotti gyakori hibridizaciot — mely a diploid szinten marad, ezért
pontosabban homoploid hibridizacionak (Rieseberg 1997) nevezhetjik —
szamos szerz6 a nemzetségen beliili fajkeletkezés egyik mozgatorugojanak
tartja (Stebbins & Ferlan 1955, Danesch & Danesch 1972, Delforge 2006,
Pedersen & Faurholdt 2007). Azonban a szamos esetben detektalt,
gyakorinak mondhatd F; hibridek ellenére viszonylag kevés stabilizalodott
hibridogén fajt ismeriink [Pedersen & Faurholdt (2007) a 25 eurdpai fajbol
otot tart hibridogén eredetlinek, illetve stabil hibrid-komplexnek: Ophrys x
brigittae (O. fusca x omegaifera), Ophrys % delphinensis (O. argolica X
oestrifera), Ophrys X vicina (O. fuciflora x oestrifera), Ophrys X
arachnitiformis (O. fuciflora % sphegodes) és Ophrys x flavicans (O.
bertolonii x sphegodes)]. Ugyanakkor felmeriilhet a kérdés, hogy hogyan
lehetséges az erds, a pollinatorok altal kozvetitett pre-mating izolacios barrier
ellenére a gyakori hibridizacio?

Hogy jobban megértsiik a nemzetségen beliili speciaciot és az ahhoz
kapcsolodo izolacidt, €s ezen keresztiil magyarazatot kapjunk az F, hibridek
gyakori jelenlétére, de a stabilizalddott hibridogén fajok ritka voltara,

kiilonleges figyelmet kell szentelni a pre-mating barrier részleteire. Ehhez



ismerniink kell a pollindtor méhek parkeresd viselkedését. A bangodkat
megporz6 méhek himjei nagy tdvolsdgbol észlelt ndstény szexudlis-
feromonok ,,0svényét” kovetve, olfaktdrikus inger segitségével kozelitik meg
a parjukat. A ,feromon Osvényt” kovetve latdtavolsagbol mar vizudlis
ingerekre tdmaszkodva kozeliti meg a ndstényt a him, majd raszallva taktilis
ingerek (elsdsorban a ndstény szOr6zottsége) alapjan véalasztja meg a him a
kopulacids testhelyzetet (Paulus 2006). Azaz ezek azok a stimulusok,
olfaktérikus, vizualis és taktilis ingerek, melyek a himek parzasi reakcidjat
kivaltjak, és amelyeket a bangd virdgoknak utdnozniuk kell. Habar mar
korabban is sejtették ezen ingerek nagy jelentdségét a bangok megporzasaban
(Kullenberg 1961), csak az utdbbi évek technologiai ujitasai tették lehetdvé a
bangd-pollinator méh kapcsolat behatobb vizsgalatat, és a kordbban nem
sejtett részletekre vetettek fényt.

Nagy ¢drzékenységli analitikai modszerek (gdzkromatografia &s
tomegspektrometria), valamint a pollinator faj himjének csapjabdl elvezetett
ingeriilet  érzékelésének (,,electroantennographic detection™) egyideji
kombindlasaval lehetévé valt az egyes specifikus megporzdk ingeriiletet
kivalto specifikus alkotdelemek meghatarozasa (Schiestl er al. 1999, Ayasse
et al. 2003) egyes Ophrys — pollindtor parokban. Kideriilt, hogy az attraktiv
anyagok teljesen megegyeznek a vonzott pollindtor ndstényének szexudlis
feromonjaival, sO0t, a kozelrokon Ophrys fajok ugyanazokat a
kulcsvegytileteket (un. aktiv OsszetevOk) hasznaljak a megfelelé aranyban,
mint a kozelrokon pollindtorok ndstényei, igy — hasonldan az utanzott
modellhez — ugyanazoknak a vegyiileteknek a mennyiségi kombinalasaval
faj-specifikus illatot hoznak 1étre. Ez kiilondsen igaz a fajgazdag bangd
csoportokra, amelyeket hasonldan faj- €s alakgazdag méhnemek poroznak be
(Paulus 2006), igy példaul a dolgozat témajaul szolgaldé poszméhbangdk

korére, melyeket az FEucerini tribuszba sorolt méhek (Eucera s.l.,



Tetraloniella nemek) poroznak be, €s amelyek kozott a legfobb izolacio a
fajspecifikus feromonokon alapul. Igy aztan a bangdk faj-specifikus illata a
modell nem csupan identikus maésolata, de egyben a modell evolucios
viszonyait is tiikrozi.

A vizudlis ingereknek — amely elsésorban a mézajak rajzolatdban
manifesztdlodik — szintén nagy szerepe van a faj-specifikus pollinator
vonzasban, de a szerepe aldrendeltebb, mint az olfaktdrikus ingeré (Paulus
2006). Habar e tekintetben igen eltéréek az egyes bangod-csoportok, és
egyesek (pl. Ophrys speculum) az emberi szem szdmara is feltinden
hasonlitanak a modellre, a legtobb esetben — igy a jelen dolgozat
szempontjabol érdekes poszméhbangd alakkor fajaindl is — csak a ndstény
altalanos szinezettségét utanozzak. Ugyanakkor ezeket a fajokat jellemzi,
hogy roppant valtozatos mézajak-rajzolatot taldlunk, mely — egy bizonyos
tipusi minta keretein belill — erdsen valtozékony, még egyazon ndvény
virdgzatan beliil is eltérhet, de populacion belil, és populaciok kozott
bizonyosan eltérd. Ennek a tényezOnek — az illatbeli variabilitds mellett —
kulcsszerepe van a novények megporzasaban.

A taktilis ingernek elsdsorban a him parzasi testhelyzetének
orientdlasaban van szerepe, az ugyanis a virag szor6zottsége alapjan veszi fel
a kopulacids pdzt (Paulus 2006). Ennek megfelelden mar Kullenberg (1961)
kimutatta, hogy a cefalikus pszeudokopuldcioval jellemezhetd fajok
(Euophrys szekcid) esetében a szorok bibe feldl a mézajak vége felé néznek,
mig az abdominalis pszeudokopulacidval jellemezhetd fajok (Pseudophrys
szekcio) esetében ez éppen forditott. Ugyanakkor a faj-specifikus
felismerésben a taktilis ingereknek valdszintileg nincs szerepe (Paulus 2006).

Osszegezve a harom, a pollinitor parkeresé aktivitasdban szerepet

jatszo ingert lathatd, hogy az olfaktorikus, vizudlis és taktilis stimulusok



kombindcidja egyiittesen teszi lehetdvé a sikeres mimikrit, igaz, ennek
sikerében az elsdnek van oroszlanrésze.

Ugyanakkor roppant valtozatossdgot taldlunk mind a bangok
viraganak megjelenésében (Nelson 1962), mind pedig illatdban (Ayasse et al.
2000), mely sokszor virag-specifikus (Paulus 2006). Ennek okat a Pouyanne-
mimikri sajatos tulajdonsagaban kell keresni. A pollinatorok ugyanis képesek
tanulni (Paulus & Gack 1990, Ayasse et al. 2000, Paulus 2006), és
kovetkezdkben a becsapott himeknek eldszor csokken érdeklddésiik tovabbi
viragok irant, majd teljesen elvesztik érdeklddésiiket a novényi ,,guming”
irant. Ugyanakkor azonos fajba tartozé6 mas populacidk ugyanezen himek
érdeklodését a kezdeti vehemencidval keltik fel (Paulus 2006). Mindenesetre
a pollinatorok felismerik és elkeriilik a mar megismert virdgokat, illetve a
populacidban gyakoribb szag- és szinmintazati viragokat, mig a ritkakat
nagyobb eséllyel nem. Ennek fontos kovetkezménye van a gyakori alak
fitnesszére, mely természetesen romlik, mig a ritkdbbaké javul. Az ilyen
szelekcidt negativ gyakorisag-fiiggd szelekcidnak nevezik, és a Bates-féle
mimikri alapkritériumaként is ismert (Roy & Widmer 1999). Ennek
sajatsaga, hogy az utanzonak (jelen esetben a virdg) mindig az operator (a
pollinator him) altal megszabott keretek kozott, de a modell (a pollinator
nosténye) altal megengedett legnagyobb variabilitdst kihasznalva kell
utdnoznia azt. Ugyanakkor a favorizalt alakok és az elkeriiltek frekvencidja
kozott hosszutdvon egyensulyi allapot 4ll be, amiben a variacids spektrum két
vége kozotti teljes skala jelen van, igy tartva a populacidban egy, a
mimikriben érintett jegyek (jelen esetben a viragok illata és morfologiaja)
tekintetében roppant varidbilis allapotban. J6 példa erre a hazankban is
ismert, taplalék-becsapo (,,food-deceptive”, azaz nektart nem nyujto, de
nektart termeld fajokat utdnzo) Dactylorhiza sambucina (L.) Sod, melynek

hazankban is sarga €s voros szinvaltozata keverten fordul elé (Molnéar 2000).



Itt a két szinvaltozat a varidcios spektrum két végpontja, és a két szinvaltozat
a kozos populacidoban a pollinatorok kozvetitette negativ frekvencia-fiiggd
szelekcié eredményeként marad fenn (Gigord et al. 2001).

Minden bizonnyal hasonlé szelekciot feltételezhetiink a bangdk esetén
is, ahol a post-zygotikus barrier hianya miatt fellépd esetleges introgresszio
ellenére a pollindtorok faj-specifikus illatok iranti preferenciaja fenntartja a
fajok kozti kiillonbséget és a fajon beliili véltozatossagot (Schiestl 2005).
Miutdn a pollinator populdciok kilonbozé mértékben lehet érzékenyek a
szex-feromonokra, igy a bangok illatdra, azok valtozatos mértéki szelekciot
okoznak a bangd populacidkban. A szelektiv operator (pollindtor) ilyen
fluktuacidi a bango alakok (fajok) kozotti izolacido majd ,.egyesiilés” kozti
oszcillacioit eredményezhetik, €s Un. sziingameon-ként (,,syngameon”)
evolvalddnak (Schiestl 2005).

Ezt ismerve mar mésképp tekinthetiink a bangd nemzetségben jelzett
extrém magas fajok kozti hibridizacios ratara (Danesch & Danesch 1972).
Valbéban, a morfoldgiai alapon képzett taxonok (az akkor ismertek szdma 62)
kozotti atmeneti alakok (feltételezett hibridek) szamat Danesch & Danesch
(1972) 144-ben adta meg. Jogosan tételezhetjiik fel, de megfigyelésekkel is
alatdmasztottdk (Baumann & Baumann 2007), hogy a pollindtorok — a
specifikus kapcsolat ellenére — ,tévednek™ (Paulus 2006)! Ez konnyen
érthetd, hiszen a pollinatorok ndstényei is kozelrokonok, és fajspecifikus
szexualis feromonjaik egymastol els6sorban aktiv dsszetevOinek mennyiségi
aranyaiban kiilonboznek, akarcsak a bangok hasonld szaganyagai (Schiestl et
al. 1999, Ayasse et al. 2003). Igy aztan konnyebben el6fordul a tévedés,
hiszen az izolacios faktorként szolgéald szaganyagok kozott kicsi a kiilonbség.
Mindez kombinalodik a viragok fent részletezett roppant variabilitasaval, ami
még valdszinlibbé teszi a tévedést. Igy keletkezhetnek fajspecifikus hibridek

a bangd nemzetségben, amely az introgresszid lehetdségét teremti meg,



melynek erdteljes voltdit Soliva &  Widmer (2003) kisérletes
megfigyelésekkel tdmasztotta ala.

Ezért az aktiv fajkeletkezésben 1évé bangd nemzetség rendszerezése
kiilonosen bonyolult, hiszen a negativ gyakorisag-fiiggd szelekcid ala eso, és
ezaltal roppant wvariabilis virdgmorfologiai bélyegekre hagyatkozo
hagyomanyos osztalyozasuk sokszor a fajok hatdrait hibasan hatarozza meg.
Két tendenciat figyelhetiink az utobbi iddben meg. Az egyik irdnyt a
bioldgiai fajfogalom roppant szlik alkalmazasa jellemzi, amely ha potencialis
esélyt lat (az ismert pollinatort nem vonzo, vagy morfoldgiailag kiilonalld
alakokat talal) pre-mating izolacids barrier (specifikus pollinator) 1étére, azt
az alakot kiilon fajként értelmezi. Jellemzden ritkan hasznaljak a faj feletti és
a faj alatti taxonomiai kategoridkat a nemzetség osztalyzasaban. Ennek az
iranyzatnak elsé képviselo6i Devillers & Devillers-Terschuren (1994), majd az
oket kovetd Delforge (1994, 2001, 2005), aki 286 fajba ¢s alfajt ismer fel a
nemzetségen beliil, amit két szekcidra és szamos ,,fajcsoportra” oszt fel,
illetve egyes ,,kozelebbi rokon” fajcsoportokat 3 ,,fajkomplexbe” sorol be.
Ezt a felfogast szdmos szerzo kritizalta (Wood & Cribb 2001, Pedersen &
Faurholdt 2002, Devey et al. 2008), elsdsorban azért, mert aprd valtozatokat
faji szinten ismer el, mdasrészt mert nem hasznilja a taxonomidban
meghonosodott taxondémiai rangfokozatokat. Ennek kikiiszobolésére az
utobbi idében Pedersen & Faurholdt (2002) alakitott ki egy fajfogalmat,
amely a fajok joval tagabb, szamos alfajjal képviselt értelmezését igyekszik
elérni. Sajnos ez utobbi megkozelités hatranya, hogy a politipikusnak
tekintett fajokba olyan alakokat is bevon (altaldban alfaji rangon), melyek
morfologiai hasonlosdga a tofajhoz egyértelmiien konvergencia eredménye
(pl. Ophrys kotschyi hasonlosaga az Ophrys cretica rokonsagi koréhez, lasd
Go6lz & Reinhardt (1985), Paulus & Gack 1990a, Sramko ef al. ined.), ezaltal
filogenetikai értelemben polifiletikus fajokat képez.
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Habar a bangok faji szintli rendszertana még messze nem kiforrott, a
legtobb szerzo altalaban Delforge (2005) monografidjanak harmadik kiadasa
alapjan targyalja a fajokat, hiszen ez adja a legatfogdbb ismertetést az eddig
megismert bangd alakokrél. Az alabbiakban a dolgozat is a nemzetség fenti
munkaban feltételezett szisztematikdjat koveti, azzal a megjegyzéssel, hogy
teljesen biztos, hogy az itt faji rangon elkiilonitett alakok koziil szamos
legfeljebb varietas értékli, és szamos alak az egy biologiai fajon beliili
varidcios spektrum végpontjait képviselik.

Delforge (2005) a bangd génuszon beliill 250 fajt, 31 alfajt és 5
valtozatot oszt be 32 ,,fajcsoportba” (3. abra). A nemzetségen beliil két nagy
monofiletikus egységet tételez fel, melyeket két szekcionak tart: ezek a
Godfery (1928) altal felallitott, cefalikus pszeudokopulacidval jellemezhetd
Euophrys Godfery (szdmos szerz6 szerint helyesen Ophrys sectio) és az
abdominalis pszeudokopulacid jellemezhetd Pseudophrys Godfery szekciok.
Az Euophrys szekcion beliil 6t nagyobb csoportot kiilonit el, melyek koziil a
harom jelentsebb fajszamut szintén monofiletikus egységekként kezeli, €s
ezt a harom egységet ,fajkomplex” csoportba vonja 0Ossze. Ezek az
Sphegodes fajkomplex (hat fajcsoporttal), valamint a testvércsoport
helyzetlinek tekintett Argolica (harom fajcsoporttal bird) és Fuciflora (9
fajcsoporttal rendelkezd) fajkomplexek (3. abra). Delforge (2005: 358) a
Pseudophrys szekciot tartja az 6sibbnek, és az Orchis s.l. nemzetségbdl
eredezteti azt. Az Euophrys-on belill pedig hat radiaciot kiilonboztet meg,
melyek koziil harmat izolalt, feltehetdleg 6sibb csoportnak vél (Insectifera,
Speculum ¢és Tenthredinifera fajcsoportok), mig a maradék harom csoportot
jol fejlett, kozelrokon ¢és fiatalabb csoportoknak tartja (a fent részletezett

harom fajkomplex).
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Insectifera

sectio Eunophrys
2 Speculum
Tenthredinifera
. Bertolonii
Sphegodes Lunulata
complex:

Incubacea

Sphegodes
Provincialis

Argolica ‘ Exaltata
Argolica

complex ST -

Reinholdii

Mammosa

genus Ophrys i
Fuciflora Bornmuelleri
complex Umibilicata
Scolopax
Oestrifera
Heldreichii
Fuciflora
Mirabilis
sectio Psendophrys Onregaifera Tetraloniae
Altlantica

3. abra Delforge (2005) monografidjdban elkiilonitett rokonsagi

korok

(,,fajcsoportok™) ¢€s azok feltételezett leszarmazéasi viszonyai a bangd

(Ophrys) nemzetségen beliill. Az éabrat a szovegben kozolt informacidk

alapjan rekonstrualtuk.
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A dolgozat szempontjabdl kissé nagyobb figyelmet az O. fuciflora
fajkomplex érdemel. Ide nyolc fajcsoportba osztott 77 fajt sorol, melyeket
rovid, szoros, gyakran fiilecskés belso lepel, és a mézajakhoz kapcsolddo,
gyakran héaromajkd, sima, bemetszésbe illeszkedd, kiemelkedd fiiggelék
jellemez. Az ide tartozd bangdk legnagyobb hanyadat az Eucera nembe
sorolt kozelrokon méhfajok porozzdk meg (Delforge 2005, Paulus 2006). A
csoport feltételezett leszarmazasi viszonyait — Delforge (2005) munkajaban

kozolt adatok alapjan — a 4. abran mutatjuk be.

Argolica

complex

_—Ap@fem Ophrys apifera .
Opbrys aramacornm, carduchorum, bornmuelleri,
levantina, heterochila, halia, helios, episcopalis,
aeoli, andria, thesei, lyciensis, lacaena, candica,
parvimaculata, biancae, chestermanii, annae

Bornmueller:

Umbilicata Opbhrys attica, nmbilicata, bucephala,
flavomarginata, khugestanica, kotschyi

— m/gpgx Ophrys sphegifera, picta, philippi, scolopax, corbariensis

Ophrys holubyana, vestrifera, rhodostephanae,
) sepioides, crassicornis, leptomera, cerastes, cornutula,
— Oest 77]% T4 teto, rhodia, minutula, dodefanensis, hygrophila,
phrygia, isaura, karadenizensis, abchasica, lapethica,
latakiana, schulzei

Heldreichii Op/ags {{mmel&tm, 1{1"/74’7{1: xc}/)?/eﬁbz‘em.zm,
heldreichit, calypsus, “maxcima’, homeri

Fuciflora Ophrys gracilis, [‘d//l.t‘lﬂf/ﬂd, /‘gvczz'nzef
oxyrrhynchos, celiensis, apulica, fuciflora

Opbrys conradiae, elatior, aegeritica, linearis,
T etraloniae brachyotes, santonica, vetula, medea, untehji,
dinarica, tetraloniae, posidonia, serotina

4. abra A Fuciflora fajkomplex szisztematikdja Delforge (2005) munkdja
alapjan, az ide tartozo 8 fajcsoport mellett feltiintetve az adott fajcsoportba

sorolt fajokat is.
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A fenti rendszer alapjan a komplexen beliil legdsibb faj a méhbango
(O. apifera), amelynek levezetett karaktere az obligat autogamiaja (Pedersen
& Faurholdt 2007), mely a génuszon beliil csak erre a fajra jellemz6 (Devey
et al. 2008). A kovetkezo ledgazason talaljuk a Delforge (2005: 360) szerint
kozponti  csoportot a komplexen belil, a Bornmueller-bangdkat
(Bornmuelleri fajcsoport), melynek kozelrokonai a koldok bangdk
(Umbilicata fajcsoport). Ezutan a ,,szarvas bangok” és a poszméhbangok
monofiletikus, fiatal csoportja kovetkezik. Ezen beliil a leg6sibbnek a nyugati
mediterran szarvas bangokat (Scolopax fajcsoport) tartja, majd két fejlodési
vonalon a keleti mediterran szarvas bangdk (Oestrifera fajcsoport) és
Heldreich-bangok (Heldreichii fajcsoport), valamint a korai virdgzasu
poszméhbangok (Fuciflora fajcsoport) és a kései viragzasu poszméhbangdk
(Tetraloniae fajcsoport) képviselik a komplex legfiatalabb, levezetett
csoportjait (4. 4abra). Fontos megemliteni, hogy a nyugati mediterran
szarvasbangok (Scolopax fajcsoport) €s a keleti mediterran szarvas bangdk
(Oestrifera fajcsoport) csoportjait kiilon fejlodési agakra helyezi, ezzel is
kiemelve a korabbi, nalunk is elterjedt k6zos csoportositasuk (Sod 1970: O.
scolopax subsp. scolopax, O. scolopax subsp oestrifera, O. scolopax subsp.

cornuta, O. scolopax subsp. heldreichii) polifiletikus voltat.

1.2. Korabbi molekularis vizsgalatok a nemzetségben

A neutralis (vagy gyakorlatilag neutralis) 6roklodésti gének, gének
kozotti intronok vizsgélata nagy valoszinliséggel visz kozelebb az €161ények
kozti valos leszdrmazasi viszonyok tisztazasahoz (Avise 2004), mert ezek
homoplazia (evoluciés értelemben a konvergenciabol addédé hasonlosag)

4esélye (Doyle & Gaut 2000). A gének — és igy, ha a szoban forgd gének
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ortolégok (lasd 27. oldal), a populacidk (fajok) — kozti leszdrmazasi viszony
vizsgalatanak leggyakrabban alkalmazott modja a filogenetikai torzsfa-
rekonstrukcié, mely soran egy faszerkesztési eljaras algoritmuséval
igyeksziink a vizsgalt gének kozti legoptimalisabb (legrévidebb,
legvaldszinlibb, legegyszertibb) kapcsolatrendszert (,,torzsfat”) felderiteni
(Nei & Kumar 2000, Podani 2007). Hasonld vizsgalatokkal sikeriilt a
kosborfélék csaladjan beliili filogenetikai viszonyt, igy példaul a bangd
nemzetséget is tartalmazd Orchideae tribusz leszarmazasi viszonyait tisztazni
(Bateman et al. 2003). Az orchideakat targyald legutdbbi, atfogd monografia
(Chase et al. 2001) szerint a hozzavetdleg 21 950 ismert fajt tartalmazd
Orchidaceae csaladot ot alcsaladra lehet felosztani, melyek koziil a
legfiatalabb, az Orchidoideae tartalmazza az eurdpai fajok legnagyobb részét.
Ezen beliil két £6 fejlodési irany figyelhetd meg (5. abra): az egyik elsdsorban
tropusi nemzetségeket tartalmazod tribuszokat (Diurideae, Cranichideae)
foglal magaban, mig a masik a Codonorchideideae és a Diseaec mellett —
utobbi testvércsoportjaként — taldlhatd az Orchideae (Chase et al. 2001). A
szamos mérsékelt ovi, terresztris orchideat magaba foglaldé Orchideae tribusz
két fejlodési iranyat az nrITS szekvenciak alapjan (Bateman et al. 2003) a
Habenariinae altribusz (Habenaria ¢és Herminium nemzetségek) és az
Orchidinae altribusz képviseli (5. abra). Az altribuszon beliil a Neottianthe,
Hemipilia, Ponerorchis nemzetségek jelentkeznek a tobbi ide tartozo
nemzetség testvércsoportjaként. Ez utobbiakon beliil két fejlodési iranybdl az
egyiket az Orchis (s.str.), Dactylorhiza, Gymnadenia, Platanthera,
Pseudorchis, Traunsteinera génuszok képviselik, mig a masikon a Neottinea,
Himantoglossum (s.1.), Ophrys, Serapias és Anacamptis (s.l.) nemzetségeket
talaljuk (5. abra). A bangd nemzetség ezen csoporton beliili helyzetére
vonatkozé  vizsgalatok vagy a Himantoglossum (s. 1) csoport

testvérnemzetségeként (Aceto et al. 1999), a Serapias nemzetség
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testvérnemzetségeként (Aceto et al. 1999), a Serapias nemzetség
testvércsoportjaként (Soliva ef al. 2001, Bernardos et al. 2006), vagy pedig a
Serapias és Anacamptis (s. 1.) csoport testvérnemzetségeként (Pridgeon et al.
1997, Bateman et al. 1997, Bateman et al. 2003) szerepeltetik a filogenetikai

kladogramon (utdbbi véleményt 1asd 5. abra).

