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1 Uvod

vees

420 miliont let do minulosti (Field et al. 2015, Zhang & Zhou 2021). Tiida Lycopodiopsida
zahrnuje 1338 druht rostlin. Jednim z vyznamnych rodi homosporickych plavuni je pravé rod
Lycopodium ktery zahrnuje aktualné 15 druhd rostlin (PPG I 2016), z nichz se v Evropé
vyskytuji dva: L. annotinum L. a L. clavatum. L. Pro kazdy z téchto druht jsou rozliSovany
dva poddruhy, pro druh L. annotinum se jedna o poddruhy L. annotinum subsp. annotinum
a L. annotinum subsp. alpestre (Hartm.) A. Love & D. Love, pro druh L. clavatum pak

o L. clavatum subsp. clavatum a L. clavatum subsp. monostachyon (Hook. & Grev.) Sel.

Z taxonomického hlediska je problematické, ze u evropskych druh plavuni neexistuje
jednoznacna koncepce v hodnoceni taxonomické urovng. V literatufe je tak mozné setkat se
jak s hodnocenim na poddruhové, tak i na druhové urovni. Lycopodium annotinum
subsp. annotinum je pak také znamé jako L. dubium Zoéga (Phillip 1978) a L. clavatum
subsp. monostachyon jako L. lagopus (Laest. ex C. Hartm.) G. Zinserl. ex Kuzen (Rumsey
2007, Szczesniak et al. 2023). Mozné je vSak setkat se i s konceptem variet: L. clavatum
var. monostachyon Hook. & Grev. (Robinson 1901, Fernald & Bissell 1910) a L. annotinum
var. alpestre (Hans 1916, Leopold 1956). PresvédCivé argumenty, které by taxonomické

vztahy u evropskych plavuni fesily, vsak stale chybi.

Taxony v ramci zkoumanych druhti plavuni se mohly v prubéhu evoluce oddélit naptiklad
mutaci genomu, ¢i polyploidizaci, coz je proces predstavujici multiplikaci genomu v prabéhu
evoluce (Grant 1981, Soltis et al. 2004) Siroce se vyskytujici u kapradin (Chao et al. 2012,
Wang et al. 2020, Chen et al. 2023) a krytosemennych rostlin (Leitch et al. 1997, Soltis et al.
2009, Wu et al. 2020). U homosporickych plavuni vSak zistava rozsah téchto mechanismt
pouze omezen¢ znamy. Na tuto moznou teorii speciace (genomové multiplikace) ukazuje
napiiklad prace Takamiya & Tanaka (1982), kdy byly v Japonsku objeveny v ramci druhu
L. clavatum rizné ploidni urovné — kromeé diploidnich rostlin (2n=68), byly popsany

1 triploidni (2n=102) a tetraploidni rostliny (2n=136) (Takamiya & Tanaka 1982).

Dosud udévana chromozomova ¢isla plavuni z Evropy vSak naznacuji vyskyt pouze
diploidnich rostlin (Love & Love 1966, Teppner 1979, Qllgaard 1987). Podle japonskych
autoru Ize rostliny s riznou ploidii rozlisit morfologicky na zakladé délky stopky strobilu

(Takamiya & Tanaka 1982, Takamiya 1989).



V navazujici praci polskych kolegii byly sice popsany rostliny s rozdilnou délkou stopky
strobilu, vSechny zkoumané rostliny se vSak ukazaly jako diploidni. Korelace délky stopky
a znasobeni chromozomové sadky se tedy experimentalné nepotvrdila (Sliwinska-

Wyrzychowska et al. 2017). Studie se vSak omezovala pouze na dvé lokality v jiznim Polsku.

V ramci poddruhti jednotlivych druhti evropskych plavuni v§ak nalezneme i jiné morfologické
rozdily. Lycopodium annotinum subsp. annotinum se oproti L. annotinum subsp. alpestre
vyznacuje zejména kvantitativnimi znaky jako napfiklad delSimi mikrofyly a strobily.
Morfologickeé rozdily u subspecii L. clavatum jsou pak jesté napadnéjsi. Lycopodium clavatum
subsp. clavatum ma kromé vétsiho vzrastu také typicky rozvétvenou stopku strobilu, ktera
nese dva vytrusné klasy, oproti tomu L. clavatum subsp. monostachyon mé nevétvenou stopku
strobilu nesouci jediny vytrusny klas. Zatimco nominatni taxony se vyskytuji témer v celé
Evropé, subspecie monostachyon a alpestre nalezneme piredev§im v severni Skandinavii
(Tribsch & Schonswetter 1999, Kukkonen 2000, Tribsch 2000, Szczesniak et al. 2023).
Studované druhy navic vykazuji morfologickou variabilitu napfi¢ poddruhy a neni jasné
do jaké miry jsou morfologické rozdily v ramci jednotlivych poddruhti podminény geneticky,

¢i jsou ovlivnény prostfedim, ve kterém se vyskytuji.

Predkladana prace si tak klade za cil popsat rozdily mezi jednotlivymi taxony na cytologické,

molekularni a morfologické urovni, a to se zaméfenim na evropské populace.

2 Literarni resSerse

2.1 Plavunovité rostliny (Lycopodiopsida)

Plavuniovité rostliny jsou rané diverzifikovanou skupinou s fosilnim zaznamem datujicim se
az do doby pied 420 miliony let, coz z nich tvoii jednu z nejstarSich linii cévnatych rostlin
vubec (Field et al. 2015, Zhang & Zhou 2021). V obdobi devonu a karbonu pak dominovaly
celosvétové flore jak svou diverzitou , tak velikosti prytu. V nésledujicich obdobich vSak byly
nahrazeny dal§imi skupinami rostlin jako jsou kapradiny, nahosemenné a krytosemenné
rostliny. V dnesni dobé jiz tvoii méné nez 1 % svétové flory (Field et al. 2015). Tézisteé jejich
vyskytu je v tropech, rozSifeny jsou vSak na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy

(Zhang & Zhou 2021). Diverzitu dnesnich plavuni tvofi tii monofyletické fady: Lycopodiales
(338 druht v 16 rodech), Isoétales (250 druhti) a Selaginellales (700 druhti) (PPG 12016).



2.2 Evropské plavuné rodu Lycopodium a Spinulum

Evropské plavuné spadaji do fadu Lycopodiales a cCeledi Lycopodiaceae, podceledi
Lycopodioideae, ktera zahrnuje 9 rodG: Austrolycopodium Holub, Dendrolycopodium
A. Haines, Diphasiastrum Holub, Diphasium C. Presl ex Rothm., Lycopodiastrum Holub ex
R. D. Dixit, Lycopodium, Pseudodiphasium Holub, Pseudolycopodium Holub a Spinulum
A. Haines (PPG I 2016). Podle nové klasifikace PPG I (Pteridophyte Phylogeny Group) se
studované druhy fadi kazdy do jiného rodu a to Lycopodium (L. clavatum) a Spinulum

(L. annotinum).

Plavuné rodu Lycopodium a Spinulum jsou suchozemské rostliny, tvofici az ne€kolik metru
dlouhé plazivé pryty, které se pseudomonopodialné vétvi a zakoteniuji do substratu. Postranni
vétve jsou vystoupavé se spiralovité usporadanymi mikrofyly. Mikrofyly maji plavuné
dimorfické — zatimco zelené trofofyly jsou kopinaté se zvinénym az zubatym okrajem listu,
nezelené sporofyly, v jejichz pazdi vyrasta vytrusnice, jsou Siroce kopinaté az Siroce vejcité
s napadnym blanitym okrajem. Plavuné tvoii vytrusné klasy, které jsou u rodu Lycopodium
typicky na stopkach, u rodu Spinulum pak nasedaji rovnou na olisténou ¢ast prytu. Vytrusy
jsou triletni, maji charakteristickou ornamentaci a kli¢i po dvou a vice letech (Szcze$niak et
al. 2023). Gametofyt je podzemni, dlouhoveéky a mykoheterotrofni (Kubat 1988, Kukkonen
2000, Zhang & Iwatsuki 2013, Kaplan et al. 2019, Szczg$niak et al. 2023).

Vroce 2003 (Haines 2003) byly pfefazeny tifi druhy (L. annotinum, L. canadense
a L. subarcticum) z rodu Lycopodium do nové vzniklého rodu Spinulum. Doslo tak podle
podobné logiky, jakou byl piefazen rod Diphasiastrum z pavodniho rodu Lycopodium (Holub
1975, Wagner 1992), kdy maji morfologicky odlisné druhy stejnou taxonomickou uroven
napii¢ systémem plavuni (PPG I 2016, Zhang & Zhou 2021, Szcze$niak et al. 2023).
Morfologickeé rysy nového rodu Spinulum byly ptevzaty z publikace Oligaard (1987), kde byly

pouzity pro sekci annotinum v ramci rodu Lycopodium (Tab. 1).

Mezi rody existuji 1 genetické rozdily, které potvrzuji molekularni analyzy (Wilkstom &
Kenrick 2001, Chen et al. 2021, Herrera et al. 2022). Chen et al. (2021) pak popisuje rod
Lycopodium a Spinulum jako dobfe odliSené sesterské klady. DalSim z argumenti je
pravdépodobna geneticka bariéra, ktera zabranuje hybridizaci rodt Lycopodium a Spinulum,

zatimco v ramci znamych taxonu rodu Spinulum se hybridi vyskytuji (Szczgsniak et al. 2023).



V Ceské botanické nomenklatute nebyla rodova zména doposud piijata (Danihelka et al. 2012,
Kaplan et al. 2019, Kaplan et al. 2019b) a v ramci této diplomové prace bude druh S.

annotinum v souladu se stavajicim vymezenim oznacovan jako L. annotinum.

Tab. 1: Morfologické rozdily mezi rody Lycopodium a Spinulum podle @llgaard (1987). Nakresy mikrofylhi a
vytrusnych klasi pochazeji z publikace Kaplan et al. (2019), fotografie spor pochazeji z publikace
Chen et al. (2021).
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2.2.1 Lycopodium annotinum

Lycopodium annotinum je suchozemska viceleta rostlina s az dva metry dlouhymi plazivymi
pryty. Stonek je cca 1,5 mm Siroky. Bo¢ni vétve jsou vzpiimené, nevétvené ¢i slabé vétvené
6-30 cm dlouhé. Mikrofyly jsou Carkovité kopinaté, 2,5-10 mm dlouhé, az 1,5 mm Siroké, se
zvlnénym okrajem, na kterém se mohou vyskytovat zoubky. Postaveni mikrofyli je
vzptimené, rovnovazne odstalé, ¢i nazpét ohnuté. Mikrofyly prisedaji na lodyhu fidce a l1ze ji
vidét. Mladé mikrofyly mohou mit na konci chlup, ktery v§ak brzy odpada. Vytrusné klasy
jsou jednotlivé, 0,5-4 cm dlouhé a nemaji stopku (Kubat 1988, Kukkonen 2000, Zhang
& Iwatsuki 2013, Kaplan et al. 2019).



Lycopodium annotinum

Obr. 1: Mapa rozsiteni druhu Lycopodium annotinum, pievzato z publikace Hultén & Fries (1986).

Druh se vykytuje téméf po celé severni polokouli (Obr. 1). Rozsifen je od nizin po horské
oblasti. V jiznich oblastech je pak jeho vyskyt soustfedén do hor. Lycopodium annotinum se
v mirném pasmu vyskytuje predevsim v podhorskych a horskych oblastech, v acidofilnich
horskych a podhorskych jehli¢natych lesich (vzacné i listnatych), na raselinistich, v udoli
potoku a dnech rokli piskovcovych a skalnich mést (Kubat 1988, Kukkonen 2000, Kaplan et
al. 2019).

V Evropé se vramci druhu L. annotinum vyskytuji dva morfologicky odlisné poddruhy
(Tab. 2). Lycopodium annotinum subsp. annotinum (Obr. 2a a 2b) a L. annotinum subsp.
alpestre (Obr. 2c a 2d). Druhy ze zminénych poddruht se vyskytuje pouze v cirkum-polarni
oblasti. V niz§ich zemépisnych S§itkach byl pak poddruh L. annotinum subsp. alpestre
zaznamenan z vysokohorskych oblasti, naptiklad z Alp, pozdé€ji vSak byl jeho vyskyt
vyvracen. (Kukkonen 2000, Tribsch 2000).
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Obr. 2: Nakresy a vyskyt poddruhii Lycopodium annotinum ve Skandinavii. 2a: Nakres rostliny L. annotinum
subsp. annotinum. 2b: Mapka rozsifeni L. annotinum subsp. annotinum ve Skandindvii. 2c: Mapka rozsifeni
L. annotinum subsp. alpestre ve Skandinavii. 2d: Ndkres rostliny L. annotinum subsp. alpestre. Pievzato
z publikace Kukkonen (2000).

Ceska literatura se pak vénuje pouze poddruhu L. annotinum subsp. annotinum z divodu, Ze
vyskyt severského poddruhu L. annotinum subsp. alpestre se na naSem uzemi nepiedpoklada.



Tab. 2: Hodnoty morfologickych znakii Lycopodium annotinum subsp. annotinum a L. annotinum subsp. alpestre. Udaje v tabulce jsou syntézou hodnot publikovanych
v Kubat (1988), Kukkonen (2000), Tribsch (2000), Fisher et al. (2008).
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2.2.2 Lycopodium clavatum

Lycopodium clavatum je suchozemska viceleta rostlina s az vice nez metr dlouhymi plazivymi
pryty. Stonek je 1,5-2,5 mm Siroky. Bo¢ni vétve jsou 3-30 cm dlouhé, vystoupavé az
vzptimené, vétvené. Mikrofyly jsou Carkovité kopinaté, (2,5)3—5 mm dlouhé, s celokrajnym
az zoubkatym okrajem. Na Spic¢ce mikrofylt se nachazi charakteristicky 1,5-4 mm dlouhy bily
chlup. Mikrofyly jsou vzhtiru ohnuté, pritisklé az odstavajici. Mikrofyly pfisedaji na bocnich
vétvich husté a nelze proto vidét stonek. Vytrusné klasy 1-6(8) cm dlouhé nese
2-12(18) cm dlouha stopka. Na jedné stopce muze byt 1-4(5) strobila (Kubat 1988, Kukkonen
2000, Zhang & Iwatsuki 2013, Kaplan et al. 2019).

Druh se vyskytuje v mirném a chladném pasmu Evropy, Asie a Severni Ameriky (Obr. 3).
Lycopodium clavatum lze nalézt 1 v Africe a Jizni Americe. V subtropickych a tropickych
oblastech se vykytuje pouze v horach. V mimém pasmu se L. clavatum vyskytuje od
pahorkatin po horské oblasti. Preferuje otevienéjsi stanovisté jako jsou viesovisté, pastviny,
smilkové louky, dale acidofilni svétlé jehlicnaté (vzacné i listnaté) lesy, paseky a lada (Kubat

1988, Kukkonen 2000, Kaplan et al. 2019).

Lycopodium clavatum

[ subsp. clavatum

v
. . .
=
/subsn monostachyon Rl

Obr. 3: Mapa rozsiteni druhu Lycopodium clavatum, ptevzato z publikace Hultén & Fries (1986), doplnéno o
vyskyt subspecie monostachyon z publikaci Tribsch & Schonswetter (1999) a Rumsey (2007).



V Evropé se vramci druhu L. clavatum vyskytuji dva morfologicky odlisné poddruhy:
L. clavatum subsp. clavatum (Tab. 3, Obr. 4a) a L. clavatum subsp. monostachyon (Tab. 4,
Obr. 4d). Druhy zminény taxon se vyskytuje stejné jako L. annotinum subsp. alpestre
v cirkum-polarni oblasti. V severnich oblastech Skandinavie pak nahrazuje L. clavatum
subsp. clavatum (Obr. 4b a 4c). Vniz§ich zemépisnych Sitkach se vyskytuje
ve vysokohorském prostiedi, napt. v Alpach ¢i Karpatech (Tribsch & Schonswetter 1999,
Rumsey 2007, Szczesniak et al. 2023).

da 4e 4d

Obr. 4: Nakresy a vyskyt poddruhti Lycopodium clavatum ve Skandinavii. 4a: Nakres L. clavatum subsp.
clavatum. 4b: Mapka rozsiteni L. clavatum subsp. clavatum ve Skandinavii. 4c: Mapka rozsiteni L. clavatum
subsp. monostachyon ve Skandinavii. 4d: Nakres L. clavatum subsp. monostachyon. Pievzato z publikace
Kukkonen (2000).

Ceska literatura se pak vénuje pouze poddruhu L. clavatum subsp. clavatum z dtvodu, Ze se
vyskyt severského poddruhu L. clavatum subsp. monostachyon na naSem uGzemi
nepiedpokladal. V Kvéten& Ceské republiky z roku 1988 (Kubat et al. 1988) ale nalezneme
zminky o variabilité€ L. clavatum na naSem uzemi. Kubat (1988) popisuje rostliny s jedinym
stopkatym klasem jako varietu monodactylon Podp. (téz z nasi literatury uvadénou jako forma
monostachyum Desv.). Oproti tomu L. clavatum subsp. monostachyon popisuje Kubat (1988)
jako rostliny s prisedlym ¢i kratce stopkatym klasem. V nizSich polohach rostliny s kratce

stopkatym jedinym klasem nazyva jako varietu pseudo-annotinum A. et Gr.



