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1. Az értekezés 0sszegzése

A szexualis becsapassal megporzott bango (Ophrys L.) nemzetség (Schiestl et al.

1999) evoltcidbioldgiai szempontbdl is roppant érdekes eurdpai orchideafajokat foglal

crer

et al. 2001). Specialis, faj-specifikus megporzasuk (Paulus & Gack 1990) miatt szdmos szerzo
azt feltételezi, hogy minden olyan alak, mely 6nallé pollinatorral rendelkezik, kiilon fajba
sorolando, hiszen — elméletileg — prezigdtikus barrierrel izolalodott a rokon alakoktol (Paulus
2006). Ugyanakkor jelentds génaramlast talaltak (Soliva & Widmer 2003; Schiestl 2005) a
fajok kozott, mely nehezen magyarazhat6 erdteljes, specifikus pollinatorok altali prezigotikus
1zolacid esetén.

Munkacsoportunk 2002-ben kezdett hozzd a bangd nemzetség egyes fajai kozti
hibridizaci6é események nrITS alapjan torténd vizsgalatdhoz. Felismertiik, hogy az nrITS-ben
a hibridizaciora utaldé Un. kettds csucsok (APS, ,,additive polymorphic sites”) vannak, és
génaramlast talaltunk harom, elkiiloniiltnek tartott faj kozott (Gulyas er al. 2005). A
felmérések mind foldrajzi, mind taxondmiai értelemben vett kiszélesitésével (gyakorlatilag a
poszméhbangd komplexre €s annak aredjara tagitva) a komplex adriato-mediterran aredjan
hibridizaciéra (€s introgressziora) utald6 APS-eket talalunk az nrITS szekvencidkban (Gulyas
2007). Mivel az APS-eket tartalmazd nrITS szekvencidk csak korlatozottan alkalmazhatdk
filogenetikai rekonstrukcidra (hiszen a legtobb filogenetikai program nem értelmezi a kettds
csucsokat), célul tiztik ki az Ophrys fuciflora fajkomplexen beliil talalhatdo kozép-eurdpai
varrat zona (szamos leszarmazasi vonal kozos hibrid zonaja) részletesebb vizsgalatat, az
ortolog ribotipusok elkiilonitését és bevondsit a filogenetikai rekonstrukcidba, ezzel
igyekezve mélyebb betekintést nyerni a fajkomplex evolicids viszonyaiba.

A poszméhbang6 fajkomplexbe sorolt (Delforge 2005) 77 faj koziil 40 faj 105
korabbi molekularis vizsgalatok altal kozelrokonnak tartott Argolica komplex 10 fajat.
Korabbi vizsgalatok (Soliva ef al. 2002, Bateman et al. 2003, Devey et al. 2008) vildgosan
megmutattak, hogy a Fuciflora — Argolica — Sphegodes fajkomplexeknek legkdzelebbi
rokona, testvércsoportja az Apifera csoport, igy az ide tartozd méhbangd (Ophrys apifera
Huds.). Ezért — mint legkozelebbi testvércsoportot — ezt a fajt hasznaltuk kiilcsoportként a

vizsgalatokban.



A direkt szekvenalasok soran kapott nrITS szekvencidkat ribotipusokba (unikalis
nrlTS szekvencia valtozatok) vontuk Ossze, és abrazoltuk foldrajzi elterjedésiiket. Kiterjedt
varrat zonat, azaz szamos faj hibrid zon4aja altal alkotott régiot (Hewitt 1999) mutattunk ki a
kozép-eurdpai térségben. Az innen vett, egyes kettds csucsokat (APS-eket) hordozo
populéacidk egy-egy egyedét klonozassal tovabb vizsgaltuk. Erre azért volt sziikség, mert az
nrlTS egy olyan multigén-csalad tagja, amely szdmos, akar par ezer masolatban is jelen lehet
a novényi nuklearis genomban (Hillis & Dixon 1991; Alvarez & Wendel 2003; Eickbush &
Eickbush 2007). Ha pedig eltéré masolatok vannak jelen, akkor azok elkiilonitése klonozassal
lehetséges (Baldwin et al. 1995), mely soran a kiilonb6z6 kopiakbdl egyet szaporitunk fel, és
szamos klont szekvenalva némi betekintést nyeriink a paraldgokat tartalmazo egyed nrITS
paraldg Osszetételébe.