Apostasioide
Vanilloideae
Cypripedivideae
Epidendroideae
Dinrideae
_|: Cranichideae
Codonorchideae
A —— Diseae
Q 3
< || Habenariinae
§~: Hemnpilia, Neottianthe, Ponerorchis
N Orchis (s.s.)
s A Trannsteinera
S A Gymnadenia, Dactylorhiza
: O Psendorchis, Platanthera
s < Neottinea
© §~ — Comperia, Himantoglossum
8 Opbrys
Serapias

Anacamptis (s..)
5. abra Az Orchidaceae csalad filogenetikai kladogramja Chase et al.
(2001) munkaja alapjan, kiilonos tekintettel az Orchideae tribusz

filogenetikai viszonyaira Bateman et al. (2003) alapjan

A bang6 nemzetségen beliili filogenetikai viszonyok elsé felderitését
Pridgeon et al. (1997) kisérelte meg, akik az nrITS-t hasznaltak
munkéjukban, ami 16 faj kozti filogenetikai viszonyat mutatta be. Késdbb
Griinanger et al. (1998) a teljes novényi genomot mintdzé RAPD modszert
hasznaltdk az Ophrys bertolonii rokonsagi korének vizsgélatara. Sajnos

azonban sem Ok, sem az Oket kdvetd €s mar a teljes génuszt az nrITS magi
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génszakasszal, valamint a kloroplaszt DNS #rnL-trnF IGS génszakasz
szekvenalasaval mintdzni igyekvd Soliva et al. (2001) nem kapott megfeleld
felbontést a filogenetikai torzsfaik végagain. SAt, utdbbi munkaban a kpDNS
intronja 6nmagaban nem is volt alkalmas a torzsfakészitésre, mert olyan
kevés varidbilis helyet tartalmazott, igy csak az nrITS-t tudtdk
torzsfaszerkesztésre hasznalni. Megjegyzendd, hogy nem vették figyelembe
az nrITS-ben esetlegesen jelen 1évé paralogokat, igy torzsfijuk igen kis

felbontast eredményezett, és szamos feloldatlan eldgazést tartalmazott (6.

abra).

O. apifera

0. attica

O. hygrophila

O. araneola

0. argolica

©. bertolonii

O, bertoloniiformis
O. cilicica

0. cretica

0. ferrum-egulnum

[+3

Q. hebes

©. holenae

0. mammosa
©. promontorii
0. reinhotdii

O. sphegodes
O. splendida

O. spruneri

O. aveyronensis
O. fucifiora.

O. scolopax

0. comuta

0. deiphinensis
©O. episcopalis
©. aymoninii

0. insectifera
0. speculum

Q. bombylillora
0. tenthredinifera
O. tusca

0. lutea

6. abra Soliva ef al. (2001) nrITS és kpDNS trnL-trnF szekvencidkon

alapuléd legnagyobb parsziménia mddszerrel kapott szoros konszenzus

filogenetikai torzsfaja
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Ezt kovetéen Bateman et al. (2003) altribusz szinti vizsgalatdban
taldlunk eredményeket a génuszon beliili filogenetikai viszonyokra
vonatkozoan (7. dbra), ami lényegében Pridgeon et al. (1997) munkdjanak
ismétlése a nemzetségen belili megemelt mintaszamokkal. A
torzsfaszerkesztést nrITS szekvencidkra alapoztak, és maximum parszimdnia
modszerrel kapott 10 000 torzsfa szoros konszenzusat elemezték gy, hogy
csak az 50% feletti statisztikai bizonyossagu (,,bootstrap tdmogatottsagu”™)

elagazasokat kiilonitették el.

Ophrvs pallida
Ophrys lutea .1
Uphr}% fusca s.l.
Ophrys vasconica
Ophrys dyns
Ophrys allantica
Ophrys iticolor
Ophirys hiancae
Ophrys oxyithynchos
Ophrys fuciflora s.s.
Ophrirs sphegifera
s benacensis
Uphrvs lunulata
G’phl'}"h sphagmic\ 5.5,
Ciphrys exallata
Ciphrys q:rum,n
8 irys araneola
phr;v.'s aesculapii
% crelica
Gphrya bertoloniiformis
thhws elegans {
e g—— 5 opiscopalls
s PrTE— Dphgq l::lt-lnl:llﬂ?
&4 Ophrys umbilicata
Ophrys levantina
3 Crphrys scolopax
[}1-_&1:-_-,'*: heldreichn
Ophrys apifera
Ophrys insectifers
ﬂp]'u}'\ tenthredinifera
Ophrys h-umbi.-ilﬁura
'—EE Bphryv. speculu
hrs regis- ~ferdinandin
7. abra Az Ophrys nemzetség filogenetikai viszonyai maximum parszimdnia

LilH]

100 63

1] HIHIHIHII ||I

ﬁﬁ

modszerrel kapott fak szoros konszenzus torzsfaja alapjan Bateman et al.
(2003) vizsgalataiban. A kladogrammon csak az 50% feletti statisztikailag
tamogatott eldgazasokat kiilonitették el, a szamok az 4gak felett ezek

szamszerusitett értékei.
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Bateman et al. (2003) munk4jaban kozolt torzsfarészlet (7. dbra) mar
jobb felbontast eredményez a nemzetségen beliil, de még mindig nagyon sok
feloldatlan elagazassal, politdémidval talalkozunk. Ezen vizsgalat alapjan jol
elkiiloniilnek a Pseudophrys szekcid fajai (95% ,,bootstrap tdmogatottsag”),
ezek monofilidja bizonyitott, ugyanakkor az Euophrys szekcié monofiligja
bizonytalan, mert egy nagy ,alapi politomia” feloldatlansdgot okoz a
torzsfan. Ennek a politomidnak az agaihoz tartoznak az O. insectifera, O.
tenthredinifera, O. bombyliflora, O. speculum, O. regis-ferdinandii fajok. A
Fuciflora, Argolica és Sphegodes komplexek (sensu Delforge 2005) fajai
ezek mellett helyezkednek el, ¢és a méhbangd (O. apifera)
testvércsoportjaként jelentkeznek (mas szavakkal az O. apifera a harom
komplexbe tartozd fajok alapi kladjat képviseli), méghozza mérsékelt (84%)
statisztikai tAmogatottsag mellett (7. abra). A komplexeken beliil Gjfent nagy
politomiat latunk, igaz némely esetben magas (95%) tdmogatottsagu fajparok
(O. scolopax, O. heldreichii), vagy alacsony tdmogatottsagu (60% és 64 %)
fajcsoportok jelennek meg (eldbbibe az O. biancae, O. oxyrrhynchos, O.
fuciflora, O. sphegifera fajok, mig utébbiba az O. umbilicata, O. levantina
fajpar kertilt). A fennmarad6 fajok nagy politomiat alkotnak. Habar ez a
vizsgéalat mar nagyobb betekintést adott a nemzetségen beliili filogenetikai
viszonyokba, még mindig jelentds politdmidkat tartalmaz, ami talan abbdl is
adddik, hogy a szerzok nem végezték el az nrITS mintdk klénozasat, igy az
esetleges paralogok jelenlétébdl adddo torzitdsokat nem sziirhették ki.

A késObbiekben elsdsorban egyes kisebb fajcsoportok, rokonsagi
korok molekularis filogenetikai vizsgalatat végezték el. Bernardos et al.
(2005) a Pseudophrys szekcio Ibériai-félszigeti fajait vizsgalta morfometriai
elemzéssel és az nrITS szekvenalasaval, Gulyas et al. (2005) az O. fuciflora
¢s O. oestrifera fajok kozotti génaramlast mutatta ki az nrITS klonozasaval,

mig Schliiter et al. (2007b) az AFLP moddszerrel vizsgalta az O. omegaifera
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fajcsoport fajait. Habar a molekuldris vizsgalatok mellett karologiai
vizsgélatok is torténtek (Bernardos ef al. 2003, D’Emerico et al. 2005) a
nemzetségen belill, faji szinten azok (is) kis felbontast eredményeztek,
elsdsorban a szekciok ¢€s egyes fajcsoportok kozott tudtak kiilonbséget
kimutatni. Osszességében kijelenthetd, hogy a hagyoményosan alkalmazott
citologiai modszerek ¢&s molekularis filogenetikai  vizsgalatok (és
génszakaszok) nem adnak a nemzetségen beliil megfeleld felbontast az
evolucids viszonyok tisztdzadsdhoz. Talan ezért is igyekeztek egyes
munkacsoportok mas mddszerek (pl. Véla et al. (2007) a virdg szagmintazat
feltarasaval), vagy uj, variabilisabb génszakaszok (pl. Schliiter et al. (2007a)
a LFY gén) bevonasaval kozelebb jutni a nemzetségen beliili evolicids
viszonyok feltardsdhoz. Sajnos ezek a modszerek még csak vizsgalati
fazisban vannak, igy nem tudjuk, vajon tényleg alkalmasak lesznek-e a
nemzetségen beliili kapcsolatok feltarasahoz.

A legutobbi molekularis filogenetikai vizsgéalat Devey et al. (2008)
munkdja, akik roppant nagy mintaban (85 bango fajt mintaztak) vizsgaltak az
nrlTS  szekvencidkat (heterolég ITS valtozatok jelenlétére utald
szekvencidkat klénoztak!), a #&rnD-trnT és a trnH-psbA kloroplaszt 1GS
szekvencidkat, valamint 74 fajban AFLP DNS ujjlenyomat mddszerrel is
generaltak filogenetikai adatokat. Eredményeik koziil a két kloroplaszt IGS
kombinalt felhasznaldsaval is csupan elégtelen felbontast kaptak a
filogenetikai rekonstrukciokor. Az alkalmazott AFLP technika (elsdsorban a
szelektiv amplifikacidk soran alkalmazott primerek megvalasztasa) dontd
jelentdségli az AFLP felbontdképességének eldontésében, ugyanakkor tul
specifikus primerek hasznalata sziikiti felhasznalhatosdg taxondmiai
szélességét (Bensch & Akesson 2005). Devey et al. (2008) munkajiban
alkalmazott médszer — talan mert a nemzetség teljes spektrumat igyekezett

lefedni — ezért kis faj-specifikus felbontast eredményezett. Az AFLP technika
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kis felbontdsaért ugyanakkor felelds lehet az, hogy a génusz kézelmultbeli
adaptiv radiacidja miatt csak az erds direkcionalis szelekcid ald esé génekben
¢s a roppant gyorsan evolvaldoddé nem kodold régidkban kiillonboznek
egymastol, a teljes genomban alig. Ezért a teljes gonomot mintazé AFLP-
technika szamara eleve nem all rendelkezésre megfeleld variabilitds. A
legrészletesebb felbontast, mint kordbban is, az nrITS szekvenalasaval kapott
dikert szekvencidk, €s a polimorf mintdk klénozasaval kapott klonozott nrITS
szekvenciak hasznalataval nyerték.

A kozel 130 nrITS szekvencia illesztett matrixabol 6287 egyenlden
leginkébb takarékos (,,maximum parsimonious”) fat kaptak, melynek again
az 50% feletti statisztikai tdmogatottsagu agak alapjan 10 monofiletikus
csoportot mutattak ki, igaz, szdmos politdmiat is tartalmaz a fa (8. abra).
Ugyan igazoltak a Pseudophrys szekcié monofiletikus voltat, de az Euophrys
szekcio polifiletikusnak bizonyult. Az nrITS szekvencidk alapjan a bangd
nemzetségen beliili legelsd leagazast, az 6sszes tobbi faj testvércsoportjat az
O. insectifera faj és rokonai (Insectifera klad) képzik (8. abra), igaz, kis
tamogatottsaggal (61%). Ezen beliil két hatarozott (97%-0s tdmogatottsagn)
kladot taldlunk, az egyik a Tenthredinifera, Speculum és Bombyliflora
csoportokat, valamint a Pseudophrys szekciot tartalmazza, mig a masik a
Fuciflora, Sphegodes és Argolica komplexeket (sensu Delforge 2005). Ez
utobbi csoporton beliil nagy valdszinliséggel (91% bootstrap mellett) az
Apifera csoport az 0Osszes tobbi testvércsoportjaként jelentkezik a
kladogrammon, mig a fennmaradd csoportok feloldatlan helyzetben (politom
elagazasokkal) négy monofiletikus egységre bomlanak: a Sphegodes, a
Fuciflora, a Scolopax és az Umbilicata kladokra (8. abra). Az itt vazolt képet
megerdsiti a munkaban kozolt, a két kloroplaszt IGS kombinalt
adathalmazara ¢épiilé kladogram 1is, melynek topoldgidja gyakorlatilag

identikus az itt rekonstrudlttal. SOt, egyes csoportositasokat az AFLP adatok
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sokvéltozés elemzése (PCo) is megerdsitett. igy joggal bizhatunk abban,
hogy a Devey et al. (2008) altal kozolt filogram a bangd nemzetségen beliili
evolucios viszonyokat napjaink ismereti szintjén tiikrozi.

—%  Umbilicata Klad

| 8% Scolopax klad
71%

ok Fuciflora klad

91%

74%

Sphegodes klad

93%

Apifera csoport
97%

86%

Psendophrys szekciod

84%

Bombyliflora csoport
61% 84% J/f p
Ol 64% 00

Speculum csoport

96%

Tenthredinifera csoport

, ) ,
100% Insectifera klad

8. abra Devey er al. (2008) altal bemutatott filogram egyszerisitett
kladogram valtozata az ott feltiintetett bangd nemzetségen beliili fébb
leszarmazési vonalak (monofiletikus csoportok) feltiintetésével, a kladok
felett a munkdban megadott statisztikai tdmogatottsdg (,,bootstrap

percentage”) jelzésével

1.3. Az nrITS tulajdonsagai és hasznélata a molekularis
taxondmiaban

A fentiekben lathattuk, hogy a bangd nemzetség filogenetikai
viszonyainak feltardsdban legeredményesebben a nukleéris riboszomalis ITS
(,,internal transcribed spacer”) régié hasznalhato, hiszen a legtobb esetben ez

a régid jobb felbontist eredményezett a tobbi, a kiilonb6zd munkdkban
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alkalmazott régidnal, illetve a mai napig legteljesebb, legjobb felbontast
képet is (Devey et al. 2008) az nrITS hasznélatdval nyerték. Valdban, az
nrlTS az egyik legkedveltebb novényi molekularis taxondmiai génszakasz a
nemzets€g vagy azalatti szintii filogenetikai vizsgalatokban, az els6 attekintés
(Baldwin et al. 1995) ota 2002-ig publikalt 6sszes ilyen témaju cikk 66%-a
hasznalta ezt a régiot, sét, 34%-a kizardlag erre alapult (Alvarez & Wendel
2003)!

Az nrITS a sejtmagi DNS-ben 1évd, a riboszomalis alegységek
Osszeszereléséhez sziikséges informacidkat kdédold szémos, Un. NOR
(,,nucleolus organizing region”) 10kuszokon taldlhaté génszakasz (Alvarez &
Wendel 2003). Miutdan a NOR 16kuszokon 1évd riboszomalis gének altal
kédolt riboszomak a magi transzlacid kulcshelyei, és az intenziv
sejtfolyamatok soran altaldban roppant nagy szdmu riboszéman torténik
egyidejlileg a transzlacio, a riboszomakbdl is rovid idon beliill roppant nagy
mennyiségre lehet sziikség. Ezért a riboszomakat kodold génekbdl sem
csupan egy, hanem egy-egy sejten beliil altaldban sok (akar par ezer kopia)
van egyszerre jelen (Hillis & Dixon 1991, Alvarez & Wendel, 2003,
Eickbush & Eickbush 2007), lehetové téve ezéltal, hogy sziikség esetén
szamos lokuszrol egyidejlileg torténjen a riboszémak Osszeszerelése. Azaz,
egy-egy sejten beliil a NOR 16kuszok szama, igy az nrITS génszakasz szama
is magas, ¢s ezek a ldkuszok egymas utan, un. tandem elrendezédésben
fordulnak eld a DNS-szalon (9. abra). Egy-egy eukaridta novényi NOR
lokuszt mindig ugyanaz a 7 génszakasz épit fel: egy egység egy un. nrIGS
(,,nuclear ribosomal intergenic spacer”) régidéval kezdddik, mely a DNS-rol
nem irddik at, majd egy nagyobb, pre-mRNS-re atirodo egységgel folytatdodik
(9. abra). Ez utobbi harom, a két riboszoma alegységet kodold génszakaszt és
harom un. ,,spacer” (atirodo, de a pre-mRNS érése soran kivagddd) régiot

tartalmaz. A harom gén (a megfeleld riboszémalis alegység nevének
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megfeleléen) a 18S, az 5,8S és a 26S nevet viselik, mig a ,.spacer”-ek az
nrETS (helyzete miatt, mivel a géneken kivil taldljuk ,.external transcribed
spacer”), valamint az nrITS1 (,,nuclear ribosomal internal transcribed spacer
17) és az nrITS2 (,,nuclear ribosomal internal transcribed spacer 27). A

kozponti helyzeti ITS1-5,8S-ITS2 szakaszokat Osszefoglaléan nrITS-nek

nevezik.
ismétl6dé egységek
Vv O\
NOR l(?l_(y_s; ........................ anI:é --------------------------------

¢ transzkripcié

v RNS érés

188 5,88 268

Divergencia 1,0
relativ foka 0,8

0,6
04
0,2
0,0

9. abra A novények magi DNS-ben 1€v0, riboszomakat koédoldé NOR

lokuszok felépitése Eickbush & Eickbush (2007) alapjan (fent) és az egyes
génszakaszok jellemz6 divergenciajanak relativ foka Jorgensen & Cluster

(1988) alapjan (lent)

A NOR lokuszokon talalhaté génszakaszokra — funkcidjukbdl
adoddan — kiilonboz6 erdsségll szelekcio hat (Hillis & Dixon 1991). Mig az
at nem ir6dd nrlGS szakaszra alig hat szelekcid, addig a riboszoémalis
alegységeket kodolo szakaszokra erdd szelekcid hat. Az atirddd spacer
régiokra — habar a pre-mRNS érése soran kivagodik — kismértékili szelekciod
hat, mert a két nrITS szakasz masodlagos szerkezetének hatasa van a pre-

mRNS ¢érésére, ezért a bazissorend valtozatlansagara kis foku kényszer hat

24



(Hershkovitz & Zimmer 1996, Mai & Coleman 1997). Ennek ellenére az
nrlTS1 és nrITS2 szakaszokat, mint neutrdlisan 6r6klodd génszakaszt
tekinthetjiik (Alvarez & Wendel 2003). A szelekcid mértéke pedig
befolyasolja a bazissorend variabilitasat, hiszen mennél kisebb szelekcio hat
a génszakaszra annal nagyobb a neutrdlis mutaciok valdszinlisége, igy a
szekvencia-valtozatossag varhatd foka (Jorgensen & Cluster 1988). Ennek
megfelelden a kddolo génszakaszokhoz képest az nrIGS egy nagysagrenddel,
mig a ,,spacer” régiok 0,4-0,6 nagysagrenddel varidbilisabbak (9. dbra). Az
egyes génszakaszok variabilitdsa pedig meghatarozza felhasznalhatosagukat:
mig a neutralis mutaciokat elvétve tartalmazd 18S gént tavoli rokonok, pl. a
zarvatermOk nagyobb csoportjainak elkiilonitésére hasznaltdk (lasd APG 11
2003), addig a joval variabilisabb nrITS a nemzetségek, fajok kozti evolucios
viszonyok tisztazasara alkalmas (Baldwin ef al. 1995, Alvarez & Wendel
2003, Eickbush & Eickbush 2007). Habar az nrIGS ennél is variabilisabb
génszakasz, rutinszerli alkalmazasa azonban nem terjedt el, mert ez egy
altaldban 1,5-2 kbp (kilobazispar, ezer bp) hossz szakasz, melynek PCR-
amplifikéalasa a gyakorlatban joval nehezebb.

A funkciobdl kovetkezd szelekcids nyomads kiillonbozéd mértékébol
adédo szekvencia-valtozatossag kiilonbségek tovabbi kovetkezménye, hogy
az invariabilis szakaszokba konnyen tervezhetok univerzalis (széles
taxondmiai spektrumot lefedd) PCR primerek. Az nrITS amplifikdlasara
hasznalt leggyakrabban alkalmazott primerpar (White et al. 1990) a 18S
génszakaszba kotd ITS1 primer €s parja, a 26S génszakaszba kotd 1TS4
primer alkalmas valamennyi eukaridta nrITS-ének felszaporitasara.
Ugyanakkor a fenti primerek hosszanak novelésével sziikitheté a primerek
altal lefedett taxonomiai spektrum, pl. a Rudndy Szabolcs altal tervezett
ITSTA primer (Gulyas et al. 2005) specifikusan alkalmas a zarvatermo

novények nrITS-ének felszaporitasara.
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Az nrITS tovabbi elényos tulajdonsidga biparentalis oroklésmenete,
amely — szerencsés esetben — alkalmas eltérd nrITS szekvencidkkal bird
szulok hibridjének kimutatdsdra, mert a hibrid a két sziilo jellemzd
ribotipusait keverten fogja tartalmazni (Baldwin er al. 1995, Alvarez &
Wendel 2003). A magas kopiaszdm ¢€s a zarvatermOkben atlagos 500-700 bp
hossz megkonnyiti ennek a régionak a PCR-amplifikalasat, €s mar viszonylag
kis labortapasztalat is elegendd az nrITS sikeres felszaporitasahoz.

