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ANNEXES
INTRODUCTION
Le genre Ophrys (tribu des Orchideae ; sous-tribu des Orchidinae) est notoirement connu pour sa grande diversité et sa complexité taxonomique (Nilsson, 1992 in Soliva et al., 2001 ; Inda et al., 2012 ; Chase et al., 2015). En effet, le nombre d’espèces reconnues sur une base morphologique peut varier de 19 à 354 selon les auteurs (Pedersen et Faurholdt, 2007; Delforge, 2016). Ceci illustre bien à la fois l’extrême diversité phénotypique naturelle de ce genre (Nilsson, 1992 in Soliva et al., 2001), la difficulté à définir des critères diagnostiques suffisamment fiables pour délimiter des unités taxonomiques stables, et la réalité biologique de ce groupe où l’hybridation est fréquente (Delforge, 1994 ; Bournérias et al., 2005 ; voir également le rapport à la SFO de Kaïna Privet de juillet 2016). Des études de phylogénie moléculaires ont permis de regrouper les nombreux taxons décrits en 10 « macro-espèces » sensu Bateman et al. (2010) (Soliva et al., 2001; Devey et al., 2008 ; 2009 ; Breitkopf et al.,  2014). Par exemple, l’une de ces « macro-espèces », représentée par le clade des O. sphegodes (synonyme d’O. aranifera Hudson 1778), regroupe au moins 25 des espèces morphologiques décrites par Delforge en 2006 (Devey et al., 2009). Ceci remet en cause la délimitation traditionnelle des espèces et suggère ainsi fortement la nécessité de revisiter et reconsidérer la nomenclature et les inventaires réalisés à ce jour à la lumière des approches phylogénétiques et génétiques.

La Société Française d’Orchidophilie du Poitou-Charentes et de la Vendée (SFO-PCV), qui œuvre pour l’inventaire et la protection de l’orchidoflore de la façade atlantique, est confrontée régulièrement sur le terrain aux difficultés de détermination de populations d’Ophrys qui présentent des différences notables d’ordre morphologique et phénologique par rapport aux taxons de référence décrits à ce jour. C’est le cas par exemple de populations diverses d’Ophrys à période de floraison précoce ou tardive dont la taxonomie est incertaine (voire controversée Bournérias et al., 1988 ; Delforge, 1994 ; Bournérias et Prat, 2005) ou ont été provisoirement nommées en fonction de leurs localités d’origine (exemples : «Ophrys des Olonnes », « Ophrys de Noirmoutier », « Ophrys de Moque-souris et de Chenac » …).  Dans ce contexte, en complément d’études phénotypiques précédentes (voir synthèses dans les rapports de stage de Sirvent L. 2015 et Privet K. 2016 ; et autres articles cités en références par ces derniers), la SFO-PCV a développé au cours de ces dernières années (avec le soutien de la Région PCV et en collaboration avec l’UMR-CNRS Ecobio/Université de Rennes1) des études basées sur des analyses moléculaires en vue de mieux caractériser et circonscrire la diversité taxonomique et phylogénétique des populations d’Ophrys. 
Une première étude intitulée « Phylogénie moléculaire de taxa indéterminés d’Ophrys du Poitou-Charentes et de la Vendée » portant essentiellement sur les populations « précoces » a été réalisée par Kaïna Privet en 2016.  Bien que réduite, la variabilité moléculaire a toutefois permis de circonscrire trois groupes correspondant aux représentants de : (1) O. sphegodes (Devey et al., 2008) et O. araneola Maumont et Chenac ; (2) O. sphegodes de Beau Peu ; (3) O. passionis Oléron Les-Courants et Kervégant et O. sphegodes Champclou et les Granges. La comparaison des informations apportées par l’ADN nucléaire (à hérédité biparentale) et l’ADN chloroplastique (à hérédité maternelle) suggère que des hybridations entre ces groupes ont eu lieu. Les résultats ont permis de mettre en évidence une diversité morphologique observable sur le terrain, non corrélée à une divergence génétique qui suggère de la plasticité phénotypique, mais ont également de révélé une variation génétique cryptique dans certaines populations (Olonnes et Saint-Loup). 
Afin de compléter nos connaissances sur la diversité des populations d'Ophrys dans le cadre des efforts pour la conservation et la valorisation du patrimoine floristique naturel du Poitou-Charentes et de la Vendée, l’objectif du présent travail est d’étendre l’évaluation phylogénétique aux formes tardives se rapportant aux trois espèces O. fuciflora, O. scolopax, et O. aegirtica. Pour cela, nous utilisons une stratégie de « barcoding » s’appuyant sur les mêmes marqueurs moléculaires utilisés précédemment pour les formes « précoces » (Privet 2016) en vue de préciser leurs positions et relations phylogénétiques, et leur statut taxonomique. 