A klonozdsok soran 59 APS-t hordozd populécido egy-egy egyedének direkt
szekvenciajat klonoztuk, egyedenként atlag+szoras 10,1+1,93 klont szekvenalva meg. Ebbol
479 klon nrITS szekvencia a Fuciflora komplex azon 19 fajanak 45 populaciojabol
szarmazott, melyet tovabb elemeztiink. A pszeudogének (4 szekvencia) kizardsa utan a klon
szekvenciakat 52 ribotipussd vontuk Ossze. Ezek mennyiségi viszonyai megmutattak, hogy
bizonyos klon ribotipusok nagyon gyakoriak (ezeket dominans klon nrITS ribotipusoknak
neveztiik), masok ritkabban (szubdominans klon ribotipusok), mig a tobbség akcidentalisan
fordul eld. LaJeunesse & Pinzon (2007) meglatasanak megfeleléen mi csak a dominans és
szubdominans klonokat vizsgéltuk tovabb, mert ezek nagy valoszinliséggel az ¢é161ények kozti
evoluciés viszonyt tiikroz0 ortolog gének, mig a tobbi szinte bizonyosan egyeden beliil
keletkezett, filogenetikai szignal nélkiili paralog.

A dominans és szubdominans klon ribotipusok foldrajzi elterjedése sajatos képet
mutatott. Egyes klon ribotipusok kisebb foldrajzi teriiletekre korlatozodtak, masok szélesebb
elterjedésiiek voltak, és inkdbb hidnyuk volt feltind egyes foldrajzi régiokban. Az elemzett
ribotipusok kozti valdsziniisithetd filogenetikai viszonyt a TCS program altal készitett
ribotipus hal6zaton mutattuk be, mely a ribotipusok két nagy csoportjat kiilonitette el. Egyik
csoportot a nagy elterjedési, leggyakoribb CH21 és rokonai (CH36, CH22, CH30, CH46),
mig a masikat a kzepesen gyakori és ritkabb ribotipusok (CH09, CH02, CHO1, CH06, CH33,
CHA48) alkottak. A klon ribotipusok és a fajok kozti viszony a ribotipusok frekvencidja alapjan

képzett DCA diagrammon nem mutatott feltlind taxondmiai affinitast.



A domindns és szubdomindns klon ribotipusok, a kiilcsoport O. apifera szekvencidk,
valamint az 0Osszehasonlitdsul bevont Argolica és Umbilicata csoportokbol szdrmazo
maximalis parszimoénia €s a bayesi utodlagos valdszinliségek alapjan képzett fak megegyeztek,
mig a szomszéd csatolas modszerével készitett fa kissé kisebb felbontast eredményezett. A
ribotipusok kozti viszonyt bemutatd fak kladjai kézepes (bayesi utdlagos valdsziniiségii),
illetve alacsony statisztikai (,,bootstrap™) tdmogatasuak voltak, ami nagy valosziniiséggel a
szekvenciak kozti roppant kis kiilonbségekbdl (2,7% variabilis hely a teljes matrixban) ered.
Ezek a fak, alacsony tdmogatottsaguk ellenére, az eddiginél (Devey et al. 2008) kicsit
mélyebb betekintést engednek az Ophrys nemzetség Fuciflora komplexének evolucios
viszonyaiba.

Az Umbilicata és Argolica csoportokbol ide keriilt klon ribotipusok mellett az alapi,
feloldatlan elagazasbol 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 valdsziniileg a ,,hosszii 4gak vonzéasa” miatt
keriilt a fadkon latott helyre, és nem bizonyos, hogy ortoldég ribotipusokat tartalmaz. A
filogenetikai fa csticsan harom klad van, melynek legels6 ledgazasa a nyugati
szarvasbangokra jellemzdé klad (,,fuciF” klad, CHOl ¢és HI16 ribotipusok), majd
testvérhelyzetben az Appennini-félszigetrdl szarmaz6 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 populaciok
nrITS szekvenciaiban, melyek foldrajzi affinitasa vilagos: a ,,fuciA” a Balkan-félsziget, a
»fuciF” az Ibériai-félsziget és Eszak-Afrika jellemzd6 ribotipusa, addig a ,,fuciB” és ,,fuciD”
kladok viszont mindketten az Appennini-félsziget jellemzd ribotipusait tartalmazzak. Az
négy klad a harom nagy europai glacialis refigiumban izolalddott a legutolséd glacialis soran,
amikor a termofil poszméhbangd 06sdk nagy valoszinliséggel ide huzodtak vissza. A
posztglacialis klimajavulassal pedig aredjuk kiterjedt, és az eltérd 6si leszarmazasi vonalak
keresztez6désébdl jott 1étre a napjainkban lathatd kiterjedt varrat zona.