Az nrITS-hez hasonldan tobb, egymas utan rendez8dott masolatban
jelen 1évo génszakaszok (az un. multi-gén csaladok, ,,multi-gene families™)
roppant sajatos vonasa, hogy az egyes NOR Idokuszok nem egymastol
fiiggetlentil, hanem egymassal dsszehangolva evolvaldodnak (ezt a jelenséget
,concerted evolution” néven ismerik) (Elder & Turner 1995, Alvarez &
Wendel 2003, Nei & Rooney 2005, Eickbush & Eickbush 2007). Ennek
soran az egyeden beliili szekvencia-valtozatok (ribotipusok) egy, altalaban a
dominans valtozattal azonos ribotipussd alakulnak, homogenizalédnak.
Ebben a folyamatban elsdsorban olyan molekularis mechanizmusok
jatszanak szerepet, mint az ismétlodd elemek kozotti egyenldtlen
atkeresztez0dés (,,unequal crossing-over”) €s a gyakori gén atalakitas (,,high
frequency gene conversion”). Ezek, populdcidogenetikai folyamatokkal
egylitt, vezettek ahhoz a korai feltételezéshez (Baldwin ef al. 1995), hogy az
nrITS fajon beliil invariabilis, mig fajok kozott eltérd, ezért is teszik ezt a
génszakaszt kiilonosen alkalmassd nemzetség- €s fajszintli filogenetikai
vizsgalatokra. Habar mar a korai munkak is kiemelték az egyiittes valtozatok
jelenlétének lehetdségét, (és ilyen esetben a régid klonozésat javasoltak!) azt
inkabb kivételnek mint szabalyszertiségnek tartottak (Baldwin ez al. 1995).

Az ezredforduld utani években ugyanakkor egyre tobb bizonyiték
gylilt 6ssze arra nézve, hogy hibridizacios esemény utan az egyiittes evolicid

nem mindig gyors folyamat, illetve nem mindig megy teljesen végbe (Bailey
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et al. 2003), és jelentds egyeden beliili nrITS polimorfizmus lehet egyes
novénycsoportokban jelen. Ezért hivta fel a fenti munka a figyelmet arra,
hogy teljesen lezajlott egyiittes evolucid nem tételezhetd fel barmely
novénycsoport filogenetikai vizsgalataba kezdiink is. Ennek pedig alapvetden
fontos kovetkezménye van az nrITS filogenetikai felhasznalhatosagara.
Filogenetikai rekonstrukciora ugyanis azok a (gyakorlatilag)
neutrdlisan 6rokl6do, homolog (kozos 06stdél szadrmazd) génszakaszok
alkalmasak, amelyek kozti kiilonbségek fajkeletkezésbdl szarmazd
eltéréseket tikkroznek, azaz ortoldgok (Doyle & Gaut 2000, Avise 2004). Ha
az adott genomon beliil egy gén megduplazddik, €s a duplikacid utani kopidk
kozt szekvencia-eltérés all fent, akkor azok nem fajkeletkezésbol, hanem a
duplikaciobdl szarmazoé eltéréseket hordoznak, azaz paralogok (Doyle &

Gaut 2000, Avise 2004). A paralégok bevonasa a filogenetikai

crer

crcr

Gaut 2000, Bailey et al. 2003, Avise 2004), mint ahogy az ortoldgoké igen.
Az nrlTS-ben pedig — akdr hibridizacioval, akar spontdn mutacidéval —
keletkezhetnek egyeden (vagy populdcion) belili szekvencia-valtozatok,
melyek paralogok, és korlatozzak a filogenetikai rekonstrukciot (Vollmer &
Palumbi 2004). Ugyanakkor a paraldgok mellett az nrITS valtozatok kozott
ott vannak a fajok (vagy fajcsoportok) izolacidjabol, azaz a fajkeletkezési
folyamatokbol szdrmazd szekvencia-valtozatok, az ortolégok is. Ezek
»Kivalogatdsa” kulcsfontossagunak tlinik az nrITS paralogok jelenlétével
jellemezhetd fajokban. Ennek egy lehetdségét veti fel LaJeunesse & Pinzon
(2007), akik a dominans valtozatok, mint igen valdszinii ortologok
hasznalatat javasoljak filogenetikai rekonstrukciéra. Ervelésiik szerint,
roppant kicsi az esélye annak, hogy egy hirtelen keletkez6 valtozat hosszabb-

rovidebb 1d6 (tobb-kevesebb generacid) alatt az egész genomon (populécion)
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beliill szétterjedjen, és a legnagyobb szamban el6forduld valtozattd valjon.
Sokkal nagyobb az esély arra, hogy a paralogok keletkeznek és eltiinnek,
emiatt csak kis frekvenciaval vannak jelen a genomon beliil, mig az evoltcids
iddskalan mérhetd ideig fennmaraddk az uralkod6 valtozatok, melyek nagy
eséllyel ortologok.

Habar az itt kozolt modell a paralégok roppant tetszetds, logikusnak
tlind kezelését veti fel, nevezetesen csak a genomon beliil nagy gyakorisaggal
talalt ribotipusokat hasznaljuk filogenetikai rekonstrukciora, nem veszi
figyelembe az egyiittes evolicid azon lehetdségét, mely egy favorizalt
ribotipus (feltehetdleg a legstabilabb szekunder szerkezetii) gyors elterjedését
segiti (Buckler ef al. 1997, Eickbush & Eickbush 2007). Mas szavakkal,
feltételezi, hogy minden, az egyiittes evolicionak kitett ribotipus azonos
eséllyel esik at az ismétlodo elemek kozotti egyenldtlen atkeresztezddés €s a
gyakori gén atalakitds folyamatdn, €s nincsenek favorizalt ribotipusok. Ez
pedig nincs igy, pedig a fenti folyamat gyokeresen megvaltoztathatja a
genomon beliili paralog Osszetételt, és a favorizalt alak kiemelkedd
mennyiségben varhat6. Masrészt azzal is szdmolnunk kell, hogy eltérd
leszarmazasi vonalak (melyek feltehetdleg ortolog nrITS ribotipusokat
hordoznak) hibridizacidja soran a két eltérd ortolog kozotti egyenldtlen
atkeresztez0dés ,.kiméra” paralégokat hoz Ilétre. Ezeket a folyamatokat
figyelembe kell venni akkor, ha az nrITS-sel dolgozunk.

Az nrITS hasznalatdban tovabbi potencidlis hibaforrast jelent a
pszeudogének esetleges jelenléte. A pszeudogének olyan gének, amelyek
kikeriilnek a szelekcids kényszer alol, ezért szabadon, roppant nagy rataval
mutalodnak (Bailey ez al. 2003). Felismerhetok onnan, hogy benniik nagyon
sok pontmutacid van, illetve hosszi régiok torlodtek, sokszor egyébként
konzervativ génszakaszokon is (Buckler ez al. 1997, Bailey et al. 2003),
példaul az nrITS esetében a 5,8S génben. Az ilyen pszeudogének
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hasznalhatosaga a filogenetikai rekonstrukcidban vitatott. A legtobb szerzo
(Buckler et al. 1997, Alvarez & Wendel 2003, Bailey ef al. 2003, Worheide
et al. 2004) éltaldban elveti a pszeudogének hasznalhatdsdganak lehetdségét,
ujabban masok (pl. Razafinamdimbison et al. 2004, Bayly & Ladiges 2007,
Ochieng et al. 2007) a pszeudogének filogenetikai felhasznalhatosagat
tapasztaltak. Valoszintlileg a pszeudogének hasznalhatdsaga az adott taxontdl
fiigg: egyes esetekben, ha a pszeudogének ortologoknak tekinthetok (lasd
Ochieng et al. 2007), hasznalhatoak filogenetikai rekonstrukciora, mig mas
esetekben nem, és téves leszarmazasi viszonyokat tiikroznek. Mindenesetre
valészinli, hogy funkciondlis paralégok (ideértve az ortolégokat is) &s
pszeudogének nem vonhatok Ossze a vizsgalatokban, vagy csak az egyik,
vagy pedig a masik tipust kell hasznalni. Mindenesetre batran kijelentheto,
hogy az nrITS klon szekvencidk vélogatas nélkiili bevondsa a filogenetikai
rekonstrukcioba (lasd pl. Devey ef al. 2008) nagy valdsziniiséggel paraldogok
bevondasaval jar, ami konnyen tévutra vezetheti a vizsgalatot.
Munkacsoportunk 2002-ben kezdett hozza a bangd nemzetség egyes
fajai kozti hibridizacio események nrITS alapjan torténd vizsgalatahoz.
Felismertiik, hogy az nrITS-ben a hibridizcidra utaldé un. kettds cstcsok
(APS, ,,additive polymorphic sites”) vannak, majd kloénozassal az egyes
sziil61 ribotipusokat igyekeztiink elkiiloniteni (részletesebben lasd 40. oldal).
Meglepve tapasztaltuk azonban, hogy a hibrid eredetii Holuby-bango6 egyik
legvaldsziniibb sziildjében, a poszméhbangdban is talalunk APS-eket (Gulyas
et al. 2005). A felmérések folytatasaval, illetve mind f6ldrajzi, mind
taxondmiai értelemben kiszélesitésével (gyakorlatilag a poszméhbangd
komplexre ¢és annak areajara tagitva) azt talaltuk, hogy szinte a teljes
poszméhbangd komplex adriato-mediterran areajan hibridizaciora (és
introgressziora) utaldé APS-eket talalunk (10. abra) az nrlTS szekvencidkban

(Gulyas 2007).
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10. abra Az nrITS paralogokat tartalmazd (vilagos kor) €s a paralogokat nem
tartalmazo (sotét kor), Gulyas (2007) altal vizsgalt bangod populéacidk. A
kozép-eurdpai és adriato-mediterran térségben leszdrmazasi vonalak

keveredésére (Gn. varrat zona) figyelhetd meg.

Mivel az APS-eket tartalmazd nrITS szekvencidk csak korlatozottan
alkalmazhatdk filogenetikai rekonstrukcidra (hiszen a legtobb filogenetikai
program nem értelmezi a kettds csucsokat), célul tlztik ki az Ophrys
fuciflora fajkomplexen beliil talalhatd kozép-eurdpai varrat zona
(leszarmazasi vonalak hibrid zoéndja) részletesebb vizsgalatat, az ortolog
ribotipusok elkiilonitését és bevondsat a filogenetikai rekonstrukcioba, ezzel

igyekezve mélyebb betekintést nyerni a fajkomplex evolucios viszonyaiba.
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2. Anyag és modszer

2.1. Novényanyag

A bang6 nemzetség elterjedési teriiletének nagy részérél kb. 2-4 cm?-
es levéldarabok ¢és als6 murvalevelek terepi begyiijtését végeztik el 95
leléhelyr6l szarmazo (11. abra) 119 Ophrys populaciobdl (1. tablazat) 2003
¢s 2007 kozott. A mintdkat a leldhelyen 96%-os alkoholba helyeztiik, majd
felhasznalasukig 4-5°C-on tartottuk. A taxonok meghatdrozdsdban &s

elnevezésében a teljes munka sordan Delforge (2005) konyvét kovettiik.
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11. abra A dolgozatban felhasznalt 119 minta 95 leldhelye (sotét korok) és a
Fuciflora, Argolica ¢és Sphegodes fajkomplexek (sensu Delforge 2005)

elterjedési teriilete (sziirke arnyalatu poligon)
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1. tablazat A vizsgalt bango6 populacidk és besorolasuk kiilonb6zd irodalmak alapjan.

Besorolas
Szekvencia Delforge (2005) Devey et al. (2008)

Taxon Lelohely Rovidités  direkt  klon  fajkomplex fajcsoport klad
0. aeoli Gr: Astypaleia aeoAst 1 fuciflora bornmuelleri NA
O. apifera Hu: Balatonfuired apiBal 2 fuciflora apifera apifera*
O. apulica It: Céglie Messapica apuCeg 1 10 fuciflora fuciflora scolopax & fucilora *
O. apulica It: Locorotondo apuLoc 2 12 fuciflora fuciflora scolopax & fucilora *
O. apulica It: Mattinata apuMat 1 10 fuciflora fuciflora scolopax & fucilora *
O. apulica It: Sannicandro Garganico apuSan 1 13 fuciflora fuciflora scolopax & fucilora *
O. attica Cr: Riza attRiz 2 fuciflora umbilicata umbilicata
O. attica Gr: Githio attGit 1 fuciflora umbilicata umbilicata
O. attica Gr: Pylos attPyl 2 9 fuciflora umbilicata umbilicata
O. biancae Si: Noto Antica biaNot 2 fuciflora bornmuelleri fuciflora
O. biancae Si: Palazzolo Acréide biaPal 3 15 fuciflora bornmuelleri fuciflora
O. bornmuellerii Cy: Neo Chorion borNeo 3 7 fuciflora bornmuelleri umbilicata *
O. brachyotes Ga: Saint-Pierre d’Allevard (loc. class.) braSai 1 10 fuciflora tetraloniae NA
O. brachyotes It: San Bernardo braSan 1 10 fuciflora tetraloniae NA
O. calliantha Si: Carlentini calCar 1 fuciflora fuciflora fuciflora
O. calliantha Si: Noto calNot 1 10 fuciflora fuciflora fuciflora
O. calypsus An: Datca cayDat 1 fuciflora heldreichii scolopax
O. calypsus Gr: Lipsi cayLip 1 fuciflora heldreichii scolopax
O. calypsus Rh: Kattavia cayKat 1 fuciflora heldreichii scolopax
O. candica Rh: Apollona canApo 2 fuciflora bornmuelleri scolopax

* klonozott minta ill. NA nem vizsgalt faj Devey ef al. (2008) tanulményéaban folytatva
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1. tablazat A vizsgalt bango6 populacidk és besorolasuk kiilonb6zd irodalmak alapjan. (folytatds)

Besorolas
Szekvencia Delforge (2005) Devey et al. (2008)

Taxon Lelohely Rovidités  direkt  klon  fajkomplex fajcsoport klad
O. celiensis It: Céglie Messapica (loc. class.) celCeg 2 9 fuciflora fuciflora NA
O. cerastes Ae: Chios cerChi 1 fuciflora oestrifera NA
O. ceto Ae: Chios cetChi 2 fuciflora oestrifera NA
0. ceto Rh: Laerma cetLae 2 fuciflora oestrifera NA
O. cornutula Gr: Epirus corEpi 1 fuciflora oestrifera NA
O. cornutula Rh: Kattavia corKat 2 10 fuciflora oestrifera NA
O. dodekanensis Rh: Apollona dodApo 1 fuciflora oestrifera scolopax
O. elatior Ge: Bad Bellingen elaBad 3 8 fuciflora tetraloniae NA
O. episcopalis Cr: Agios Vasilios epiAgi 2 fuciflora bornmuelleri scolopax
O. episcopalis Rh: Charaki epiCha 2 fuciflora bornmuelleri scolopax
O. flavomarginata Cy: Lefkara flaLef 2 5 fuciflora umbilicata NA
O. fuciflora Au: Klosterneuburg fucKlo 1 10 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Au: Perchtoldsdorf fucPer 2 8 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Be: Tienne Bremount fucTie 1 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Be: Torgny fucTog 1 10 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Cro: Bale fucBal 3 11 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Fr: Bédoin fucBed 1 10 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Ga: San Laurent du Pont fucSan 2 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Ge: Landsberg am Lech fucLan 1 10 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Hu: Maréc fucMar 3 10 fuciflora fuciflora fuciflora

* klonozott minta ill. NA nem vizsgalt faj Devey ef al. (2008) tanulményéaban folytatva
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1. tablazat A vizsgalt bango6 populacidk és besorolasuk kiilonb6zd irodalmak alapjan. (folytatds)

Besorolas
Szekvencia Delforge (2005) Devey et al. (2008)

Taxon Lelohely Rovidités  direkt  klon  fajkomplex fajcsoport klad
O. fuciflora It: Barrea fucBar 3 13 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora It: Gavelli fucGav 2 9 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora It: Palena fucPal 2 13 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora It: Torri del Benaco fucTor 4 8 fuciflora fuciflora fuciflora
O. fuciflora Rh: Epta Piges fucEpt 2 fuciflora fuciflora fuciflora
O. gracilis Fr: Beaufort graBea 2 10 fuciflora fuciflora NA
O. gracilis It: Forli del Sannio graFor 3 14 fuciflora fuciflora NA
O. gracilis It: Gavelli graGav 2 fuciflora fuciflora NA
0. gracilis It: Vandra graVan 2 12 fuciflora fuciflora NA
O. heldrechii Cr: Spili helSpi 1 fuciflora heldreichii scolopax
O. heldreichii Cr: Ardaknos helArd 1 fuciflora heldreichii scolopax
O. heldreichii Cr: Kamilari helKam 1 fuciflora heldreichii scolopax
O. heterochila Rh: Embonas hetEmb 2 fuciflora bornmuelleri NA
O. holubyana Cz: Velka nad Velickou holVel 1 10 fuciflora oestrifera NA
O. holubyana Hu: Balatonfiired holBal 3 9 fuciflora oestrifera NA
O. holubyana S1: Krasna Ves holKra 2 fuciflora oestrifera NA
O. holubyana Sl: Sipkov holSip 4 10 fuciflora oestrifera NA
O. kotschyi Cy: Akrotiri kotAkr 3 10 fuciflora umbilicata NA
O. lacaena Gr: Skoutari lenSko 1 fuciflora bornmuelleri NA
O. lacaitae It: Calvello lacCal 4 13 fuciflora fuciflora fuciflora & sphegodes *

* klonozott minta ill. NA nem vizsgalt faj Devey et al. (2008) tanulmanyaban
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1. tablazat A vizsgalt bango6 populacidk és besorolasuk kiilonb6zd irodalmak alapjan. (folytatds)

Besorolas
Szekvencia Delforge (2005) Devey et al. (2008)
Taxon LelShely Rovidités  direkt  klon  fajkomplex fajcsoport klad

O. lacaitae It: Forli del Sannio lacFor 1 10 fuciflora fuciflora fuciflora & sphegodes *
O. lacaitae Si: Ferla-Pantalica lacFer 1 16 fuciflora fuciflora fuciflora & sphegodes *
O. minutula Ae: Chios minChi 1 fuciflora oestrifera scolopax *
O. oestrifera Cro: Zman oesZma 4 10 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera Gr: Kalamata oesKal 2 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera Gr: Litohoron oesLit 2 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera Gr: Megali Mandinia oesMeg 1 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera Rh: Apolakkia oesApo 2 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera Ua: Inkerman oeslnk 1 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera Ua: Nikita oesNik 1 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera subsp. bicornis Hu: Budapest oesBud 3 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera subsp. bicornis Hu: Dabas oesDab 2 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera subsp. bicornis Hu: Kunpeszér oesKun 3 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera subsp. bicornis Hu: Pécs (loc. class.) oesPec 5 10 fuciflora oestrifera apifera
O. oestrifera subsp. bicornis Hu: Siklos oesSik 4 fuciflora oestrifera apifera
O. oxyrrhynchos Si: Carlentini oxyCar 1 fuciflora fuciflora fuciflora
O. oxyrrhynchos Si: Ferla-Pantalica oxyFer 2 10 fuciflora fuciflora fuciflora
O. oxyrrhynchos Si: Palazzolo Acréide oxyPal 3 11 fuciflora fuciflora fuciflora

* klonozott minta ill. NA nem vizsgalt faj Devey et al. (2008) tanulmanyaban folytatva
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1. tablazat A vizsgalt bango6 populacidk és besorolasuk kiilonb6zd irodalmak alapjan. (folytatds)

Besorolas
Szekvencia Delforge (2005) Devey et al. (2008)
Taxon LelShely Rovidités  direkt  klon  fajkomplex fajcsoport klad

O. parvimaculata It: Sannicandro Garganico parSan 1 8 fuciflora bornmuelleri NA

O. picta Lu: Santa Barbara de Nexe picSan 2 fuciflora scolopax NA

O. picta Lu: Sao Bras de Alportel picSao 2 fuciflora scolopax NA

O. picta Tn: Jabbes2 picJab 3 fuciflora scolopax NA

O. posidonia It: Laurino posLau 1 8 fuciflora tetraloniae NA

O. rhodia Cy: Pissouri rhoPis 2 fuciflora oestrifera umbilicata *
O. rhodia Rh: Lindos rhoLin 1 fuciflora oestrifera umbilicata *
O. santonica Fr: Canals sanCan 1 10 fuciflora tetraloniae NA

O. santonica Fr: Vallier sanVal 1 10 fuciflora tetraloniae NA

O. scolopax Fr: Galargue scoGal 1 10 fuciflora scolopax scolopax

O. scolopax Ga: St.-Vallier de-Thiey scoSai 4 7 fuciflora scolopax scolopax

O. scolopax Hs: Alhaurin el Grande scoAlh 2 fuciflora scolopax scolopax

0. scolopax Hs: Castillo d. Rugoll scoCas 4 8 fuciflora scolopax scolopax

0. scolopax Lu: Santa Barbara de Nexe scoSan 2 fuciflora scolopax scolopax

0. scolopax Lu: Sao Bras de Alportal scoSao 2 fuciflora scolopax scolopax

O. scolopax Lu: Serra de Sico scoSer 1 fuciflora scolopax scolopax

O. scolopax Tn: Dar Chichou scoDar 2 fuciflora scolopax scolopax

O. serotina It: Pico serPic 2 fuciflora tetraloniae NA

O. serotina subsp. lorenae It: Grizzana Morandi serGri 2 10 fuciflora tetraloniae NA

O. sphegifera Tn: Jabbes2 sphJab 2 fuciflora scolopax fuciflora

* klonozott minta ill. NA nem vizsgalt faj Devey et al. (2008) tanulmanyaban
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1. tablazat A vizsgalt bango6 populacidk és besorolasuk kiilonb6zd irodalmak alapjan. (folytatds)

Besorolas
Szekvencia Delforge (2005) Devey et al. (2008)
Taxon Lel6hely Rovidités  direkt  klon  fajkomplex fajcsoport klad
O. tetraloniae It: Forli del Sannio tetFor 2 14 fuciflora tetraloniae NA
O. tetraloniae It: Vandra tetVan 1 10 fuciflora tetraloniae NA
O. umbilicata Ae: Chios umbChi 2 10 fuciflora umbilicata umbilicata
O. umbilicata An: Kizilkir umbKiz 2 fuciflora umbilicata umbilicata
O. umbilicata Cy: Kato Drys umbKat 1 8 fuciflora umbilicata umbilicata
O. untchjii Cro: Bale untBal 2 fuciflora tetraloniae NA
O. zinsmeisteri Cro: Pavi¢ini zinPav 1 fuciflora heldreichii NA
0. argolica Gr: Githio argGit 2 10 argolica argolica NA
O. ariadnae Cr: Spili ariSpi 2 10 argolica reinholdii NA
O. biscutella It: Cagnano Varano bisCag 2 argolica argolica sphegodes
O. crabronifera It: Alberese craAlb 4 9 argolica argolica NA
O. cretica Cr: Rethimna creRet 3 10 argolica reinholdii sphegodes
O. cretica Rh: Kattavia creKat 3 9 argolica reinholdii sphegodes
O. cretica subsp. bicornuta Cr: Makrigialos creMak 3 10 argolica reinholdii sphegodes
0. elegans Cy: Neo Chorion eleNeo 3 argolica argolica NA
O. gortynia Cr: Makrigialos gorMak 1 argolica mammosa sphegodes
O. helenae Gr: Arta hleArt 1 argolica mammosa NA
O. lucis Gr: Archipoli lucArc 2 argolica argolica NA
O. morisii Corse: St Florent morSai 1 argolica argolica sphegodes
O. reinholdii Cr: Nectaros reiNec 3 10 argolica reinholdii sphegodes
O. reinholdii Gr: Pigi reiPig 2 10 argolica reinholdii sphegodes
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Mintaink legnagyobb része (105 populdcid) az Ophrys nemzetség
Fuciflora fajkomplexébdl (sensu Delforge 2005) szdrmazik, mig kisebbik
hanyada (14 populacid) a Delforge (2005) altal testvérkladnak tartott (3.
abra), ¢és a Sphegodes komplex felé atvezetoként értékelt Argolica
fajkomplexbdl szarmazott. Korabbi vizsgalatok (Soliva et al 2002, Bateman
et al. 2003, Devey et al. 2008) vilagosan megmutattak, hogy a Fuciflora —
Argolica —  Sphegodes  fajkomplexeknek  legkozelebbi  rokona,
testvércsoportja az Apifera csoport, igy az ide tartozé6 méhbangd (Ophrys
apifera Huds.). Ezért — mint legkozelebbi testvércsoportot — ezt a fajt
hasznaltuk kiilcsoportként a vizsgalatokban, noha Delforge (2005) — a
molekularis informacidk fényében tévesen — a Fuciflora komplexbe helyezi
ezt a fajt (Iasd 1. tdblazat). A belcsoporton beliil részletesen csak a Fuciflora
komplexbe sorolt populacidkat vizsgaltuk, hiszen erre irdnyult eddigi
mintagyijtésiink, mellyel a Delforge (2005) altal emlitett taxonok (77 faj)
52%-at (40 faj) fedtiik le. Egyes, széles elterjedésli fajok (mint pl. az Ophrys
fuciflora (F. W. Schmidt) Moench, O. oestrifera M. Bieb., O. scolopax Cav.)
tobb populacidval szerepelnek az adatsorban. A gyengébben mintdzott (ide
sorolt fajszdm 24 %-at szekvenaltuk) Argolica komplex szekvenciait csak

Osszehasonlitasul hasznaltuk fel, részletesebb vizsgéalatoknak nem tettiik ki.