ECHANTILLONNAGE
L’étude a été effectuée sur des échantillons de feuilles récoltées sur le terrain à partir de 53 individus d’Ophrys « tardifs » du PCV et stockés au congélateur à moins 20°C. Ces échantillons se répartissent comme suit (voir liste en Annexes 1 et 2): 
- O. fuciflora: 31 individus provenant de 3 sites (Moque-Souris; Fond Garnier; Bollenberg) ;

- O. scolopax: 6 individus provenant de 4 sites (Bois Redon; Sud 16; Marsac; Rouillac) ;

- O. aegirtica: 16 individus provenant de 5 sites (Gers? ; Sait-Gauderic; Saint-Félix-Lauragais; Revel.

Les identifications ont été réalisées sur la base des caractères morphologiques selon la nomenclature de Delforge (2006).

METHODOLOGIE

La démarche suivie a été la même que celle détaillée dans le rapport de Privet (2016) pour l’étude des Ophrys « précoces ». 
En résumé, le travail pour obtenir les données à analyser a été mené selon les étapes suivantes : (1) Extraction d’ADN à partir d’environ 50 mg de feuilles congelées de chaque individu ; (2) Amplification par PCR (réaction de polymérisation en chaîne) des 3 régions d’ADN ciblées dans notre étude : la région ITS (ou espaceur interne transcrit transcrit) de l’ADN nucléaire (White et al., 1990); une région du  gène nucléaire BGP codant la beta-galactosidae (Breitkopf et al., 2014) ; et une région d’ADN chloroplastique, l’espaceur intergénique psbA-trnH (Taberlet et al., 1991) ; (3) Tous les amplifiats positifs obtenus ont été purifiés et séquencés dans les deux sens par la méthode Sanger (Macrogen Inc., Amsterdam). A l’issue de ces étapes, nous avons obtenu 37 nouvelles séquences d’ITS, 22 de BGP et 43 pour la région psbA-trnH (Annexe 1). Ainsi le taux de succès du séquençage a été relativement bon pour les régions ITS (~70%) et psbA-trnH (~90%), et plutôt faible pour la région BGP (~40%). Ces différences de performances, déjà rencontrées et commentées par Privet (2016), peuvent être dues à différentes causes techniques (qualité des échantillons et des ADN, conditions des PCR, contaminations) et/ou biologiques (existence d’un polymorphisme intra-génomique des séquences cibles, …). Dans tous les cas des solutions existent, mais leur mise au point et mise en œuvre nécessiteraient plus de temps et le passage à des techniques plus lourdes (clonage par exemple). Toutefois, le nombre de séquences obtenues est suffisamment représentatif des populations « tardives » pour avoir un aperçu de leur position et relations de parenté au sein de la diversité des Ophrys du PCV.
Par la suite, les trois jeux de séquences obtenus ont été chacun comparés par des analyses phylogénétiques aux séquences des régions correspondantes disponibles (ITS, BGP, pspA-trrnH) (i) dans les banques de gènes publiques pour servir de références (issues notamment des travaux de Devey et al., 2008 et Breitkopf et al., 2014), et (ii) dans notre laboratoire pour les populations « précoces » du PCV (issues du travail de Kaïna Privet en 2016). La liste complète des échantillons et séquences analysés est donnée en Annexe 2. Les jeux de données pour chaque région ADN ont ensuite fait l’objet de deux méthodes d’analyses phylogénétiques, la méthode du maximum de vraisemblance (ML) et celle du maximum de parcimonie (MP), à l’aide du logiciel Mega 7 et X (Tamura et al., 2013 ; Kumar et al., 2018). Dans chaque analyse, des Ophrys du clade « insectifera » (sensu Devey et al., 2008) ont été utilisés comme outgroup.
RESULTATS 
Apports de la phylogénie des ITS.