Tab. 3: Hodnoty morfologickych znaki Lycopodium clavatum subsp. clavatum. Udaje v tabulce jsou syntézou hodnot publikovanych v Kubat (1988), Tribsch & Schonswetter
(1999), Kukkonen (2000), Rumsey (2007), Fisher et al. (2008). * mé&feno bez hyalinniho chlupu na Spicce mikrofylu.

délka ostaveni okraj ocet délka stopk il S
poddruh publikace . postavem . J POCE 1 délka strobilu | ©¢" 2 STOPKY postrannich | postrannich
mikrofylu | mikrofylu | mikrofylu | strobilu strobilu v “ .
vetvi vetvi
vzhiru .,
ohnuté az celokrajné,
Kubat 1988 | 3-5 mm .| nebojemné | (1)2-3(5) az 8 cm 2-18 cm
rovnovazné .
o zoubkaté
odstavajici
Tribsch & PN (30)70-100 % B
Schonswetter 4 1?1&161) >45° mikrofyla je | (1)2-3(7) | (1,5)2—6(8) cm (2)4 CL%(IS) (4)51;112(12)
1999 zubatych
iy Kukkonen 3-5 mm | odstavajici teme‘r , 2-4 (1,8)2,5-4,5(6) | (2,5)3-8(13) 15-30 cm 7-11 mm
clavatum 2000 celokrajny cm cm
ostavajici
Rumsey | 4 6+ mm | a2 vzhiru (12-3(5) (2,53-7(13)
2007 , cm
ohnuty
Fisher et al. vzhiru . . , (5)10-20(30)
2008 4-5 mm ohnuty jemné zubaty | (1)2-3(5) 3-6cm 5-10(18) cm om
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Tab. 4: Hodnoty morfologickych znakai Lycopodium clavatum subsp. monostachyon. Udaje v tabulce jsou syntézou hodnot publikovanych v Kubat (1988), Tribsch &
Schonswetter (1999), Kukkonen (2000), Rumsey (2007), Fisher et al. (2008). * méfeno bez hyalinniho chlupu na $pi¢ce mikrofylu.

délka ostaveni okraj ocet délka délka Sirka
poddruh publikace . PO - . J POCE | délka strobilu stopky postrannich | postranni
mikrofylu | mikrofylu | mikrofylu | strobilu strobilu VELvi ch vétvi
Tribsch & " 0-20(40) % 3
Schonswetter | > <45°  |mikrofylije| 12 | (0,5)1-25¢cm | 0-2(3)cm (213-5(0)
1999 zubatych

pritisklé, | celokrajny,

Kukkonen 2,5-3,5 mirné obfas mirng | 1 (2)

(D15335 [ O1349 | 3 0em | 57 mm

subsp. 2000 mm odstavajici | zoubkaty om om
monostachyon piitiskly,
Rumsey 2007 | 3-5* mm vzhiru 1(2) 0-1,2 cm
ohnuty
. pritisklé, | . . .
Fisheretal. | 5 o | vzhary | S3SOJEMOE | 1-2 em az2cm | 5-10(15) cm
2008 ohnuté zoubkaté
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2.2.3 Morfologicka plasticita plavuni

Morfologie plavunovitych rostlin nemusi byt podminéna pouze rozdilnym taxonomickym
hodnocenim zaloZenym na genetické diverzité, ale jejich morfologie muze byt spoluutvarena
i prostfedim (Beitel 1979). Mezi faktory prostredi ovliviiujici morfologii rostlin patii naptiklad
intenzita a délka trvani svétla, potazmo UV zareni, exponovanost stanovisté s ohledem na vitr,

mraz, snéhovou pokryvku, ale 1 samotné mikrostanovisté (Bliss 1962, Beitel 1979).

O morfologické plasticité se hovoii u riznych skupin homosporickych plavuni (Beitel 1979).
U vrancu (Huperzia) jsou rostliny ve vysSich nadmoiskych vyskach a na exponovanych
stanovisStich nizs§i, kompaktnéjsi, jejich mikrofyly jsou pfitisklejsi a barva spiSe do zluta
(Wagner & Beitel 1993, Kukkonen 2000, Aiken et al. 2007). Podobna tvrzeni se uvadéji
i u rodu Diphasiastrum (Beitel 1979, Kukkonen (2000) a Lycopodium (Beitel 1979).
Relevantni védecké prace podlozené daty vsSak u téchto rodu chybi a z plavunovitych rostlin
je nalezneme pouze u Sidlatek (/soétes), kdy bylo zjiSténo, ze vétSina vegetativnich organd je
vysoce plasticka a silné odrazi podminky prostiedi, ve kterém rostlina zije (Kott & Britton
1985, Cavalheiro-Filho et al. 2021). Prostfedi muze mit dale vliv i na reprodukéni strategie,
kdy u vranct (Huperzia) s ptibyvajici nadmoiskou vyskou stoupa pocet gem na jednotlivych

rostlinach a pfevlada vegetativni rozmnozovani (Gola 2008).

U studovanych druhti plavuni nalezneme rovnéz Sirokou plasticitu morfologickych znaki, coz
vnasi problémy do jejich taxonomie (Sliwinska-Wyrzychowska et al. 2017). Rostliny rostouci
v severni Skandinavii ve vy$Sich nadmoiskych vyskach jsou spise nizsi, maji svétlejsi barvu
a pritisklé mikrofyly, oproti tomu rostliny ze skandinavskych nizin jsou vétsi, zelenéjsi
a mikrofyly jsou spiSe odstalé. AvSak ob€ vySe popsané varianty rostlin je mozné nalézt na
1 stejnych stanovistich, a tak se predpoklada, ze morfologické rozdily jsou podminény
geneticky a jedna se o rozdilné poddruhy (Kukkonen 2000). Poddruhovy koncept vSak plné
nevysvétluje vyskyt, pfechodnych typi rostlin a neni tedy znamo, do jaké miry ma prostiedi
vliv na morfologii jednotlivych plavuni, pficemz relevantni eko-fyziologické studie testujici

morfologickou odpovéd’ rostlin na rozdilné podminky prostfedi chybi.
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2.2.4 Cytotypova variabilita zkoumanych druhu plavuni

U plavuni je pro haploidni pocet bézné udavano 34 chromozomd, pro diploidni (somaticky)
pocet tedy 68 chromozomu (Manton 1950, Love & Love 1966, Tsai & Shieh 1989). Zejména
ve starsi literatufe 1ze najit 1 jiné chromozomové pocty, naptiklad v Ehrenberg (1945) udava
somaticky chromozomovy pocet 66 pro L. annotinum a 58 pro L. clavatum. Hada¢ & Haskova
(1956) pak udavaji haploidni chromozomovy pocet pro L. annotinum 23-26. Je vSak mozné,

Ze se zde muZze jednat o nepfesné stanovené pocty.

Jiné pocty byly také odhaleny v Japonsku, kde byli nalezeni jedinci L. clavatum
s chromozomovym cislem nejenom 2n = 68 (diploidi), ale i 2n = 102 (triploidi) a 2n = 136
(tetraploidi) (Takamiya & Tanaka 1982). V praci Takamiya (1989) byl dataset rozsifen na 729
jedinct ze 172 lokalit (z pivodnich 121 jedinct (Takamiya & Tanaka 1982)), z nichz bylo 359
jedinca diploidnich (2n = 68), 172 jedinct triploidnich (2n = 102) a 189 jedinct tetraploidnich
(2n = 136). Razné chromozomové pocty (Obr. 5a) se projevily také na morfologii rostliny
(Takamiya & Tanaka 1982), kdy se vzrustajicim chromozomovym poctem se naméfena délka

stopky strobilu zkracovala (Obr. 5b).

V roce 2017 byl proveden obdobny vyzkum na dvou lokalitach v jiznim Polsku (Sliwinska-
Wyrzychowska et al. 2017). I pfes zna¢nou morfologickou variabilitu méfenych stopek
strobild mély vSechny analyzované rostliny pro 2n = 68 chromozomu (Tab. 5). Vazba délky

stopky na ploidii rostlin tedy nebyla potvrzena.
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Obr. 5a a 5b: Ruzné chromozomové pocty pro druh Lycopodium clavatum a jejich vliv na morfologii strobilu.
5a: Chromozomové pocty L. clavatum. A: 2n=68, B: 2n=102, C: n=136. 5b: Morfologické rozdily mezi jedinci
s riznym poc¢tem chromozomovych sadek, A: 2x, B: 3x, C: 4x. Pievzato z publikace Takamiya (1982).
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Tab. 5: Piehled chromozomovych ¢isel pro druhy Lycopodium annotinum a L. clavatum dostupnych v literatufe.
Haploidni, nebo diploidni chromozomové pocty jsou uvedeny podle toho, jak je uvadéla dand publikace
V ptipad¢, Ze byl chromozomovy pocet uddvan pro konkrétni poddruh, je dand subspecie uvedena ve sloupci
poddruh.

taxon n 2n | publikace poddruh
66 | Ehrenberg 1945 -
68 | Manton 1950 -
23-26 Hadac¢ & Haskova 1956 -

68 |Love & Love 1958 subsp. annotinum

68 |Love & Love 1958 subsp. alpestre
34 Sorsa 1961 -

L. annotinum

68 |Love & Love 1966 subsp. annotinum

68 |Love & Love 1966 subsp. alpestre
68 |Tsai & Shieh 1989 -

68 | Takamiya 1992 -
58 |Ehrenberg 1945 ;
68 | Manton 1950 .

34 Mehra & Verma 1957 -
68 | Love & Love 1958 subsp. monostachyon

34 Sorsa 1961 .

68 |Love & Love 1966 subsp. clavatum

68 | Love & Love 1966 subsp. monostachyon

L. clavatum

34 Teppner 1980 subsp. monostachyon
68 | Takamiya & Tanaka 1982 (Takamiya 1989) |-
102 | Takamiya & Tanaka 1982 (Takamiya 1989) |-
136 | Takamiya & Tanaka 1982 (Takamiya 1989) |-
34 Ollgaard 1987 subsp. clavatum
34 Tsai & Shieh 1989 -
68 | Sliwinska-Wyrzychowska et al. 2017 -
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3 Metodika
3.1 Sbér dat

Pro diplomovou praci bylo celkem vyuzito 191 vzorka ze 122 lokalit sesbiranych mezi lety
2014-2023. Pro druh L. annotinum bylo pouzito 92 vzorkd ze 77 lokalit (Obr. 6 a 7) a pro
druh L. clavatum 98 vzorku ze 64 lokalit (Obr. 6 a 8). NejCastéji se jedna o sbéry ze stfedni
a severni Evropy. Dalsi referencni sbéry pochazeji naptiklad z Velké Britanie, Kanady, Ruska,
Gruzie a Reunionu. Pouzité vzorky zahrnuji jak gradient zemépisné Sitky, tak nadmoiské
vysky a zahrnuji Sirokou Skalu biotopt, kde se plavuné zkoumanych bézné druht vyskytuji
(pfiloha 1). Vzorky byly sesbirdny Skolitelem, autorkou prace a fadou externich
spolupracovnika dodavajici vzorky do archivu FerDA (Fern and lycophyte genome databank
and silica archive), ktery se nachazi na katedfe botaniky PiF JU v Ceskych Bud&jovicich (Ekrt
& Vejvodova, nepubl.).
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Obr. 6: Mapa vzorku pouzitych v této diplomové praci s rozliSenim na druhy.
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Na jednotlivych lokalitach bylo odebrano 1-5 rostlin na populaci. Vzdalenost mezi
odebiranymi rostlinami byla podle velikosti populace a vegetativnich polykormont nékolik
metri. Pokud bylo mozno, byly sbirany rostliny s vice fertilnimi pryty. Sebrané rostliny byly
po sbéru oznadeny a uloZeny do herbate. Cast Zivé rostliny byla uloZena do silikagelu pro
analyzy prutokovym cytometrem a molekularni analyzy. U kazdé lokality sbéru byly

zaznamenany GPS soufadnice a nadmoiska vyska.

Herbarové polozky jsou ulozeny v herbaii katedry botaniky, Prirodovédeckeé fakulty JihoCeské
univerzity v Ceskych Bud&ovicich (CBFS). Vzorky v silikagelu jsou ulozeny archivu FerDA.

Veskeré skeny rostlin v této diplomové praci jsou potfizeny ve stejném méfitku.

Pro ucely prace byly jednotlivé poddruhy zkoumanych druhli urCeny na zakladé bézné
uzivanych morfologickych znakl (Tribsch & Schonswetter 1999, Kukkonen 2000, Tribsch
2000, Rumsey 2007). VSechny mapové vystupy byly vytvotreny v programu ArcGIS Pro 3.0.3
(ESRI).
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Obr. 7: Mapa vzorku Lycopodium annotinum pouzitych v této diplomové praci s rozliSenim na poddruhy a
vyzna¢enym triploidnim vzorkem, v¢etné piechodnych typi.
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Obr. 8: Mapa vzorku Lycopodium clavatum pouzitych v této diplomové praci s rozliSenim na variety a
poddruhy, v¢etn¢ prechodnych typu.

3.2 Prutokova cytometrie

Pro stanoveni velikosti genomu jednotlivych poddruhti byla pouZzita metoda prutokové
cytometrie. Analyzované vzorky pochazely nej¢astéji ze zivého materialu, dale z vysuSenych
vzorku v silikagelu a z herbarovych polozek. Pro praci byl pouzit protokol s Ottovymi pufry
(Otto 1990). Jako interni standardy byly pouzity Bellis perennis (2C = 3,38 pg; Schonswetter
et al. 2007) a Pisum sativum (2C = 9,09 pg; Dolezel et al. 1998).

V prvnim kroku byla izolovana bunécna jadra z mikrofyld. Do Petriho misky byl ptidan
vzorek (3—-5 mikrofyli) a zvoleny standard. Nasledné bylo pfidano 400 pl pufru Otto I
(0,IM kyselina citronova, 0,5% Tween-20; (Otto 1990)) a vzorek byl nasekan ziletkou
spolecné se standardem. Pro odstranéni zbytkové tkan€ byl vzorek prefiltrovan pres nylonovou
sitovinu (Uhelon) o velikosti ok 42 um. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan pii pokojové
teploté¢ po dobu 5 minut. Poté bylo pfidano 800 ul pufru Otto II (0,4M Na>HPO4 - 12H20)
s 2-merkaptoethanolem (2 mg/ml). Jako barvivo byl pouzit 4,6-diamidino-2-fenyldol
(4 ng/ml) znamy jako DAPI, ktery se vSak vaze pouze na AT baze, ¢i propidium jodid PI
(50 pg/ml) a RNaza (50 pg/ml), které barvi vSechny baze bez rozdilu. Po odstati byl vzorek

meéfen pomoci pratokového cytometru.
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Analyzy vzorkt barvenych DAPI probihaly pomoci pfistroje CyFlow Space (Sysmex-Partec)
s 365 nm UV-LED svételnym zdrojem. Intenzita fluorescence byla zaznamenéana pro 3000
castic. Pro vzorky barvené PI byl pouzit pristroj CyFlow Space (Sysmex-Partec) se zelenym
laserem (Cobolt Samba 532 nm, 100 mW) a zaznamenana fluorescence dosahovala
5000 castic. Vysledné histogramy byly vyhodnoceny v programu Flowing Software, verze
2.5.1 (Perttu Terho, University of Turku, freeware).

Pro cytometrické analyzy byly vytvoreny dva datasety: dataset vzorku, pro které byla méfena
relativni velikost genomu (barvivo DAPI) a dataset vzorkt, pro které byla méfena absolutni
velikost genomu (barvivo PI). Preferované bylo pouziti zivého materialu, v ptipadé, ze méteni
ze zivého materialu nebylo k dispozici bylo pouzito méfeni ze silikagelu, ¢i herbare. Pro oba
datasety byly vypocitané popisné statistiky v programu Statistica 14.0.0.15 (TIBCO
Software), v ptipad¢ datasetu s mefenou relativni velikosti genomu byla vypracovana popisna

statistika pro oba pouzivané standardy s jejich vzajemnym prepoctem dle interni kalibrace.

Data z obou datasetti byla vyhodnocena pomoci analyz variance s Tukeyho testem v programu
Statistica 14.0.0.15 (TIBCO Software). Otestovany tak byly rozdily ve velikosti genomu mezi
jednotlivymi poddruhy. Vypo&tem podle Smarda et al. 2008, pak bylo pro rostliny, na kterych
byla zméfena jak relativni tak absolutni velikost genomu, ziskano procentualni zastoupeni CG
bazi. Otestovan byl také vliv uchovani materialu pro cytometrickd méteni na kvalitu analyzy
taktéZ pomoci analyzy variance s Tukeyho testem rovnéz v programu Statistica 14.0.0.15

(TIBCO Software).

3.3 Molekularni metody

Pro molekularni analyzy bylo vybrano celkem 41 rostlin (10 rostlin na poddruh + triploidni
jedinec, Obr. 21). Vzorky byly vybrany tak, aby pokryvaly co nejsir§i geograficky gradient
dostupnych vzorka (Obr. 9). Se vzorkem L. clavatum var. borbonicum bylo v dob€ provedeni
molekularnich analyz pracovano jako s poddruhem L. clavatum subsp. clavatum a nachézi se

mezi analyzovanymi vzorky.
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Obr. 9: Mapa vzorku pouzitych pro molekularni analyzy s rozlienim na druhy.

3.3.1 Izolace DNA

DNA byla izolovana pomoci jednoduché NaOH izolace (Xin et al. 2003; modifikovano).
V prvnich fazich vyzkumu byly odebrany 1-3 mikrofyly pro nalezeni optimalniho mnozstvi
DNA ve vzorku. V pozd¢jsich fazich prace byly pouzivany 2 mikrofyly na vzorek, ke kterym
bylo pfidano 20 pl 0,5M NaOH. Odebrany material byl drcen pomoci homogenizatoru
a sterilniho pisku. Nasledné bylo pfidano opét 20 pl 0,5M NaOH a material podle potieby
drcen dalsi 1-2 minuty. Homogenizovany material by poté 2 minuty centrifugovan na 13 800
RPM. Vznikly supernatant byl ptfenesen do PCR stripu a fedén 100 mM roztokem Tris-HCI

v poméru 1:10. Vzorek byl nasledn€ uchovavan pii -20 °C.

3.3.2PCR

Ziskana DNA byla pouzita pro amplifikaci dvou chloroplastovych a jednoho jaderného
ribozomalniho Gseku za pomoci predem zvolenych primert (Tab. 6). V ptipadé chloroplastové
DNA se jednalo o useky psbA—trnH, trnl. a trnl—trnF. Pro amplifikaci useku psb A—trnH byly
pouzity primery psbA a trnH (Hamilton 1999). Primery pro amplifikaci useku frnl. a
trnL—trnF byly pouzity podle Taberlet et al. (1991). V ptipadé useku trnL se jednalo o primery

Tab. ¢ a Tab. d a u useku trnL—trnF o primery Tab. e a Tab. f. V pfipade ribozomalni jaderné
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DNA byl amplifikovan usek ITS (internal transcripted spacer). Usek byl amplifikovan jako
celek i po Castech ITS1 aITS2. Pro Cast ITS1 byla otestovana kombinace primera ITS—F (King
et al. 2001) a ITS2 (White et al. 1990). Pro usek ITS2 byly amplifikovany primery ITS3
a ITS4 (White et al. 1990). Pro cely spacer byly otestovany kombinace primert ITS-F (King
et al. 2001) a ITS4 (White et al. 1990), ITSIP (Gulyéas et al. 2005) a ITS4 (White et al. 1990),
ITS5 a ITS4 (White et al. 1990) a ITSI (Urbatsch et al. 2000) a ITS4 (White et al. 1990).