2.2. DNS kivonas, az nrITS PCR amplifikalasa ¢s direkt
szekvenalasa

Az alkoholban tarolt levéldarabokbol mddositott CTAB-mddszerrel
(Doyle & Doyle 1987) vontuk ki a teljes genomidlis DNS-t. Ennek soran
hozzavetdleg 50 g mintat gyumolcsszaritbban megszaritottunk, majd
spatulahegynyi kvarchomok ¢és vizoldhatatlan PVP (polivinil-pirrolidon)
hozzadaddsa utan dorzsmozsarban folyékony N, alatt lisztfinomsagig

poritottunk. Ezt kovetéen 750 ul CTAB oldatot (2% CTAB, 100 mM Trisz-
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HCI, 1,4 M NaCl, 20mM EDTA) adtunk a mintdkhoz, mely 3% vizoldékony
PVP-t és 2%o PB-merkapto-etanolt tartalmazott, és a teljes szuszpenzidt
razdtermosztatban minimum 45 percig 63°C-on inkubaltuk. 16 550 g-n
torténd 10 perces pellettizalas utan a feliluszoéhoz 1 térfogatnyi (750 pl) 24:1
aranyu kloroform izoamil-alkohol elegyet adtunk, majd tiz perc dvatos
razogatas utan 10 percig 16 550 g-n centrifugaltunk, és a feliiliszot dvatosan
atpipettaztuk tires csovekbe. Utobbi, fehérjéket kicsapd tisztitdst egyszer
megismételtiik, majd az atszivott feliiluszohoz 2,5-szeres térfogati -20°C-os
96%-0s etanolt adtunk, ¢és hogy a DNS-CTAB-komplexet nagyobb
hatasfokkal kicsapjuk, a mintdkat legalabb fél orara -20°C-ra helyeztik.
Ezutan 16 550 g-n 30 percig pellettizaltuk a mintat, majd a kapott DNS-
CTAB pellettet kétszer 200 pl-nyi, -20°C-0s 70%-0s etanollal mostuk, a
mosasok kozott 6 perces 3420 g-n torténd centrifugalasokkal. A feliiluszokat
minden esetben ledntottilk a pellettekrdl, és végiil a pellettet 35°C-o0s
termosztatban megszaritottuk. A kiszaritott DNS pellettet 40 pl steril 0,1 M
Trisz pufferben (pH=8) oldottuk fel.

Az igy kapott DNS kivonat kvantifikalasat — a kivonat inhomogén
volta miatt — nem végeztik el fotometrids méréssel, hanem a korabbi
tapasztalatok [higitasi sorok PCR-amplifikalasa, 1asd Gulyas (2007)] alapjan
1 pl templatot vittiink a PCR reakcidelegybe, melyet steril Milli-Q vizzel 25
ul-re egészitettiink ki. Ehhez a mintdhoz adtuk az alabbi PCR-keverék
(,,master mix”) 25 ul-jét, melynek Osszetétele — egy egységre vonatkoztatva —
az alabbi volt: 8,75 ul steril Milli-Q viz, 5 pl 10x-es reakcidpuffer
(Fermentas), 5 ul mindegyikre 2mM-os dNTP keverék (Fermentas), 4 ul
25mM-os MgCl, oldat (Fermentas), 1 pul 10 mM-os ITSTA primer (Gulyas et
al. 2005) mint eldre (,,forward”) iranyu primer, 1pul 10 mM-os ITS4 primer
(White et al. 1990) mint hatra (,,reverse”) iranyu primer és 0,25 ul S5U/ul-es
Taq-polimeraz (Fermentas). Iigy a PCR-elegy végtérfogata 50 ul volt, mely
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mintdk amplifikalasat 0,2 ml-es csovekben az aldabbi paraméterekkel
programozott PCR-késziilékben (Perkin-Elmer GeneAmp 2400) végeztiik el:
inicialis denaturdcié 94°C-on 4 perc 30 masodpercig, majd 33 ciklus az
alabbiak szerint: 30 masodperc denaturacidé 94°C-on, 30 masodperc
primerk6tés (hibridizacio) 51°C-on, majd 30 masodperc DNS-szintézis
(elongacid) 72°C-on, illetve ciklusonként 1 mésodperccel novelve az idot 63
masodpercig. 33 ciklus utan 7 perces, 72°C-os végsd szintézis szakasz
kovetkezett, majd a késziilék 4°C-os eltartassal fejezte be a programot. A
PCR-amplifikacié sikerét 1%-o0s, 0,06 %o etidium-bromidot tartalmazé
agaroz gélen ellendriztiik ugy, hogy 6 ul mintat vettiink a PCR-termékekbdl,
majd azt kb. 0,8 pl feltoltd festékkel (,,loading dye”, Fermentas) keverve a
gélre toltottik. 45 perces, 100 V-os elektroforézis utan UV-fényben
vizsgaltuk a gélt, és csak az erds csikot adé PCR-termékeket vizsgaltuk
tovabb.

A PCR-termék tisztitdsit Montague szlirdegység (Millipore)
segitségével végeztik el. Az ultrasziir6 membran fol¢ helyezett PCR-
terméket 2180 g-n 15 percig centrifugiltuk, mely soran a folosleges
kismolekulastlyu anyagok (be nem épiilt ANTP, primerek, DNS-polimeraz,
sok, stb.) a membrénon atmentek, mig a nagyobb sulyq, frissen amplifikalt
DNS nem, igy azt a membranrdl — a szlir6t megforditva — tiszta oldatba
lehetett vinni 30 pl steril Milli-Q vizzel.

A felszaporitott nrITS DNS-szakaszok bazissorrendjét lanc-terminald
ciklikus szekvendlo-PCR moédszerrel deritettiik fel. Ennek sordn 3 pl tisztitott
PCR-termékhez 9 pl szekvendld PCR-keveréket [Osszetétele egy egységre
vetitve: 4 ul steril Milli-Q viz, 1,5 pl higité puffer (Applied Biosystems),
0,75 pl 10 uM-os ITSIA primer, 1 pl Big Dye Terminator v. 3.1 (egyes
esetekben v. 1.1, mindkettdé Applied Biosystems)] adtuk, majd a 10 pl-nyi

elegyet szekvenalo PCR-reakcioba vittilk, az aldbbi koriilmények szerint
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programozott PCR-késziilékbe (Perkin-Elmer GeneAmp 2400): 4 perces
inicialis denaturacié 96°C-on, majd 32 ciklus az aldbbiak szerint: 30
masodperc denaturdci6 96°C-on, 15 madsodperc primerk6tés 50°C-on,
szintézis 4 percig 60°C-on, majd a ciklusokat kdvetéen 4 perc elongacid
60°C-on, végiil eltartds 4°C-on. A szekvenald reakcid eredményeképp kapott
szekvenalt DNS-t (szekvendlo-PCR terméke vagy szekvenatum) alkoholos
kicsapassal tisztitottuk meg. Ennek soran a 10 pl szekvenatumot 42 pl 75%-
os izo-propanollal kevertiik 6ssze, majd 20 percet sotétben inkubaltuk, ezutan
18 620 g-n 30 percig pellettizaltuk, majd a feliiluszot leontottik. A csé aljan
1évo, lathatatlan pellettet kétszer mostuk 150 pl 80%-os, -20°C-os etanollal,
amit 10 percig 18 620 g-n fugaltunk. Végiil Gjra ledntottiik a feliilaszot, és a
pellettet lefelé fujo steril fiilkében szaritottuk be. A tisztitott és beszaritott

mintakat a Biomi Kft. g6dol116i laboratériuméban futtattuk meg.

2.3. Kldénozas

Azon mintdk egy részében (lasd eredmények), ahol a direkt nrITS
szekvencidkban leszdrmazasi vonalak keveredésére utald kettds csticsokat
(APS-ek, lasd 29. oldal) talaltunk klénozast végeztiink. Mint emlitettem, az
olyan, nagy masolatszdmban jelen 1év0 génszakaszok, mint a nrITS esetében
nem csak egy ribotipus lehet jelen az egyeden beliil. Miutan a direkt
szekvenalds sordn szamos nrITS masolat szolgal alapot a PCR-
amplifikdlashoz, ha tobb szekvencia-valtozat (ribotipus) van jelen, akkor a
direkt szekvencidkban kettds csucsok (APS-ek, lasd bevezetés) utalnak az
egyeden beliili polimorfizmusra, az un. SNP (ejtsd: ,,sznip™), azaz ,single
nucleotide polymorphism” variabilitasra (Vignal et al. 2002, Morin et al.
2004). A SNP-ek, ahogy az angol névbol is adodik, olyan nukleotid
variabilitast jelolnek, ahol egy bizonyos nukleotid helyen egynél tobb

41



nukleotis (A, G, C, vagy T) van jelen a populacidban (Morni et al. 2004). Az
nrITS esetében észlelt APS-ek egyeden beliilli SNP-re utalnak, amelyet
klénozassal lehet feltdrni. A kloénozds az egyeden belilli ribotipusok
elkiilonitését teszi lehetdvé, mert ennek soran egy kompetens baktériumsejt
altal a PCR-reakcidéban kapott PCR-termékbol (millidnyi nrITS kopia) egy
darab ,,ragadds végekkel” ellatott nrITS madsolatot vetetiink in vitro fel, majd
a baktériumot megfeleld taptalajon elszaporitva osztodassal identikus
masolatokat tartalmazo telep létrehozéasara sarkallunk. Egy baktériumtelep
igy egy ribotipust fog hordozni, melybdl a DNS kivonésa utan az nrITS PCR-
reakcioban felszaporithatd, majd szekvendlhato. Ha pedig tobb telepbdl
végezziik el a szekvenalast, némi betekintést nyeriink az egyeden beliili
ribotipus-6sszetételbe.

A fenti gondolatmenetnek megfeleldoen a PGem T Vector System
(Promega) klonozo készlet segitségével végeztiik el a APS-eket hordozd
nrlTS-szekvencidju Ophrys egyedek egy részének klonozasat, mindeniitt
ragaszkodva a gyartd altal kozolt hasznalati itmutatohoz. Ennek sordn a
ragados véglivé tett, kivalasztott PCR-termékeket (ugyanazt, amelybdl
kordbban a APS-eket hordoz6 direkt szekvencidkat kaptuk) JM109-es
szuperkompetens sejtekbe (Promega) illesztettilk, olyan mesterséges
kromoszoman (mesterséges plazmid), amely tartalmaz néhdny olyan enzimet,
mely lehetové teszi a plazmidot (igy a mi inzertiinket, az nrITS-t) is felvett
sejtnek a novekedést egyébként letalis kornyezetben. A mesterséges plazmid
felvetetése utan a sejteket inkubaljuk, majd ampicillint (a baktériumok
szamara letalis baktericid), X-galaktozt (felhasznélhatatlan, mérgezo
tapanyag) ¢és IPTG-t (fetékanyag) tartalmazé LB-agarra szélesszik, ¢s
inkubaljuk. Itt tértiink kicsit el a gyari klénozasi protokolltol, mert csak 50 ul
kompetens sejtet szélesztettiink ki egy LB-agaros lemezre. Mivel a taptalaj

szdmos olyan anyagot tartalmazott, mely a baktériumok fejlddését gatolja,
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egy ¢éjszakds inkubalas utan csak azok néttek ki, és alkottak telepet, amelyek
tartalmaztdk az altalunk beiiltetett plazmidot, benne a gatlo anyagokat
lebontd enzimeket és az nrITS-t.

A fehér szinii telepekbdl 5-16 darabot véletlenszertien kivalasztva
steril fogpiszkaloval leszedtik az LB-agar felszinér6l, majd kiilon-kiilon 50
ul steril Milli-Q vizbe mostuk. Ezt 5 percig 98°C-ra hevitettiik, majd 18 620
g-n 3 percig centrifugaltuk, hogy aztan a feliiluszd 45 pl-jét leszivva a
baktériumokbdl az nrITS inzetiinket tartalmazd DNS-t kinyerjik. Ezt a
feliiluszot vittiikk a direkt szekvencidk generaldsanal leirt PCR-reakcidba,
majd a reakcid eredményeképp kapott PCR-termékek egy részét ugyanugy
kezeltiik, mint a direkt szekvencidkat eredményez6 PCR-termékeket, mas
részét (a vizsgalatok késobbi szakaszaban) kikiildtiik a Macrogen Inc. (Dél-
Korea) céghez, mely a PCR-termékek tisztitisat majd lanc-terminalo,

ciklikus szekvenalasat és futtatasat elvégezte.

2.4. Adatanalizis

A szekvenatumok futtatasaval eredményiil kapott
elektroferogrammokat Chromas Lite v2.01 (Technelysium Pty.) programmal
figyelmesen végignéztik, az egyértelmi szekvenalasi hibabol adddo
baziscseréket kijavitottuk. A direkt szekvenciak esetében a csak itt el6forduld
APS-eket un. IUPAC bizonytalansdgi szimbolumokkal (Cornish-Bowden
1985) kodoltuk. Habar a IUPAC szimbdlumokat eredetileg a bizonytalanul
olvashatd bazisok (pl. C vagy T) jelzésére vezették be, mi abban az
értelemben haszndljuk, ha két bazis ugyanazon a helyen egyszerre jelenik
meg (pl. C és T = Y, lasd 12. abra). A javitott szekvencidkat FASTA
formatumba exportaltuk.

A tobbvaltozos elemzéseket ter Braak & Smilauer (2002) CANOCO

v4.5 programcsomagjaval végeztiik el.
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12. abra APS-ek ¢és koédolasuk IUPAC szimbolumokkal a direkt
szekvencidkban. Kiilonb6zd APS-ek lathatok a 12., 14., 15. és 16. helyeken.
A 12. helyen pl. C és T egyszerre jelenik meg, amit Y-nal koédoltunk

A FASTA f3lt a MEGA v4.0 (Tamura et a/ 2007) ClustalX
algoritmusaval, alapbeallitasok alapjan illesztettiik el. Az illesztett fajlt a
BioEdit v7.0.5 (Hall 1999) szekvencia-olvasd program segitségével
vizsgaltuk. Ennek soran a feltlinden sok pontmuticidét és/vagy nagy
deléciokat hordozo szekvencidkat, mint feltételezhetd pszeudogéneket,
toroltilk az adathalmazbol. A maradék szekvencidk kozott az 1% alatti
pontmutdciokat Vignal ef al. (2002) utmutatdsa alapjan figyelmen kiviil
hagytuk az elemzések sordn. Ezzel a Iépéssel ugyan feliilirtuk az eredeti
szekvencidkat, de nagy valoszinliséggel PCR-hibabol adddé szekvencidkat
vagy egyeden beliili paraldgokat javitottunk at. A javitott, immar mar csak a
valédi SNP-eknek tekinthetd mutaciokat tartalmazo szekvencidkbdl a
Collapse v1.2 (elérhet6: http://darwin.uvigo.es) program segitségével
képeztiink ribotipusokat. A ribotipusok kozti leszarmazasi viszonyt a TCS
v1.21 (Clement et al. 2000) haplotipus-haldzat épitd programmal mutattuk

crcr

v3.7 (Posada & Crandall 1998) segitségével valasztottuk ki. Az itt kapott
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modellt hasznaltuk fel a filogenetikai torzsfarekonstrukcio soran a MEGA
programmal lefuttatott ,,szomszéd-csatolds” (,,Neighbor-Joining”, NJ)
mddszerével készitett torzsfa, és az Un. bayesi utdlagos valoszinliségek
(,,Bayesian posterior probability”, BP) moddszerével, a MrBayes v.3.1
(Ronquist & Huelsenbeck 2003) programmal készitett torzsfa esetében. Az
evoliciés modell haszndlatit nem igényld maximum parszimdnia
(,Maximum Parsimony”, MP) torzsfarekonstrukciot is végeztink a MEGA
program segitségével. A NJ és MP moddszerrel kapott torzsfak eldgazasainak
statisztikai tamogatottsagat ,,bootstrap” modszerrel, a MEGA program
segitségével szamitottuk ki. Mivel altaldban t6bb hasonldan legvaldsziniibb,
illetve legtakarékosabb torzsfat kaptunk, ezeket konszenzus torzsfakereséssel
mutattuk be, csak az 50% feletti gyakorisagu eldgazasokat jelenitve meg
(,Majority Rule” modszer) MEGA programban. A klonozdsok soran
egyedenként szamos klont (4tlagtszoras: 10,1+1,93) szekvenaltunk, hogy azt
populdciogenetikai modszerekkel elemezziik. Ezzel elfogadtuk azt a
feltételezést, hogy a klonozott egyed leszekvenalt klonjai reprezentaljak a
populaciot, ami nem feltétleniil igaz, hiszen ezt nem vizsgaltuk.

Az egyedek kozti, a ribotipusok gyakorisaganak kiilonbségébdl adodo
genetikai differencidlédast AMOVA (Analysis of Molecular Variance)
vizsgalattal elemeztik az Arlequin v3.1 (Excoffier et al. 2005)
programcsomag  segitségével. Az AMOVA egy olyan, populécios
elkiiloniilést vizsgald nem-parametrikus statisztikai mdodszer, mely kiillonbozo
elkiiloniilést okozo hipotézisek statisztikai vizsgalatara alkalmas a populaciok
allélfrekvanciai alapjan (Lowe et al. 2004). A modszer hierarchikus
alkalmazas esetén harom F-statisztikat (fixacids indexet) kapunk, melyeket a
genetikai variancidbol vezetiink le (Fsr: a populaciokbol véletlenszertien
valasztott mintak genetikai varianciaja a teljes populdcidhoz képest; Fcr: egy

alcsoporton beliilrél véletlenszerlien valasztott mintadk genetikai variancidja a
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teljes populdciobdl valasztottakhoz képest; Fsc: egy populacion belilrol
véletlenszerlien valasztott mintdk genetikai variancidja az alcsoport
populacidbdl valasztottakhoz képest). Ezek egy adott csoportbdl véletleniil
kivalasztott egyedpar genetikai variancidjat hasonlitjdk Ossze egy tagabb
csoportositasbol véletlenszertien kiemelt egyedpar genetikai variancidjaval,
igy mutatva be a genetikai valtozatossag viszonylagos felosztdsat a vizsgalt
csoportok kozott. Ezen indexek permutacids vizsgalataval teszteli az
elkiiloniilés statisztikai valoszintiségeit. A végeredménytil kapott tablazatban
a moddszer becsli az eldére megadott csoportok kozti, csoportokon beliili
populacidk kozti és populacidkon beliili felosztott genetikai valtozatossagot,
¢s ennek szignifikancidjat. Amennyiben szignifikdnsan nagyobb variabilitast
taldlunk az eldre definidlt csoportok k6zott, mint a csoportokon beliil, akkor a
tesztelt csoportositas genetikai differenciacidért felelds. A vizsgalat soran
feltételeztiik, hogy a kldnozott egyed reprezentalja az adott populaciot, ami
nem feltétleniil igaz, hiszen ezt nem vizsgaltuk, azaz egy populaciébdl —
napjaink gyakorlatanak megfeleléen — csak egy klonozast készitettiink, és
nem tobbet.

Az elore definidlt csoportositasokat ugy igyekeztiink megadni, (mas
szavakkal: a tesztelendd hipotetikus csoportokat ugy alakitottuk ki,) hogy
valamilyen bioldgiai csoportositasi elvet tesztelhessiink. Igy hierarchikus
AMOVA-val teszteltiik a genetikai differenciaciot 1.) a Delforge (2005) altal
felallitott fajok kozt; 2.) a Delforge (2005) altal megadott fajcsoportok kozt
(lasd 1. tablazat); 3.) foldrajzi régiok kozt; 4.) a virdgzasi id6 alapjan képzett
fenologiai csoportok kozt.

A foldrajzi régiok esetében a mintdkat 5 csoportba soroltuk: 1.
Szicilia, 2. k6zép Olaszorszag, 3. Alpok €s kornyéke, 4. Alpoktdl nyugatra, 5.
Alpoktdl keletre 1évé mintak (13. abra).
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13. abra Az AMOVA vizsgalat soran alkalmazott foldrajzi csoportositas. a)
A vizsgalatokba bevont 38 populacio foldrajzi helyzete. b) A vizsgélatokba
bevont populaciok €s azok relativ ribotipus Osszetétele. A piros vonal az eldre

magadott foldrajzi csoportokat valasztja el.

A virdgzasi 1d6 alapjan képzett fenoldgiai csoportokat Delforge
(2005) osszefoglald munkéjaban kozolt viragzasi adatok alapjan — és sajat

tereptapasztalatainkat figyelembe véve — alakitottuk ki (14. 4bra).
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14. abra A fenoldgiai izolacid vizsgélatdhoz kialakitott csoportositas, €s az

ennek alapjaul szolgald, Delforge (2005) munkéjaban kozolt a viragzasi idok.