Nyitva marad azonban a kérdés, hogy hogyan izolalodhatott két leszarmazasi vonal
(,,fuciB” ¢és ,.fuciD”) is ugyanazon elsédleges refugiumban? Erre populacidgenetikai

differenciaciot tesztel6 AMOVA elemzésekkel kerestiik a valaszt a két érintett klad dominans



¢s szubdominéans ribotipusainak bevondsaval, mely sordn particiondltuk a genetikai
variabilitast 1.) a Delforge (2005) altal felallitott fajok kozt; 2.) a Delforge (2005) altal
megadott fajcsoportok kozt; 3.) foldrajzi régiok kozt; 4.) a virdgzasi idé alapjan képzett
fenologiai csoportok kozt. Habar elemzéseinkben Szicilia foldrajzi elkiilontilését
megerdsitettiik, tovabbi foldrajzi struktirat nem talaltunk az adatokban. Erdekes csoportok
kozotti differenciaciot talaltunk viszont a koran viragzo és a késén virdgzd poszméhbangok
kozt. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy szimpatrikus helyzetben az eltérd viragzasi ido, és az
ahhoz kapcsolodo kiilon megporzé méhnem izolalta a két kladot.

Ennek megfelelden az Ophrys fuciflora (s.str.) komplexben 4 {6 leszdrmazasi agat
kiilonithetiink el (1. &bra): a tagabb értelemben vett keleti szarvasbangdk 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 virdgzasu poszméhbangok kladja (,,fuciD”), mely a dél-olasz O. fuciflora
rokonokat tartalmazza; ¢és a kései viragzasu poszméhbangdok kladja (,,fuciB”), mely a
Tetralonia nembe tartoz6 méhek altal megporzott O. tetraloniae rokonait foglalja magaban.

Vizsgalatunk megerdsitette a korabban észlelt jelentds génaramlast a csoportban, amit
nem csak a Fuciflora fajkomplexen belill, de mas, rokon csoportok kdzott is kimutattunk.
Talaltunk ugyanis a Fuciflora komplexhez tartozé fajok klonjai kozott Argolica komplexbdl,
vagy az Umbilicata csoportbol szarmazo ribotipusokat is. A talalt erés génaramlas felveti a
prezigotikus izolacié hangoztatottnal (Paulus 2006) gyengébb voltat, melyre mar mas kutatok
is felhivtdk 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 egymadstol genetikailag nem elkiiloniilt alakokat
valasztanak szét.

Ez utobbi nézépontot jelen dolgozat nagymértékben tamogatja, mert a Fuciflora (s.str.)
komplexen beliil talalt nagymérvii géndramlés az izolacios barrier kis jelentdségére hivja fel a
figyelmet. Ha pedig az elkiilonitett alakok egymastdl genetikailag nem teljesen izolalodtak,
akkor csupan a faj alatti kategoridk alkalmazhatok az alakok megnevezésére. Ha pedig
elfogadjuk, hogy a Delforge (2005) altal kozolt fajok inkabb faj alatti kategoriakba sorolhato
alakok, és figyelembe vessziik Schiestl (2005) altal kozolt ,,sziingameon elméletet”, az nrITS

tiikrében négy ,,sziingameonként evolvalodo™ fajt kiilonithetiink a Fuciflora komplexen (s.str.)



beliil el. Ezek a keleti szarvasbango (Ophrys oestrifera), a nyugati szarvasbango (Ophrys
scolopax), a koran virdgzd poszméhbangd (Ophrys fuciflora) és a késén virdgzo
poszméhbangd (Ophrys tetraloniae). Az egyes ,,sziingameon-fajokhoz” tartozo alakok pontos
taxonomiai vizsgalata és besoroldsa az evollcios viszonyokba az nrITS-énél mélyebb

betekintést nyujto, varidbilis génszakaszok alkalmazésat sziikségeltetik.

Osszegezve, ,,az nrITS valtozatossaga a mediterran bangd (Ophrys L.) nemzetség
poszméhbangd (O. fuciflora) fajkomplexében” cimii doktori (PhD) értekezésem 1j

tudomanyos eredményei az alabbiakban foglalhatok Gssze:

1. A poszméhbang6 fajkomplexben jellemz6 erdteljes hibridizaciobol eredd kézép-eurdpai
varrat zéna ¢és ahhoz kapcsolodd jelentdés géndramlds kimutatdsa az nrlTS régid

szekvenalasaval.

2. Az nrITS régi6 intenziv klonozasaval (59 populaciobol egyedenként atlag 10,1+1,93 klon
szekvenalasa) ¢és az ortolog ribotipusok kisziirésével a varrat zonat kialakitd f6 leszarmazasi

vonalak megallapitasa.

3. Az ortolog ribotipusokra alapozva a 6 leszdrmazési vonalak foldrajzi elhelyezkedése

alapjan azok f6ldrajzi eredetének kimutatasa.