Tab. 6: Pouzité primery pro molekuldrni analyzy, jejich sekvence a publikace odkud pochazeji.

Nazev primeru | Sekvence primeru Publikace

psbA CGA AGC TCC ATC TAC AAA TGG Hamilton 1999
trnH ACT GCC TTG ATC CAC TTG GC Hamilton 1999
Tab. ¢ CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG Taberlet et al. 1991
Tab. d GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC Taberlet et al. 1991
Tab. e GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC Taberlet et al. 1991
Tab. f ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG Taberlet et al. 1991
ITS-F CTC CTT CCT CTA AAT GAT A King et al. 2001
ITSI GTC CAC TGA ACC TTA TCA TTT AG | Urbatsch et al. 2000
ITS1P CCG TAC CAT TTA GAG GAA GGA G | Gulyas et al. 2005
ITS2 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC White et al. 1990
ITS3 GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC White et al. 1990
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al. 1990
ITSS GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G | White et al. 1990

Pro jednu PCR reakci bylo pouzito 5 pul PP Master Mix (Top-Bio), dale 0,6 ul kazdého
primeru, 2,8 pul HoO a 1 pl izolované DNA (v pfipadé negativni kontroly 1 pl H20),

v celkovém objemu 10 pl. Pro kazdy usek byl zvolen vlastni program.

V ptipadé useku psbA—trnH probihala pocatecni denaturace 3 minuty pii 94 °C. Nasledovalo
50 cyklt, kdy na 30 vtefin dosahovala teplota 94 °C, 30 vtefin 50 °C a po 30 vtefin 72 °C.

Extenze na zavér programu probihala 10 minut pii teploté 72 °C.

U usecich trnL a trnl—trnF probihala reakce podle Testo et al. (2018). Pocatecni denaturace
probihala 3 minuty pfi teploté 94°C. Nasledovalo 50 cykld, kdy 20 vtefin dosahovala teplota
95 °C, 30 vtefin 45 °C a 4 minuty 52 °C. Zavérecna extenze probihala 7 minut.

U useku ITS probihala denaturace pii 94 °C 5 minut a nasledovalo 45 cykld, kdy 30 vtefin
dosahovala teplota 94 °C, 30 vtefin 53 °C a minutu 72 °C. Zavérecna extenze probihala

10 minut pii 72 °C.
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V ptipadé pouziti primeru ITSI byla reakce upravena podle Urbatsch et al. (2000), kdy
denaturace probihala pfi 94 °C pét minut, nasledovalo 30 vtefin pii 94 °C, jedna minuta pii

52 °C ajeden a pul minuty pfi 72 °C. Zavérecna extenze cyklu probihala 7 minut pii 72 °C.

3.3.3 Elektroforéza

Po provedené PCR bylo ovéfeno jeji spravné probéhnuti pomoci elektroforézy.
Do ptipraveného platicka byl napipetovan 1 ul nanaseciho pufru GelRed slouzici zarover jako
fluorescencni barvivo a 2 ul PCR produktu. Smés byla nasledné prenesena na 1,5% agarozovy
gel zality TBE pufrem. Dale bylo na gel naneseno 6 ul 100 pb ladderu. Do vzorka byla také
zafazena negativni kontrola pro odhaleni pfipadnych kontaminaci. Samotna elektroforéza
probihala 15-20 minut pod napétim 120V. Po probéhnuti elektroforézy byl gel vyfocen v UV
komote a vyhodnocen. Pti zdafilé PCR rekci obsahoval gel pouze jeden jasné viditelny

prouzek o spravné velikosti.

3.3.4 Sekvenace

Pro sekvenaci amplifikovanych usek bylo do nové 1,5 ml zkumavky bylo pfidano 5 ul
forward primeru podle dané reakce, 4 ul H2O a 1 pl uspésného PCR produktu. Vzorky byly
nasledné odeslané na zpracovani sekvenacni firmou GATC Biotech (Eurofins Genomics).

PCR produkty nebyly pfed sekvenovanim nijak precistény.

3.3.5 Uprava a vyhodnoceni sekvenci

Ziskané sekvence amplifikovanych usekti byly upraveny v programu GeneStudio verze
2.2.0.0 (GeneStudio, freeware). Zacatky a konce sekvenci, které nebylo mozné precist, byly
umazany. Mista v sekvenci, kde dosSlo k posunu sekvenacniho okna, byla jednotlivé
vyhodnocena a ru¢né prepsana na odpovidajici bazi. Upravené sekvence byly nasledné
sefazeny v programu BioEdit 7.2.5 (Hall 1999), porovnany mezi sebou a rozfazeny

do jednotlivych skupin podle zjisténych haplotypu.

3.4 Morfometrické analyzy

Pro morfometrickda méfeni bylo vybrano celkem 69 vzorki — 15 vzorki na poddruh
(Obr. 19, 20, 22 a 23) + 5 vzorku prechodnych typi mezi subsp. annotinum a alpestre
(Obr. 47) + 3 vzorky L. clavatum var. borbonicum (Obr. 24) a jeden triploidni vzorek

(Obr. 21). Rostliny zatfazené do jednotlivych subspecii byly na méfeni vybrané tak,
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aby odpovidaly popisu daného poddruhu. Méfené rostliny byly zaroven vybirany tak, aby

obsahly co mozna nejvice gradient zemépisné §irky a nadmortské vysky (Obr. 10).
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Obr. 10: Mapa vzorkii pouzitych pro morfometrické analyzy s rozliSenim na druhy.

Na celkem 69 rostlinach bylo méfeno 13 kvantitativnich a jeden
kvalitativni vicestavovy znak. Pro kazdy znak bylo uskutecnéno pét
meéfeni, ktera byla nasledné zpramérovana. Znaky byly zvoleny podle
vybranych publikaci rozlisujicich jednotlivé poddruhy L. annotinum a
L. clavatum (Tribsch & Schonswetter 1999, Kukkonen 2000, Tribsch
2000, Rumsey 2007) a podle zkuSenosti skolitele a konzultantky. Méfeni
byla provedena na suchych, vylisovanych rostlinach. Cast znakd byla
druhove specificka a z podstaty véci nebyla méfena u obou druht, napf.
délka pedunculu/pedicelu (Obr. 11), délka chlupu mikrofylu (Tab. 7)
Meteny byly znaky na mikrofylu, strobilu a prytu. U znak métfenych na
mikrofylech bylo vybrano 5 mikrofylt nachazejicich se ve stejné vysce

ve stfedni Casti prytu kazdé rostliny.
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Vybrané mikrofyly predstavovaly mikrofyly pramérné velikosti pro danou rostlinu. Méfeni
probihalo za pomoci pravitka, thloméru a mikroskopu Olympus CX31 (Olympus) s kamerou

Infinity I Lumenera (Lumenera Corporation) v programu QuickPhoto Camera.

Délka mikrofylu (DM, Obr. 12) byla méfena pomoci pravitka od baze mikrofylu nasedajici na
lodyzku po vrchol mikrofylu i s chlupem. Sitka mikrofylu (SM; Obr. 12) byla méfena pomoci
mikroskopu s kamerou v nej$irsim misté mikrofylu. Uhel mikrofylu (UM, Obr. 12) byl méfen
pravitkem a thlomérem. Jednalo se o thel svirajici mikrofyl s lodyzkou na péti mikrofylech.
Spicka mikrofylu (SPM; Obr. 13 a 14) byla mé&fena pouze u druhu L. annotinuma a to pomoci
mikroskopu. Jednalo se o vrchol mikrofylu, ktery byl oproti okolni tkani tvofen méné vrstvami
bunék a prochézel jim tak jasné spodni osvit mikroskopu. Délka chlupu na mikrofylu (DCM,;
Obr. 12) byla métena pouze u druhu L. clavatum, méten byl chlup nachézejici se na vrcholu
mikrofylu od mista nejpatrnéj§iho zazeni po vrchol chlupu. Znak byl méfen mikroskopem

s kamerou pomoci méficiho software.

Pro ziskani poctu strobili (PS) byl pocitan pocet strobilii na jeden peduncle. V pftipad€, ze
rostlina neobsahovala dostate¢né mnozstvi strobilt, bylo ziskano méné hodnot. Vyznamny je
tento urCovaci znak zejména pro subspecie druhu L. clavatum, v ptipadé L. annotinum se
vyskyt vice nez jednoho strobilu nepfedpoklada. Délka strobilu (DS; Obr. 12) byla méfena na
kazdé rostlin€ na péti strobilech pravitkem, méfena byla od baze strobilu po jeho vrchol. Délka
pedunculu (DPU; Obr. 12) byla méfena od zeleného vrcholu prytu po rozvétveni na stopce
pomoci pravitka. Délka pedicelu (DPI; Obr. 12) byla méfena pomoci pravitka od rozvétveni
na stopce strobilu po bazi strobilu. Délka sporofylu (DSP) byla méfena pomoci mikroskopu
s kamerou a méficim software. Z riznych strobili bylo pinzetou opatrné vytrzeno 5 sporofylu
a ty nasledné zméfeny bez chlupu vyskytujicim se na jeho vrcholu. Délka chlupu sporofylu
(DCSP; Obr. 12) byla méfena opét pomoci méficiho software. Méfena byla od vrcholu
sporofylu v misté nejpatrnéjSiho zizeni pfechodu mezi vlastnim sporofylem a chlupem az po
vrchol chlupu. Nejvyssi vétveni (NV; Obr. 12) bylo méfeno pravitkem od vrcholu prytu po
nejvyssi vétveni lodyzky. Druhé vétveni (DV; Obr. 12) bylo méfeno pravitkem od nejvyssiho

vétveni prytu, po dalsi vétveni nachazejici se nize na lodyzce.
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Obr. 13: Detail znaku $pi¢ka mikrofylu shora u
Lycopodium annotinum (autor: Stefan Lefnaer).

Obr. 14: Detail znaku $picka mikrofylu z boku u
Obr. 12: Nékres pouzitych znaku (pfevzato z E-Flora  Lycopodium annotinum (autor: Stefan Lefnaer).
BC, upraveno). Zkratky znaki viz. Tab. 7.

Okraj mikrofylu (OM; Obr. 15-18) je jediny méfeny kvalitativni znak. Jeho hodnota byla
odvozovana na péti mikrofylech na rostlinu na skéale 1-4. Pfi¢emz 1= zvinény okraj mikrofylu,
2= ostnité zubaty okraj mikrofylu, 3= zubaty okraj mikrofylu, 4= pilovity okraj mikrofylu. Za
zvlnény byl mikrofyl povazovan v ptipadé, Ze se na ném nenachézely zadné ostnité vystupky,
ani zuby. Ostnité zubaty okraj byl zapsan v pripad€, Ze se na okraji jedné poloviny mikrofylu
nachazel alespoii jeden ostnity vystupek. Jako zubaty byl oznacen okraj, na kterém byly misty
zuby, které vSak nebyly zpétné otoCené a zaroven okraj nebyl souvisle pilovity. Pilovity okraj

byl napadné pilovity po celém obvodu mikrofylu.

Obr. 15—18: Detail okraje mikrofylu u Lycopodium annotinum a Lycopodium clavatum. A: zvinény okraj, B:
ostnit¢ zubaty okraj, C: zubaty okraj, D: pilovity okraj.
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Tab. 7: Znaky pouzit¢ pro morfometrické analyzy v této praci vcetné jejich zkratek, jednotek, ve kterych byly

méfeny a popisu, jakym zpusobem byly méfeny.

zkratka znak jednotky popis
délka délka mikrofylu od baze po vrchol, méfena
DM cm
mikrofylu pravitkem, Obr. 12
Sitka Sitka mikrofylu v nejSirSim misté, méfena pomoci
SM um
mikrofylu meéficiho software, Obr. 12
) uhel svirajici mikrofyl s prytem, méfeno pravitkem
UM uhel mikrofylu | stupné
a uhlomérem, Obr. 12
oy vrchol mikrofylu, kterym prochazi svétlo spodniho
Spicka ‘ ‘
SPM _ pum osvitu mikroskopu, méfena pomoci méficiho
mikrofylu
software, Obr. 13 a 14
délka chlupu délka chlupu mikrofylu, méfena pomoci méficiho
DCM pum
mikrofylu software, Obr. 12
PS pocet strobilt ks pocet strobilti na jednom pedunculu, Obr. 12
‘ délka strobilu od baze po vrchol, méfena pravitkem,
DS délka strobilu cm
Obr. 12
délka délka stopky strobilu od zeleného vrcholu rostliny
PDU cm
pedunculu po vétveni stopky, méfeno pomoci pravitka, Obr. 12
) délka stopky strobilu od vétveni po bazi strobilu,
PDI délka pedicelu cm
meéteno pomoci pravitka, Obr. 12
délka délka sporofylu bez chlupu na jeho vrcholu, méfena
DSP pum
sporofylu pomoci mefticiho software, Obr. 12
délka chlupu délka chlupu sporofytu, méfena pomoci meticiho
DCSP pum
sporofylu software, Obr. 12
nejvyssi délka prytu od vrcholu k nejvys$simu vétveni na
NV cm )
vétveni rostliné, métena pravitkem, Obr. 12
DV druhé nejvyssi délka prytu od nejvyssiho vétveni po druhé nejvyssi
cm
vétveni vétveni na rostliné, métfena pravitkem, Obr. 12
oM okraj stupnice | okraj mikrofylu na Skale 1 (zvlnény) — 4 (pilovity),
mikrofylu 14 Obr. 15-18
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Zakladni popisné statistiky morfologickych znakt (priméry, mediany, smérodatné odchylky
a dal§i) byly provedeny v programu Statistica 14.0.0.15 (TIBCO Software). Dale byly
provedeny analyzy rozptylu a post hoc analyzy rovné€z v programu Statistica 14.0.0.15
(TIBCO Software). Pro sestrojeni mnohorozmérnych statistickych analyz byl pouzit program
Canoco 5 (Smilauer & Lep§ 2014). Sestrojena byla také korelaéni matice a na zakladé
Spearmanova koeficientu byla zjiSténa korelace mezi jednotlivymi morfologickymi znaky.
V ptipadé zjisténi velmi té€sné korelace, koeficient vyssi nez |0,90|, byl jeden z korelovanych
znakd vytazen z naslednych analyz. Korelacni matice byla sestrojena v programu Statistica

14.0.0.15 (TIBCO Software).

Pro morfometrické analyzy byly pouzity tii zakladni datasety — dataset spolecnych znaka
druht a jejich poddruhti (68 rostlin), dataset znakd métfenych u L. annotinum (36 rostlin)

a dataset znak méfenych u L. clavatum (32 rostlin).

Pro zjisténi morfologické podobnosti/rozlisnosti na zakladé meéfenych znakl jednotlivych
poddruhti byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA). Jako operativni taxonomické
jednotky bylo pouzito zafazeni do poddruhti. Analyzy byly provedeny jak na vySe popsanych
zakladnich datasetech, tak byly vytvoreny analyzy bez dvou skupin znakti — znaka na strobilu
(PS, DS, DPU, DPI) a znaki na mikrofylu (DM, SM, UM), aby bylo ovéreno, zda lze
jednotlivé poddruhy od sebe rozeznat i za pomoci jinych nez bézné€ uzivanych znaka.
Ze spolecnych analyz a analyz pro L. clavatum byl odebran sterilni vzorek var. borbonicum.

Celkem bylo provedeno sedm analyz hlavnich komponent.

V ramci prace nebyla provedena linearni ani klasifikacni diskriminacni analyza, z divodu,
ze rozd€leni rostlin do jednotlivych poddruhti bylo zalozeno pouze na expertnim urcenim dle

morfologie a neni podlozeno statisticky.
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Obr. 19: Lycopodium annotinum subsp. annotinum ze Svédska (Uppsala), ID vzorku: 18-88 (Piiloha 1).
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Obr. 20: Lycopodium annotinum subsp. alpestre z Ruska (Kola), ID vzorku: LE 4333 (Pfiloha 1).

Obr. 21: Lycopodium annotinum subsp. alpestre, triploid z Islandu (Grenivik), ID vzorku: Cejkova-Island
(Ptiloha 1).

27



Obr. 22: Lycopodium clavatum subsp. clavatum z Finska (Kontioméki). ID vzorku: 21-206 (Pfiloha 1).

Obr. 23: Lycopodium clavatum subsp. monostachyon z Finska (Suomussalmi), ID vzorku: 21-207 (Piiloha 1).

Obr. 24: Lycopodium clavatum var. borbonicum z Reunionu (Hell Bourgh), ID vzorku: 23-112 (Pfiloha 1).
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3.5 Testovani vlivu prostiedi na morfologii zkoumanych druhua

Plavuné jsou morfologicky velmi plastické rostliny a predpoklada se, ze vliv na jejich
morfologii mai prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Z faktora prostiedi byla vybrana zemépisna
Sitka a nadmotska vyska a jejich vliv na méfené morfologické znaky plavuni, véetné vzajemné
interakce, nasledné otestovan v programu CANOCO 5 (Smilauer & Lep§ 2014). Provedena
byla redunda¢ni analyza (RDA), kdy jako operativni taxonomické jednotky bylo pouzito
zatazeni do poddruhii. Pro analyzy k ovéfeni vlivu prostiedi na morfologii plavuni byly
pouzity dva datasety — dataset znaki méfenych u L. annotinum (36 rostlin) a dataset znaka
meéfenych u L. clavatum (32 rostlin). Z datasetu znak(i méfenych u L. clavatum pak byly
odebrany vzorky L. clavatum var. borbonicum, z duvodu, ze vzorky pochazeji zjedné
populace, tudiz jak ze stejné nadmoiské vysky, tak zemépisné Sitky a nelze je porovnavat

s evropskymi poddruhy L. clavatum.