3. Eredmények

3.1. Direkt szekvencidk illesztése €s ribotipusai

A direkt szekvendldsok soran 230 egyed nrITS szekvenciajat
szekvenaltuk, melyek 119 populaciét (populacidonkénti atlag+szoras:
1,93+0,94 egyedet) mintaznak (lasd 1. tablazat). Ez 29 szekvencia bevonasat
jelenti a vizsgalatokba Gulyas (2007) munkéjadhoz képest. A 230 szekvencia
bizonytalansdg nélkiil illeszthetdé volt, és 625 bp hosszii matrixot
eredményezett, melyben egy inzercié (a kiilcsoport, apiBal populacidra

jellemzd) volt megfigyelhetd. A varidbilis helyek szama 28, mig a
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parsziménia szdmara informativ helyek szama 18 volt (1. tablazat). A

Collapse program a szekvencidkat 61 ribotipussa (unikélis szekvencidvd)

vonta Ossze (2. tablazat). Ezek koziil csupan 7 ribotipus (HO1, H14, H16,
H31, H48, H51, H56 és API) volt ,.tiszta”, APS nélkiili szekvencia, a tobbi

(88,5%) nrITS génaramlasra utald kettds csucsokat hordozott (2. tablazat).

Az APS-ek nélkiili ribotipusok gyakorisagdban jelentds eltérés volt. A

leggyakoribb, HO1-es ribotipust 68 szekvencia hordozta, ezt kovette a H16,

amely 23 szekvencidban volt jelen. Jelentds volt a H14 részesedése 9 szek-

venciaval, illetve a H31 5 szekvenciaval. Megemlithetd még a H48, amely 2

szekvenciaban volt jelen. A maradék két ribotipus csak egyszer fordult elo.

2. tablazat A vizsgalt Ophrys populaciok polimorf nrITS helyei, és ezek

alapjan képzett ribotipusai
Polimorf helyek

1111222344455555 6 Ribot  APS
1111125679901470128115044571 41ipus tipusa
2456908054885333310564602951

apiBall CGAGCAACTAGCCCAAGAAATCCCGGTTAPI NA

apiBal2 . . . . . . .. . . API NA

aeoAstl G- .C T . T A .G . AT C C HO1 NA

apuCegl .. .. TG-.C . T T ATG YAT . C C HO2 APS1
apuLocl G-.C. YYT.A.G. .AT . .CCHO3 APS1+3
apulLoc?2 ... LY G - Cc . YT .AWG . YAT . . CC HO4 APS1
apuMatl YG-.C. . YT .AWG. .YAT.KCCHOS APSl
apusanl . . . .YG-.C.K..YT.AWG. .YAT. .CCBHO6 APSl
argGitl .G-YC .Y . T.A.G. .AT . .CCHO7 APS3
argGit2 .G-TCW..T.T.A.G. .AT . .CCHO8 APS3
arispil .G-TCW..T.T.A.GW..AT. .CCHO9 APS3
arispi2 ... .G-TC. .T.T.A.GW..AT. .CCHIO APS3
attGitl Y KRA . G- . C . .T.A.G.Y.ATA.CCHIl APS2
attPyll YKRR . G- . C . .T.A.G.Y.ATA.CCHI2 APS2
attPyl2 YKRR . G- . C . T.A.G...ATA.CCHI3 APS2
attRizl YKRR . G- . C . T.A.G.Y.ATA.CCHLI2 APS2
attRiz2 Y KRR . G- . C . .T.A.G.Y.ATA.CCHI2 APS2
biaNotl TG- .C. .TT.ATG . .AT . .CCH4 NA

biaNot2 TG- .C. .TT.ATG . .AT . .CCH4 NA

biaPall TG- .C. .TT.AWG . .AT . .CCH5 APSl
biaPal2 .TG-.C. .TT.A.G. .AT . .CCH6 NA
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2. tablazat folytatas

biaPal3
bisCagl
bisCag2
borNeol
borNeo2
borNeo3
braSail
braSanl
calCarl
calNotl
canApol
canApo?2
cayDatl
cayKatl
cayLipl
celCegl
celCeg2
cerChil
cetChil
cetChi2
cetLael
cetLae?2
corEpil
corKatl
corKat2
craAlbl
craAlb?2
craAlb3
craAlb4
creKatl
creKat2
creKat3
creMakl
creMak?2
creMak3
creRetl
creRet2
creRet3
dodApol
elaBadl
elaBad2
elaBad3
eleNeol
eleNeo2
eleNeo3
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APS1
APS1
APS2
APS2
APS2
APS1
APS1
NA
APS1
NA
NA
NA
NA
NA
APS1
APS1
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
APS1
NA
APS1+3
APS3
APS3
APS3
APS3
APS3
APS3
APS3
APS3
APS3
NA
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NA
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2. tablazat folytatas
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2. tablazat folytatas

holvell
kotAkrl
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2. tablazat folytatds

picJabl T G C T T A .G AT C C H16 NA
picJdab2 TG-.C T T A .G AT C C H16 NA
picJdab3 TG-.C T T A .G AT C C H16 NA
picSanl TG-.C T T A .G AT C C H16 NA
picSan2 TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
picSaol T G - C T T A .G AT C C Hle6 NA
picSao2 T G - C TT A .G . AT . C C Hl6 NA
posLaul Y G - C YT A WG Y AT T C C H55 APS1
reiNecl G-TCW . T T A.GW AT C C HO9 APS3
reiNec?2 G-YC . T T A .G AT C C H24 APS3
reiNec3 G-TCW . T T A.GW AT C C HO9 APS3
reiPigl G-TCW . T T A .GW AT C C HO9 APS3
reiPig2 coe e G-TCW . T T A .GW AT . C C HO9 APS3
rhoLinl Y KRR G - ¢} T A .G ATA C C H13 APS2
rhoPisl ce e G - C T A .G . ATA C C H56 NA
rhoPis2 YKRR.G-.C . T . A .G Y ATA C C H12 APS2
sanCanl YG-.C TTWA .G AT C C H57 APS1+4
sanvall YG-.C K Y T AWG Y AT K C C H20 APS1
scoAlhl TG-.C T T A .G AT C C H16 NA
scoAlh2 TG-.C T T A .G AT C C H16 NA
scoCasl TG-.C T T A .G AT C C H16 NA
scoCas2 TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoCas3 TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoCas4 TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoDarl TG-.C T T A .G AT C C H1e6 NA
scoDar?2 TG-.C T T A G AT C C Hle6 NA
scoGall YG-.C T T A WG AT C C H58 APS1
scoSail TG-.C YT A TG Y AT K C C H59 APS1
scoSai2 .G - .C K Y T A .G . AT . C C H40 APS1
scoSai3 YGc-.C K Y T AWG YAT K C C H20 APS1
scoSai4d YG-.C K Y T A .G AT C C H60 APS1
scoSanl TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoSan2 TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoSaol TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoSao2 TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
scoSerl TG-.C T T A .G AT C C Hle NA
serGril G- .C T T A .G AT C C HO1 NA
serGri2 G- .C . YYT AWG Y AT K C C H6l APS1+3
serPicl G- .C T . T A .G AT C C HO1 NA
serPic?2 ... ..TG-.C T T ATG AT C C H14 NA
sphJdabl ... .. TG-.C T T A .G AT C C Hle6 NA
sphJdab?2 ... ..TG-.C . T T A .G AT C C Hle6 NA
tetForl G- .C T T A .G AT C C HO1 NA
tetFor2 ... . . G- .C K YT A WG AT C C H32 APS1
tetVanl .. .. .YG-.C K Y T AWG Y AT K C C H20 APS1
umbChil Y KRR G- .C T A .G Y A TA C C H12 APS2
umbChi?2 Y KRR G- .C T A .G A TA C C H13 APS2
umbKat1l Y KRR G- .C T A .G ATA C C H13 APS2
umbKizl Y KRR G- .C T A .G ATA C C H13 APS2
umbKiz2 YKRR.G-.C . T A G ATA C C H13 APS2
untBall ... . YG-.C T . .YT A G AT C C H50 APS1
untBal2 G- .C T T A .G . AT . C C HO1 NA
zinPavl .. . .YG-.C K Y T A WG Y AT K C C H20 APS1

9]
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Az APS-ek nélkiili ribotipusok egy része csak bizonyos mintakra volt
jellemzé. Igy példaul kizardlag a leggyakoribb, HO1-es ribotipust hordozta az
Ophrys aeoli, az O. candica, az O. calypsus, O. cerastes, az O. ceto, az O.
cornutula, az O. dodekanensis, az O. heldreichii, az O. heterochila, az O.
lacaena, az O. lucis és az O. minutula fajok minden mintaja. Feltinden
gyakori volt ez a ribotipus az O. oestrifera, azaz a keleti szarvasbangd
mintdiban. A nyugati szarvasbangdkban (O. scolopax) ugyanakkor a H16
uralkodott, igaz nem csak ez fordult eld ebben a fajban. Mindamellett a
kozelrokon O. picta és O. sphegifera fajok direkt nrITS szekvencidiban csak
a H16 ribotipust taldltuk. Hasonl6 kizarolagossag ritka volt, az O. elegans
esetében talaltuk kizardlagosnak a H31 ribotipust a faj nrITS direkt
szekvenciaiban. Az APS-ek nélkiili ribotipusok koziil kiilon emlitést érdemel
a H14, amely az O. biancae, O. calliantha, O. lacaitae, O. oxyrrhynchos és
O. serotina fajokban, utobbi kivételével minden esetben Szicilidban
megjelend ribotipus volt. A fajok kozotti erds nrlTS-ben mutatkozd
génaramlast jelzi, hogy az O. lacaitae kdzép-olaszorszagi egy példanyabol —
az ugyanarrdl a lelohelyrdl szarmazo O. gracilis egy példanyaval — a H48
ribotipust mutattuk ki.

A fennmarad6 ribotipusok jo része kettds csucsokat (APS-eket)
hordozott nrITS direkt szekvencidiban. Tovabbi kiilonbség mutatkozott
ugyanakkor az APS-ek helyzetében. Voltak bizonyos helyek, amelyeket az
APS-ek (vagy az illesztésben = SNP-ek) megjelenése alapjan
osszekapcsolhattunk: ha egy bizonyos helyen volt APS (vagy SNP) akkor
torvényszertien talaltunk APS-t (ill. SNP-t) mas, jol meghatarozott helyeken.
Példéul, ha a 19. helyen APS-t talaltunk, akkor sokszor a 98-as, 143-as, 221-
es, 454-es, 559-es helyen is APS-t talaltunk, illetve az illesztésben itt SNP-t
lattunk. Az Osszetartozdo APS-helyek (illetve SNP-k) altal definialt harom
csoportot talaltunk igy. Az els6t, az APS1-et a fenti 6 hely karakterizalta (2.
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tablazat), mig az APS2-6t a 12., 14., 15., 16. és 416. helyeken 1évo, illetve az
APS3-at a 60., 94., 108., 115. és 415. helyen 1évok (2. tablazat). Erdekes volt,
hogy a 203. helyen 1évo APS 4 nyugat-eurdpai (belga €s francia) O. fuciflora
¢és O. santonica mintara volt jellemzd (APS4) és mindig az APS1-gyel jelent
meg. Ezek az 0Osszekapcsolt APS helyek legtobb esetben taxonomiailag
kozelebbi rokonoknak itélt bangdkat kotottek ossze. Az APSI elsdsorban az
Fuciflora fajkomplex egyes fajcsoportjaira (Fuciflora, Heldreichii, Oestrifera,
Scolopax, Tetraloniae) volt jellemzd, az APS2 a Fuciflora fajkomplex
Umbilicata csoportjara, mig az APS3 az Argolica fajkomplexre.

Erdekes volt a direkt szekvenaldsokkal kapott ribotipusok elterjedése

(15. abra). A leggyakoribb, HO1 ribotipus a keleti mediterran

£
i
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0 500 1000 km

15. abra Az Ophrys fuciflora fajkomplexre jellemzd ribotipusok és APS-ek
elterjedése. A korok mérete aranyos a direkt szekvendlassal vizsgalt
populacionkénti egyedszammal. Az osztott korok populacion beliil eltérd
ribotipust hordozd egyedekre utalnak. A részletesen nem elemzett Argolica

fajkomplexre jellemz0 ribotipusokat és APS3-at nem tiintettiik fel
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térségre volt jellemzd, aredja a Krim-félszigettdl Kozép-Olaszorszagig
terjedt. Ehhez hasonléan a H16 ribotipust a nyugati mediterran ¢és észak-
afrikai teriileteken talaltuk, és egy esetben (O. biancae, Si: Palazzolo
Acréide) Szicilidban is kimutattuk. Ugyanakkor Szicilidra a H14 ribotipus
volt jellemz6, mely olykor a teljes populdcidban megjelent. Kiterjedt
tertileten (Sziciliatol Dél-Belgiumig, Magyarorszagtol DNy-Franciaorszagig)
APSI1-gyel jellemezhetd, eltérd nrITS paralégokat hordozd populdcidkat
talaltunk, azaz ebben a régidban a leszdrmazasi vonalak szdmos fajt érintd
keveredését, varrat zondjat mutattuk ki. Kiemelend6 a K6zép-Olaszorszagban
kimutatott H48 ribotipus jelenléte a direkt szekvencidkban. Az APS2 a keleti-
mediterran térség (Dél-Gorogorszag, Egei-szigetek, Antalia és Ciprus)
jellemzé, paralogokat hordozoé ribotipusa volt.

Az itt kozolt eredmények nagyban megegyeznek a Gulyas (2007) altal
kozoltekkel (lasd pl. jelen dolgozat 10. ébra), hiszen azonos adathalmazbdl
indultunk ki. Az ott k6z61t eredményekhez képest az alabbi, ott nem vizsgalt
fajok direkt nrITS szekvencidja jelent ujdonsagot: az O. aeoli, O. cerastes, O.
minutula fajokban a HO1 ribotipus, az O. morisii s O. santonica fajban pedig
a Fuciflora fajkomplexre jellemzé APS1 paralogok jelenléte. Ujabb
populaciok vizsgalataval megerdsitettiik a kordbbi vizsgalatban kozolt
ribotipus jellemzd voltat az alabbi fajoknal: O. brachyotes (APS1), O.
calypsus (HO1), O. ceto (HO1), O. episcopalis (HO1), O. gracilis (APS1), O.
heldreichii (HO1), O. scolopax (H16 és APS1) és O. umbilicata (APS2).
Erdekes ujdonsagot jelentett az APS4 kimutatisa egyes ENy-eurdpai O.
fuciflora populaciokban.

Mivel az itt kozolt i mintdk mind besorolhaték a mar korabban
megallapitott (Gulyas 2007) ribotipusokba, a direkt nrITS szekvenciak
kladisztikai elemzését nem végeztiik el Gjra. Sokkal inkdbb a mar korabban is

kimutatott varrat zona elemzése volt a célom, annal is inkabb, mert az APS-
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sekkel rendelkezd szekvencidk kevés informaciot szolgéaltatnak a
filogenetikai rekonstrukciokor, hiszen a programok — habar az APS-ek
megfelelden vannak kdédolva — hidnyzé adatként, egységesen kezelik Oket
(Clement et al. 2000, Ronquist & Huelsenbeck 2003, Tamura et al. 2007),
igy nem veszik figyelembe a szekvencidk kozotti evolicids viszony
rekonstrukcidjaban. Ezért elsésorban az APS-sel rendelkezd populaciok
klonozéssal torténd vizsgalatara fektetem az aldbbiakban a hangsulyt, hogy
az APS-eket kialakitd paralog-osszetételt feltarjuk, igy a varrat zdna

szerkezetébe betekintést nyerhessiink.

3.2. A klon szekvenciak illesztése és ribotipusai

59 APS-t hordozd populacid egy-egy egyedének direkt szekvencidjat
klénoztuk, egyedenként atlag+szoras 10,1+1,93 klont szekvendlva meg. Ezek
kozil 45 APS1-t, 6 APS2-t és 8 APS3-at hordozott (lasd 1. és 2. tablazat).
fgy Osszesen 596 szekvenciat kaptunk, melyek kozil 78 az Argolica
fajkomplexre jellemzé APS3-bol szdrmazott, mig 49 az APS2-t hordozd
Umbilicata fajcsoportot jellemezte. A maradék 479 klon nrITS szekvencia a
Fuciflora komplex azon 19 fajanak 45 populédci6jabol szarmazott, melyek
direkt szekvencidira az APS1 volt jellemzo.

A tovabbiakban — a dolgozat célkitlizésének megfeleloen — ez utdbbi,
479 klon szekvenciat elemeztiik tovabb. Minden szekvenciat populacionként
(azaz az egy egyedbdl szdrmazd szekvencidkat) illesztettik, és igy négy
olyan szekvenciat talaltunk, amelyben feltlinden sok pontmutaciot talaltunk.
Ezeket, mint feltehetdleg pszeudogéneket, kizartuk a tovabbi analizisbdl. A
maradék 475 szekvencia illesztése egy 626 bp hosszi matrixot
eredményezett, melyben 274 variabilis pozicié volt, koztik két AA inzercid

¢s sok indel. Azonban ezek java szingleton mutacié volt, gyakorisaguk nem
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érte el a Vignal ef al. (2002) altal megadott 1%-os (5 db) kiiszobot. Ezeket a
pontmutaciokat, mivel nem mindstiltek SNP-nek, atirtuk az adott pozicioban
,.uralkodo” bazisra. Igy a polimorf helyek szama 17-re csdkkent.

Ezeket a mddositott klon nrITS szekvencidkat a Collapse program 52

ribotipussa vonta 9ssze (3. tablazat).

3. tablazat A klonozasokkal nyert ribotipusok szekvencidi a polimorf helyek

¢s a klon ribotipusok eléfordulasi gyakorisaganak feltiintetésével
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3. tablazat folytatas

Polimorf hely
Klén Fr
ribot (db)
ipus

&)

N
Qo v
Q| -
>IN o N
Q| w N
o
1 [0 O WL
H | = w,
Q |w s o
Q| o v
Q [on o »

CHO1
CH31
CH32
CH33
CH34
CH35
CH36
CH37
CH38
CH39
CH40
CH41
CH42
CH43
CH44
CH45
CH46
cH47 . . . . . . T
CH48
CH49
CH50
CHS51
CH52

> o N
w
D

H H @ |3 ©
Q Q =3 ([N
Q Q[os s
H Q [w o
Q ¥ |looowm
N

QO Q0O o Ao
=
oo .

Moo g
=T

==

H a3

=]
Qoo -

3
.
@]

Q Q-
H OO R R R R R R DD N o

B = — R -
>
Hoa oA
L0 @ -
H o aaao
=
N

Q Q Q Q Q
|
]
(@]
PR e e

A klén ribotipusok gyakorisagaban jelentds eltérések mutatkoztak
(16. abra). Szamos klon ribotipus kiugréan gyakori volt [pl. CH21 (147 db),
CHO09 (103 db), CHO2 (78db), CHOl (34)], ezeket dominans klon
ribotipusoknak neveztiik el. Tovabbi 7 ribotipus volt még jelen jelentdsebb
frekvenciaval (CH48, CH33, CH06, CH22, CH30, CH36, CH46), ezeket
szubdominans klon ribotipusoknak tekintettiik. A fennmarad6 41 ribotipus
alacsony gyakorisaggal (altalaban egyszer vagy kétszer) fordult el az
adathalmazban, ezeket egyeden beliil keletkezett paraldgoknak tekintettiik, és
kihagytuk a tovabbi vizsgalatokbdl.
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16. abra A klon ribotipusok gyakorisagi eloszlasa. A tovabbi vizsgalatokba

az els6 11 klon ribotipust mint feltételezett ortolégot vontuk be.

A dominans és szubdominans (feltételezhetd ortoldg) klon ribotipusok
kozti leszarmazdsi viszonyt rekonstrualdé TCS program a ribotipusok két
csoportjat kiilonitette el (17.b abra). Az egyik csoportba tartoztak a CH21,
leggyakoribb kldon ribotipus koré rendezett ribotipusok (CH21, CH36, CH22,
CH30, CH46), mig a masikba a fennmarado, kézepesen gyakori és ritkabb
ribotipusok (CH09, CHO02, CHO1, CHO06, CH33, CH48) sorolhatok. A
program a legvaloszinilibb kiilcsoportként (azaz az Gsszes tobbi ribotipus
kozos 6séhez legkozelebb alloként) a CHOI ribotipust jeldlte meg.

A klén ribotipusok foldrajzi elterjedése érdekes mintdzatot mutatott
(17.a &bra). Egyes klon ribotipusok kisebb foldrajzi teriiletekre korlatozodtak,

masok szélesebb elterjedésiiek voltak, és inkabb hidnyok volt feltiind egyes
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foldrajzi régiokban. A leggyakoribb, CH21 ribotipus példaul tobbszor
megjelent a varrat zona keleti részén, de ritka volt Franciaorszagban, és
hianyzott Sziciliabol. Ugyanakkor itt feltinden gyakori volt a CHO02
ribotipus, de a CHOI is megjelent, melynek masik megjelenési pontja D-
Franciaorszag volt. A varrat zdna Ny-i részére volt jellemzdé a CH33 és CH48
ribotipusok megjelenése, mig a ritkdbb CHO6 csak Szicilidban fordult eld. A
jelentés gyakorisaggal biro CHO9 ribotipus els6sorban KozEép-Italidban és az

Alpok kornyékén fordult eld nagyobb aranyban.
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17. abra a) A klénozasok altal feltart klon ribotipusok foldrajzi eloszlésa.
Minden egyes tortadiagram a kldnozott egyed paralog osszetételét mutatja be.
b) A domindns és szubdominans (feltételezhetdleg ortoldg) kldn ribotipusok

TCS programmal készitett ribotipus haldzata
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A klén ribotipusok taxondmiai affinitdsat DCA analizissel vizsgaltuk.

