Szakmai jelentés
,»Az Ophrys fuciflora komplex filogeografiai vizsgalata” cimt,

K69224 szamu OTKA palyazathoz

A finanszirozas kezdetének csuszasa miatt a vizsgalatokat is némi csuszassal kezdtiik meg.
2007. év masodik fele:

- a munka kezdetén a steril fililke haszndlatit nem feltételez6 DNS kivonasokra
koncentraltunk. Ennek eredményeként a teljes genomidlis DNS-t kivontuk 119 bangé
(Ophrys) populaciot reprezentald 230 egyedbdl. Ezek koziil 105 populacid a vizsgalt
poszméhbangd alakkorbe (O. fuciflora complex) tartozott, mig a fennmaradé mintak az
Osszehasonlito kiilcsoportként alkalmazott argéliszi-bangoé (O. argolica complex) alakkorbe,
valamint a méhbang6 (O. apifera) fajba tartoztak. A nagyszdmu minta kivonasaval jaro
munka sordn némileg eltértiink a munkatervtél, mert a tervezett populdcionkénti 5 minta
helyett inkabb tobb populacié két egyeddel reprezentalt vizsgalatara koncentraltunk. Ennek
oka egyrészt, hogy a kutatasi tervhez képest lj populaciokrol szarmazo mintakat sikertilt
beszerezniink (részben Onkoltségesen begylijteniink), részben pedig azért, mert ez jobban
megfelel egy filogeografiai munka céljanak. Lowe, Harris és Ashton (2004: 34.) szerint:
,» ...investigations should aim to collect the geographical and ecological range of the species
and [...] more populations and fewer individuals per population should be sampled.”.

- a kivonasok utan, az év vége felé elkezd6dott az nrITS szelektiv amplifikdlasa a mintakbol.
Hozzéavetdleg 50 direkt szekvenciat kaptunk meg az év végéig, melyek kozott szamosban
eltérd paralogok jelenlétére utald kettds csucsokat talaltunk egyes ismétlodé nukleotid
helyeken.

2008. ¢év elso fele:

- az ¢v folyaman teljes mértékben a direkt szekvendldsokra ¢és a klonozasokra
Osszpontositottunk. Az év végéig 119 populacié 230 mintajat szekvenaltuk meg, igy
igazodtunk a kordbban leirt 2 egyed / populécio tervhez.

- a 119 populécio koziil 105 a poszméhbangd alakkor fajaihoz tartozott, a mintdzott fajok
szama (40) az alakkorbdl leirt 77 faj (Delforge 2005) 52%-at fedte le!

- az nrITS direkt szekvendldsok eredményeként 59 populacidban mutattunk ki eltérd
paralogok jelenlétére utald kettds csucsokat.

- meglepetésiinkre az O. fuciflora alakkorbe tartozé koldokbangd (O. umbilicata) rokonsagi
korében a tobbi poszméhbangd rokontol eltéré szekvencidkat kaptunk, melyek

mindegyikének nrITS direkt szekvencidja eltérd paralogok jelenlétére utald kettds csucsokat



hordozott. Ezen fajok tovabbi vizsgalata egy értékes, Uj részeredményre, a kdldok bangok
rokonsagi korének Gjradefinidlasahoz vezethet.

- a direkt szekvenciadk elemzésével kimutattuk, hogy az eurodpai jelentdségii, védett (,,Natura
2000-es”) Kotschyi-bang6 jelenlegi taxondémiai értelmezése hibas, mert polifiletikus taxont
képeznek monografusai egyéb alakok alfaji rangu idevondsaval. Ezen eredményekrdl irt
kéziratunk (Sramko et al., mscr.) birélat alatt all.

- az nrITS szekvenalasa soran kapott megfigyeléseinket, eredményeinket a ,,Molekularis
taxonomiai, filogenetikai és  filogeografiai  kutatdsok = Magyarorszagon”  cimi
mithelytalalkozén mutattuk be (Sramko et al. 2008).

2008. év masodik fele:

- a koldokbangok mellett a maradék O. fuciflora komplexbdl szarmaz6 mintdk koziil 45, a
Fuciflora komplexre jellemzd kettds cstcsokat tartalmazd minta (populacidé egyedének)
kloénozasat végeztiik el.

- a klénozasok soran 479 klon szekvenciat kaptunk, igy egyedenként 10,1 + 1,93 klon nrlITS
szekvenciaval dolgoztunk tovabb.