Grafy zobrazujici variabilitu znakt thel mikrofylu (Obr. 41 a 43) a délka strobilu (Obr. 42
a 44) v zavislosti na nadmotské vysSce a zemépisné §ifce pak byly sestrojeny v programu

ArcGIS Pro 3.0.3 (ESRI).

4 Vysledky

4.1 Prutokova cytometrie

4.1.1 Cytotypova variabilita

Metodou pratokové cytometrie byly zanalyzovany vSechny sesbirané vzorky, pficemz bylo
zjisténo, ze se druhy L. annotinum a L. clavatum vyznamné lisi relativni 1 absolutni velikosti
genomu (Obr. 25 a 26; Tab. 8 a 9). V piipadé L. clavatum se jednalo o primérnou hodnotu
2C = 5,83 pg, u L. annotinum 2C = 10,78 pg. V ramci zkoumanych poddruht L. clavatum
meély vSechny rostliny témer totoznou velikost genomu. Populace (tfi vzorky) L. clavatum
var. borbonicum z Reunionu (Obr. 28), pak méla genom v priméru o 10 % vétsi (praimérné
2C = 6,41 pg).V ptipadé L. annotinum byly prokazany dva cytotypy. Vétsina rostlin nalezela
jednomu, Siroce rozSifenému cytotypu, ovSem vzacné byl zaznamenan také o 50 % vétsi
cytotyp, a to u vzorku zIslandu (Obr. 27). Prechodné typy mezi L. annotinum

subsp. annotinum a subsp. alpestre se nelisily ani v relativni ani absolutni velikosti genomu.
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Pocet jader
L. annotinum
Pocet jader
L. clavatum

B. perennis
B. perennis

A N DAPI % G DAPI
Relativni fluorescence Relativni fluorescence

Obr. 25: Histogram relativni fluorescence jader — Obr. 26: Histogram relativni fluorescence jader
Lycopodium annotinum a interniho standardu Bellis  Lycopodium clavatum a interniho standardu Bellis
perennis. perennis.

Pocet jader
Pocet jader

L. clavatum
L. clavatum

L. annotinum
subsp. alpestre
var. borbonicum

B. perennis

DAPI DAPI

Relativni fluorescence Relativni fluorescence

Obr. 27: Histogram relativni fluorescence jader Obr. 28: Histogram relativni fluorescence jader
diploida a triploida Lycopodium annotinum subsp.  Lycopodium clavatum a L. clavatum var. borbonicum.
alpestre a interniho standardu Bellis perennis.
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Tab. 8: Relativni velikosti genomu (barvivo DAPI) pro vSechny zkoumané taxony. Hodnoty ziskané pro standard
Pisum sativum a z divodu prekryvu poméru s Lycopodium annotinum piepocCitany na standard Bellis perennis.
N = pocet vzorku, prumér = primérna hodnota poméru vzorku a standardu, median = median poméru vzorku a
standardu, min = minimalni hodnota, max = maximalni hodnota, SD = smérodatna odchylka

druh |subsp./ cytotyp N |prumér| median | min max SD

L. a. subsp. annotinum 57 | 0,98 0,98 0,86 1,01 0,02

é\ L. a. subsp. alpestre 36 1,00 1,00 0,96 1,06 0,02
-5 L. a. subsp. alpestre 3x 1 1,50

o | L. c. subsp. clavatum 73 | 0,56 0,56 0,55 0,58 0,00

2 L. c. subsp. monostachyon | 25 | 0,57 0,57 0,55 0,58 0,01

L. c. var. borbonicum 3 0,61 0,61 0,60 0,62 0,01

L. a. subsp. annotinum 57 | 2,29 2,29 2,01 2,36 0,05

2 |L.a.subsp. alpestre 36 | 2,32 2,32 2,23 2,46 0,04
g L. a. subsp. alpestre 3x 1 3,49

v | L. c. subsp. clavatum 73 1,32 1,31 1,28 1,36 0,01

2 L. c. subsp. monostachyon | 25 1,32 1,32 1,29 1,36 0,01

L. c. var. borbonicum 3 1,43 1,42 1,40 1,45 0,02

Tab. 9: Absolutni velikosti genomu (barvivo PI) pro vSechny zkoumané taxony. Hodnoty ziskané pro standard
Bellis perennis. N = pocet vzorku, prumér = prumérna hodnota velikosti genomu v pg/2C, median = median
velikosti genomu, min = minimdlni hodnota, max = maximalni hodnota, SD = smé¢rodatna odchylka, AT% =
zastoupeni AT bazi, CG% = zastoupeni CG bazi

druh | subsp. / cytotyp N | prumér |median | min | max | SD | %AT | %CG
L. a. subsp. annotinum 10,30 10,11 |10,06|10,73|0,37 55,57 | 44,43
L. a. subsp. alpestre 10,30 10,29110,32 (0,02 |56,23 | 43,77
L. a. subsp. alpestre 3x 15,98 55,37 (44,63

L. c. subsp. clavatum 5,69 5,71 | 5,55 | 5,77 |0,09 | 56,47 | 43,53

5,81 5,85 | 5,54 | 6,00 {0,22]56,06|43,94

velikost genomu

L. c. subsp. monostachyon

WA |[h|—|0|w

L. c. var. borbonicum 6,41 6,48 6,11 | 6,63 [0,27|55,62|44,38

Na zéakladé analyzy variance a post-hoc testu (Tukeyho test) bylo prokazano, ze se jednotlivé
poddruhy v ramci druht nelisi na zakladé velikosti genomu. V piipadé L. clavatum subsp.
clavatum a subsp. monostachyon, byla velikost genomu naprosto totozna (p = 1,000). Ani
varieta borbonicum se pak signifikantné nelisila jak od subspecie clavatum (p = 0,716), tak od
subspecie monostachyon (p = 0,718). U L. annotinum se poddruhy annotinum a alpestre také

neliily (p = 0,996).
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4.1.2 Rozdily v pouzitém materialu
Otestovan byl také vliv rostlinného materialu na kvalitu cytometrickych analyz. Porovnavany
byly ziskané hodnoty méfené na zivém materialu, materidlu usuSeném v silikagelu

a herbafovymi polozkami.

Pro méfeni pomoci barviva DAPI byly porovnany hodnoty poméru vzorku vici standardu
ziskané méfenim na zivém materialu proti materialu uchovaném v silikagelu a herbarovym
polozkam. Pro méfeni pomoci barviva PI byla porovnana absolutni velikost genomu métrena

na zivém materialu a na materialu ususeném v silikagelu.

Pro ukazatel poméru vzorku vué¢i standardu (DAPI) byl na zakladé analyzy variance
s Tukeyho testem prokazan signifikantni rozdil mezi zivym materidlem a materidlem
uchovavanym v silikagelu (p = <0,001) a herbafovym polozkam (p = <0,001). Procentualni

rozdil porovnavanych hodnot v§ak dosahuje maximalné 1,22 %.

Analyza variance s Tukeyho testem provedena pro absolutni velikost genomu (PI)
neprokazala signifikantni rozdil (p = 0,252) mezi méfenimi na zivém materialu a materialu

uchovaném v silikagelu.

4.2 Molekularni metody

Otestovano bylo celkem devét kombinaci primert (3 chloroplastové, 6 jadernych) pro dva
chloroplastové a jeden ribozomalni tisek. PCR vSak uspésné probehla pouze u tfi kombinaci
primert (psbA + trnH, Tab. ¢ + Tab. d, Tab. e + Tab. f). Tti fungujici kombinace spolehlivé
rozlisily rostliny mezi druhy. Vnitrodruhovou variabilitu pfinesl pouze jeden chloroplastovy

usek, psbA—trnH.

V ramci chloroplastového useku psbA—trnH byly odhaleny tfi haplotypy. Jeden haplotyp byl
zjistén pro druh L. clavatum (A) a dva haplotypy (B a C) byly objeveny v ramci druhu
L. annotinum. Dvé€ objevené rostliny se vzacnym haplotypem nalezely do raznych poddruha
(subsp. annotinum a alpestre). Rozdily mezi jednotlivymi haplotypy vSak byly zji§tény pouze
na dvou pozicich (Tab. 10). V ramci molekularnich analyz nebyly nalezeny useky, které by
jednotlivé poddruhy odliSovaly. Pfechodné typy L. annotinum v ramci molekularnich analyz
nebyly testovany z divodu, Ze nebylo mozné geneticky rozlisit ani morfologicky zaraditelné

rostliny do jednotlivych subspecii.
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Tab. 10: Zmény v sekvenci chloroplastového tiseku psbA—trnH pro haplotypy A, B a C.

pozice
haplotyp 74-77 85 101 160 |208-211| 233
A (20) | L. clavatum -—-- G G A CAAG A
B (19) | L. annotinum a TTTA T A G TAAA C
C(2) |L. annotinumb TTTA T A G CAAA A
253 261 263-265 | 269-271 273
A (20) |L. clavatum G T TTT AAA T
B (19) | L. annotinum a A - CG- --- -
C (2) |L. annotinum b A - CG- --- -

4.3 Morfometrické analyzy

4.3.1 Vzajemna korelace znaku

Jednotlivé znaky vramci zkoumanych druht byly dale analyzovany pomoci korelacni
analyzy. Spocitan byl Spearmantv koeficient, pro spolecné znaky obou druhii a pro znaky
méfené v ramci jednotlivych druhd. Analyza neprokazala zadny silné korelovany znak
s korelacnim koeficientem vy$§im nez [0,9|, a proto byly vSechny métené znaky pouzity

i v dalsich analyzach.

U spole¢nych znakt (Tab. 11) pro oba druhy se ukazaly jako nejvice korelované znaky délka
mikrofylu a thel mikrofylu (korelacni koeficient 0,76). Nejvice korelované znaky
u L. annotinum (Tab. 12) jsou délka mikrofylu a délka strobilu (korela¢ni koeficient 0,74).
U druhu L. clavatum (Tab. 13) byly nejvice korelované znaky délka strobilu a délka pedunculu
(korelac¢ni koeficient 0,83).

Tab. 11: Korela¢ni matice pro dataset spolecnych znakii s vyznacenymi nejvice korelovanymi znaky. Zkratky
znakl viz. Tab. 7.

znak | DM | UM DS PS NV DV DMV | DCV | SM | OM
DM 0.76 | 0.16 | -0.15 | 053 | 066 | 029 | -0.36 | 0.58 | 0.56
UM 0.76 0.15 | -0.09 | 047 | 058 | 025 | -042 | 0.51 | 0.58
DS 0.16 | 0.15 0.63 | -0.15 | 022 | 025 | 044 | -0.34 | -0.09
PS -0.15 | -0.09 | 0.63 -0.40 | -0.12 | 0.06 | 0.38 | -0.40 | -0.19
NV 0.53 | 047 | -0.15 | -0.40 059 | 032 | -0.52 | 0.58 | 0.49
DV 0.66 | 0.58 | 022 | -0.12 | 0.59 020 | -0.31 | 036 | 0.46
DMV | 029 ] 025 | 025 | 0.06 | 032 | 0.20 -0.03 | 036 | 0.23
DCV_ |-036] -042 | 044 | 038 | -0.52 | -0.31 | -0.03 -0.68 | -0.43
SM 058 | 0.51 | -0.34 | -040 | 0.58 | 036 | 036 | -0.68 0.56
OM 0.56 | 0.58 | -0.09 | -0.19 | 049 | 046 | 0.23 | -0.43 | 0.56
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Tab. 12: Korela¢ni matice pro dataset znaki mefenych u Lycopodium annotinum s vyznaCenymi nejvice korelovanymi znaky. Zkratky znaku viz. Tab. 7.

znak | DM | UM DS NV DV | DSP |DCSP| SM SP OM
DM 0.70 | 0.74 | 029 | 0.61 | 0.19 | 0.57 | 0.15 | -0.40 | 0.49
UM 0.70 0.67 | 023 | 0.51 | 0.14 | 047 | -0.01 | -0.29 | 0.41
DS 0.74 | 0.67 042 | 0.63 | 046 | 056 | 0.06 | -0.17 | 0.33
NV 029 | 0.23 | 042 0.50 | 041 | 0.03 | 0.07 | 0.03 | 0.28
DV 0.61 | 0.51 | 0.63 | 0.50 0.20 | 0.18 | 0.05 | -0.26 | 0.36
DSP 0.19 | 0.14 | 046 | 041 | 0.20 0.16 | 0.27 | -0.01 | 0.07
DCSP | 0.57 | 047 | 0.56 | 0.03 | 0.18 | 0.16 -0.04 | -0.13 | 0.16
SM 0.15 | -0.01 | 0.06 | 0.07 | 0.05 | 0.27 | -0.04 -0.34 | 0.25
SP -0.40 | -0.29 | -0.17 | 0.03 | -0.26 | -0.01 | -0.13 | -0.34 -0.48
OM 049 | 041 | 033 | 028 | 036 | 0.07 | 0.16 | 0.25 | -0.48

Tab. 13: Korela¢ni matice pro dataset znaki mefenych u Lycopodium clavatum s vyzna¢enymi nejvice korelovanymi znaky. Zkratky znaki viz. Tab. 7.

znak | DM | UM |DPU |DPI DS PS NV DV | DSP | DCSP| SM | OM | DCM
DM 044 | 052 | 053 | 048 | 039 | 0.10 | 043 | 0.12 | 0.1 | 0.28 | -0.29 | 0.08
UM 0.44 071 | 0.62 | 064 | 0.72 | -0.34 | 0.18 | 0.05 | -0.08 | 0.08 | 0.09 | 0.60
DPU 0.52 | 0.71 062 | 083 | 0.82 | -0.17 | 054 | 027 | 0.02 | 0.09 | 0.24 | 0.52
DPI 0.53 | 0.62 | 0.62 047 | 054 | -0.04 | 044 | -0.02 | 020 | 0.10 | -0.01 | 0.27
DS 048 | 0.64 | 0.83 | 0.47 062 | -0.14 | 048 | 040 | 0.15 | -0.04 | 0.07 | 0.53
PS 039 | 072 | 0.82 | 0.54 | 0.62 -034 | 025 | 032 | -0.05 | 0.13 | 039 | 040
NV 0.10 | -0.34 | -0.17 | -0.04 | -0.14 | -0.34 0.30 | -0.21 | -0.08 | 0.20 | -0.15 | -0.12
DV 043 | 0.18 | 0.54 | 044 | 048 | 025 | 0.30 -0.08 | -0.03 | -0.13 | -0.01 | 0.12
DSP 0.12 | 0.05 | 0.27 | -0.02 | 040 | 0.32 | -0.21 | -0.08 043 | 0.25 | 025 | 0.02
DCSP | 0.11 | -0.08 | 0.02 | 0.20 | 0.15 | -0.05 | -0.08 | -0.03 | 0.43 0.09 | -0.12 | -0.05
SM 028 | 0.08 | 0.09 | 0.10 | -0.04 | 0.13 | 0.20 | -0.13 | 0.25 | 0.09 -0.12 | 0.02
OM -0.29 | 0.09 | 024 | -0.01 | 0.07 | 039 | -0.15 | -0.01 | 0.25 | -0.12 | -0.12 0.19
DCM | 0.08 | 0.60 | 0.52 | 0.27 | 0.53 | 040 | -0.12 | 0.12 | 0.02 | -0.05 | 0.02 | 0.19
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4.3.2 Analyza hlavnich komponent

Dataset spole¢nych znaki

Pro dataset spoleCnych znakd byla vytvofena PCA ordinace za ucelem vizualizace
morfologickych rozdili mezi jednotlivymi druhy a poddruhy plavuni (Obr. 29). Prvni osa
vysvétluje 45,49 % variability a druhd osa 20,88 % variability. Treti osa ukazuje 8,59 %
vysvétlené variability. V ramci datasetu dochazi k jasnému rozliSeni druhti. Rozdily mezi
poddruhy jsou patrné zejména u L. clavatum subsp. clavatum a subsp. monostachyon. Varieta
borbonicum se pak nachdzi mezi zminénymi poddruhy L. clavatum. Triploidni vzorek
L. annotinum subsp. alpestre se morfologicky neoddéluje od ostatnich zastupcu téze

subspecie.
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Obr. 29: Analyza hlavnich komponent pro dataset spole¢nych znaku zahrnujici vSechny zkoumané taxony a
znaky. Obraceny trojuhelnik znaci triploidniho jedince. Zkratky taxonu: LclaC = Lycopodium clavatum subsp.
clavatum, LclaM = L. c. subsp. monostachyon, LcaB = L. c. var. borbonicum, LanA = Lycopodium annotinum
subsp. annotinum, LanAl = L. a. subsp. alpestre, Lan = L. a. ptechodny typ. Zkratky znaku viz Tab. 7.

Dataset L. annotinum

Pro dataset znaka L. annotinum byly vytvoreny tfi PCA ordinace za GCelem vizualizace
morfologickych rozdilt mezi jednotlivymi poddruhy L. annotinum. Prvni ordinace (Obr. 30)
zahrnuje vSechny méfené znaky a jeji prvni osa vysvétluje 40,45 % variability, druha osa
vysvétluje 14,5 %, treti pak 13,6 %. Lycopodium annotinum a jeho subspecie nejsou jasné

oddéleny a tvori spiSe kontinuum, ve které lze vSak stale poddruhy rozli§it. Vyznamné se
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nevyliSuje ani jediny triploidni vzorek (vyznacen otoCenym trojuhelnikem), ktery od ostatni
vzorkti subsp. alpestre odliSuje krat§im strobilem a Sir§Sim mikrofylem. Odebranim
mikrofylovych znakt vznikla druha PCA ordinace (Obr. 31) ve ktera na prvni ose vysvétluje
39,65 % variability, na druhé 19,09 % a na treti ose 15,34 %. Odebranim naopak strobilovych
znakll vznikl graf na Obr. 32, jehoz prvni osa vysvétluje 37,25 % variability, druha osa

15,19 % variability a tfeti osa 14,98 %.