Ennek alapjan (18. ébra) lathat6, hogy a klon ribotipusokhoz kevésbé lehet

kotni bizonyos fajokat, bar egyes esetekben — elsdsorban amikor egy fajbol

csak egy klonozas késziilt — ez is eléfordul. Ilyen az O. cornutula, O.

parvimaculata és O. serotina, melyek klénjai mind CH21 ribotipusba

tartoztak, illetve ilyen az O. elatior, melyben csupa CH09 ribotipus volt.
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18. abra A klon ribotipusok (haromszog) €s az azokat hordozé fajok (korok)

egymashoz val6 viszonya DCA analizis alapjan
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3.3. A direkt és klon szekvencidk filogenetikai vizsgalata

A vizsgalatok soran kapott ribotipusok kozti filogenetikai kapcsolatot
rekonstrualtuk haromféle filogenetikai torzsfarekonstrukcios eljarassal,
illetve permutacids tesztekkel elemeztilk a kapott fak 4gainak statisztikai
»megbizhatosagat”. Az adathalmazban 22 ribotipus szerepelt. Bevontuk a
filogenetikai torzsfarekonstrukcioba a dirket szekvenalasokkal kapott azon
ribotipusokat, melyek nem hordoztak APS-eket (,.tiszta”, génaramldsra nem
utal6 ribotipusok: HO1, H14, H16, H31, H48, H51, H56 ¢és API), valamint a
klénozasokkal kapott dominans és szubdominans ribotipusokat (lasd 18.
abra). Emellett tovabbi két, korabbi vizsgalatainkban az Umbilicata
csoportbol kiklénozott dominans ribotipust (CHU1, CHUS) vontunk be az
analizisekbe, hogy a fajcsoportok kozti esetleges génaramlast bemutassuk. A
vizsgélatokban elére definialt kiilcsoportként az O. apifera két egyedébol
szarmazo szekvencidjat hasznaltuk fel.

fgy egy 627 bp hosszii matrixot kaptunk, melyben 26 (4,6%)
variabilis hely volt, melyek koziil 19 (3,1%) volt parszinbmia szamara
informativ hely. A belcsoportot illetéen mindossze 17 (2,7%) varidbilis és 10
(1,6%) parsziménia szamdra informativ hely volt a matrixban. A vizsgalatok
elott futtatott Modeltest program a ,Hierarchical Likelihod Ratio Tests
(hLRTs)” alapjan a Kimura 2p modellt, mig az ,,Akiakie Information
Criterion (AIC)” alapjan a TVMef+I modellt ajanlotta, mint a vizsgalt nrITS

crcr

cre s

eredményeztek, igy az alabbiakban csak a Kimura 2p modellel kapott fakat
mutatjuk be (19. abra).
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19. abra A klén és direkt Ophrys ribotipusok konszenzus torzsfainak
kladogrammjai, ahol az 50% alatti tdmogatottsagu eldgazasokat nem
tintettik fel. a) A maximalis parsziménia és a bayesi utdlagos
valoészintiségek altal felallitott torzsfak topologidja megegyezett, ezért ez a
kladogram mutatja azt be, a megfeleld agaknal feltiintetve a bayesi utélagos
valészintiségeket, majd attél ferde vonallal elvalasztva az 1000
pszeudoreplikaciobol szdrmazd bootstrap értékeket. b) A ,,szomszéd
csatolas” modszerével felallitott torzsfa topologidja, a megfeleld agaknal

feltiintetve a 1000 pszeudoreplikacidbol szarmazd bootstrap értékeket.
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A haromféle mddszerrel készitett torzsfak topoldgidja nagymértékben
hasonlit, az azonos topoldgidju MP és BP faktol (19.a abra) a NJ fa tér el
kissé (19.b abra). A maximum parsziménia mddszerrel kapott bootstrap MR
konszenzus torzsfa, melyen a statisztikai bizonyossagokat 1000 bootstrap
pszeudoreplikacioval allitottuk el és a bayesi utdlagos valdszinliségeket
hasznalé fa, melyet 1 000 000 generacid utan elemeztink a 19.a dbran
lathatd. Az elére megadott kiilcsoportok, a méhbangora jellemz6 apiBall és
apiBal2 direkt szekvencidk magas tamogatottsagi (bootstrap (bs): 99%;
utolagos valdszinliség (pp): 100%) ledgazasa utan egy nagy politdmia
(feloldatlan filogenetikai kapcsolat) lathat6é a kladogrammon, ahonnan 6t ag
indul ki. Erdekes a H51, egyediilallé aga, mely egy krasna vesi O. holubyana
APS-ek nélkiili direkt szekvencidjat tartalmazza. Emellett két politémikus ag
talalhatd itt, és két olyan, amely strukturalt ledgazasokat tartalmaz.

A két politom ag koziil az alacsony bootstrap (57%), de magas
utolagos valdszintiségli (93%) a leggyakoribb direkt ribotipust (HO1) és a
leggyakoribb kldon ribotipust (CH21), valamint ez utébbitdl egy (CH22) vagy
két (CH36) mutacioval kiilonboz6 (17.b abra) ribotipust tartalmazza. Az
ezekre jellemz6 fajokat a 18. dbra lathatjuk. A HOI és a CH21 ribotipusok
szekvencidja megegyez0, igy nem csoda, hogy egy agra keriiltek. A masik
politdm ag kozepes tdmogatottsagu (bs: 66%; pp: 76%) és az Umbilicata
csoportra jellemzé CHU1 és CHUS, az analizisekbe utdlag bevont
ribotipusok mellett a CH30 és a H56 ribotipusokat tartalmazza. ElObbit a
fucBal ¢s lacFer mintdkbdl klonoztuk ki, mig utobbit a rhoPisl egyedben
talaltuk. A magas tdmogatottsagu (pp: 99%; bs: 89%), csupdn két mintat
tartalmazo ag az Argolica fajcsoportra jellemzé H31 direkt ribotipust (az
eleNeo és helArt populaciokbol, mindkettd Argolica fajcsoportba sorolt) és a
CH46 (apulLoc, fucBar és az oxyFer mintakbdl elokeriilt) klon ribotipust

foglalja magaban.
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Az ,alapi politdmia” utols6, 6todik ledgazasat egy kozepes (79%)
utolagos valoszinliségli, de kis (57%) bootstrap tdmogatottsagu, tobb
részletében feloldott filogenetikai kapcsolatokat tartalmazdé ag adja. Ennek
alapi, magas (pp: 98%) illetve kozepes (bs: 79%) tamogatottsagu ledgazasa
két, franciaorszagi ¢és dél-belgiumi klén ribotipust, a CH33 és a CH48-at
tartalmazza. Ezeket a fucBed, fucLan, fucTog, sanCan €s scoGal mintdkbdl
klonoztuk ki. A masik csoportba tartozd mintdk kladja kozepes (86%)
utolagos valdszinliségli, de alacsony (54%) bootstrap tdmogatottsagu, ¢&s
kettos elagazast tartalmaz. A harom, alacsony tdmogatottsagu (pp: 60%; bs:
51%) politomidban all6 ribotipus (H16, CHO1, CH06) egymassal koézelrokon,
mert a H16 megegyezik a CHO1-gyel, mig a CHO6 az utdbbitdl csupan egy
mutécioval kiilonbozik (17.b abra). A H16-os direkt ribotipus az Ibériai-
félsziget és Eszak-Afrika jellemz6 direkt ribotipusa, mig a CHOl szamos
sziciliai és dél-franciaorszagi populacio, a CHO6 pedig a sziciliai Ferla
teleptilésrdl valo oxyFer és lacFer populacidk sajatja. Az innen eredd, magas
(pp: 96%), illetve alacsony (bs: 55%) tamogatottsagii kladon harom ag
talalhatod. Kettd ebbdl (a CHO2 és a H14), habar szekvencidjuk megegyezik,
csupan alacsony tdmogatottsagu (pp: 61%,; bs: 59%) kozos agra kertilt, és a
biaNot, calCar, lacCal, oxyCar, oxyPal, serPic populacidk direkt ribotipusat,
valamint a harmadik leggyakoribb klon ribotipust tartalmazza. A végso,
magas (pp: 100%), illetve kdzepes (bs: 81%) tdmogatottsagi 4gon pedig a
graForl ¢és a lacForl egyedekbdl szekvenalt H48, és az ezzel identikus,
masodik leggyakoribb klén ribotipust, a CH09-et tartalmazta.

A NJ fa, amelynek agait szintén 1000 bootstrap pszeudoreplikaciobol
szarmazod statisztikai tadmogatottsaggal jellemeztiink, roppant hasonld
topoldgiaju és hasonlo statisztikai timogatottsagu agakkal birnak, mint a MP
fa (19.b abra). Kiilonbség, hogy az igen alacsony tdmogatottsagu (50%) HO1,
CH21, CH22 csoporthoz itt nem csatlakozik a CH36, hanem az ,alapi
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politomiat” szaporitja. Emellett itt a CHOl1, CHO02, CHO9 ribotipusokat

tartalmazd klad egymashoz viszonyitott kapcsolata feloldatlan.

3.4. A klon szekvenciak populacidgenetikai vizsgélata

A kozép-eurdpai varrat zona (17. abra) kialakitasdban részt vevo
ribotipusok, igy leszdrmazasi vonalak egy része lathatéoan a Balkdn-félsziget
feldl (a HO1 direkt, illetve ezzel megegyez6 CH21 kldén ribotipus), masik
része az Ibériai-félsziget feldl (a H16 direkt, illetve a CHO1 kldn ribotipus)
kertilt a kozép-eurdpai régioba, ahol a jelen 1évd ribotipusokkal keveredve
alakitotta ki a varrat zonat. Ugyanakkor a fenti varrat zonat tovabbi —
feltételezhetéen ortolog — ribotipusok is jellemzik, mindenekel6tt az
Appennini-félszigeten jellemzé HI14 (megfeleldje a CHO02) és a H48
(megfeleldje a CH09), valamint az drea északnyugati részén jellemz6 CH33
¢s CH48 (17.a ébra).

Mig az ibériai és balkani ribotipusok eredetét foldrajzi izolacidval
konnyen magyarazhatjuk, addig nem viladgos, hogy azonos foldrajzi régioban
(Appennini-félsziget) milyen izolacids tényezd valasztott el két tovabbi,
széles elterjedést, feltehetdleg ortoldg ribotipust (CHO2 és CH09). Ennek,
valamint a kevésbé elterjedt CH33 és CH48, kozelrokon ribotipusoknak a
varrat zénan belili vizsgéalatit AMOVA vizsgalattal elemeztiik. Mivel a
feltehetoleg ortolog (dominans és szubdominans, lasd 16. 4bra) klon
ribotipusok koziil szdmos eredetét a korabbi vizsgalatok felfedték (CH21 és
kozelrokon ribotipusai (CH22, CH36) balkani ribotipusok; CHO1 ibériai
ribotipus és ennek sziciliai leszarmazottja, a CH06; CH30 az Umbilicata
fajcsoportbdl szdrmazé ribotipus; CH46 az Argolica fajcsoportbdl szarmazd
ribotipus), csak a fennmaradd 4 ribotipust (CH02, CH09, CH33, CH48)

tartalmazo populacidkat (16. abra) vizsgaltuk tovabb. Ezek szama 38 volt,

67



Osszesen 201 klon szekvenciat hasznaltunk itt fel, populdcionként

atlag+szoras 5,3+2,9 klon szekvenciat elemezve.
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20. abra Az AMOVA vizsgalatokban felhasznalt populaciok és azok relativ
ribotipus Osszetétele. Az dbran bemutatott csoportositas a vizsgalatok soran
legszerencsésebbnek talalt fenologiai csoportositast koveti, az egyes

csoportokat piros vonal valasztva el.

A 38 populéciora az nrITS ribotipusok frekvencidja alapjan készitett
AMOVA vizsgélatok (4. tablazat) a foldrajzi és a fenologiai csoportositast
részben megerdsitették, mig a fajok €s fajcsoportok alapjan képzetteket nem.
A Delforge (2005) éaltal definialt fajokra roppant alacsony fajok kozti
differencidciot (2,72%), illetve nem szignifikdns Fer értéket kaptunk.
Hasonléan, a Delforge (2005) altal képzett fajcsoportokat sem sikertilt
megerdsiteniink (fajcsoportok kozti differenciacid: 9,45%; nem szignifikans

Fer érték) az nrITS klon ribotipusok segitségével.
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4. tablazat A hierarchikus AMOVA vizsgélatok eredményei a kiillonbozo

tesztelt csoportositasokra.

g genetikai variabilitas genetikai differenciacio
csoportositasi csoportok csoporton
szempont csoportok beliil, populécion F F F
kozt populaciok beliil s¢ ST cr
kozt
Delforge ; 0 0 o Hkk Hok
(2005) fajai 16 faj 2,72% 43,17% 54,11% 0,44 0,45 0,03ns
Delforge 5
(2005) fai 9,45% 39,23% 51,33% 0,43***  0,48%**  0,09ns
i . ajcsoport
ajcsoportjal
Szicilia vs.
Alpok vs.
Alpok K 23,44% 25,15% 51,41% 0,33%%*  ,48***  (,23%**
vs. Alpok
Ny vs. Ko-
Olaszo.
foldrajzi s
Saclliavs. 56900 23319 40%  037Hx Q6Fr 37%
a tobbi
Alpok vs.
Alpok K
vs. Alpok 7,65% 31,6% 60,75% 0,34***  0,39%**  (0,07ns
Ny vs. Ko-
Olaszo.
korai vs.
atmeneti  16,95% 32,06% 50,99%  0,38%**  0,49%kx  (,]7%*
vs. kései
korai vs.

fenolégiai atmeneti  10,98%  33,77% 5525% 0,38  044%xx 0 ]]*

Kkorai vs.
kései 43,36% 17,67% 38.97%  031%FF  (1FFx () 43%%k
atmenctt 8,61% 38,65% 52,74%  0,42%%% 047  0,08ns
vs. kései

A foldrajzi izolacid esetében az 5 régid alapjan csoportositott mintak
kozt mar jelentds differencidcidt talaltunk a régiok kozott (23,44%, p=0,001
szinten szignifikdns fixdcidés indexek). A teljes adatsorra jellemzd
differenciaciot ugyanakkor a sziciliai mintdk a maradék négy régiotol valod
jelentdés (csoportok kozti differenciacid:  36,7%; csoportokon beliili,

populacidk kozotti: 23,31%; p=0,001 szinten szignifikans fixacios indexek)
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elkiiloniilése okozza. A maradék négy régio -elkiiloniilése mar csak
kismértékii csoportok kozti differenciaciot mutat (7,65%).

Hasonloan érdekes volt a virdgzasi idék alapjan képzett fenologiai
csoportositas (20. abra) hierarchikus AMOVA vizsgalata (4. tdblazat). Ennek
vizsgalata soran jelentds fenoldgiai csoportok kozotti differenciaciot kaptunk
(értéke: 16,95%; fixacios indexek: Fsc=0,38***  Fg1=0,49%** Fc1=0,17%%),
melyért egyértelmiien a korai és a kései csoportok kozti differencidcid
(csoportok kozt: 43,36%, csoporton belill, populacidk kozt: 17,67%,
populacidon beliil: 38,97%; fixacids indexek: Fgc=0,31*** Fgr=0,61%***
Fer=0,43%**) felelds. Az atmeneti viragzasi ideji csoporthoz képest a korai

vagy a kései virdgzastuak sem kiiloniilnek jelentdsebb mértékben el.

4. Megvitatas

4.1. Ortoldg nrITS ribotipusok

Az olyan multi-géncsaladok, mint az nrITS hasznéalatdnak egyik
legnagyobb nehézsége a filogenetikai szignalt hordoz6 ortoldégok levéalasztasa
a paralégok koziil (Bailey et al. 2003). LaJeunesse & Pinzon (2007) a
dominans valtozatok, mint igen valoszinli ortolégok hasznalatat javasoltak
filogenetikai rekonstrukcidra, és ennek megfelelden osztalyoztuk mi is a
klonozasokkal kapott ribotipusainkat (16. abra): elkiilonitettiink 4 igen
gyakori, dominans, és tovabbi 7, szubdomindns klon ribotipust. A négy
dominans klén ribotipus szamos érdekes tulajdonsaggal birt. Ilyen, hogy a
szekvencidjuk teljesen megegyezett négy direkt ribotipuséval, melyek
altalaban széles elterjedésiiek. Igy a leggyakoribb direkt, HO1-es ribotipus a
klonok kozt is leggyakoribb CH21-essel (kordbbi munkakban és a
tovabbiakban ,,fuciA” ribotipus), a széles elterjedésii (ibériai) H16-os a
CHO1-gyessel (,,fuciF” ribotipus), a Hl14-es a sziciliai CHO02-essel (,,fuciD”
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ribotipus), mig a H48-as a masodik leggyakoribb klonnal, a CHO09-essel
(,,fuciB” ribotipus) identikus. Az, hogy a négy dominans klén ribotipus
megtaldlhatd volt az APS-ek nélkiili (hibridizaciéra nem utald) direkt nrITS
szekvenciakban, valamint az, hogy ezek a legnagyobb elterjedésii (17.a abra)
klon ribotipusok, arra enged kovetkeztetni, hogy ez az a négy nrlTS
ribotipus, amely az Ophrys fuciflora alakkort leginkabb jellemzd négy
leszarmazasi vonalat képviseli. Ezért ezt a négy ribotipust kitliintetve kell
kezelntink. Nem véletlen, hogy éppen ezeknek a ribotipusoknak jelentds
taxondmiai és foldrajzi affinitdsuk van.

A taxonomiai affinitds azonban nem faji szinti elkiilonitést jelez,
hiszen nem taldltunk bizonyos fajokra kizarélag jellemzd ribotipusokat,
illetve a ribotipusok a fajok kozt szdmos esetben megegyeztek (2. tablazat).
Példaul a keleti szarvasbangdk kozt a HOl ribotipus nem csak az O.
oestrifera faj mintdira, hanem szamos azzal rokon kisfajra jellemzo volt.
Ezeket a rendszerezok, pl. Delforge (2005) a Bornmuelleri, Heldreichii,
Oestrifera fajcsoportokba soroljak, melyet az nrITS nem erdsitett meg. Ebbol
arra kovetkeztethetiink, hogy az nrITS nem valasztja el az adaptiv radiacioval
feltehetoleg a kozelmultban elvalt alakokat. A négy domindns ribotipus
inkabb nagyobb foldrajzi régiokhoz, nagyobb taxondmiai egységekhez
kothetd.

A leggyakoribb HO1 ribotipus példdul a keleti szarvasbango (O.
oestrifera) tagabb rokonsagi korére volt jellemz0, illetve elterjedése a balkani
régiora Osszpontosult (15. abra). A nyugati szarvasbangora (O. scolopax)
ugyanakkor a H16 ribotipus volt jellemz6, mely az Ibériai-félsziget és Eszak-
Afrika kizardlagos ribotipusa volt (15. abra). Ebbol kovetkezik, hogy egyes
rendszerezok (pl. So6 1970, Pedersen & Faurholdt 2007) azon véleménye,
mely szerint a szarvasbangok egy fajba (O. scolopax) tartoznak, és annak

esetleg alfajai a keleti alakok nem szerencsés. Ez latszik a 19. abran is, hiszen
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az O. scolopax fajra jellemzé CHO1 (=H16) és az O. oestrifera fajra jellemzd
CH21 (=HO01) ribotipusok alapjan képzett faj parafiletikus lenne.

A HI14 ribotipus pedig Szicilia jellemzd ribotipusa volt (15. &bra),
igaz, a klénozasok itt mar egy masik ribotipust, az ibériai-félszigeti CHO1-et
(H16) is kimutattak. A H48-as ribotipus mar kevésbé széles elterjedésii volt a
direkt szekvenciak kozt, és két, kései viragzasu (14. abra) fajban fordult el
kozép-olaszorszagban.

A klonozéasokkal feltart ribotipusok kozott — elkiilonitettiink
szubdominans ribotipusokat is, melyekrdl szintén feltételeztiik, hogy ortoldg
szekvenciakrdl van szo. Ezek koziil egyesek mas rokonsagi korbdl szarmazd
mintdk szekvencidjaval egyeznek meg (a CH30 az Umbilicata fajcsoport, a
CH46 pedig az Argolica fajkomplex mintdira jellemzd), ami valdszintsiti
ortoloég jellegiiket. Igaz, a homoplazia jelenségét itt sem zarhatjuk ki. A
CHO1 ribotipushoz koézel allo CHO6 szintén Szicilia, azon beliil is Ferla
teleptilésrél szarmazo két minta jellemzdje. Ezt, szlik elterjedése miatt
tekinthetjiik lokalis bennsziilott ortolognak is (ez esetben az 6t hordozd O.
lacaitae ¢és O. oxyrrhynchos fajok kozt roppant erds génaramlést kell
feltételezniink), de elképzelhetd, hogy csupan a CHOl és CHO2 sziciliai
talalkozasabol eredd lokalis rekombinanst (paralogot) mutattunk ki. A CH22
¢s a CH46 a HO1(=CH21) kozelrokon szekvencidi (17.b dbra) sem direkt
szekvencidkban nem jelentek meg, sem fajhoz (18. abra), fajcsoport nem
kothetdek. Igy ezek, habar viszonylag jelentds mennyiségben vannak jelen,
nem biztos, hogy ortoldg szekvencidk, esetleg véletlenszeriien
megnovekedett gyakorisagti paraldgok. A szintén a szubdomindns klon
ribotipusok kozé sorolt CH48 és azzal kozeli rokon CH33 (17.b &bra)
elsésorban a fajkomplex areajanak ENy-i részén volt jellemzé (17.a 4bra).
Explicit faji kapcsolatot nem mutatott (18. &bra), leggyakrabban az O.

santonica fajban jelent meg. Ugyanakkor ezt a ribotipust a direkt
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szekvencidkban sajatos APS formajaban (APS4) megtaldltuk. Ez utdbbi
ribotipusparrél nem donthetd el, hogy ortolégok-e, és az area adott részére
jellemzodek, vagy véletlenszertien képz6dott gyakori alakok.

Az nrITS-re is jellemz6 egyiittes evolucid sordn gyakran eléfordul,
hogy egy preferdlt paralog irdnydba tolddik el a szekvencidk
homogenizaciéja (Elder & Turner 1995, Alvarez & Wendel 2003). Jelen
esetben a ,,fuciA” ribotipus valosziniisithetd a preferalt alakként, mert ennek
a legszélesebb az elterjedése (17.a ébra), és messze ez volt a varrat zéna
leggyakoribb klon ribotipusa (16. ébra).

Osszegezve azt mondhatjuk, hogy Laleunesse & Pinzén (2007) altal
kozo6lt mddszer, mely a dominans klon ribotipusok tekinti ortolégoknak, jelen
adatokkal is alatdmaszthatd. Egyrészt ezeknek a klon ribotipusokat ismerjiik
a direkt szekvenalasokbol is, masrészt ezek a legszélesebb elterjedésiick. Es a
széles elterjedésii ribotipusok nagy valdsziniiséggel régi, 1dosebb ribotipusok
(Hewitt 2001). Igy joggal tételezziik fel, hogy ez a négy, az Ophrys fuciflora
fajkomplexet jellemzd ortolog nrITS ribotipus.  Ugyanakkor a jelen
dolgozatban szubdominansokként kezelt klon ribotipusokrol sokszor nem
donthetd el egyértelmiien, hogy hordoznak-e filogenetikai informaciot, vagy
csupan lokalisan keletkezett rekombinansok (CH06, CH22, CH36), illetve
homoplazikus (konvergens) alakok (pl. CH33 ¢és CH48). Igy ezek

crer

4.2. Eroteljes géndramlas a fajcsoporton beliil

A vizsgélt 230 szekvencia 88,5%-a génaramldsra utalo APS-eket
hordozott, ami a nemzetségen belilli nagymérvii hibridizaciéra &s
introgresszidra utal. Korabbi vizsgalatainkban (Gulyas et al. 2005) az nrITS-

ben hasonld génaramlast talaltunk harom bango6faj esetében, melyet a
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hibridizacié bizonyitékanak tekintettiink. A Dactylorhiza nemzetség ENy-
europai mintdinak vizsgalatakor Devos et al. (2006) is hasonldéan sok APS-t
talalt, melyet a hibridogén fajkeletkezés bizonyitékanak tekintett, és az eltérd
leszarmazasi vonalak utdlagos hibridizaciojabol eredeztet, melyet az egyiittes
evolicid nem homogenizalt. Hasonld eredmény az orchidedkon beliil, és mas
névénycsoportokban sem ritka (lasd Alvarez & Wendel (2003) sszefoglalo
cikkét).