Les séquences ITS obtenues pour les 37 individus d’Ophrys « tardifs » se sont révélées majoritairement identiques, à l’exception de 2 individus à très faible divergence (moins de 0,2%) par rapport aux autres 

Une analyse phylogénétique utilisant la méthode du maximum de parcimonie a été menée sur un jeu de 82 séquences ITS représentatives de la diversité des Ophrys déterminés ou indéterminés du Poitou-Charentes et de la Vendée (PCV). Ce jeu de données inclue 35 séquences d’échantillons d’Ophrys à floraison précoce issus d’une précédente étude (Privet, 2016), 37 d’Ophrys à floraison tardive obtenues au cours de la présente étude, et 10 d’échantillons de référence provenant de la littérature. 
Un des 7 arbres les plus parcimonieux obtenus est présenté Figure 1. Bien que le taux de divergence des ITS soit faible dans le genre Ophrys, et que les valeurs de bootstrap soient relativement modérées, on retrouve bien dans cet arbre les principaux groupes mis en évidence par Devey et al. (2008), « insectifera », « apifera », « sphegodes » et « fuciflora ». 
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Figure 1 : Phylogénie de 72 individus représentatifs de la diversité des Ophrys (déterminés et indéterminés) du Poitou-Charentes et de la Vendée (PCV) basée sur l’analyse des séquences de l’espaceur interne transcrit (ITS) de l’ADN nucléaire ribosomique par la méthode du maximum de parcimonie. Un des 7 arbres les plus parcimonieux est présenté (Indices de cohérence des données : CI = 0,91 ; RI = ). L’analyse inclue 10 échantillons supplémentaires comme références taxonomiques provenant de la littérature (en noir), 35 échantillons d’Ophrys à floraison précoce (en rouge) issus d’une précédente étude (Privet, 2016) et 37 d’Ophrys à floraison précoce (en bleu). Les nombres de changements de nucléotides sont représentés sous les branches. Les branches soutenues par des valeurs de bootstrap (1000 réplicats) supérieures à 60% sont épaissies en gras. Les principaux groupes taxonomiques sont nommés (O. sphegodes syn O. aranifera, O. fuciflora, O. apifera et O. insectifera) selon Devey et al. (2008). Les individus indéterminés sont étiquetés par des codes de références (voir Annexe 1). 

Comme cela a été vu précédemment dans l’étude de Privet (2016), les individus de référence et la totalité des individus « précoces » échantillonnés à Maumont, Beau Peu, La Grange, Oléron, Kervegan (Morbihan), se rapportant O. sphegodes (syn O. aranifera, Arf), O. araneola (Ara), O. passionis (Pass), ainsi que la quasi-totalité des individus « précoces » indéterminés (Ind) de Saint-Loup (SL), des Olonnes (OL), Meschers (ME), la Tresson (LT), des Quatre Vents (L4V) et des Sableaux (Sab), se rattachent au groupe « sphegodes » (ou groupe G) de Devey et al. (2008). Seule la population de Saint-Loup s’est montrée hétérogène. Un individu (SL2) présente un changement nucléotidique par rapport aux autres au sein du groupe « sphegodes », tandis qu’un autre individu (SL9) diverge des autres par trois substitutions nucléotidiques et se positionne clairement dans un autre clade, celui des « fuciflora » ou groupe H de Devey et al. (2008). 
Pour ce qui est des nouveaux individus à floraison « tardive » du PCV se rapportant aux espèces O. scolopax, O. fuciflora et O. aegirtica, ils se positionnent sans exception, et quel que soit leur population d’origine, au sein du groupe « fuciflora » avec des individus de référence O. garganica et O. aegirtica. Ainsi, les individus taxonomiquement identifiés à (i) O. scolopax (SC) de Bois Redon (1, 2), Sud 16 (3, 4), Marsac (5) et Rouillac (6), (ii) O. fuciflora de Moque-Souris (FM), Fond Garnier (FG) et Bollenberg (FB), et à (iii) O. aegirtica de Montégut-Lauragais (AM), Saint-Gauderic (AS), Saint-Félix-Lauragais (AL) et Revel (AR), montrent une très grande homogénéité de leurs séquences ITS malgré leur différenciation morphologique.