Po odebrani urCovacich znakia na mikrofylu doslo k posunu nékterych vzorka subsp. alpestre
smérem k vzorki subsp. annotinum. Stalo se tak u vzorkd, které pochazeji z riznych
nadmoiskych vysek a biotopt, vSechny vzorky vSak maji delsi strobilus a sporofyly v ném,
nez ostatni vzorky subsp. alpestre. V ptipad€ znakt na strobilu dochazi k podobné situaci, kdy
se nékteré, zejména vzrastem vé€tSi rostliny subsp. alpestre, priblizuji  k rostlinam
subsp. annotinum. V ptipadé urovani sterilnich rostlin lze od sebe rozlisit typické zastupce
obou poddruhti, utypu, které se velikosti vymykaji dané subspecii je situace slozita.

Prechodné typy pak nelze urcit ani na zakladé kombinace mikrofylovych a strobilovych znakd.
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Obr. 30: Analyza hlavnich komponent pro dataset Lycopodium annotinum zahrnujici vSechny znaky. Obraceny
trojiihelnik zna¢i triploidniho jedince. Zkratky taxoni: LanA = L. annotinum subsp. annotinum,
LanAl = L. a. subsp. alpestre, Lan = L. a. ptechodny typ. Zkratky znaku viz Tab. 7.
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Obr. 31: Analyza hlavnich komponent pro dataset L. Obr. 32: Analyza hlavnich komponent pro dataset L.
annotinum s odebranymi znaky na mikrofylu (DM annotinum s odebranymi znaky na strobilu (DS).
SM, UM). Obriceny trojuhelnik znali triploidniho Obraceny trojuhelnik znadi triploidniho jedince.
jedince. Zkratky taxoni: LanA = Lycopodium Zkratky taxoni: LanA = Lycopodium annotinum
annotinum subsp. annotinum, LanAl = L. a. subsp. subsp. annotinum, LanAl = L. a. subsp. alpestre,
alpestre, Lan = L. a. ptechodny typ. Lan = L. a. pfechodny typ.

Dataset L. clavatum

Pro dataset L. clavatum byly vytvoreny dalsi tfi PCA ordinace za ucelem vizualizace
morfologickych rozdili mezi jednotlivymi poddruhy L. clavatum. V analyze zahrnujici
vSechny méfené znaky (Obr. 33), prvni ordinacni osa vysvétluje 36,29 % variability, druha
osa 14,34 % variability a tfeti osa 12,44 % variability. U druhu L. clavatum je patrné jasnéjsi
oddeéleni poddruhi clavatum a monostachyon a lze je mezi sebou rozlisit. Oddéluji se i rostliny
nalezici do variety borbonicum, avSak zahrnuté vzorky se od sebe vyrazn¢ lisi. Po odebrani
mikrofylovych znaka vznikla druha ordinace PCA (Obr. 34), jejiz prvni osa vysvétluje
37,65 % variability, druha osa 16,71 % a tieti 13,61 % variability. Pfi odebrani znakt
na mikrofylu se od ostatnich vzorka subsp. monostachyon oddélily dva vzorky, jeden vzorek
z Ceské republiky (Jeseniky) a druhy z Kanady (Inuvik). Oba vzorky maji del§i chlup

na mikrofylu, nez ostatni vzorky subsp. monostachyon.

Po odebrani strobilovych znakil vznik graf na Obr. 35, jehoz prvni osa vysvétluje 22,32 %
variability, druhd osa 19,26 % variability a tieti 17,82 % variability. Po odebrani jak
mikrofylovych, tak strobilovych znaka lze v grafech stale vidét rozestup mezi jednotlivymi
subspeciemi. Celkové lze fici, ze urovani v ramci druhu L. clavatum je zalozeno piedevsim
na strobilovych znacich, ackoliv 1 znaky na mikrofylu je mozné jednotlivé subspecie od sebe
rozeznat. Problém v§ak mohou opét tvofit prechodné typy rostlin s jednim dlouhym strobilem

na dlouhé nerozvétvené stopce, ¢i drobné rostliny se dvéma strobily na kratkych stopkach.
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Obr. 33: Analyza hlavnich komponent pro dataset L. clavatum zahrnujici vSechny znaky. Zkratky taxond:
LclaC = Lycopodium clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c¢. subsp. monostachyon, LcaB = L. c. var.
borbonicum. Zkratky znaku viz Tab. 7.
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Obr. 34: Analyza hlavnich komponent pro dataset Obr. 35: Analyza hlavnich komponent pro dataset
L. clavatum s odebranymi znaky na mikrofylu (DM L. clavatum s odebranymi znaky na strobilu (PD, DS,
SM, UM). Zkratky taxonii: LclaC = Lycopodium DPU, DPI). Zkratky taxonu: LclaC = Lycopodium
clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp. clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp.
monostachyon, LcaB = L. c. var. borbonicum. monostachyon, LcaB = L. c. var. borbonicum.
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4.3.3 Popisné statistiky mérenych morfologickych znaku
Pro jednotlivé znaky byla v ramci druht a znakt u nich méfenych spocitana popisna statistika
jako je aritmeticky pramér, median, minimalni a maximalni hodnoty a smérodatna odchylka.

U kvalitativniho znaku (OM) byla uvedena pouze prumérna hodnota pro dany taxon.

U druhu L. annotinum se jednotlivé poddruhy liS§i zejména v hodnotach znaki délka
mikrofylu, Uhel mikrofylu, délka strobilu a délka chlupu sporofylu, pfi¢emz hodnoty pro
poddruh alpestre dosahuji vzdy nizSich hodnot, nez u subspecie annotinum (Tab. 14).
Mikrofyly severské subspecie jsou kratsi a pritisklejsi, strobilus a chlup na sporofylu je rovnéz
krats§i. Poddruh alpestre ma také kratsi lodyzku mezi prvnim a druhym vétvenim na ni a ma
méné zubaté mikrofyly. Triploidni jedinec se pak morfologii podoba subspecii alpestre, jako
ktera byl také urCen. Ma vsak pfritisklejsi mikrofyly, nez byly primérné hodnoty pro subspecii
alpestre, avsak v ramci této subspecie byly naméfeny i nizsi hodnoty. Strobilus je pak také

kratsi.

U druhu L. clavatum se zkoumané poddruhy na rozdil od L. annotinum vyznamné neodliSuji
na zakladé délky mikrofylu (Tab. 15). Lisi se vSak stejné€ jako L. annotinum tthlem mikrofylu,
kdy L. clavatum subsp. monostachyon ma mikrofyly pfitisklejsi. Zcela nejvyraznéjSim znakem
je pak pocCet a délka strobila a délka jejich stopky, pficemz subspecie monostachyon ma
strobilus pouze jeden a vzdy je krat§i nez u L. clavatum subsp. clavatum, stejné jako jeho
stopka. Varieta borbonicum se pak svou morfologii odliSuje od obou zkoumanych subspecii

L. clavatum.
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Tab. 14: Popisna statistika mé&fenych znaku u Lycopodium annotinum. N = pocet vzorku, prumér = aritmeticky
prumér hodnot, median = median méfenych hodnot, min = minimalni hodnota znaku, max = maximalni hodnota
znaku, SD = smé¢rodatna odchylka.

druh | subsp. / cytotyp znak | N | primér | median | min max SD
subsp. annotinum 15 0,61 0,60 0,52 0,70 0,05
subsp. alpestre DM |15| 0,46 0,48 0,32 0,54 0,06
subsp. alpestre 3x 1 0,46
subsp. annotinum 15 | 880,80 | 863,94 | 732,68 | 1061,02 | 100,52
subsp. alpestre SM | 15| 886,02 | 939,40 | 605,96 | 1251,88 | 178,19
subsp. alpestre 3x 1 | 1165,76
subsp. annotinum 15| 75,00 76,60 56,00 95,40 10,67
subsp. alpestre UM | 15| 40,87 37,40 14,20 67,40 15,53
subsp. alpestre 3x 1 19,20
subsp. annotinum 15| 382,21 | 359,68 | 278,76 | 547,20 | 87,43
subsp. alpestre SPM | 15| 457,80 | 426,00 | 208,74 | 880,44 | 204,65
s |subsp. alpestre 3x 1 | 450,78
£ [subsp. annotinum 15| 2,55 | 247 | 1,88 | 342 | 044
§ subsp. alpestre DS |15 1,49 1,42 0,56 2,48 0,53
§ subsp. alpestre 3x 1 0,90
~ subsp. annotinum 15| 554,90 | 506,62 | 334,36 | 995,76 | 209,65
subsp. alpestre DCSP | 15| 272,06 | 297,54 | 108,54 | 369,42 | 87,84
subsp. alpestre 3x 1 | 486,72
subsp. annotinum 15| 4,24 3,74 2,23 7,88 1,49
subsp. alpestre NV |15 3,75 3,76 0,74 7,70 1,89
subsp. alpestre 3x 1 3,40
subsp. annotinum 15 4,22 3,92 2,34 8,18 1,71
subsp. alpestre DV |15 2,37 2,38 1,42 3,82 0,76
subsp. alpestre 3x 1 2,00
subsp. annotinum 15 2,73
subsp. alpestre OM |[15| 1,97
subsp. alpestre 3x 1 1,60
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Tab. 15: Popisna statistika mé¢fenych znaka u Lycopodium clavatum. N = pocet vzorkl, pramér = aritmeticky
pramér hodnot, median = median méfenych hodnot, min = minimalni hodnota znaku, max = maximalni hodnota
znaku, SD = smé¢rodatna odchylka.

druh | subsp. / cytotyp znak | N | pramér | median | min max SD
subsp. clavatum 15| 045 0,45 0,32 0,54 0,06
subsp. monostachyon | DM | 15| 0,40 0,42 0,34 0,46 0,04
var. borbonicum 3 0,40 0,36 0,34 0,50 0,09
subsp. clavatum 15| 519,94 | 513,48 | 438,80 | 633,32 | 60,14
subsp. monostachyon | SM | 15 | 530,31 | 520,40 | 438,96 | 638,36 | 52,43
var. borbonicum 3 | 493,53 | 425,14 | 395,88 | 659,56 | 144,53
subsp. clavatum 15| 42,68 42,60 31,20 60,80 7,75
subsp. monostachyon | UM | 15| 24,75 23,80 18,00 | 30,60 3,47
var. borbonicum 3 27,67 26,80 23,00 33,20 5,15
subsp. clavatum 15 |2319,07 | 2223,74 | 1755,12 | 3575,04 | 444,93
subsp. monostachyon | DCM | 15 | 1546,88 | 1579,02 | 727,98 |2144,48 | 410,95
var. borbonicum 3 [1918,21 | 1944,44 | 1760,04 | 2050,14 | 146,82
subsp. clavatum 15| 2,14 2,00 1,00 3,00 0,52
subsp. monostachyon | PS | 15| 1,03 1,00 1,00 1,20 0,07
var. borbonicum 2 1,75 1,75 1,50 2,00 0,35
subsp. clavatum 15| 3,91 3,66 2,50 5,30 0,87
subsp. monostachyon | DS | 15| 2,01 1,94 0,84 3,24 0,63
R ALLE borbonicum 2 2,34 2,34 1,85 2,82 0,69
§ subsp. clavatum 15 6,90 6,33 4,50 11,13 1,89
§ subsp. monostachyon | PDU | 15| 1,83 1,42 0,08 3,82 1,07
< | var. borbonicum 2 4,64 4,64 4,30 4,98 0,48
~ subsp. clavatum 15| 0,54 0,33 0,03 1,32 0,45
subsp. monostachyon | PDI | O
var. borbonicum 2 0,70 0,70 0,00 1,40 0,99
subsp. clavatum 15 | 2008,84 | 2115,76 | 1590,44 | 2320,66 | 222,46
subsp. monostachyon | DSP | 15 | 2019,60 | 2001,82 | 1754,50 | 2387,96 | 191,92
var. borbonicum 2 |1842,32 | 1842,32 | 1601,36 | 2083,28 | 340,77
subsp. clavatum 15 | 1410,38 | 1494,70 | 505,06 |2515,36 | 537,12
subsp. monostachyon | DCSP | 15 | 1590,45 | 1566,00 | 814,82 |2600,05 | 423,66
var. borbonicum 2 (1459,33 | 1459,33 | 1341,56 | 1577,10 | 166,55
subsp. clavatum 15 1,68 1,62 1,14 2,38 0,39
Subsp, monostachyon | NV | 15| 2,12 1,84 1,26 3,86 0,75
var. borbonicum 3 2,79 2,60 2,24 3,52 0,66
subsp. clavatum 15| 241 2,24 1,56 4,90 0,82
subsp. monostachyon | DV | 15 1,85 1,78 1,30 2,64 0,41
var. borbonicum 3 2,86 3,06 2,34 3,18 0,45
subsp. clavatum 15| 1,31
subsp. monostachyon | OM | 15| 1,15
var. borbonicum 3 1,53
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4.3.4 Hodnoty vybranych morfologickych znaku
Mezi znaky na mikrofylu, pomoci kterych 1ze rozlisit jednotlivé poddruhy zkoumanych druhti
se fadi jeho délka (Obr. 36) a tihel (Obr. 37) mikrofylu. Obéma znaky lze ve vétSin€ piipadt

rozlisit jak subspecie druhu L. clavatum, tak druhu L. annotinum.
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Obr. 36: Krabicové grafy pro znak délka mikrofylu vytvofené pro jednotlivé poddruhy zvlast. Zkratky taxonii:
LclaC = Lycopodium clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp. monostachyon, LanA = L. annotinum
subsp. annotinum, LanAl = L. a. subsp. alpestre
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Obr. 37: Krabicové grafy pro znak tihel mikrofylu vytvotené pro jednotlivé poddruhy zvlast. Zkratky taxonu:

LclaC = Lycopodium clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp. monostachyon, LanA = L. annotinum
subsp. annotinum, LanAl = L. a. subsp. alpestre
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Ze strobilovych znakt spole¢nych pro oba druhy byl vybran znak délka strobilu (Obr. 38),
ktery spolehlivé rozliSuje zejména poddruhy druhu L. clavatum, ale ve vétsin€ pripadu
i poddruhy druhu L. annotinum. Dalsi dva znaky jsou typické pro druh L. clavatum. Jedna
o znak pocet strobil (Obr. 39) a délku pedunculu (Obr. 40). Tyto znaky se piedevsim
ve vzajemné kombinaci u méfenych rostlin jevily jako nejspolehlivéjsi k rozliSeni subspecii

clavatum a monostachyon.

DS
w
s

LclaC LclaM LanA LanAl
subspecie
Obr. 38: Krabicové grafy pro znak délka strobilu vytvotrené pro jednotlivé poddruhy zv1ast’. Zkratky taxonu:
LclaC = Lycopodium clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp. monostachyon, LanA = L. annotinum
subsp. annotinum, LanAl = L. a. subsp. alpestre
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Obr. 39: Krabicové grafy pro znak pocet strobilil vytvofené pro Lycopodium clavatum. Zkratky taxonu:
LclaC = Lycopodium clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp. monostachyon
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Obr. 40: Krabicové grafy pro znak délka pedunculu vytvoiené pro Lycopodium clavatum. Zkratky taxonu:
LclaC = L. c. subsp. clavatum, LclaM = L. c. subsp. monostachyon

4.3.5 Vazba morfologickych znaki na prostredi

Otestovana byla také vazba morfologickych znakt zkoumanych druhti na podminky prostiedi.
Grafy ukazuji, ze kazdy druh reaguje na vzrastajici nadmotskou vysku v niz§ich zemépisnych
sitkach jinou odezvou. Vybrany byly znaky thel mikrofylu a délka strobilu. Uhel mikrofylu
se u druhu L. annotinum snizuje se zemepisnou Sitkou (Obr. 41), délka strobilu se pak snizuje
v kombinaci se zvySujici se nadmoiskou vyskou (Obr. 42). U druhu L. clavatum se thel
mikrofylu snizuje jak se zemépisnou §irkou, tak s nadmotskou vyskou (Obr. 43), stejné pak

reaguje znak délka strobilu (Obr. 44).

V nizsich zemépisnych Sitkach tak L. annotinum na narastajici nadmortskou vysku hodnotou
vySe popsanych znakll v podstaté nereaguje, zatimco u druhu L. clavatum se stoupajici
nadmoftskou vyskou hodnota znaku klesa, rostliny tak tvoii mén¢ kratSich strobilti a mikrofyly

jsou k lodyzce pritisklejsi.
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Obr. 41: Graf zobrazujici znak thel mikrofylu v zavislosti na zemépisné §ifce a Obr. 43: Graf zobrazujici znak uhel mikrofylu v zavislosti na zemépisné Sifce a
nadmoiské vysce, vytvofené pro druh Lycopodium annotinum. Zlutd ptedstavuje nadmoiské vysce, vytvoiené pro druh Lycopodium clavatum. Svétle modra
nejniz§i metfené hodnoty znaku, Cervend nejvyssi. predstavuje nejniz8i méfené hodnoty znaku, tmaveé modra nejvysSsi.
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Obr. 42: Graf zobrazujici znak délka strobilu v zavislosti na zemépisné Sifce a Obr. 44: Graf zobrazujici znak délka strobilu v zavislosti na zemépisné Sifce a
nadmoiské vysce, vytvofené pro druh Lycopodium annotinum. Zluta piedstavuje nadmoiské vysce, vytvofené pro druh Lycopodium clavatum. Svétle modra
nejniz§i metfené hodnoty znaku, Cervend nejvyssi. predstavuje nejnizs$i méfené hodnoty znaku, tmaveé modra nejvyssi.
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Dataset L. annotinum |

Vliv nadmoftské vysky a zemépisné délky byl otestovan pomoci redundacni analyzy (RDA).
Analyza potvrdila, ze subspecie alpestre se vyskytuje spiSe ve vysSich zemépisnych Sitkach,
nez subspecie annotinum (Obr. 45). Jednotlivé poddruhy jsou pak jasné¢ oddé€leny.
S nadmoftskou vyskou nejsou korelované zadné morfologické znaky, se zemépisnou Sitkou
jsou pak negativné korelované znaky, které jsou pro rozliSeni jednotlivych poddruha

nedalezité. Prvni osa vysvétluje 21,24 % variability, druha 1,73 % variability, tfeti pak
1,48 % variability.
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=
1.0 " RDA1(21.24%) 1.0

Obr. 45: Ordinacni diagram redundac¢ni analyzy pro druh Lycopodium annotinum. Obracenym trojuhelnikem
je oznaceny triploidni vzorek. Zkratky: elev = nadmotska vyska, lat = zemépisna Sitka, elev*lat = interakce
zemepisné Sitky a vysky, zkratky taxonmi: LanA = Lycopodium annotinum subsp. annotinum,
LanAl = L. a. subsp. alpestre, Lan = L. a. ptechodny typ. Zkratky znaku viz Tab. 7.
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Dataset L. clavatum

Redundacni analyza (RDA) byla provedena i pro dataset znakii méfenych u L. clavatum
(Obr. 46). Stejné jako druhu L. annotinum analyza potvrdila, ze se severskd subspecie
monostachyon vyskytuje spiSe ve vysSich zemépisnych Sitkach. Jednotlivé poddruhy
L. clavatum jsou pak jasné oddélené. Zaroven se vSak ukazala negativni korelace témért vSech
strobilovych a mikrofylovych znakd sinterakci nadmoiské vysky a zemédélské Sirky.
Z procent vysvétlené variability vSak prvni osa vysvétluje 26,23 %, druha 1,54 % a tieti
0,58 %.
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Obr. 46: Ordinacni diagram redundac¢ni analyzy pro druh Lycopodium clavatum. Zkratky: elev = nadmoiska
vyska, lat = zemépisnd Sitka, elev*lat = interakce zemépisné Sitky a vysky, zkratky taxoni:
LclaC = Lycopodium clavatum subsp. clavatum, LclaM = L. c¢. subsp. monostachyon. Zkratky znaku viz
Tab. 7.
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Obr. 47: Lycopodium annotinum z Italie (Antholz-Obertal). ID vzorku: 22-126 (Pfiloha 1).