- a nagyszdmu klon szekvenciat 52 ribotipussad vontuk 6ssze, melyek mennyiségi eloszlasa
alapjan — LaJeuness és Pinzon (2007) utmutatasa alapjan — kivalasztottuk a dominans és
szubdominans klon ribotipusokat, melyeket a fajok kozti leszarmazasi viszont tiikrdzo
ortologoknak tekintettiink, €s ezekkel dolgoztunk tovabb.

A klon ribotipusok vizsgélataval az alabbi eredményeket vontuk le:

1. Kimutatuk a poszméhbangé fajkomplexben jellemz6 erételjes hibridizaciobol eredd kozép-
europai varrat zonat, és az ahhoz kapcsolddd jelentés géndramlas az nrlTS régid
szekvenalasaval.

2. Az nrITS régidé intenziv klonozasaval és az ortolog ribotipusok kisziirésével
megallapitottuk a varrat zonat kialakito f6 leszdrmazasi vonalakat.

3. Az ortolog ribotipusokra alapozva a f0 leszarmazasi vonalak foldrajzi elhelyezkedése
alapjan kimutattuk azok f6ldrajzi eredetét.

4. Filogenetikai modszerekkel megéllapitottuk az ortolog ribotipusok alapjan a {6
leszdrmazési vonalak egymashoz vald viszonyat, igy a jelenleginél (Devey et al. 2008)
mélyebb betekintést nyujtottunk a poszméhbang6 alakkor filogenetikai viszonyaiba.

5. Megallapitottuk a f6 leszarmazasi vonalak kozti foldrajzi izolacidt, illetve a szimpatrikus
leszdrmazéasi vonalak esetén populdcidgenetikai modszerekkel igazoltuk egy fenoldgiai
izolécio létezését.

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



proliferalo fajfogalomhoz ujabb kritikat adtunk.

- a fenti tézisekre alapozva a kutatashoz tarsult Sramk6 Géabor PhD hallgatdé 2008. december
részt venni a kutatdsokban.

- a 2007-2008-as években a laboratoriumi munkahoz csatlakozott Nagy Szabolcs és Pénzes
Csaba gradualis hallgatok egyetemi tanulmanyaik befejezéséig vettek részt a munkaban.
Ugyanakkor 2008-t6] Bata Kinga levelezd PhD-hallgato kapcsolddott be a munkéba.

2009. év elso fele:

A palyazat befejezésé elott a téma vizsgalata kozben felmertilt, korabban minden szerzo altal
az O. fuciflora komplexbe sorolt, de nrITS szekvenaldsaink eredményei alapjan attol jocskan
elkiiloniild koldokbangok alakkorének molekularis tisztazasat kezdtikk el. Elséként a
természetvédelmi szempontbol kiemelt jelentdségli (,,Natura 2000-es””) Kotschy-bango6 (O.
kotschyi) vizsgalataval, valamint a csoport névadd koldokbangoval (O. wumbilicata)
foglalkoztunk. Ehhez a mintdkat nem csak az eredetileg kivalasztott nrITS-sel, hanem a
nukledristol eltérd genombol szdrmazdé DNS-szakasszal, a kloroplaszt DNS RmnS5-TrnR
cplGS-sel is vizsgaltuk.

- Ezen részmunka soran 11 populdcié 26 egyedét szekvendltuk meg a fent emlitett két
lokuszra (direkt szekvenalasok). Mivel szdmos esetben génaramlasra utald kettds csticsokat
talaltunk, 9 reprezentativnak itélt egyedet klonoztunk is, melyekbdl 86 klon nrITS szekvenciat
kaptunk.

- A direkt szekvencidk filogenetikai vizsgélataval megallapitottuk, hogy a koldokbango és a
Kotschy-bangd jol elkiiloniil mind a poszméhbangdk kozé sorolhatd szarvas bango6tol (O.
oestrifera), mind a pokbangdkhoz tartozd Reinholdi-bango6tol (O. reinholdii), és az Ariadnae-
(O. ariadnae), valamint krétai bangoktol (O. cretica). A Kotschy-bango6 ez utdbbiaktol valo
elkiiloniilése meglepd eredmény, ugyanis a jelenleg alkalmazott (Pedersen & Faurhold 2007)
taxonomiai értékelés szerint a nevezett harom alakot egy fajnak tekinthetjilk. Eredményiink
ramutat ennek a taxondmiai értékelésnek hibas voltara, igy hozzéjarul ennek az EU-ban védett
bangofajnak helyes természetvédelmi kezeléséhez.