Par ailleurs, l’échantillon identifié à Ophrys apifera qui se développe en sympatrie avec une population d’Ophrys passionis à Kervegan (dans le Morbihan), se retrouve bien dans le clade « apifera ».  
Apport de la phylogénie de la région chloroplastique psbA-trnH
Les séquences psbA-trnH ont été obtenues pour 43 individus d’Ophrys « tardifs » : 22 d’O. fuciflora , 6 d’O. scolopax, 15 d’O. aegirtica. Bien que les séquences chloroplastiques soient peu variables, on peut toutefois noter qu’elles présentent un taux de divergence relativement plus élevé que les ITSs, variant de 0 à 1% (avec une moyenne globale de ~0,4%) (Annexe 2). Cette variation se retrouve autant entre les individus de populations d’origines diverses à l’intérieur de chaque espèce qu’entre individus d’une même population. De plus, cette variation entre les séquences s’exprime par des substitutions de nucléotides mais également par des insertions ou délétions d’une à plusieurs paires de bases nucléotidiques (appelées « indels ») dont certaines peuvent avoir un intérêt phylogénétique puisqu’elles sont partagées par plusieurs individus (Figure 2). Afin de prendre en compte les informations apportées par les indels (en plus des substitutions), ils ont été codés en tant que caractères supplémentaires en présence/absence dans l’alignement des séquences. 

[image: image3]
Figure 2 : Séquences de la région chloroplastiques psbA-trnH. Les insertions-délétions potentiellement informatives pour la phylogénie des Ophrys sont entourées en jaune.

Ainsi, l’analyse phylogénétique par la méthode du maximum de parcimonie a été réalisée sur un jeu de 104 séquences de la région pspA-trnH représentatives de la diversité des Ophrys déterminés et indéterminés du PCV comprenant : 27 séquences d’échantillons d’Ophrys à floraison précoce issus de l’étude précédente de Kaïna Privet (2016), 43 d’Ophrys à floraison tardive obtenues au cours de la présente étude, et 34 d’échantillons de référence provenant de la littérature. Un des 8 arbres les plus parcimonieux obtenus est présenté Figure 3. Bien que de façon globale la topologie de cet arbre reste insuffisamment résolue et soutenue par les valeurs de bootstrap, il n’en demeure pas moins que la région psbA-trnH recèle quelques caractères phylogénétiquement informatifs (substitutions et indels) permettant de distinguer au moins quatre lignées d’haplotypes chloroplastiques différents dans les populations d’Ophrys du PCV (nommés ici haplotypes I, II, III et IV ; Figure 3). 
Ainsi, en accord avec les résultats précédents de Privet (2016), une bonne partie des individus d’Ophrys « précoces » (15) du groupe « sphegodes » délimité par les ITS (Figure 1) présentent une séquence chloroplastique similaire se rapportant à l’haplotype I. C’est le cas des individus : d’O. passionis de Kervegan (Ker2,4,6) ; d’Ophrys indéterminés de Saint-Loup (SL1,3), des Olonnes (OL2,6,8,YW1,Para2), de la Tresson (LT), des Quatre Vents (L4V), des Sableaux (Sab) ; d’O. sphegodes (syn O. aranifera) des Sableaux (Sab2), Champclou (Ch2), la Tresson (LT3) et des Quatre Vents (L4V2) ; et d’O. araneola de Chenac(Ara5). 
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Figure 3 : Phylogénie de 70 individus représentatifs de la diversité des Ophrys (déterminés et indéterminés) du Poitou-Charentes et de la Vendée (PCV) basée sur l’analyse des séquences de l’espaceur intergénique psbA-trnH de l’ADN chloroplastique par la méthode du maximum de parcimonie. Un des 8 arbres les plus parcimonieux est présenté (Indices de cohérence des données : CI = 0,53 ; RI = 0,91). L’analyse inclue 34 échantillons supplémentaires comme références taxonomiques provenant de la littérature (en noir), 27 échantillons d’Ophrys à floraison précoce (en rouge) issus d’une précédente étude (Privet, 2016) et 43 d’Ophrys à floraison tardive (en bleu). La liste des individus et leurs origines sont données dans l’annexe1). Les nombres de changements de nucléotides sont représentés sous les branches. Les indels ont été codés en présence/absences en tant que caractères supplémentaires aux substitutions. Les principaux groupes taxonomiques (« sphegodes », « fuciflora », « apifera ») et les taxons morphologiques sont indiqués sur la figure suivant Devey et al. (2008). Les 4 lignées haplotypiques sont notées en chiffres romains.
A ce groupe se rattachent également 23 individus de populations d’Ophrys « tardifs », présentant le même haplotype ou un variant qui s’en différencie par un ou deux caractères. Ces individus correspondent aux : O. fuciflora de Moque-Souris (FM1,3,4), Fond Garnier (FG1,4,9), Bollenberg (FB1 à 10) ; O. scolopax de Sud 16 (SC4) et Marsac (SC5) et aux O. aegirtica de Saint-Gauderic (AS1,3,5,6).
Un autre groupe de séquences psbA-trnH, divergentes les unes des autres par 0 à 3 caractères, se rapportant à 16 individus d’Ophrys « tardifs », forment, avec celles des O. sphegodes « précoces » de Beau Peu (Arf1,2,3,5), un ensemble des variants de l’haplotype II. Les individus des populations d’Ophrys « tardifs » caractérisés par cet haplotype sont ceux : d’O. aegirtica de Montégut-Lauragais (AM1,2), Saint-Gauderic (AS2,4), Saint-Félix-Lauragais (AL1,2) et Revel (AR3,4,5) ; d’O. scolopax de Bois Redon SC1,2), Sud 16 (SC3), Marsac (SC6) ; et d’O. fuciflora de Moque-Souris (FM5,7,9). Les séquences psbA-trnH des Ophrys de référence, O. oxyrhynchos et O. biscutella, ne divergent que par un caractère de l’haplotype II. Il est de plus intéressant de noter que les haplotypes I et II se rattachent à un même grand clade, avec d’autre séquences de référence (provenant d’O. apulica, O. sphegodes, O. averonensis, O. philippei), qui suggèrerait leur origine commune, si toutefois la relation était confirmée par d’autres résultats.
Le troisième haplotype (III) est partagé par plusieurs individus de référence (identifiés à O. drumana, O. garganica, O. ammosa, O. bornmuelleri, O. bremifera, O. apifera) et les individus représentant les Ophrys « précoces » de Meschers (ME1,3,4,5), des Olonnes (OL4) et des Olonnes Fief Mélin (OFM3). Ces derniers présentent une séquence similaire et se différencient nettement des références par deux caractères partagés.
Le quatrième haplotype (IV) apparait quant à lui partagé par des individus « tardifs » d’O. aegirtica de Revel (AR1,2) et d’O. fuciflora de Fond Garnier (FG2,5), un individu « précoce » d’O. passionis d’Oléron-les-courants (OC2), et un individu d’O. apifera de Kervegan (Morbihan) qui présente une séquence similaire à celles d’O. aegirtica de Revel (AR1,2).
Les séquences du gène nucléaire BGP
Seules 22 séquences ont été obtenues pour la région BGP, dont 12 sont partiellement tronquées. A la suite des travaux de Breitkopf et al. (2014) et des tentatives précédentes de Privet (2016), il apparait clair que ce gène est très probablement dupliqué dans les génomes d’Ophrys et est donc difficile à obtenir par séquençage direct. Il est évident que seul le clonage devrait permettre d’exploiter cette région pour la phylogénie de ce complexe. Compte tenu du nombre réduit de séquences obtenues, leur analyse sera réalisée ultérieurement.