10/8/3 £ clovatum ssp.
monostachyon

47.3921386N, 14.1844197¢

Obr. 48: Lycopodium clavatum subsp. monostachyon z Rakouska (Planneralm), ID vzorku: 10/8/3 (Ptiloha 1).

Obr. 49: Lycopodium clavatum subsp. monostachyon z Ceské republiky (Jeseniky), ID vzorku: 23-52 (Piloha 1).
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4.3.6 Urcovani poddruhu plavuni zkoumanych druhu

Lycopodium annotinum

Poddruhy rodu L. annotinum byly v této praci rozliSovany na zakladé celkového vzrustu

rostliny, velikosti mikrofyld, postavenim mikrofyld a velikosti strobilu. Na zakladé

namétenych hodnot byl pak sestaven zakladni piehled jednotlivych druht a jejich subspecii.

subsp. annotinum

Rostlina celkové mohutnéjsi, na exponovanych stanovistich drobnéjsi, téméft po celé
Evropé. Délka mikrofylti u subspecie annotinum muze dosahovat 5-10 mm, primérné
pak 6 mm. Mikrofyly sviraji s lodyhou uhel od 50-85° (nej€astéji okolo 75°). Strobilus

je dlouhy 1,5-4 cm, nejcastéji okolo 2,5 cm.
subsp. alpestre

Rostlina je spiSe drobna, vazana na cirkum-polarni oblast, jeji vyskyt vSak nelze
spolehlivé vyvratit ve vysokohorském prostiedi nizSich zemépisnych Sitek. Mikrofyly
jsou dlouhé 3—-5 mm, nejcastéji okolo 4 mm. Postaveni mikrofyl je vice pritisklé
k lodyze oproti subspecii annotinum, Ghel svirajici mikrofyl a lodyzka se pohybuje

mezi 15-65° (pruméme 40°). Strobilus je dlouhy 0,5-2,5 cm, nejcast€ji okolo 1,5 cm.

Lycopodium clavatum

Poddruhy druhu L. clavatum byly v této praci rozliSovany na zakladé znakt na vytrusném

klasu, ale dualezity je i celkovy vzrist rostliny, délka mikrofylu a jeho postaveni (Ghel).

Zaroven je vhodné stejné jako u L. annotinum piihlédnout ke geografické poloze a nadmorské

vySce sbéru uréované rostliny.

subsp. clavatum

Rostlina rozsitena po celé Evropé s vyjimkou nejsevernéjSich oblasti ve Skandinavii,
kde je nahrazena subsp. monostachyon. Pocet vytrusnych klasa se pohybuje nejcastéji
mezi 2-3, vzacnéji vSak muize mit rostlina klas jeden az pét. Velikost strobilu
se nejCasteji pohybuje okolo 4 cm, mize byt ale 2,5-12 c¢cm dlouhy. Peduncle je
5-11 cm dlouhy, nejcastéji okolo 7 cm. Pedicel méti 0,1-1,3 cm, mlze ale upln€ chybét
(pramémé 0,5 cm). Mikrofyly jsou dlouhé 30—55 mm (primémé 45 mm), hyalinni
chlup na Spi¢ce dosahuje 15-35 mm. Mikrofyly sviraji 30—60° uhel s lodyhou,

nejcastéji okolo 40°.
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—  subsp. monostachyon

Rostlina je drobnéj$i, vazana na cirkum-polarni oblast. V nizsich zemépisnych Sitkach
se vyskytuje ve vysokohorském prostiedi, prokdzana je napt. z Alp a Karpat.
Pro rostlinu je typicky jediny klas (vzacné i dva), neseny na 0,1-4 dlouhém pedunculu.
Ten muze i Gpln€ chybét. Pedicel vzhledem k absenci vétveni stopky chybi. Vytrusny
klas je 1-3 cm, nejcasteji 2 cm dlouhy. Mikrofyly dosahuji délky mezi 3—5 mm,
nejastdji pak 4 mm. Hyalinni chlup ma délku 0,5-2 mm, v priméru 1,5 mm. Uhel

mikrofylu se pohybuje mezi nejcastéji okolo 25° (20-30°).

Vyse vypsané znaky a jejich hodnoty jsou pouzitelné a je s nimi mozné jednotlivé poddruhy
odlisit. Situaci vSak komplikuji tzv. pfechodné typy, které se nachazeji mezi jednotlivymi

poddruhy jak druhu L. annotinum (Obr. 29 a 50), tak L. clavatum (Obr. 51).

Obr. 51: Prechodny jedinec L. clavatum z Finska (Bjorko), ID vzorku: 21-233 (Pfiloha 1).
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5 Diskuze

5.1 Cytologie zkoumanych druhi plavuni

V ramci této diplomové prace byly nalezeny celkem dva cytotypy L. clavatum, z ¢ehoz byl
pouze jeden nalezen v Evropé. S piihlédnutim ke zjisténé absolutni velikosti genomu tohoto
druhu (Tab. 9) a porovnanim s praci Sliwinska-Wyrzychowska et al. (2017), kde byly jak
spocitany chromozomy, tak zmeétena absolutni velikost genomu zkoumanych rostlin, vychazi,
ze vSechny evropské rostliny L. clavatum analyzované v ramci této diplomové prace
koresponduji s diploidni hodnotou predstavujici 2n = 68 chromozoml. Jiny pocet
chromozomu pak Ize dohledat pouze v pracich Takamiya & Tanaka (1982), Takamiya (1989),
kdy byly kromé diploid( nalezeni i triploidi (2n = 102) a tetraploidi (2n = 136). V ramci
zminénych japonskych praci Takamiya & Tanaka (1982), Takamiya (1989) bylo celkem
nalezeno 359 jedinct (50 %) diploidnich, 189 jedinct (26 %) tetraploidnich a 172 jedinca
(24 %) triploidnich, u nichz se predpoklada vznik hybridizaci hlavnich cytotypl (Takamiya
& Tanaka 1982, Takamiya 1989). Lze tedy fici, Ze se nejednd o nahodné zmnoZzeni
chromozomovych sadek u nékolika rostlin, ale jedna se o fenomén rozsifeny v celém
Japonsku. V Evropé vSak nebyla cytotypova variabilita L. clavatum prokazana ani v praci

Sliwinska-Wyrzychowska et al. (2017) a ani v ramci této diplomové prace.

Vysvétlenim, pro¢ byly v Japonsku nalezeny rizné cytotypy miize byt naptiklad jina
taxonomicka podstata studovanych taxonu. V publikacich Takamiya & Tanaka (1982)
a Takamiya (1989) jsou studované rostliny urCeny jako L. clavatum. Podle dolozZenych
fotografii (Obr. 52 a 54) by se v§ak mohlo jednat o druh L. japonicum Thunb. (Obr. 53 a 55),
ktery se stejné jako L. clavatum vyskytuje v Japonsku (Zhang & Iwatsuki 2013, Obr. 56 a 57),
ale u kterého nejsou chromozomové pocty zndmy. Sami autofi zminéné publikace Zhang
& Iwatsuki (2013) upozortiuji, ze L. japonicum je Casto chybné urCovano jako L. clavatum.
Je proto mozné, ze se jednd o dva rozdilné druhy (a pfipadné jejich kiizence), které nebyly

v cytologickych pracich Takamiya & Tanaka (1982) a Takamiya (1989) rozliSovany.
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Obr. 52-55: Obrazky A a B ukazuji rostliny Lycopodium clavatum ze studie Takamiya & Tanaka 1982. Obrazky
C a D pak ukazuji L. japonicum (POWO 2024).

Obr. 56: Rozsifeni druhu Lycopodium clavatum (GBIF 2024).

Obr. 57: Rozsiteni druhu Lycopodium japonicum (GBIF 2024).
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Druhy cytotyp byl nalezen u variety L. clavatum var. borbonicum, coz je jitho-polokoulova
varieta vyskytujici se pouze na nékolika ostrovech v Indickém oceanu. Bylo zjisténo,
ze L. clavatum var. borbonicum ma o 10 % vétsi genom, nez subspecie L. clavatum
subsp. clavatum a L. clavatum subsp. monostachyon. Tento africky taxon je v literatufe
oznaCovan bud jako varieta (Badré & Cadet 1978, Gerard 1985), ¢i je fazen k subspecii
L. clavatum subsp. clavatum (POWO 2024), coz pouze podtrhuje nejasné taxonomicke

hodnoty poddruhi a variet u druhu L. clavatum.

U druhu L. annotinum je pak mozné dohledat v literatute jednotné pouze chromozomové Cislo
2n =68 (Manton 1950, Love & Love 1966, Tsai & Shieh 1989). Chromozomové pocty opét
odpovidaji diploidnim rostlinam, coz se shoduje i1 s vysledky této diplomové prace. Podartilo
se vSak nalézt prvniho jedince se zmnozenou chromozomovou sadkou. Jedna se o poddruh
L. annotinum subsp. alpestre, ziskany v roce 2022 z Islandu (viz Obr. 21). Velikost genomu
odpovidala poméru 1,5 viici ostatnim méfenym rostlinam L. annotinum a lze tak predpokladat,
ze se s nejvetsi pravdépodobnosti jedna o triploidniho jedince L. annotinum, coz je zaroven
prvni zaznamenany piipad u tohoto druhu / rodu (Spinulum) vibec. Bohuzel byl z této lokality
na Islandu ziskan pouze jeden vzorek a tedy neni jasné, zda se jednalo o nahodné zmnozeni
chromozomové sadky jedince, nebo jestli jsou triploidni rostliny obecné roz§ifenym jevem po
celém Islandu. Vzhledem k omezenému samplingu zaroven neni jasné, zda se na Islandu
pripadné vyskytuji 1 v§eobecné rozsifeni diploidi a pfipadné i (dosud neobjeveni) tetraploidi,
o jejichz kiizence by v takovém pripadé mohlo jit, stejné jako je popsano u sesterského rodu
Diphasiastrum (Bennert et al. 2011). Alternativné by mohl tento triploid vzniknout
i autopolyploidné pfi splynuti redukované a neredukované buiky, jako k tomu dochazi
i u jinych vytrusnych rostlin (napf. Rasbach et al. 1991, Bennert et al. 2005, 2011, Ekrt et al.
2021). Pro potvrzeni ¢i vyvraceni predloZzenych hypotéz je vSak potreba dalsiho
vyzkumu (molekularni analyza, abortace vytrusi) a vyrazné rozsifeni datasetu z Islandu,
¢i z navazujicich severskych oblasti Ameriky a Gronska, odkud nebyly pro tuto diplomovou

préci ziskany zadné vzorky.

5.2 Molekuldrni analyzy

Alternativnim pfistupem k rozliSeni zkoumanych druhd a jejich poddruhii je molekularni
analyza DNA. Prace, ktera by hledala molekularni rozdily u plavuni na poddruhové urovni,

zatim nebyla publikovana, a tak je tato prace prvni, ktera se o to pokousi.
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Pro tuto diplomovou praci byly vytipovany tii useky, dva chloroplastové a jeden jaderny.
Z chloroplastovych usekt byly zvoleny useky psbA—trnH, trnl. a trnl—trnF, které jsou bézné
vyuzivany ve fylogenetickych studiich zkoumajicich nizsi taxonomické urovné diky jejich
variabilité (Gielly & Taberlet 1994, Ji et al. 2008, Bienek et al. 2015). Jako jaderny usek byl
zvolen ITS, ktery se rovnéz vyuziva i na niz§ich taxonomickych urovnich (Feliner & Rossello

2007).

Ziskané sekvence z chloroplastovych usekt se vyrazné liSily mezi druhy L. annotinum
a L. clavatum, cozje v souladu s tradi¢nim rozdélenim druht i roda (Haines 2003, PPG 12016,

Zhang & Zhou 2021, Szczes$niak et al. 2023).

Vnitrodruhovou variabilitu se pak podafilo odhalit u druhu L. annotinum v ramci useku
psbA—trnH. Objeveny byly dva haplotypy — jeden Siroce rozsifeny a druhy vzacny. Rostliny,
u kterych byl tento vzacny haplotyp prokazan, byly od sebe vzdaleny témeér 200 kilometra
vzdusnou Carou a kazda byla ur€ena jako jiny poddruh. Je mozné, ze se jedna o vnitrodruhovou
variabilitu zapfi¢inénou ¢asovym, ¢i geografickym oddélenim danych populaci. Pro blizsi
informace o povaze a rozsifeni tohoto vzacného haplotypu, by vsak byl potieba detailné;si

sampling v dané oblasti a populacni sbéry.

Vnitrodruhova variabilita v ramci druhu L. clavatum nebyla v analyzovaném datasetu
objevena. Je vSak nutné dodat, ze molekularni analyzy predlozené v této diplomové praci jsou
zalozené na trech usecich (z nichz pouze jeden vykazuje vnitrodruhovou variabilitu)

a je potfeba dalsiho hloubkového vyzkumu.

Ve studii z roku 2021 byla provedena fylogeneticka studie plavunovitych rostlin Chen et al.
(2021), kde bylo vyuzito sedm plastidovych markert, konkrétn€ atpA, psbA—trnH, rbcL., rps4,
rpsd—trnS, trnl. a trnl—trnF. Z téchto sedmi markert byly pouzity pro tuto diplomovou praci
dva tuseky, vramci prace Chen et al. (2021) vSak nebyly zkoumany niz§i taxonomické
jednotky nez druhy. V dalsim kroku by proto bylo zadouci otestovat schopnost publikovanych

markera rozlisit jednotlivé taxony na poddruhové tGrovni.
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5.3 Porovnani hodnot morfologickych znaki s literaturou

Nameétené hodnoty morfologickych znaka v ramci této prace byly porovnany s literaturou
Tribsch & Schonswetter (1999), Kukkonen (2000), Tribsch (2000), Rumsey (2007),
Fisher et al. (2008) udavajici znaky i jednotlivych poddruht.

Rostliny druhu L. annotinum byly porovnany s publikacemi Kukkonen (2000) a Tribsch
(2000). Nameétené hodnoty se u druhu L. annotinum témét shoduji s hodnotami uvadénymi
v literatufe (Tab. 16), ale daji se najit i drobné rozdily, naptiklad Kukkonen (2000) i Tribsch
(2000) pro Lycopodium annotinum subsp. annotinum uvadéji vétsi rozpéti hodnot velikosti
mikrofyli nez bylo naméfeno v ramci této prace. Postaveni mikrofyli podle nameéfeného
rozpéti hodnot pro thel mikrofylu lze spiSe interpretovat jako odstalé az vzharu ohnuté,
zatimco Tribsch (2000) uvadi pro L. annotinum subsp. annotinum postaveni mikrofyla odstalé
az dolt ohnuté. Kukkonen (2000) popisuje okraj mikrofylu L. annotinum subsp. annotinum
jako pilovity, v tomto piipadé¢ jde vSak o subjektivni hodnoceni kazdého hodnotitele, navic
i v ramci této prace byly objeveny rostliny s napadné pilovitym okrajem, ackoliv se nejednalo
o prevazujici okraj mikrofylu zjistény u subsp. annotinum. Délka strobilu se pak s literaturou

Kukkonen (2000) a Tribsch (2000) shoduje.

U subspecie alpestre se naméfené hodnoty a hodnoty z literatury v pfipadé znaku délka
mikrofylu shoduji. Naméfené rozpéti uhlu mikrofylu se da interpretovat jako postaveni listu
pritisklé, smefujici nahoru a je tak v souladu s publikaci Kukkonen (2000). Okraj mikrofylu
byl u subsp. alpestre zjistén 1 podobné zubaty az pilovity jako u subsp. annotinum, ackoliv
jeho vyskyt byl méné Casty nez u subsp. annotinum. Kubat (1988) pak podotyka, ze zuby
na okraji mikrofyl(i maji pouze zanedbatelnou taxonomickou hodnotu. Délka strobilu byla

nametena 1 nepatrné del$i, nez v pfipadé literatury Kukkonen (2000) a Tribsch (2000).
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Tab. 16: Porovnani naméfenych hodnot morfologickych znaka Lycopodium annotinum subsp. annotinum a
L. annotinum subsp. alpestre s literaturou.