Ugyanakkor érdekes, hogy bizonyos kettés csucsok gyakran
kapcsoltan jelentek meg, rdadasul azokon a polimorf helyeken, melyek az
egyes tagabb rokonsagi korokre voltak jellemzoéek. Példaul Fuciflora
komplexre jellemz6 APS1 nem volt jellemzd az Umbilicata fajcsoportba
sorolt, vagy az Argolica komplexbe tartozé mintdk kozt. Ez a nagyobb
fajcsoportok kozti izolaciora enged kovetkeztetni, mely a kozelebbi rokonok
kozt (pl. a Fuciflora fajkomplexen beliil) nem jellemzd.

A fenti jelenséget tamasztja ald a klonozasok eredménye is. Egyrészt
a direkt szekvendlasok alapjan sejtett nagy kiterjedésli varrat zona 1étét
megerdsitették a klonozasok, melyek valtozatos nrITS ribotipus Osszetételt
tartak fel ebben a régidban (17.a abra). Masrészt a klonozott populaciok kozt
taxontol fliggetleniil megtalaltunk bizonyos szekvencidkat (18. abra), sot,
alacsony frekvencidval (2,91%) a Fuciflora fajkomplexen kiviilrél szarmazo
szekvencidkat is kimutattunk. Nevesitve, a Fuciflora komplexbe sorolt
apuLoc, fucBar és oxyFer populacidkban megtalaltuk az Argolica komplexre
jellemzé CH46 ribotipust, mig a fucBal és lacFer populacidkban az
Umbilicata fajcsoportra jellemzéd CH30 ribotipust. Sot, egyes direkt
szekvencidkban (2. tablazat) a Fuciflora komplexre jellemz6 APS1-et és az
Argolica komplexre jellemz6é APS3-at is megtalaltuk. Mindez — parosulva a
feltart nagy kiterjedésti varrat zénaval — vildgosan jelzi az nrITS-ben

tapasztalhat6 jelentds géndramlést.
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A talalt jelentds hibridizacios Ovezetet azonban magyarazhatjuk agy
is, mint egy korabbi hibridizacidés esemény maradvanya, azaz egy korabbi
génaramlasbol szarmazd polimorfizmust. Ez esetben az adaptiv radiacidnak,
¢s az azzal jar6 er0s prezigotikus izolacidnak idoben kovetni kellett a
hibridizaciét. Habar ez egy lehetséges alternativ magyarazat a varrat zona
meglétére, nem valdszinii, hogy helyes lenne. Ennek oka, hogy ebben az
esetben a populéciok paralog Osszetételében éles genetikai differencidciot
kellene latnunk, amit viszont nem talaltunk (4. tablazat). Sokkal inkabb
atmeneti csoportokat, és csak a szélsOséges csoportok kozott kimutathatd
genetikai  differenciaciot taldltunk, ami a kozelmultbeli, er6teljes
génaramlasra utal. Tovabb erdsiti a kozelmultban tortént génaramlas
lehetdségét az a tény, hogy az nrITS szekvencidkban nem ment végbe az
egylittes evolucid (lasd 26. oldal), mely egy ribotipus felé homogenizélja a
paralogokat.

Igy joggal mondhatjuk, hogy az Ophrys fuciflora fajkomplex fajainak
kozép-eurdpai mintdiban a kozelmultban lejatszodott erdteljes hibridizacid
ment végbe, mely jelentds génaramlassal jart az ide tartozo fajok kozt, de a
kozelrokon kladokbol is érték hibridizaciés hatdsok. Ez jol egybeesik a
korabbi megfigyelésekkel, melyek jelentds géndramlast taldltak a

nemzetségen beliil (Soliva & Widmer 2003; Schiestl 2005).

4.3. Leszarmazasi vonalak a Fuciflora fajkomplexen beliil

A direkt szekvenalasokkal kapott foldrajzi mintazat és a kozelmultban
kialakult nrITS varrat zona genetikai szerkezetének ismeretében néhany
kovetkeztetést vonhatunk le a bangd nemzetség Fuciflora fajkomplexének
torténetérol. Kozismert, hogy az eurdpai éldvilagra roppant nagy hatést

gyakoroltak a jégkorszakok (Comes & Kadereit 1998; Hewitt 1999, 2004),
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melyek kozil a legutolso, Wirm glacidlisnak volt a mai éldvilagra
legerdsebb hatasa. Ennek soran a belfoldi jégtakard elérenyomuldséaval
parhuzamosan a termofil fajok a dél-eurdpai félszigetekre szorultak vissza,
ahol sok esetben foldrajzilag izolalodott rasszok (fajparok, alfajok) alakultak
az izolacio évezredei alatt ki (Taberlet ef al. 1998). Kifejezetten Mediterran
géncentrumu Ophrys nemzetségrdl joggal feltételezhetjiik, hogy a Fuciflora
fajkomplex akkori képvisel6i is déli refagiumba szorultak, ahol izoldlodtak
egymastol. A direkt szekvendldsokkal talalt ortoldg ribotipusok eléfordulasa
valészintisiti azokat a helyeket (21. abra), ahol ezek a ribotipusok a
legnagyobb ardnyban voltak a populacidban, hiszen itt mai napig sem
olvadtak teljesen be. Az ibériai-félszigeti (atlanti-mediterran) refugiumban a
»fuciF” ribotipus (H16, CHO1), a balkani refigiumban a ,fuciA” (HOI,
CH21) ribotipus kiiléniilt el. Erdekes, hogy gyakorlatilag azonos foldrajzi
helyzetben két ribotipus is elkiiloniilt az appennini-félszigeti (adriato-
mediterran) refigiumban, a ,,fuciD” (H14, CH02) és a ,,fuciB” (H48, CHO09).
A gyakorlatilag szimpatrikus ribotipus izolacio kialakuldsdhoz valamilyen
egyéb, nem foldrajzi barriert kell feltételezniink a ribotipusok kozt, mert a
napjainkban is észlelhetd erds génaramlas bizonyosan 6sszemosta volna a két
ribotipust. Ez az izolacids tényezo, az AMOVA vizsgalatok alapjan (20. abra,
4. tablazat) nagy valoszintiséggel fenologiai jellegti volt: a ,,fuciD” ribotipust
hordozé populécidk a Fuciflora rokonsagi kor kordn viragzo (aprilis-majus)
tagjai voltak, mig a ,,fuciB” ribotipust ugyanezen alakkor késon virdgzod
tagjai hordoztak. Talan innen ered a pollinatorban meglévd jelentds izolaciod
is: a korai viragzasu alakok az FEucera s.str. méhekhez, mig a kései
viragzasuak a Tetralonia nembe sorolt méhekhez kotodnek.

A klima javulésaval feltételezziik, hogy a bangok aredja is kiterjedt, és
az addig elkiiloniilt leszarmazasi vonalak taldlkoztak, majd a nem-teljes

izolacidjukbdl addéddan keveredtek. A balkan-félszigeti ,,fuciA” keleti
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iranybol, az ibériai-félszigeti ,,fuciF” EK-r6l, Franciaorszag feldl, illetve DK-
r6l, Tunézia feldl keveredett Ossze a kozép-eurdpai ,,fuciB” és ,,fuciD”
ribotipusokat hordoz6 populacidkkal, 1étrehozva a ma latott kiterjedt varrat
zonat. A legrégebbi génaramlast a ,,fuciB” és ,,fuciD” ribotipusok kozt
feltételezhetjiik, ami miatt nem csoda, hogy koztik genetikai értelemben

széles atmeneti sav jott 1étre (20. abra), mely nem kiiloniil el a két végponttol.

e B

T 9

21. abra A Fuciflora fajkomplexre jellemz6 ortolég ribotipusok
feltételezhetd glacialis refligiuma (szines vonalak) és posztglacialis migracios

utvonalai (szines nyilak).

Az itt vazolt migracidés utvonalakrol hangsulyozni kell, hogy
feltételezések, hiszen a pontos utvonalarol nincsenek adataink; azt egy, az
nrITS-nél jéval variabilisabb genetikai l0kusz segitségével, filogeografiai
modszerekkel tudndnk pontosan megrajzolni. Az azonban igen valdszind,
hogy a talalt varrat zona kialakuldsa a fent vazolt mdédon, a foldtorténeti

kozelmultban ment végbe.
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A ribotipusok kozti filogenetikai viszont bemutaté kladogram (19.
abra) alapjan a legiddsebb ribotipusnak a ,,fuciA” tiinik. Az 4rea ENy-i
részén jellemzd CH33 és CH48, kérdojelesen ortolog ribotipusok kladja
alkotja a kovetkezd ledgazast, ami azonban téves is lehet, nevezetesen a
,»hossz élek vonzasa” miatt (Nei & Kumar 2000) keriilhettek jelenlegi
helyiikre, ugyanis a benniik 1év6 két adenin inzerci6 roppant elkiiloniilté teszi
a legkozelebbi rokon (17.b ébra), ,,fuciF” ribotipustdl. Ezt az elagazast tehat
nem tekintve a ,,fuciA” ribotipus utan a ,,fuciF” klad ledgazéasa kovetkezik,
amely két klad sziinpleziomorf karakterének tekinthetd a hasonld viragforma:
mindkét kladba tartozé bangoénak hengeres, haromosztati mézajka van,
amely megnyult, szarv-szerli oldalsé karéjokat hordoz. A két csucsi, fiatalabb
klad pedig a két adriato-mediterran csoportot, a korai és a kései viragzasu
poszméhbangokat kiiloniti el. Ezek sziinapomorf bélyege a lapos, kiteriild

mézajak, amin az oldalso6 karéjok nem, vagy alig dudorosak.

4.4. Szisztematikai, taxonomiai vonatkozasok

A fentiek fényében értékelhetjik Delforge (2005), elsésorban
viragmorfologiai bélyegek alapjan felallitott rendszerét (4. dabra). Az
Umbilicata csoport korai levalasztasa indokolt, de rokonsdga a Bornmuelleri
csoporttal nem igazolhato. So6t, a Fuciflora komplexen beliil az Umbilicata
specidlis helyet foglal el, €s — a kozelrokon Argolica komplexhez hasonloan —
a bango nemzetség Euophrys szekcidjanak egyik jol elkiiloniilt, kiilonalld
kladjat alkotja. Erre az eredményre jutott dolgozatdban Gulyas (2007), és ezt
hangsulyozzak munkéjukban Devey et al. (2008) is, akik a fenti kladon beliil
négy {0, egyenrangu kladot, a Sphegodes, Fuciflora, Scolopax ¢s Umbilicata
kladot kiilonitik el (8. dbra). A mi adataink — direkt szekvencidkban az
Umbilicata fajcsoport mintai rendszeresen APS2-t hordoztak, illetve a kloén

szekvenciak (CHU1, CHUS) is elkiiloniilnek a filogenetikai fan (19. adbra) —
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is mind ezt az elkiiloniilést tamogatjak. Igy csak sziikebb értelemben

beszélhetiink Fuciflora fajkomplexrdl, mely nem tartalmazza az Umbilicata

fajcsoportot (22. abra).

Apifera

Argolica

APS2

komplex

Umibilicata

Oestrifera

APS1

Scolopax

——Fuciflora

—[¢traloniae

Opbrys apifera

Ophrys argolica, ariadnae, biscutella,
cretica, elegans, gortynia, helenae,
lucis, reinholdii

Opbhrys attica, bornmuelleri, umbilicata,
Slavomarginata, kotschyt, rhodia

Ophrys vestrifera, cerastes, cornutula, ceto,
minutila, dodefanensis, heterochila, halia,
episcopalis, aeoli, andria, candica,
parvimaculata, beldreichii, calypsus

Ophrys sphegifera, picta, scolopax:

Ophrys gracilis, calliantha, lacaitae, biancae,
ginsmeisteri, oxyrrbynchos, holubyana, celiensis,
apulica, fuciflora, elatior, brachyotes, santonica,
untehjit, tetraloniae, posidonia, serotina

22. abra Az nrITS alapjan kijelolhetd fobb kladok a vizsgalt Ophrys

populdciok mintdiban. A csoportok mellett az oda tartozé mintazott fajokat,

mig a kladok mellett az adott csoportra jellemz6 APS tipusat tiintettiik fel. A

Fuciflora s.str. komplexet az APS1 karakterizalja, melyen beliil a Fuciflora és

Tetraloniae klddokhoz a fajok nem voltak egyértelmiien kothetok.

Delforge (2005) rendszeréhez képest az nrITS nem kiilonitette el a

keleti-mediterrdn régid szarvasbangdit, azaz a Bornmuelleri és Heldreichii

fajcsoportokat. Ezért azt mondhatjuk, hogy ezeknek az alakkoroknek az

elkiilonitését az nrITS nem tdmogatja. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy az
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Oestrifera rokonsagi koron beliil vannak elkiiloniilt rokonsagi korok, de ezek
feltarasahoz a jelenleginél variabilisabb l16kuszok vizsgalata sziikséges. Igy
jelen adataink alapjan az Oestrifera klad (HO1 ribotipusi mintdk) magéaba
foglalja a Delforge (2005) altal a Bornmuelleri és Heldreichii fajcsoportba
sorolt fajok egy részét is (1. tablazat). Igy jelen eredmények szerint egy
tagabb értelmezésii, keleti szarvasbango fajcsoport kiilonithetd el (Oestrifera
fajcsoport), amely magaban foglalja Delforge (2005) Oestrifera,
Bornmuelleri €s Heldreichii kladjait.

A 19. abra tovabbi részletei, a ,,fuciF” klad levaldsa mar Devey et al.
(2008) kladogramjan feloldatlan eldgazast (lasd 8. abra) is tartalmaz. A
»fuciA” kladhoz képest fiatalabb, elsd levalast a ,,fuciF” klad ribotipusai és
mintdi tartalmazzak, amelyek megfelelnek Delforge (2005) Scolopax
fajcsoportjanak, azaz a nyugati szarvasbangok csoportjanak (22. 4bra).

A legfiatalabbnak tartott, ,,fuciB” ¢és ,fuciD” kladokhoz joéval
nehezebb fajokat kotni, mert sokkal kevesebb direkt szekvenalassal kapott
ribotipust talaltunk itt, hiszen ez a két klad az, amely a kozép-europai varrat
zonaban leginkabb érintett. Raadasul az erdteljes géndramlasbol soran fellépd
véletlen folyamatokat mutatja, hogy ugyanazon faj (O. lacaitae) sziciliai
példanyaban véletlenszerlien a H14, mig kozép-olaszorszagi példanyaban a
H48 kertilt uralomra. Tovabb bonyolitja a képet a ,,domindns” CH21 jelenléte
a mintdkban, mely — ugy tlinik — gyorsan uralomra jut, amint azt az O.
serotina esete példazza. Ennek klén szekvencidiban csak a CH21 ribotipust
talaltuk meg (18. abra), mig direkt szekvenciaja a ,,fuciD” kladba tartozasat
valoszinlisitené. A varrat zonan beliili véletlenszeri ribotipus Osszetétel
(egyfajta ,,random drift”) ezért nem teszi lehetové a klon nrlTS szekvencidk
alapjan a fajok egyértelmii kladokhoz ko6tését (lasd még a 18. abrat is). Amig

részletesebb adatokhoz nem jutunk, elfogadhatjuk azt az osztalyzast, mely
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szerint a Tetralonia megporzasi bangdk a kései, mig az FEucera
megporzasuak a korai csoportba tartoznak.

Megemlitend6 ugyanakkor, hogy a ribotipusok kozt talalt igen kicsiny
kiilonbségek (a belcsoport esetében 2,7% variabilis helyek szama) nem tettek
lehetdvé robosztus, statisztikailag csak kozepes (pp) vagy alacsony (bs)
tamogatottsagu filogenetikai fa (19. abra) generdldsat. Ennek feloldasahoz
vagy variabilisabb lokuszt kell keresni (mely jelenleg nem megoldott, lasd
bevezetd), vagy mads, variabilis lokusszal valo kombinalasat kell elvégezni.
Ez folyamatban van, tapasztalatunk szerint a Chung & Staub (2003) altal leirt
ccSSR-17 primerrel egy, a bangd nemzetségben kismértékben varidbilis
kloroplaszt 16kusz szaporithatd fel. Mindenesetre a most kapott, alacsony
tamogatottsagu fak egy, az eddiginél (8. abra) kicsit mélyebb betekintést
engednek az Ophrys nemzetség Fuciflora komplexének evolicios

viszonyaiba.

4.5. Fajfogalom a bang6 nemzetségben

Az adatok eddigi elemzése soran mindig automatikusan elfogadtuk a
Delforge (2005) altal felallitott fajokat, mely Paulus & Gack (1990)
munkdjanak szellemében extrém sziikken értelmezi a fajhatarokat a
nemzetségen beliil. Eszerint minden olyan alak, mely ©6nall6 pollinatorral
rendelkezik, kiilon fajba sorolandd, hiszen — elméletileg — prezigdtikus
barrierrel izolalodott a rokon alakoktdl (Paulus 2006). Ez utébbi nézdpontot
pedig mar szamos szerzé (Wood 2001; Pillon & Chase 2006; Pedersen &
Faurholdt 2007; Devey et al. 2008) vitatta, azt feltételezve, hogy a
rendszerezok (Devillers & Devillers-Terschuren 1994; Kreutz 2004; Delforge
2005) esetleg valtozatokat fogadnak el faji, alfaji rangon, és egymastol

genetikailag nem elkiiloniilt alakokat valasztanak szét.
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Ez utobbi nézdpontot jelen dolgozat nagymértékben tamogatja, mert a
Fuciflora (s.str.) komplexen beliil talalt nagymérvii génaramlas az izolacios
barrier kis jelentdségére hivja fel a figyelmet. Ha pedig az elkiilonitett alakok
egymastdl genetikailag nem teljesen izolalddtak, akkor csupan a faj alatti
kategériak alkalmazhatok az alakok megnevezésére. Igy aztin méar nem
csodalkozhatunk azon, hogy az nrITS nem valasztja szét a fajokat, mert
esetleg azok nem is kiiloniiltek faji szinten el. Ha pedig elfogadjuk, hogy a
Delforge (2005) altal kozolt fajok inkabb faj alatti kategoridkba sorolhatd
alakok, és figyelembe vessziik Schiestl (2005) altal kozolt ,,sziingameon
elméletet” (lasd 9. oldal), az nrITS tikrében négy ,sziingameonként
evolvalddo” fajt kiilonithetiink a Fuciflora komplexen (s.str.) beliil el. Ezek a
keleti szarvasbang6 (Ophrys oestrifera), a nyugati szarvasbangod (Ophrys
scolopax), a koran virdgzd poszméhbangd (Ophrys fuciflora) és a késon
viragzd poszméhbangod (Ophrys tetraloniae). Az egyes ,sziingameon-
fajokhoz” tartoz6 alakok pontos taxondmiai vizsgalata ¢és besoroldsa az
evolucids viszonyokba az nrITS-énél mélyebb betekintést ny1;to, varidbilis
génszakaszok alkalmazasat sziikségeltetik. Ugyanakkor rdmutatnak arra is,
hogy a viragmorfologia (Delforge 2005), specifikus pollinator (Paulus 2006)
vagy a virag-illat osszetétel (Véla et al. 2007) alapjan képzett ,,fajok” nem
tiikkrozik a biologiai fajfogalom szerint kivanatosnak tartott fajokat, legfeljebb

azok faj alatti taxonjait.
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5. Osszefoglalas

A szexualis becsapassal megporzott bangod (Ophrys L.) nemzetség
(Schiestl et al. 1999) evolacidbioldgiai szempontbdl is roppant érdekes
europai orchideafajokat foglal magdban. A nemzetség zavarbaejtden
variabilis virdgmorfologidjaval ¢&s alakgazdagsdgaval tlinik ki, mely
kozelmultbeli adaptiv radidcidjukhoz kapcsolodik (Wood & Cribb 2001,
Soliva et al. 2001). Specidlis, faj-specifikus megporzasuk (Paulus & Gack
1990) miatt szdmos szerzd azt feltételezi, hogy minden olyan alak, mely
6nalld pollinatorral rendelkezik, kiilon fajba sorolandd, hiszen — elméletileg —
prezigotikus barrierrel izoldlddott a rokon alakoktél (Paulus 2006).
Ugyanakkor jelentds génaramlast talaltak (Soliva & Widmer 2003; Schiestl
2005) a fajok kozott, mely nehezen magyardzhatd erdteljes, specifikus
pollinatorok altali prezigétikus izolacio esetén.

Munkacsoportunk 2002-ben kezdett hozza a bangd nemzetség egyes
fajai kozti hibridizacio események nrITS alapjan torténd vizsgalatahoz.
Felismertiik, hogy az nrITS-ben a hibridizacidra utald uUn. kettds cstcsok
(APS, ,,additive polymorphic sites”) vannak, és génaramlast taladltunk harom,
elkiiloniiltnek tartott faj kozott (Gulyas et al. 2005). A felmérések mind
foldrajzi, mind taxondmiai értelemben vett kiszélesitésével (gyakorlatilag a
poszméhbangd komplexre €s annak aredjara tagitva) a komplex adriato-
mediterran aredjan hibridizécidra (€s introgressziora) utalo APS-eket talalunk
(10. &bra) az nrITS szekvencidkban (Gulyas 2007). Mivel az APS-eket
tartalmazo nrITS szekvencidk csak korlatozottan alkalmazhatok filogenetikai
rekonstrukcidra (hiszen a legtobb filogenetikai program nem értelmezi a
kettés csucsokat), célul tlztik ki az Ophrys fuciflora fajkomplexen beliil
talalhatd kozép-eurdpai varrat zona (szdmos leszarmazasi vonal k6zos hibrid

zondja) részletesebb vizsgalatat, az ortoldég ribotipusok -elkiilonitését és
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bevonasat a filogenetikai rekonstrukcioba, ezzel igyekezve mélyebb
betekintést nyerni a fajkomplex evolucids viszonyaiba.

A poszméhbango fajkomplexbe sorolt (Delforge 2005; 4. dbra) 77 faj
Osszehasonlito jelleggel bevontuk a korabbi molekuldris vizsgalatok altal
kozelrokonnak tartott Argolica komplex 10 fajat. Kordbbi vizsgalatok (Soliva
et al. 2002, Bateman et al. 2003, Devey et al. 2008) vildgosan megmutattak,
hogy a Fuciflora — Argolica — Sphegodes fajkomplexeknek legkozelebbi
rokona, testvércsoportja az Apifera csoport, igy az ide tartoz6 méhbangd
(Ophrys apifera Huds.). Ezért — mint legkozelebbi testvércsoportot — ezt a
fajt hasznaltuk kiilcsoportként a vizsgéalatokban.

A direkt szekvenalasok soran kapott nrITS szekvencidkat
ribotipusokba (unikalis nrITS szekvencia valtozatok) vontuk Ossze (2.
tablazat), és abrazoltuk foldrajzi elterjedésiiket (15. abra). Kiterjedt varrat
zonat, azaz szamos faj hibrid zéndja altal alkotott régiot (Hewitt 1999)
mutattunk ki a kozép-eurdpai térségben. Az innen vett, egyes kettds
csucsokat (APS-eket) hordozd populacidk egy-egy egyedét klonozéssal
tovabb vizsgaltuk. Erre azért volt sziikség, mert az nrITS egy olyan multigén-
csalad tagja, amely szamos, akar par ezer masolatban is jelen lehet a novényi
nukledris genomban (Hillis & Dixon 1991; Alvarez & Wendel 2003;
Eickbush & Eickbush 2007). Ha pedig eltéré masolatok vannak jelen, akkor
azok elkiilonitése klonozassal lehetséges (Baldwin ef al. 1995), mely soran a
kiillonb6zo kopiakbol egyet szaporitunk fel, és szamos klont szekvenalva
némi betekintést nyeriink a paralégokat tartalmazd egyed nrITS paralog
Osszetételébe.