EN CONCLUSION :
Ainsi, l’extension de notre échantillonnage pour couvrir plus largement la diversité des populations naturelles des Ophrys « précoces » et « tardifs » du PCV permet de faire ressortir les conclusions générales suivantes :
1/ L’analyse des séquences ITS permet une distinction taxonomique des populations « précoces » et « tardives » d’Ophrys du PCV : les premières (à l’exception d’un individu de Saint Loup) se rattachent clairement au groupe « sphegodes » ou groupe G de Devey et al. (complexe « O. sphegodes syn O. aranifera - O. araneola - O. passionis ») ; les secondes au groupe « fuciflora » ou groupe H de Devey et al. (complexe « O. fuciflora - O. scolopax - O. aegirtica »). Toutefois la forte identité des séquences ITS ne permet pas une identification taxonomique plus précise à l’intérieur de chacun des groupes « sphegodes » et « fuciflora ». Cette configuration suggère que le décalage de la période de floraison serait étroitement lié à la divergence de ces deux groupes de populations à partir d’un pool ancestral commun.
 2/ L’analyse des séquences chloroplastiques de la région psbA-trnH a permis de mettre en évidence différentes lignées haplotypiques dans les populations d’Ophrys « précoces » et « tardives » du PCV. Cette diversité des haplotypes chloroplastiques se retrouve au sein : (i) de chaque groupe taxonomique « sphegodes » (haplotypes I, II, III et IV) et « fuciflora » (haplotypes I, III et IV) ; (ii) au sein des différents taxons morphologiques, O. sphegodes (haplotypes I, II, III), O. passionis (haplotypes I, IV), O. fuciflora (haplotypes I, II, IV), O. scolopax (haplotypes I, II), O. aegirtica (haplotypes I, II, IV) ; et (iii) au sein même de la plupart des populations échantillonnées du groupe « fuciflora ». Ainsi ces résultats révèlent une origine multiple des génomes chloroplastiques (à hérédité maternelle) chez les populations d’Ophrys du PCV, confirme l’importance considérable des hybridations et la quasi-absence de barrières génétiques entre ces populations, indépendamment de leur traitement taxonomique, au sein du grand complexe « sphegodes/fuciflora » dont les relations s’étendent jusqu’au groupe « apifera ». 
Bien que l’utilisation de séquences ITS et psbA-trnH n’ait pas permis une identification taxonomique plus précise à l’intérieur de chacun des groupes « sphegodes » et « fuciflora », les séquences chloroplastiques apportent des éclairages évolutifs nouveaux permettant de différencier quelques groupes selon leur haplotype (ou origine) maternel.
Ainsi, nous avons pu observer une différenciation nette pour les populations « précoces » (à l’exception d’un individu de Saint Loup, probablement mal identifié) du groupe « sphegodes » (ou complexe « O. sphegodes syn O. aranifera - O. araneola - O. passionis »): 
(i) entre deux groupes d’individus identifiés à O. aranifera, le groupe O. sphegodes-I (originaires des Sableaux Sab2, Champclou Ch2, la Tresson LT3, Quatre Vents L4V2) et le groupe O. sphegodes-II (de Beau Peu, Arf1,2,3,5); 
(ii) entre les O. passionis-I (de Kervegan, Ker2,4,6)  et les  O. passionis-IV (Oléron-les-courants,OC2) montrant une proximité maternelle avec O. apifera de Kervegan (Morbhan) ; 
(iii) entre, d’un côté les Ophrys indéterminés de Saint-Loup (SL1,3), des Olonnes (OL2,6,8,YW1,Para2), de la Tresson (LT), des Quatre Vents (L4V) et des Sableaux (Sab), et de l’autre, les Ophrys indéterminés de Meschers (ME1,3,4,5), des Olonnes (OL4), des Olonnes Fief Mélin (OFM3), que l’on peut provisoirement désigner groupes O. sphegodes-I et O. sphegodes-II, respectivement. 
Pour ce qui est des populations « tardives », qui se rattachent au groupe « fuciflora » (ou complexe « O. fuciflora - O. scolopax - O. aegirtica »), nous avons pu observer une différenciation intra-population 