. délka postaveni okraj délka
Tetilin |- el mikrofylu | mikrofyli | mikrofylu strobilu
Kukkonen odstalé az o
2000 4-10 mm dolil ohnuté pilovity 1,5-4 cm
SR Tribsch 2000 | (5)6-8(10) mm zubaty 1,5-3,5(4) cm
annotinum ubaty T ¢
nameérené o ,
hodnoty 5-7 mm 55-95 zubaty 2-3,5cm
pritisklé,
Kukkonen 2-6 mm smétujici celokrajny 0,5-2 cm
2000
nahoru
subsp. | (témé)
alpestre | Tribsch 2000 3-5(6) mm el 0,5-1,5(2) cm
naméiené o zvlnény az
T 3-5 15-65 subaty 0,5-2,5 cm

Naméfené hodnoty pro druh L. clavatum byly porovnavany s publikacemi Tribsch &
Schonswetter (1999), Kukkonen (2000), Rumsey (2007) a Fisher et al. (2008). Zjisténé
hodnoty se s autory vybranych publikaci vyznamné nerozchazi (Tab. 17 a 18). Namétrené
hodnoty pro délku mikrofylu subsp. clavatum se shoduji s literaturou. U postaveni mikrofyla
se autofi shoduji 1 s touto diplomovou praci, pouze Tribsch & Schonswetter (1999) uvadi, ze
pro L. clavatum subsp. clavatum je Ghel mikrofylu >45° v ramci této prace vSak byly
nameéteny i nizsi hodnoty. Tribsch & Schonswetter (1999) déle uvadi, ze 70-100 % mikrofyla,
je zubatych, coz je v rozporu se zjisténim v této diplomové praci, kdy bylo rostlin se zubatym
mikrofylem méné€, nez se zvinénym. V ramci prace byly nalezeny rostliny jak se zvinénym
okrajem mikrofylu (Kukkonen 2000), tak 1 zubatym (Fisher et al. 2008). V porovnani se vSemi
autory byl zjistén nizsi pocet strobild na stopku. V ramci této prace byly napocCitany v praméru
2-3 strobily na stopku. Tribsch & Schonswetter (1999) vsak uvadéji v ojedinélych ptipadech
az 7 vytrusnych klast na stopku, Rumsey (2007) a Fisher et al. (2008) pak uvad¢ji az 5 strobilt
na stopku. Namétena délka strobilu se pak shodovala se vSemi autory. Kukkonen (2000) a
Rumsey (2007) pak udavaji nizs§i hodnoty pro délku stopky, nez byla zjisténa v rdmci prace a

udéavana autory Tribsch & Schonswetter (1999) a Fisher et al. (2008).
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U poddruhu monostachyon byla zjisténa délka mikrofylu 3—5 mm, coz se shoduje i s ostatnimi
autory, pouze Tribsch & Schonswetter (1999) uvadi rozpéti nizsi, ackoliv je uvedena hodnota
méfena bez hyalinniho chlupu. Postaveni listl se shoduje se v§emi autory. Okraj mikrofylu
uvadi Fisher et al. (2008) casto mirné zoubkaty, coz se neshoduje se zbyvajicimi autory ani s
touto diplomovou praci, kdy byla pfitomnost zoubkd u subsp. monostachyon spiSe vzacna.
Zjistény pocet strobild se shoduje se vSemi autory. Zjisténa délka strobilu se pak rozchazi
s publikaci Fisher et al. (2008), kde je uvadéna nizsi hodnota, ackoliv Kukkonen (2000) uvadi
ze Skandinavie i rostliny subsp. monostachyon s 3,5 cm dlouhym strobilem. Namétena délka
stopky strobilu se rozchazi s Rumsey (2007), ktery udava maximalné 1,2 cm dlouhou stopku,
pficemz Kukkonen (2000) udava ze Skandinavie stejné rozpéti jako rozpéti zjisténé v ramci

této prace (1-3 cm).
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Tab. 17: Porovnani nam¢fenych hodnot morfologickych znaku Lycopodium clavatum subsp. clavatum s literaturou. * méfeno bez hyalinniho chlupu na $pic¢ce mikrofylu.

zubaty

. délka postaveni okraj “ . . . délka stopky
poddruh publikace i T S pocet strobilu | délka strobilu strobilu
Tribsch & (30)70-100 % (2)4-12(15)
Schonswetter | 4-5(6)* mm >45° mikrofyll je (1)2-3(7) (1,5)2-6(8) cm om
1999 zubatych
Kukkonen 35 mm odstévajici témet , 24 (1,8)2,5-4,5(6) | (2,5)3-8(13)
2000 celokrajny cm cm
subsp. ostavajici az (2,5)3-7(13)
_R(* _ ’
clavatum Rumsey 2007 4-6* mm vzhiiru ohnuty (1)2-3(5) om
Fisher et al. o ] " ,
2008 4-5 vzhiru ohnuty | jemné zubaty (1)2-3(5) 3-6 cm 5-10(18) cm
nameéiene zvinény az
hodnoty 3-5,5 mm 30-60 misty zpétné (1)2-3 2,5-5cm 4-11 cm
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Tab. 18: Porovnani namefenych hodnot morfologickych znaku Lycopodium clavatum subsp. monostachyon s literaturou. * méfeno bez hyalinniho chlupu na $pic¢ce mikrofylu.

délka

. postaveni okraj . 0 . . délka stopky
poddruh publikace R mikrofyld i pocet strobilu | délka strobilu strobilu
Tribsch & 0-20(40) %
Schonswetter (2)3—4* mm <45° mikrofyll je 1(2) (0,5)1-2,5cm 0-2(3) cm
1999 zubatych
w11 .« | celokrajny, B B
Kukkonen 2.5-3.5 mm pntlsklle, 1‘1}1r,ne ob&as mire 12) (H)1,5-3(3,5) (0)1-3(4,5)
2000 odstavajici , cm cm
zoubkaty
subsp. 1
pritiskly,
monostachyon Rumsey 2007 3-5* mm vzhiiru Ohnuty 1(2) 0-1,2cm
Fisher et al. pritisklé, Casto jemne¢ .
2008 36mm | hruohnuté | zoubkatd ! =2 em az2cm
nameéiene zvinény az
hodnoty 3-5 mm 20-30 misty zpétné 1(2) 1-3 cm 0-3 cm

zubaty

59




5.4 Ovlivnéni znaku prostiredim

V ramci této diplomové prace byl dale testovan vliv prostfedi na morfologii studovanych
druhtl plavuni. Z mnoziny rtiznych vliva prostedi byly vybrany zemépisna Sitka a nadmorska
vyska. Ackoliv podle provedenych analyz ma na morfologii L. clavatum prostiedi vétsi vliv
nez na L. annotinum, z procent vysvétlené variability je zfejmé, Zze kromé hodnocenych vlivi
prostiedi je morfologie danych poddruhti ziejmé ovlivnéna i dal§imi faktory. Na morfologii
jedincl by mohlo mit vliv i vlastni mikrostanoviste a jeho exponovanost, ¢i konkurence jinych
rostlin (Headley et al. 1988, Schwinning & Weiner 1998, Bittebiere et al. 2012). Nelze vSak

opomijet potencial kombinace vlivu prostfedi a vlivu genetické podstaty materialu.

Népadna je také odliSna reakce L. clavatum a L. annotinum (Obr. 41-44) na zvySujici
se nadmotskou vysku v niz§ich zemépisnych Sitkach (konkrétné€ v Alpach). Druh L. clavatum
na zvySujici se nadmortskou vysku reaguje snizenim poctu strobild, jejich délky a délky stopek,
az na uroven rostlin ze severu Skandinavie. Celkové je druh L. clavatum v zéavislosti
na nadmortské vySce morfologicky variabilni. SniZzeni poCtu strobild a jejich délky muze byt
zapfi¢inéno tim, ze ve vy$Sich nadmotskych wvyskach je subsp. clavatum nahrazena
subsp. monostachyon. Tato teorie vSak nevysvétluje vyskyt pfechodnych typt mezi poddruhy

clavatum a monostachyon.

Potvrzen je vsak i vliv nadmotské vysky na fertilitu rostlin, ¢im vys$si nadmotska vyska, tim
vice fertilita rostlin klesa (Bliss 1971). U rodu Huperzia, ktery je charakteristicky vegetativnim
rozmnozovanim pomoci gem, bylo zjisténo, ze s pfibyvajici nadmotskou vyskou pfibyva
1 gem a tim padem ma rostlina tendence Sifit se spiSe vegetativné (Gola 2008), coz by mohlo
vysvétlovat snizujici se pocet strobilt u druhu L. clavatum. U L. annotinum se vSak délka
strobilu s pfibyvajici nadmoiskou vyskou nesnizovala a i ve vysSkach pres 2000 metrd
nad mofem si zachovala hodnoty srovnatelné s rostlinami vyskytujicimi se v nizinach
ve vys§§ich zemépisnych Sitkach. Druh L. annotinum tak s ohledem na nadmotskou vysku tvorti

spise morfologické kontinuum.

Stejna situace nastava u znaku thel mikrofylu, kdy alpska L. annotinum ma srovnatelny thel
mikrofylu s rostlinami rostoucimi v niz§ich polohach. L. clavatum reaguje na nadmoiskou
vysku pritisknutim mikrofylt na uroveni rostlin rostoucich okolo 70. rovnobézky. Rostlina
muze prisedlosti mikrofyli reagovat na vzrustajici nadmotskou vysku, kdy pritisklejsi
mikrofyly mohou rostliné poskytovat ochranu pfed mrazem, suchem, ¢i sluncem, podobné

jako slouzi ostatnim cévnatym rostlindm napfiklad trichomy (Wang et al. 2021).
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Dalsim vysvétlenim ale mize byt fakt, ze se zde jedna o rozdilné poddruhy v ramci danych

druhu, které se thlem svych mikrofyll lisi na zakladé genetické variability.

5.5 Rozsireni severskych poddruhii zkoumanych druhu ve stiredni Evropé

V minulém stoleti se zacaly objevovat zpravy o vyskytu Lycopodium annotinum
subsp. alpestre a L. clavatum subsp. monostachyon 1 ve stfedni Evrop¢, konkrétné v Alpach
(Tavel 1933, Teppner 1975, Pignatti 1983, Lauber & Wagner 1996, Tribsch & Schonswetter
1999). Zatimco v ptipad€ L. clavatum subsp. monostachyon je vyskyt v Alpach pfijimén a je
v soucasné sob& povazovana za rostlinu s arkto-alpinskym rozsifenim (Teppner 1975, Tribsch
& Schonswetter 1999), u L. annotinum subsp. alpestre je situace jina. Ackoliv ji publikace
Tavel (1933), Pignatti (1983), Lauber & Wagner (1996) z Alp uvadeéji, Tribsch (2000) se pfi
porovnani alpskych nalezi a skandinavskych rostlin ptiklani spiSe k varianté, ze se jedna
o L. annotinum subsp. annotinum, ktera je vSak atypicka vlivem prostredi. Pfi porovnani
polozek ze Skandinavie a alpskych rostlin je zjevné, ze zatimco alpské L. clavatum (Obr. 48)
se svou morfologii skutecné vice podoba subsp. monostachyon (Obr. 23), nez subsp. clavatum,
alpské L. annotinum (Obr. 47) ze stejné nadmoiské vysky (2000 metrti nad mofem) je oproti

subsp. alpestre (Obr. 20) vyrazné vétsi a podoba se spise subsp. annotinum (Obr. 19).

Ackoliv se vyskyt severskych subspecii na naSem uzemi neptedpokladal, v roce 2023 byla
vSak u Ramzové na sjezdovce v Jesenikdch nalezena rostlina (Obr. 49) morfologicky
odpovidajici poddruhu L. clavatum subsp. monostachyon, pticemz nejblizsi lokality vyskytu
tohoto taxonu jsou znamé ze slovenskych Karpat (Kubat et al. 1988) a rakouskych Alp
(Teppner 1975, Tribsch & Schonswetter 1999). Pii pohledu na rostlinu vSak neni mozné
jednoznacné fici, zda se jedna o subsp. monostachyon ¢i ne. Rostlina mé totiz napadné dlouhé
stopky strobilu, coz v§ak muze byt zapficinéno i tim, Ze roste v piihodnéjsich podminkach nez
alpské rostliny. Rostliny pfipominajici Lycopodium annotinum subsp. alpestre pak z naseho

uzemi znamé nejsou.
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6 Zavér

Diplomova prace se zabyvala rozliSenim poddruhtt L. annotinum (L. annotinum
subsp. annotinum a L. annotinum subsp. alpestre) a L. clavatum (L. clavatum subsp. clavatum
a L. clavatum subsp. monostachyon). Prace se pokusila jednotlivé poddruhy rozlisit na urovni

cytometrické (velikost genomu), molekularni (genetické) a morfologické.

V ramci studovanych druht L. annotinum a L. clavatum byly nalezeny rozdily ve velikosti
genomu, pfiCemz L. annotinum ma v priméru o 54 % vétsi genom nez druh L. clavatum.
U druhu L. annotinum se mezi zkoumanymi poddruhy L. annotinum subsp. annotinum a
L. annotinum subsp. alpestre nepodafilo nalézt rozdily ve velikosti genomu. V ramci
taxonu L. annotinum subsp. alpestre byl vSak odhalen prvni triploidni jedinec L. annotinum
vubec. Jednalo se vSak o jediny pfipad jiné nez diploidni chromozomové sadky a ocekavani
ohledné ploidni variability plavuni rodu Lycopodium tak nebyla naplnéna. Pomoci analyzy
velikosti genomu se od sebe nepodafilo rozliSit ani poddruhy clavatum a monostachyon
u druhu L. clavatum. U tohoto druhu byla vSak byla nalezena vnitrodruhova variabilita,
kdy varieta L. clavatum var. borbonicum méla o 10 % vétsi genom, nez L. clavatum

subsp. clavatum a L. clavatum subsp. monostachyon.

V ramci studovanych taxona byly nalezeny genetické rozdily na druhové arovni, jednotlivé
poddruhy se od sebe vSak molekularné odlisit nepodarilo. Nalezen byl vzacny haplotyp
L. annotinum, avSak k objasnéni Cetnosti vzacného haplotypu, ¢i vztahu s béznym haplotypem

je potteba dalsiho studia.

Analyzy morfologie zkoumanych druht a jejich vybranych poddruhli ukazaly, ze je mozné
jednotlivé poddruhy ve vétsiné pripadi rozliSovat. Nejlepsimi znaky k rozeznani jednotlivych
poddruhti u obou druhti zkoumanych plavuni se ukazala délka mikrofylu a strobilu, v pfipadé
L. clavatum pak pocet strobilt a délka jejich stopky. Existenci pfechodnych typt zkoumanych
druht plavuni se nepodafilo objasnit, stejné jako miru ovlivnéni morfologie studovanych

druhti plavuni prostfedim.

K jasnému vymezeni jednotlivych poddruhti a sjednoceni jejich taxonomické klasifikace bude
potfeba komplexniho pfistupu a dal§iho morfologicko-ekofyziologického a molekularniho

vyzkumu.
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8 Prilohy

Pfiloha 1: Seznam rostlin pouzitych rostlin pro cytometrické analyzy, s tidaji o jednotlivych vzorcich a vyznaenim vzorku pouzitych pro molekularni (MOL) a

morfometrické analyzy (MOR).

FerDA # | interni # rod druh var./subsp. sbératel c;?)g::‘ zemé souradnice GPS 1‘17:;1’%111:; pozn.
237 14-200 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L. 2014-09-10 ]\B»Ifiltlgflie 23:3,51'344(2)?;51 > 1510

284-1 15-366 1 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2015-08-23 | Svédsko ?2214;274(7)8;1:1},3 300

284-2 15-366 2 Lycopodium | annotinum Ekrt, L. 2015-08-23 | Svédsko ?2214;274(7)8;1:1},3 300

308 15-392 Lycopodium | annotinum Ekrt, L. 2015-08-28 | Norsko ?2?75113(7)80151‘1 120 |MOR
311 15-401 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2015-09-01 | Norsko ?g:igég;gg:g’ 55

319 15-411 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2015-09-04 | Norsko gf;?ggigg?]g\l’ 100

320 15-411 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L. 2015-09-04 | Norsko gf;?ggigg?]g\l’ 100

414 LE 6803 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2017-08-24 | Rakousko z{;:iz:iloggglfé 725

447 18-88 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-07 | Svédsko ?(7):;81'260888'71153 80 MOR
452 18-94 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L. 2018-09-09 | Svédsko gg:ig:ggggg:g’ 90 MOL
454 18-94 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-09 | Svédsko gg:ig:ggggg:g’ 90

455 18-96 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-10 | Finsko gjg;ggggg 450 |MOR
456 18-97 Lycopodium | clavatum | subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-10 |Finsko | O8730.000"N. =} 555 1R

24°2'59.000"E
457 18-97 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-10 | Finsko 3223:290883:1]% 535 ﬁglﬁ’




. . 68°54'48.000"N, MOL,

458-1 18-100 1 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-11 | Norsko 239645 000"E 325 MOR
. . 68°54'48.000"N,

458-2 18-100 2 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-11 | Norsko 23°6'45 000"E 325

460 18-100 Lycopodium | clavatum | subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-11 | Norsko g§°gig8688?EN’ 35 [MoOL
. . 69°26'40.000"N,

461-1 18-102 1 Lycopodium | annotinum Ekrt, L. 2018-09-11 | Norsko 2591341 .000"E 120
. . . 69°26'40.000"N,

461-2 18-102 2 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-11 | Norsko 25°13'41.000"E 120

462 18-102 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-11 | Norsko 69026,40'000,,N’ 120 MOR

25°13'41.000"E

. . 70°10'21.000"N,

463-1 18-103 1 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-12 | Norsko 30°18'14.000"E 30
. . 70°10'21.000"N,

463-2 18-103 2 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-12 | Norsko 30°18'14.000"E 30 MOR
. . 70°15'22.000"N,

466 18-110 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-14 | Norsko 24°5'36 000"E 250
. . S 67°54'42.000"N,

467 18-112 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-14 | Svédsko 21°35'52 000"E 380
. S 67°54'42.000"N, MOL,

468-1 18-112'1 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-14 | Svédsko 21°35'52 000"E 380 MOR
. S 67°54'42.000"N,

468-2 18-1122 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-14 | Svédsko 21°35'52 000"E 380

469 18-113 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-15 | Svédsko ?S"i; -L{g'igg--g’ 915 MOR
. . S 68°21'40.100"N,

470 18-113 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-15 | Svédsko 18°43'13.400"E 915

471-1 18-116 1 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-15 | Svédsko 68021,20'800,,N’ 1210 |MOL

18°35'21.500"E

. . S 68°21'20.800"N,

471-2 18-116 2 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-15 | Svédsko 1893521 500"E 1210
. . . S 68°20'58.000"N,