4. Az ortoldg ribotipusok alapjan a 6 leszarmazasi vonalak egymashoz valo viszonyanak
megallapitasa filogenetikai modszerekkel, igy a jelenleginél (Devey et al. 2008) mélyebb

betekintést nytjtott a poszméhbango alakkor filogenetikai viszonyaiba.

5. A 16 leszarmazasi vonalak kozti foldrajzi izoldcid megallapitasa, illetve a szimpatrikus
leszdrmazasi vonalak esetén a fenologiai izolacid populacidgenetikai modszerekkel tortént

igazolasa.

6. Az eredmények tiikrében a nemzetségben jelenleg alkalmazott, masok altal is vitatott

proliferalé fajfogalomhoz adott ujabb kritika.



2. Summary of PhD thesis

The European bee-orchids (Ophrys L.) are quite interesting not only because of their
pollination by deceit (Schiestl ef 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 part of its area. 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) 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), and we mapped their geographic distribution. 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 nrlTS 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 et al. 1995) by amplifying only one copy out of the numerous present. Furthermore,
the sequencing of some clones throws some light on the nrlITS 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.
The frequencies of these ribotypes 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 & Pinzon (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 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, 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 (CH09, CHO2,



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.

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,
while the Neighbour Joining tree has shown a bit shallower resolution. 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 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, HOI. 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 CHO1 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: 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), 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.

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 of
Delforge (2005); iii) between geographic regions; 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. Notwithstanding,
conspicuous and significant genetic differentiation was found between the early flowering and
late flowering “fucifloroid” bee-orchids. 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 (fig. 1) within the Ophrys fuciflora
species-complex (s.str.): the clade (“fuciA”) of 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 and the late-blooming O. tetraloniae. 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

nrlTS.

To sum up, in my view the following statements can be regarded as scientific novelties

in the work:

1. The presentation of the Central European suture zone resulting from the intensive
hybridisation, and in connection to it, the presentation of significant gene-flow by sequencing

the nrITS region in the Fuciflora species-complex.

2. The presentation of the suture-zone-constructing main genealogical lineages by
intensively cloning [from 59 populations 10,1£1,93 (mean=s.d.) sequences per individual] the

nrlTS region, and by screening for the orthologous ribotypes.

3. The presentation of the geographical origin of the main genealogical lineages by

mapping the spatial pattern of the orthologous ribotypes.

4. Based on the orthologous ribotypes, the presentation of evolutionary relationship
between the main genealogical lineages using phylogenetic methods, thus providing a deeper
than present (Devey et al. 2008) insight into the phylogenetic relationship of the Fuciflora

species-complex.
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5. The presentation of the geographical isolation between the main genealogical
lineages, and in case of sympatric lineages, the verification of phenological isolation using

population-genetic methods.

6. In the light of the results, the addition of further criticism to the disputed

proliferating species-concept currently in use in the genus.
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Apifera  Opbrys apifera
APS3 A rao Jici Opbrys argolica, ariadnae, biscutella,

cretica, elegans, gortynia, helenae,

komplcx lucis, reinholdii

Ophrys attica, bornmuelleri, umbilicata,
Sflavomarginata, kotschyi, rhodia

APS2

Umbilicata

Ophrys vestrifera, cerastes, cornutula, ceto,
Oe.rz-‘rzjém F]/Kf?l!f/«l/ﬂt (fﬂdﬁ’%ﬂm’ﬂﬂ:}} /Jem-‘a_f/)z/a, halia,

episcopalis, aeoli, andria, candica,

parvimaculata, heldreichiz, cahpsus

APS1
——Scolopax  Ophrys sphegifera, picta, scolopax

Fuciflora — Ophrys gracilis, calliantha, lacaitae, biancae,
ginsmeistert, oxyrrhynchos, holubyana, celiensis,
apulica, fuciflora, elatior, brachyotes, santonica,
untehyii, tetraloniae, posidonia, serotina

[ etraloniae

1. abra Az nrITS alapjan kijelolhetd fobb kladok a vizsgalt Ophrys populaciok mintaiban. A
csoportok mellett az oda tartozd mintazott fajokat, mig a kladok mellett az adott csoportra
jellemzd APS tipusat tiintettiik fel. A Fuciflora s.str. komplexet az APS1 karakterizalja,
melyen beliil a Fuciflora és Tetraloniae kladokhoz a fajok nem voltak egyértelmiien kothetok.
Fig. 1. Main nrITS clades within the samples of the studied Ophrys populations. Next to clade
branches the characteristic APS-type is shown, while species that can be assigned to a clade
are also shown next to the clade name. The Fuciflora complex (s.str.) is characterised by
APSI, and within it, to Fuciflora and Tetraloniae groups species were not possible to

unambiguously assigned.
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