A kiemelt jelentéségli Kotschy-bangohoz kapcsolddd természetvédelmi-filogenetikai
eredménytlink publikalasa folyamatban van [Sramkoé G., Gulyas G., Molnar V. A.: Convergent
evolution in Ophrys kotschyi (Orchidaceae) revisited: a study using nrITS and cplGS
sequences. — Annales Botanici Fennici (biralat alatt)]. A kézirat koszonetnyilvanitidsaban
feltiintettiilk az OTKA tdmogatas tényét: ,,The work was supported by the grant of Hungarian
Scientific Research Fund (OTKA K69224)”



A vizsgalataink eredményét a ,,Conservation Genetics Meeting 2009” cimli nemzetkdzi
miuhelytaldlkozon (Debrecen, 2009. januar 31.) is bemutattuk: ,,Sramké G., Gulyas G.,
Molnar V. A.: Conservation phylogenetics of Ophrys kotschyi (Orchidaceae), and the
question of ESUs in the genus Ophrys.” Errél a témar6l emellett a 8. Magyar Okologus
Kongresszus Természetvédelmi okologia I. szekcidjaban (Szeged, 2009. augusztus 28.),
eldadas formdjaban is beszamoltunk: ,,Sramko G., Gulyas G., Bata K., Molnar V. A.: A
Kotschy-bangé (Orchidaceae) természetvédelmi filogenetikdja nrITS és cpSSR szekvencidk
alapjan”. Mindkét eldadasban feltlintettik az OTKA tdmogatds tényét: ,,The work was
supported by the grant of Hungarian Scientific Research Fund (OTKA nr. K69224)”, illetve
,»Ezt a munkat az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap K69224. sz. palyazata tamogatta”.
Errdl a témarol — részben az OTKA népszerlisitését is szem eldtt tartva — egy ismeretterjesztd
munka is késziilt: Sramké G., Gulyés G., Molnar V. A. (2009): Konvergens evolici6 a bangd
nemzetségben. — Természet Vilaga (Természettudomanyi Ko6zlony) 141(9):419-421. A cikk
végén feltlintettik az OTKA tdmogatas tényét: ,,A munkat anyagilag az OTKA K69224 sz.
palyazata tdmogatta.”

A koldokbangokkal folytatott vizsgalatok mellett kiegészitettik a poszméhbangok (s.l.)
mintdit is, illetve Gjabb direkt szekvenaldsokat végeztiik. Ezekkel a mintdkkal 59 bangodfaj
142 populéciojarol jutottunk direkt nrITS szekvencidkhoz. Az Osszes vizsgalt fajbol 47 a
Fuciflora fajkomlexbe sorolt, azaz a teljes fajszam (Delforge 2005) 63%-at sikeriilt
lefedniink! A maradék fajok (13 faj, 16 populdcidja) az Gsszehasonlitdé kiilcsoportként
alkalmazott argoéliszi bangd (O. argolica complex) alakkorbe, valamint a méhbango (O.
apifera) fajba tartoztak.

- Az Gjonnan szerzett mintakkal kiegészitett adatmatrixszal a kordbban (Sramko6 2008) mar
elvégzett vizsgalatokat végeztiik el (haplotipusok megallapitdsa, TCS haplotipus-halozat
épités, filogenetikai torzsfarekonstrukcio), illetve Dr. Pénzes Zsolt (SzTE Okologiai Tanszék)
bekapcsolodasaval azok filogeografiai elemzését tervezziik még elvégezni.

Ez utobbi szempontb6l az adatok feldolgozasa jelenleg is folyamatban van. Ko&z0s
munkankbo6l az alabbi munkacimen létezik elOkésziiletben 1évo kéziratunk: Sramko G.,
Gulyas G., Ari E., Bata K., Pénzes Zs, Molnar V. A.: Main nrITS lineages in the intensively
reticulating Ophrys fuciflora (Orchidaceae) species-complex revealed by ortholog sorting. A
filogenetikai analizissel kiegészitett munkat a Molecular Phylogenetics and Evolution cimi
lapba tervezziik ezen év 0szén benyUjtani. A kézirat kdszonetnyilvanitasdban feltiintetjiik az
OTKA tamogatas tényét: ,,The work was supported by the grant of Hungarian Scientific
Research Fund (OTKA K69224)”



Habér a tudomanyos cikkek részben biralati, részben kimunkalasi fazisban vannak, kérjik
tisztelettel figyelembe venni, hogy a finanszirozas csuszasa miatt a munkat csak 2007.

masodik félévében tudtuk megkezdeni!
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