(i) chez O. fuciflora, entre groupes d’individus : de Moque-Souris-I (FM1,3,4) et Moque-Souris-I d’O. fuciflora de Moque-Souris-II (FM5,7,9) ; de Fond Garnier-I (FG1,4,9) et Fond Garnier-IV (FG2,5), ce dernier montrant une proximité maternelle avec les O. apifera de Kervegan (Morbhan) et les O. passionis-IV (d’Oléron-les-courants,OC2);
(ii) chez O. scolopax, entre les individus : de Sud 16-I (SC4) et de Sud 16-II (SC3) ; de Marsac-I (SC5) et Marsac-II (SC6) ; 
(iii) et chez O. aegirtica, entre les individus : de Saint-Gauderic-I (AS1,3,5,6) et Saint-Gauderic-II (AS2,4) ; de Revel-II (AR3,4,5) et Revel-IV (AR1,2).
Il faudrait toutefois noter ici qu’il est très probable que ces résultats ne révèlent qu’une partie de la diversité génétique inter- et intra-population compte tenu des limites de notre échantillonnage et de la nature des régions génomiques analysées. Cependant, ces résultats fournissent déjà des informations nouvelles intéressantes sur la connaissance de la diversité des Ophrys en général et des Ophrys du Poitou-Charentes et de Vendée en particulier, et constituent une bonne base pour une évaluation génétique plus poussée en utilisant des marqueurs plus polymorphes couvrant l’ensemble du génome  et les nouvelles technologies d’analyse moléculaire génératrices de données en masse. 
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