A klénozasok soran 59 APS-t hordozo6 populacio egy-egy egyedének
direkt szekvenciajat kldénoztuk, egyedenként atlag+szoras 10,1+1,93 klont

szekvenalva meg. Ebbdl 479 klon nrITS szekvencia a Fuciflora komplex
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azon 19 fajanak 45 populacidjabdl szarmazott, melyet tovabb elemeztiink. A
pszeudogének (4 szekvencia) kizardsa utan a kloén szekvencidkat 52
ribotipussa vontuk Ossze (3. tablazat). Ezek mennyiségi viszonyai (16. dbra)
megmutattak, hogy bizonyos klon ribotipusok nagyon gyakoriak (ezeket
dominans klon nrITS ribotipusoknak neveztilkk), masok ritkdbban
(szubdominans klon ribotipusok), mig a tobbség akcidentalisan fordul elo.
LaJeunesse & Pinzon (2007) meglatasanak megfeleléen mi csak a dominans
¢s szubdominans klonokat vizsgaltuk tovabb, mert ezek nagy valoszintiséggel
az ¢lélények kozti evolucids viszonyt tiikr6zd ortolog gének, mig a tobbi
szinte bizonyosan egyeden beliil keletkezett, filogenetikai szignal nélkiili
paraldg.

A dominans és szubdominans klon ribotipusok foldrajzi elterjedése
(17.a abra) sajatos képet mutatott. Egyes klon ribotipusok kisebb foldrajzi
tertiletekre korlatozddtak, mésok szélesebb elterjedéstiek voltak, és inkabb
hianyuk volt feltlind egyes foldrajzi régidokban. Az elemzett ribotipusok kozti
valoszintisithetd filogenetikai viszonyt a TCS program altal készitett
ribotipus haldézaton mutattuk be (17.b &bra), mely a ribotipusok két nagy
csoportjat kiilonitette el. Egyik csoportot a nagy elterjedésti, leggyakoribb
CH21 és rokonai (CH36, CH22, CH30, CH46), mig a masikat a kdzepesen
gyakori és ritkabb ribotipusok (CH09, CH02, CHO1, CH06, CH33, CH48)
alkottak. A klon ribotipusok és a fajok kozti viszony a ribotipusok
frekvencidja alapjan képzett DCA diagrammon nem mutatott feltlind
taxondmiai affinitast (18. abra).

A dominans ¢és szubdominans klon ribotipusok, a kiilcsoport O.
apifera szekvencidk, valamint az Osszehasonlitasul bevont Argolica és
Umbilicata csoportokbdl szarmazd ribotipusok filogenetikai

s

maximalis parszimdnia €s a bayesi utdlagos valdszinliségek alapjan képzett
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fak megegyeztek (19.a abra), mig a szomszéd csatolds mddszerével készitett
fa kissé kisebb felbontdst eredményezett (19.b abra). A ribotipusok kozti
viszonyt bemutatd fak kladjai kozepes (bayesi utdlagos valoszinlségi),
illetve alacsony statisztikai (,,bootstrap”) tamogatasuak voltak, ami nagy
valoszintiséggel a szekvencidk kozti roppant kis kiilonbségekbdl (2,7%
variabilis hely a teljes matrixban) ered. Ezek a fak, alacsony tdmogatottsaguk
ellenére, az eddiginél (8. abra) kicsit mélyebb betekintést engednek az
Ophrys nemzetség Fuciflora komplexének evolucios viszonyaiba.

Az Umbilicata és Argolica csoportokbol ide keriilt klon ribotipusok
mellett az alapi, feloldatlan eldgazasbdl ered a Fuciflora (s.str.) komplex
legkorabbi aga, a keleti mediterran szarvasbangok kladja (,,fuciA” klad,
CH21, HO1 ribotipusok jellemzik). Ezt koveti a CH33 és CH48
szubdominans ribotipusok kladja, mely valoszinileg a ,hosszi 4agak
vonzasa” miatt keriilt a fakon latott helyre, és nem bizonyos, hogy ortolog
ribotipusokat tartalmaz. A filogenetikai fa csucsdn harom klad van, melynek
legelsd ledgazdsa (19.a abra) a nyugati szarvasbangokra jellemzé klad
(,,fuciF” klad, CHOl1 ¢és HI16 ribotipusok), majd testvérhelyzetben az
Appennini-félszigetrdl szarmazé két klad, a ,fuciB” (CHO8 és H48
ribotipusok) valamint a ,,fuciD” klad (CHO2 és H14 ribotipusok).

Ennek megfelelden négy {6 kladot sikeriilt kimutatni az elemzett
Ophrys populéciok nrITS szekvenciaiban, melyek foldrajzi affinitdsa vilagos
(15. ébra és 17.a abra): a ,,fuciA” a Balkan-félsziget, a ,,fuciF” az Ibériai-
félsziget és Eszak-Afrika jellemzd ribotipusa, addig a ,,fuciB” és ,,fuciD”
kladok viszont mindketten az Appennini-félsziget jellemzd ribotipusait
tartalmazzak. Az eurdpai €lovilag glacialis torténetének ismeretében (Hewitt
1999, 2004) joggal feltételezziik, hogy a négy klad a harom nagy eurdpai
glaciadlis refigiumban izolalédott a legutolsé glacialis soran, amikor a

termofil poszméhbangd 6sok nagy valdszinliséggel ide huzddtak vissza. A
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posztglacidlis klimajavulassal pedig aredjuk kiterjedt, és az eltérd Osi
leszarmazasi vonalak keresztezddésébol jott 1étre a napjainkban lathatod
kiterjedt varrat zona (21. abra).

Nyitva marad azonban a kérdés, hogy hogyan izoldlodhatott két
leszarmazasi vonal (,,fuciB” és ,fuciD”) is ugyanazon -elsddleges
refigiumban? Erre populaciogenetikai differenciaciot teszteld AMOVA
elemzésekkel kerestiik a valaszt a két érintett kldad dominéns €s szubdominans
ribotipusainak bevonasaval, mely sordn particionaltuk a genetikai
variabilitast 1.) a Delforge (2005) altal felallitott fajok kozt; 2.) a Delforge
(2005) altal megadott fajcsoportok kozt (lasd 1. tablazat); 3.) foldrajzi régidok
kozt (13. abra); 4.) a virdgzasi id6 alapjan képzett fenologiai csoportok kozt.
Habar elemzéseinkben Szicilia foldrajzi elkiilontlését megerositettiik,
tovabbi foldrajzi strukturat nem talaltunk az adatokban (4. tablazat). Erdekes
csoportok kozotti differenciaciot talaltunk viszont a koran viragzo €s a késon
viragzo poszméhbangok kozt (20. abra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy
szimpatrikus helyzetben az eltérd virdgzasi 1d0, és az ahhoz kapcsolddod
kiilon megporzé méhnem izolalta a két kladot.

Ennek megfelelden az Ophrys fuciflora (s.str.) komplexben 4 {6
leszarmazasi agat kiilonithetiink el (22. abra): a tdgabb értelemben vett keleti
szarvasbangok kladja (,,fuciA”), mely az O. oestrifera rokonsagi kore mellett
egyéb, keleti-mediterran fajcsoportokat is magaba foglal; a nyugati
szarvasbangok kladja (,,fuciF”’), mely az O. scolopax faj rokonait
tartalmazza; a korai virdagzasu poszméhbangok kladja (,,fuciD”), mely a dél-
olasz O. fuciflora rokonokat tartalmazza; ¢és a kései virdgzasu
poszméhbangdk kladja (,,fuciB”), mely a Tetralonia nembe tartozd6 méhek
altal megporzott O. tetraloniae rokonait foglalja magaban.

Vizsgalatunk megerodsitette a korabban észlelt jelentds génaramlést a

csoportban, amit nem csak a Fuciflora fajkomplexen beliil, de mas, rokon
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csoportok kozott is kimutattunk. Talaltunk ugyanis a Fuciflora komplexhez
tartozd fajok klonjai kozott Argolica komplexbdl, vagy az Umbilicata
csoportbol szdrmazo ribotipusokat is. A taldlt erds génaramlas felveti a
prezigotikus izolacid hangoztatottnal (Paulus 2006) gyengébb voltat, melyre
mar mas kutatdk is felhivtak a figyelmet (Soliva & Widmer 2003; Schiestl
2005; Devey et al. 2008). Sot, rairanyitja a figyelmet arra a véleményre
(Wood 2001; Pillon & Chase 2006; Pedersen & Faurholdt 2007; Devey et al.
2008), mely szerint a bangdk jelenlegi rendszerezdi sokszor valtozatokat
fogadnak el faji rangon, és egymastdl genetikailag nem elkiiloniilt alakokat
valasztanak szét.

Ez utébbi nézdépontot jelen dolgozat nagymértékben tdmogatja, mert a
Fuciflora (s.str.) komplexen beliil talalt nagymérvii génaramlas az izolacios
barrier kis jelentdségére hivja fel a figyelmet. Ha pedig az elkiilonitett alakok
egymastdl genetikailag nem teljesen izolalddtak, akkor csupan a faj alatti
kategoridk alkalmazhatok az alakok megnevezésére. Ha pedig elfogadjuk,
hogy a Delforge (2005) altal kozolt fajok inkdbb faj alatti kategoriakba
sorolhaté alakok, és figyelembe vessziik Schiestl (2005) altal kozolt
,sziingameon elméletet” (lasd 9. oldal), az nrITS tikrében négy
»sziingameonként evolvalodd™ fajt kilonithetiink a Fuciflora komplexen
(s.str.) beliil el. Ezek a keleti szarvasbangd (Ophrys oestrifera), a nyugati
szarvasbango (Ophrys scolopax), a koran virdgzd poszméhbangd (Ophrys
fuciflora) €s a késOn viragzd poszméhbango6 (Ophrys tetraloniae). Az egyes
»Sziingameon-fajokhoz” tartozo alakok pontos taxondomiai vizsgalata ¢&s
besorolasa az evolucios viszonyokba az nrITS-énél mélyebb betekintést

nyu;jtd, variabilis génszakaszok alkalmazésat sziikségeltetik.

88



6. Summary

Sequence variability of the nrITS in the Ophrys fuciflora species-complex
of the Mediterranean bee-orchid (Ophrys L.) genus

The European bee-orchids (Ophrys L.) are quite interesting not only
because of their pollination by deceit (Schiestl ez al. 1999), but the genus also
serves as an exciting example of adaptively radiated plant groups for
evolutionary biologists. The genus is famous for its embarrasingly variable
floral morphology, which is attbributable to its recent adaptive radiation
(Wood & Cribb 2001, Soliva et al. 2001). Their special, species-specific
pollination (Paulus & Gack 1990) has a spectacular consequence: many
authors assume that all form which has a specific pollinator should be
considered to be separate species, since it has the possibility to be isolated
from their relatives by a prezygotic barrier (Paulus 2006). On the other hand,
Soliva & Widmer (2003) and Schiestl (2005) has reported significant gene-
flow between Ophrys species, a phenomenon being hardly explainable if one
accept the existence of a strong, prezygotic isolation mediated by specific
pollinators.

Our workgroup has started to investigate hybridisation between
certain Ophrys species with the nrITS (ribosomal ITS of the nuclear genome)
in 2002. We have found hybridisation-caused double-peaks (APSs, ,,additive
polymorphic sites”) in the nrITS, and we reported gene-flow between three,
distantly related species (Gulyas et al. 2005). By expanding the geographical
and taxonomical scope of our investigations (in fact, to the Ophrys fuciflora
species-complex and its area), we have found hybridisation and subsequent

introgression related APSs (Gulyas 2007) on the whole adriato-mediterranean
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part of its area (10. dbra / Fig. 10.). Since much phylogenetic software do not
distinguish between different types of APSs, nrITS sequences with APSs can
thus be used for phylogenetic reconstruction limitedly. So we have aimed to
investigate the Central-European suture zone (common hybrid zone of many
genealogical lineages) of the Ophrys fuciflora complex in detail, the
identification of orthologous ribotypes, and their involvement in the
phylogenetic reconstruction to gain a deeper insight into the evolutionary
relationship of the complex.

105 populations of 40 species out of the 77 species (Delforge 2005; 4.
abra / Fig. 4.) in the Ophrys fuciflora species-complex were studied in detail,
with the addition of 10 species from the related Argolica species-complex for
comparison considerations. As earlier studies (Soliva et al. 2002; Bateman et
al. 2003; Devey et al. 2008) has clearly indicated, the sister group of the
Fuciflora — Argolica — Sphegodes complexes is the Apifera group. Thus,
sequences of Ophrys apifera Huds., as closest relative, were used as outgroup
in the investigations.

The direct nrITS sequences were collapsed into ribotypes (unique
nrITS sequence variants) (see 2. tdblazat / table 2.), and we mapped their
geographic distribution (15. abra / fig. 15.). An extended suture zone, formed
by several species’ hybrid zones (Hewitt 1999), was found in the Central
European region. Some of these populations with APSs were selected here
for further investigation, and one individual was cloned from these
populations. Cloning was necessary because nrITS is a so-called multi-gene
family, i.e. numerous, up to few thousand copies may present in the plant
nuclear genome (Hillis & Dixon 1991; Alvarez & Wendel 2003; Eickbush &
Eickbush 2007). And in the presence of heterologous nrITS copies, cloning
can unravel the variability (Baldwin ez al. 1995) by amplifying only one copy

out of the numerous present. Furthermore, the sequencing of some clones
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throws some light on the nrITS paralogue composition of the paralogue-
bearing individual.

One individual’s direct sequence from 59 APS-bearing populations
was cloned with 10.1+1.93 (mean + s.d.) sequences per individual. 479 clone
nrITS sequences originated from 45 populations of the 19 species of the
Fuciflora complex were studied further. After the exclusion of 4
pseudogenes, the remaining clone sequences were collapsed into 52 ribotypes
(3. tablazat / table 3.). The frequencies of these ribotypes (16. abra / fig. 16.)
showed that certain ribotypes were quite frequent (that were called dominant
clone nrITS ribotypes), others were less common (the subdominant
ribotypes), while the majority occurred only accidentally. According to the
instructions of LaJeunesse & Pinzéon (2007), only the dominant and
subdominant clone ribotypes were included in all further analyses, since
these are most probably orthologues copies that represent the evolutionary
relationship between the species, while the remaining are paralogues without
phylogenetic signal.

The geographic distribution of the dominant and subdominant clone
ribotypes has shown (17.a dbra / fig. 17.a) some interesting features. Certain
clone ribotypes were confined to smaller geographic regions, while others
were much more extendedly distributed and their lack in some regions were
more conspicuous. The possible phylogenetic relationship between the
ribotypes was assessed by TCS (17.b abra / fig. 17.b), which has split the
ribotypes into two main groups. One of them was the group of the largely
distributed and most frequent CH21 and its allies (CH36, CH22, CH30,
CH46), while the other was constituted by less frequent or rare ribotypes
(CHO09, CHO02, CHO1, CHO6, CH33, CH48). No conspicuous relationship
between the species and the ribotypes was found on the DCA diagram

generated from the clone ribotypes frequencies.
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The phylogenetic tree reconstruction of the dominant and
subdominant clone ribotypes, the outgroup O. apifera sequences, and the
ribotypes from the comparative Argolica and Umbilicata groups yielded
similar trees in topology. The trees constructed with Maximum Parsimony
method and Bayesian posterior probability method were identical (19.a abra /
fig. 19.a), while the Neighbour Joining tree has shown a bit shallower
resolution (19.b abra / fig. 19.b). However, all tree-building method has
yielded tree-branches with medium (Bayesian posterior probabilities) or low
(bootstrap) statistical supports, which may be due to the extremely low
sequence variability between the ribotypes (2.7% variable sites in the whole
matrix). Instead of the low statistical certainty, these trees, however, gives a
bit deeper than present (8. abra / fig. 8.) insight into the evolutionary
relationship of the Fuciflora complex of the genus Ophrys.

The basal polytomy contains the ribotypes of the Argolica and
Umbilicata groups, and the basal lineage of the Fuciflora complex also roots
from this unresolved point. This is the clade of the “eastern scolopaxoid”
bee-orchids (calde “fuciA”) with the characteristic ribotypes CH21, HO1. The
following lineage contains two subdominant ribotypes, the closely related
CH33 and CH48, which may erroneously present here due to “long-branch
attraction”, and it is not sure that they are even orthologous copies. The “tip”
of the tree is constituted up by three clades, the first of which contains the
species of “western scolopaxoid” bee-orchids (clade “fuciF”’) with ribotypes
CHOI1 and H16. This is followed by two sister-clades at the tip of the tree, the
clade “fuciB” (ribotypes CHO8 and H48) and the clade “fuciD” (ribotypes
CHO2 and H14), all of them are distributed in the Apennine Peninsula.

Altogether, four main nrITS lineages were unravelled by our
investigations in the analysed nrITS sequences of the studied Ophrys
populations. All clades had clear geographical affinities (15. & 17.a ébra /
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fig. 15. & 17.a): the clade “fuciA” is the characteristic clade of the Balkan
Peninsula; the clade “fuciF” is distributed in the Iberian Peninsula and
Northern Africa; while clades “fuciB” and “fuciD” are both characteristic for
the Apennine Peninsula. Keeping the recent history of the European biota in
mind (Hewitt 1999, 2004), one may well postulate that the four main clades
were isolated and formed in the three great primary glacial refugia during last
glaciations, when the thermophilous ancestors of the Fuciflora species-
complex were retreated back here. The area of the species has probably
expanded with postglacial warming, and the nowadays’ huge suture zone is
formed by the amalgamation of the previously distinct, ancient nrITS
lineages (21. dbra / fig. 21.).

The question of how could two main lineages (“fuciB” and “fuciD”)
sympatrically isolate in the same refugium is still open. To answer this
question, the hierarchical AMOVA method, that quantifies the genetic
differentiation between and within predefined groups of samples, was applied
on the clone ribotypes of the two clades. We partitioned the genetic
differentiation 1) between the species of Delforge (2005); ii) between the
species groups (see 1. tablazat / table 1.) of Delforge (2005); iii) between
geographic regions (13. abra / fig. 13.); iv) between flowering-time based
phenological groups. Though the analysis found significant genetic isolation
between Sicily and the rest, no further structure was seen in the geographical
analysis (4. tablazat / table 4.). Notwithstanding, conspicuous and significant
genetic differentiation was found between the early flowering and late
flowering “fucifloroid” bee-orchids (21. abra / fig. 21.). This inspired the
conclusion of pointing to the different flowering period as key isolation
factor in the sympatrical isolation of the two Apennini clades.

Altogether, we identified 4 main nrITS clades (22. abra / fig. 22.)
within the Ophrys fuciflora species-complex (s.str.): the clade (“fuciA”) of

93



the eastern “scolopaxoid” bee-orchids which is composed of the O.
oestrifera and its allies, and other Eastern Mediterranean species-groups, the
Bornmuelleri and the Heldreichii groups; the clade (“fuciF”) of “western
scolopaxoid” bee-orchids including the O. scolopax and its allies; the clade
(“fuciD”) of early-blooming “fucifloroid” bee-orchids with the O. fuciflora-
like Southern Italian species; and the clade (“fuciB”) of late-blooming
“fucifloroid” bee-orchids encountering the Tetralonia bees pollinated O.
tetraloniae and its allies.

Our results confirm the previous findings on the extensive gene-flow
within the Ophrys species, and we found it to be not confined to the species-
complex, but also sequenced ribotypes from samples of the Fuciflora
complex that were identical with Argolica or Umbilicata sequences. This
finding implies the weaker character of the presently emphasised (Paulus
2006) prezygotic barrier, a conclusion which has also been drown by other
researchers (Soliva & Widmer 2003; Schiestl 2005; Devey et al. 2008).
Moreover, it also drives our attention to an opinion, which claims that the
majority in Ophrys systematics accepts minor variants at the species level,
and distinguishes forms that are not isolated genetically.

This latter point of view is supported by this work which presents
intensive gene-flow within the Fuciflora complex (s.str.), and it also brings
our attention to the less significant nature of the isolating barrier. And if the
distinguished forms are not completely isolated genetically, we should only
apply the subspecific taxonomic ranks for them. Subsequently, if accepting
that the majority of species in the book of Delforge (2005) should be treated
below the species rank, and we accept the syngameon hypothesis of Schiestl
(2005), in the mirror of the nrITS we can recognise four species that evolve
as syngameon in the Ophrys fuciflora complex (s.str.). These are the eastern

Ophrys oestrifera, the western O. scolopax, the early-blooming O. fuciflora
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and the late-blooming O. fetraloniae. The question of which currently
described “species” (microspecies) belongs exactly to which “syngameon
species” and at which taxonomic rank, is still open, and requires the

utilisation of more variable marker than nrITS.

7. Koszonetnyilvanitas

A nagyszamu szekvenciat felhasznalé munkdhoz szdmos személytdl
kaptam segitséget, a mintagy(ijtéstol a DNS-kivondson at a klénozasokig, és
a statisztikai elemzésekig. Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni
témavezetdmnek, Dr. Molnar V. Attilanak, aki sokszor sajat forrdsainak
felhasznalasaval tette lehetévé a munkavégzést. Szintén koszoném Dr.
Borbély Gyorgynek, hogy 0sztondijam alatt, majd lejarta utan lehet6vé tette a
munkavégzést a Novénytani Tanszéken. Kiilondsen koszonom Dr. Gulyés
Gergely segitségét a DNS technika elsajatitdsaban, és — amig lehetdsége volt
rd — a mindennapi munkavégzésben. Az adatanalizisben segitkezd, és szamos
szakmai tandcsot addé Dr. Pénzes Zsoltnak koszonom tiirelmes
segitségnyujtasat. Dr. Bratek Zoltannak, Illyés Zoltannak, Dr. Rudnody
Szabolcsnak bevezetésemet koszonom a DNS technikdba, mig Egedi
Sandornak, Dr. Kovacs M. Gabornak és Major Agnesnek a szekvenalassal és
kivonéassal kapcsolatos, mig Dr. Karaffa Erzsébetnek ¢és Dr. Fekete
Erzsébetnek a szekvendlassal, klonozasokkal kapcsolatos gyakorlati
jotanacsokat, segitséget koszonom. Koszondm a mintagyljtésben valod
kozremiikodését Matthias Fiedler-nek, Olivier Gerbaud-nak, Ernst Giigel-
nek, Stephan és Kerstine Hertel-nek, Ovéri Miklosnak, Magos Gabornak,
Maté Andrasnak, Mészaros Andrasnak, Simon Palnak, Sulyok Jézsefnek,

Schmotzer Andrasnak, Jana Téaborska-nak, Vidéki Roébertnek, Jaroslav
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Vicko-nak, Wolfgang Wucherpfennig-nek. A munkét anyagilag az OTKA
K69224 szamu palyazata tamogatta.
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