472-1 18-117 1 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-15 | Svédsko 18°45'50.000"E 380 MOL
. . . S 68°20'58.000"N,

472-2 18-117 2 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-15 | Svédsko 18°45'50.000"E 380

473-1 18-118 1 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-16 | Svédsko 67°556.000"N, 720 MOL,

20°34'48.700"E

MOR




67°5'56.000"N,

473-2 18-118 2 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-16 | Svédsko 20°34'48 700"E, 720

474 18-119 Lycopodium | annotinum Ekrt, L. 2018-09-16 | Svédsko ?3:;8%2388:?’ 440 MOR
475 18-119 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-16 | Svédsko ?3:;8%2388:?’ 440 MOR
476 18-120 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-17 | Svédsko ?45123'71'(3)89(7)881'71153 830

477 18-120 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-17 | Svédsko ?45123'71'(3)89(7)881'71153 830 MOR
479 18-126 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-18 | Svédsko ?;:gg:g?ggg:g’ 1050

480 18-128 Lycopodium | annotinum Ekrt, L. 2018-09-18 | Svédsko ?3232:360888:1]53 950

481 18-130 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-18 | Svédsko ?3232340888:1]53 805

482 18-132 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2018-09-19 | Svédsko ?;:gg:igggg:g’ 990 MOR
483 18-135 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-19 | Svédsko ?;:g?:igggg:g’ 1035 |MOR
484 18-136 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-19 | Svédsko ?;:i;:giggg:g’ 830

485 18-139 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L. 2018-09-20 | Svédsko ? ; :i:igggg:g ’ 815 MOR
486 18-142 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2018-09-21 | Svédsko ??:igéoogggl'ﬁé 145

525 Totes Geb. 5 | Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2019-08-15 | Rakousko i;:i;:iiggg:g’ 1240 |MOR
540 19-66 Lycopodium | annotinum Ekrt, L. 2019-09-13 | Francie 2551221;58(1)80EN 2070 |MOR
545 LE 7093 Lycopodium | clavatum | subsp. clavatum Ekrt, L. 2019-10-19 iﬁ‘&ka ﬁ:gﬁg:ggg:g’ 710

546 LE 7094 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2019-10-19 i?)slﬁiilika z{j:g;z{gggg:g’ 710 MOL
1150 Bieznik 4 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Vejvodova, K. 2020-09-16 i?)sli(:lika ig:;g:ggij;:g ’ 1145 |MOR
1151 20-018 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L. 2020-05-09 Ceska 48°39'51.700°N, 520

republika

15°25'38.600"E




1152 |Sumrakov | Lycopodium | clavatum | subsp. clavatum Ekrt, L. 2021-04-28 S;Si{tiika ‘1‘22;83%479’ 610
1153 15-376 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2015-08-25 | Norsko ?g:g:gosgggljé 230
1157-3 PYT 1-3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?gggéég?gg’ 875
1157-4 | PYT 1-4 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?gggéég?gg’ 875
1158-6 |PYT 2-6 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggggig?ﬁg’ 880
1158-8 |PYT 2-8 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggggig?ﬁg’ 880
11589 |PYT 2-9 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggggig?ﬁg’ 880
1159-8 |PYT 3-8 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 Eiasliiilika ?ggggggiig’ 895
11599 | PYT 3-9 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggggggiig’ 895
1160-1 PYT 4-1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggi?zi%g’ 965
1160-7 |PYT 4-7 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggi?zi%g’ 965
1161-3 SMR 1-3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?gg;gﬁgig’ 880
1161-5 SMR 1-5 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?gg;gﬁgig’ 880 MOR
1162-6 |JIZ 1-6 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggggg;gig’ 980
1162-7 |(JIZ 1-7 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?ggggg;gig’ 980
1163-1 JZ 2-1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 i?)sli(:lika ?gggi;%gg’ 905
1163-6 |JIZ 2-6 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Sternerova, L. 2020-08-19 Eiasliiilika ?gg%ﬁ;?ggg’ 905
1233 20-116 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2020-09-19 | Italie z{g:ﬁ:?gggg:g’ 2090
1238 20-119 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2020-09-19 | Italie 46°4927.900°N, 1110

12°4'55.600"E




46°10'15.400"N,

1277 20-132 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2020-09-22 | Italie 11°26'56.100"E 2120 | MOR
1298 20-140 L dium | annotinum | sub ti Ekrt, L 2020-09-23 | Rakousk 47°734. 700N, 1680 |MOR
ycopodium | annotinu Sp. annotinum , L. ousko | 1097147 300"E
1316 20-150 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2020-09-24 | Rakousko zlt;zllai%gg?EN, 870
. . . . 49°16'13.100"N
1331 20-100 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2020-08-13 | Slovakia 20°13'46 800"E, 1000
. . . . . . 49°15'34.100"N
1343-1 20-105 1 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2020-08-13 | Slovakia 20°13'52 400"E, 1010
. . . . . . 49°15'34.100"N,
1343-2  {20-105 2 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2020-08-13 | Slovakia 20°13'52 400"E 1010
1366 Kongsberg 3 | Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Kolat, F. 2020-05-30 | Norsko g?ﬁiizingN’ 470
. . . . 69°18'16.283"N,
1540-1 Lan 1 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Brozova, V. 2021-07-28 | Norsko 20°2638.981"E 120 MOL
. . . . 69°18'16.283"N,
1540-2 |Lan2 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Brozova, V. 2021-07-28 | Norsko 20°26'38.981"E 120
. . . 69°14'46.351"N, MOL,
1541 Lal 2 Lycopodium | annotinum | subsp. alpeste Brozova, V. 2021-07-27 | Norsko 20°2627 136"E 780 MOR
1542 Lal 1 L dium | clavatum sub tach Brozova, V 2021-07-27 | Norsk 69°14'46.351"N, 780 MOL
ycopodium | clavatu sp. monostachyon va, V. orsko 20°26'27 136"E
. Ceska 49°12'26.590"N,
1551 21-002 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L. 2021-04-05 republika | 15°34'37.866"E 640
. . o Ceska 48°59'8.236"N,
1575-1 MS 932-1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Vejvodova, K.; Stech, M. [ 2021-08-04 republika | 13°26'59.582"E 1200 | MOR
. . o Ceska 48°59'8.236"N,
1575-2 | MS 932-2 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Vejvodova, K.; Stech, M. [ 2021-08-04 republika | 13°26'59.582"E 1200
. . o Ceska 48°59'8.236"N,
1575-3 | MS 932-3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Vejvodova, K.; Stech, M. [ 2021-08-04 republika | 13°26'59.582"E 1200
. . . . Ceska 48°55'26.722"N,
1593 Ovesna Lycopodium | clavatum Vejvodova, K. 2021-10-17 republika | 14°324.780"E 800
. . . . , 47°23'41.518"N,
1805 21-66 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-10 | Rakousko 13°4'44 745"E 1280
. . . . , 46°49'29.114"N,
1819 21-75 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-11 | Rakousko 12°41"20.598"F 2040
1820 21-76 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-11 | Rakousko 46°4927.649'N, 2040

12°41'29.047"E




47°11'46.910"N,

1829-1 21-80 1 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-12 | Rakousko 12°6'34.006"E 1540
. . . . . 47°11'46.910"N

1829-2  |21-802 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-12 | Rakousko 12°6'34.006"E > | 1540
. . , 47°13'11.853"N

1842 21-87 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-12 | Rakousko 12°6'46.105"E > 11420

1858 |21-88 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum | Bkrt, L. Vejvodova, K. |2021-07-13 | Rakousko ‘giggéggﬁg 1720
. . . . . 47°28'9.505"N

1860 21-90 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-07-13 | Rakousko 1394743 .7 53,,]_’3 1670
. . . . . 46°4821.960"N

1961 21-152 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-08-15 | Rakousko 149587 432" > 11690 | MOR
. . . s . 53°42'16.268"N,

1975 21-174 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-14 | Polsko 22°40'28. 528"E 120

1980-1 21-178 1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 | Litva ;i°g$';72(1)25§ZEN, 90

1980-2 |21-178 2 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 | Litva ;i%g,;g?gEN’ 90 MOR

1980-3 |21-178 3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 | Litva ;i%g,;g?gEN’ 90

1980-4 |21-178 4 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 | Litva ;i%g,;g?gEN’ 90

1981 21-178 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 | Litva ;i%g,;g?gEN’ 90 MOR
. . . . . . 55°42'54 961"N

1990 21-182 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 |Litva 2399519 O93"E, 120 MOR
. s . . 55°42'59.036"N,

1993 21-184 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 |Litva 2392598 524"E 120

1994 21-185 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-15 | Latvia ;;}'4130222?]51\1, 30
. . . . . . 57°15'3.672"N

1998 21-186 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-16 | Latvia 259117 831"E ’ 20
. . . . 57°14'57.815"N,

2001 21-188 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-16 | Latvia 259040 100"E 20 MOR
. . . . . . 58°22'0.678"N,

2009 21-192 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-16 | Estonia 2593'45.040"E 40

2020 21-194 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-16 | Estonia >8°2740.075°N, 25

25°2'14.205"E




60°38'1.180"N,

2032 21-198 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko 27912'14.314"E 40

2034-1 21-199 1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko g$0§a§48;;?EN’ 110

2034-2  [21-199 2 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko g$0§a§48;;?EN’ 110

2034-3 21-199 3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko g$0§a§48;;?EN’ 110

2034-4  |21-199 4 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko g$0§a§48;;?EN’ 110

2034-5 |21-199 5 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko g$0§a§48;;?EN’ 110

2034-6  |21-199 6 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko g$0§a§48;;?EN’ 110
. . . . , . 62°28'54.170"N

2036 21-199 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-18 | Finsko 279547 828"F > | 110 MOR
. . . R , . 62°35'25.656"N,

2050 21-205 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 26°42'20.819"E 110

2051 21-206 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 330}?1124?(2)?];\1’ 140 MOR
. . . . , . 64°56'5.946"N

2053 21-207 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 28°47'] 489"E, 220 MOL
. R , . 64°56'5.946"N, MOL,

2054-1 21-207 1 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 28°47'1 489" 220 MOR
. . , . 64°56'5.946"N

2054-2 21-207 2 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 28°47'1 489"E, 220 MOR
. . , . 64°56'5.946"N

2055-1 21-207 1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 28°47'1 489"E, 220
. . , . 64°56'5.946"N

2055-2 21-207 2 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 28°47'1 489"E, 220
. . , . 64°56'5.946"N

2055-3 21-207 3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-19 | Finsko 28°47'1 489"E, 220
. . . . , . 66°13'11.265"N

2057-1 21-209 1 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-20 | Finsko 289344 562"E > 1420 MOL
. . . . , . 66°13'11.265"N,

2057-2 21-209 2 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-20 | Finsko 28°34'4 562" 420
. . . , . 66°13'11.265"N,

2058-1 21-209 1 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-20 | Finsko 420 MOL

28°34'4.562"E




66°13'11.265"N,

2058-2 21-209 2 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-20 | Finsko 28934'4. 562" 420
. . , . 66°13'11.265"N,
2059 21-209 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-20 | Finsko 28°34'4 562" 420 MOL
. . . . , . 67°1'4.321"N,
2074 21-217 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 27°14'0 121" 235
. . R , . 67°44'7.156"N,
2075-1 21-218 1 Lycopodium | annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 26°45'27 965"E, 180
. . R , . 67°44'7.156"N,
2075-2 21-218 2 Lycopodium | annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 26°45'27 965"E, 180
. R , . 67°44'7.156"N, MOL,
2076-1 21-218 1 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 26°4527 965"E 180 MOR
. . , . 67°44'7.156"N,
2076-2 21-218 2 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 264527 965"F, 180
. . R , . 68°20'34.339"N, MOL,
2082-1 21-220 1 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 279788 833"E 380 MOR
. . . , . 68°20'34.339"N,
2082-2 21-2202 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 279988 833"F 380
2085 21-221 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko ggoggiz }gg,g’ 530
. R , . 68°2027.186"N, MOL,
2086 21-221 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-21 | Finsko 27930'15.163"E 530 MOR
2089-1 21-223 1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-22 | Finsko ggoi?,ggggg,,g’ 140
. . , . 66°50'49.402"N,
2089-2 21-2232 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-22 | Finsko 26°11'30.063"E 140 MOR
2091 21-224 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-22 | Finsko ggoi?,izggg,,g’ 140
. . R , . 66°55'41.848"N, MOL,
2092 21-225 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-22 | Finsko 26°13'46.006"E 150 MOR
. . . . , . 65°21'4.205"N,
2094 21-226 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-22 | Finsko 2599019 .684"F 10 MOR
. . . . , . 63°19'58.400"N,
2097 21-227 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-23 | Finsko 23°10' 116"E 40 MOL
. . , . 63°21'38.599"N,
2102 21-229 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-23 | Finsko 2192249 253"E 20 MOR
. . . . , . 63°22'5.074"N,
2110 21-232 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-24 | Finsko 10 MOR

21°24"7.578"E




63°22'1.945"N,

2111-1 21-233 1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-24 | Finsko 21°22'29 248"E 10
. . , . 63°22'1.945"N,
2111-2 21-2332 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-24 | Finsko 2192279 248"F 10 MOR
2111-3 21-2333 L di lavat b lavat Ekrt, L.; Vejvodova, K 2021-09-24 | Finsk 63°22'1.945"N, 10
- - ycopodium | clavatum subsp. clavatum , L.; Vejvodova, K. -09- insko 21°22'29 248"E
. . , . 62°4529 671"N,
2113 21-234 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-24 | Finsko 2794753 311"E 95 MOR
2121-1 21-238 1 L di lavat b lavat Ekrt, L.; Vejvodova, K 2021-09-25 | Finsk 62°44'7.415"N, 80
- - ycopodium | clavatum subsp. clavatum , L.; Vejvodova, K. -09- insko 22°47'17 210"E
. . , . 62°44'7 415"N,
2121-2  |21-238 2 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-25 | Finsko 2294717 210"E, 80 MOR
. . . s , . 62°44'7 415"N, MOL,
2122 21-238 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-25 | Finsko 22°47'17 210"E 80 MOR
. R , . 62°44'39 455"N,
2123 21-239 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-25 | Finsko 22°46'48.662"F 80
. . , . 62°6'20.398"N,
2125 21-240 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-25 | Finsko 27°53'53 740"E, 140 MOR
. . , . 62°6'30.578"N,
2128 21-242 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-25 | Finsko 2705412 334"E 145 MOL
2130 21-243 L di ti b ti Ekrt, L.; Vejvodova, K 2021-09-25 | Finsk 62°6'7.542"N, 140
- ycopodium | annotinum | subsp. annotinum , L.; Vejvodova, K. -09- insko 22°52'56.557"E
2141 21-248 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-26 | Finsko 220(3),32;8733?];\1’ 110
2145-1 21-251'1 L di lavat b lavat Ekrt, L.; Vejvodova, K 2021-09-26 | Finsk 60°6'8.291"N, 10
- - ycopodium | clavatum subsp. clavatum , L.; Vejvodova, K. -09- insko 23°16'46.225"E
. . , . 60°6'8.291"N,
2145-2 21-2512 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-26 | Finsko 23°16'46.225"E 10 MOR
2162 21-259 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-29 | Latvia 56057,55'647,,N’ 10
23°32'10.094"E
. . , 53°27'8.406"N,
2165-1 21-262 1 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-30 | Polsko 22°36'3.647"E 120 MOR
. . , 53°27'8.406"N,
2165-2  |21-2622 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-30 | Polsko 22936'3 647"E 120
. . , 53°27'8.406"N,
2165-3 21-262 3 Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2021-09-30 | Polsko 22°36'3.647"E 120
2515 22-125 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-08-07 | Rakousko 46°5324.216'N, 2020 MOL,

12°12'25.438"E

MOR




. . R , . 46°53'10.579"N, MOL,
2518 22-126 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-08-07 | Italie 12°12'4.950"E 2080 MOR
. R , . 46°54'47.837"N,
2526 22-130 Lycopodium | clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-08-09 | Italie 11°45'40 244"E 1840
2528 22-132 Lycopodium | clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-08-09 | Italie z{?oig,gg ;gg,,g’ 1930 |MOL
2533 22-137 Lycopodium | clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-08-10 | Italie 4604,7 41'90? N, 1880 |MOL
12°6'46.422"E
. . R , . 46°40'3.508"N,
2537 22-139 Lycopodium | annotinum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-08-11 | Italie 12°21'57 672"E 1670 |MOL
. , . 5, 62°35'58.056"N,
2705-1 K067-1 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Koutecky, P.; Dolejsek, V. |2022-07-24 | Svédsko 1294039 936"E 1220
. Lo . 5 62°35'58.056"N, MOL,
2705-2 | K067-2 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Koutecky, P.; Dolejsek, V. |2022-07-24 | Svédsko 12°40'39.936"E 1220 MOR
. % , 47°23'31.699"N MOL,
2912 10/8/3 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Sternerova, L. 2022-08-09 | Rakousko 14°113.911"E 1980 MOR
. s , Ceska 50°11'2.213"N, MOL,
23-52-1 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ektt, L.; Vejvodova, K. 2023-06-27 republika 17°4'39 536"E 990 MOR
Island - . . %o, 66°7'41.179"N, MOL,
2703 Ceikové Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Cejkova, A. 2022-06-14 | Island 18°3'59 063" W 160 MOR
. . . 68°21'35.169"N, MOL,
2731-9 Inuvik-11 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Hille, E. 2022-09-01 | Canada 1339427 102" W 50 MOR
GRU- . , . 41°46'29.194"N,
Kobyckati Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Novak, P. 2023 Gruzie 41°51'52 131"E 200 MOL
. . . , . 21°4'57.756"S,
23-112 3 Lycopodium | clavatum var. borbonicum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2023-09-15 | Francie 5593116.245"F 1820 |MOL
2618-1 22-152 1 Lycopodium | clavatum Ekrt, L.; Vejvodova, K. 2022-09-05 | Italie 4{302,12(2)392(6%]51\1’ 1490 |MOL
CAN-2- . . . . 51°15'16.175"N,
Burkytova Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Fiser, P. 2023-09-09 | Canada 117°28'13.757"W 1440 |MOL
374772 | GRU-Mazeri | Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Novak, P. 2022-08 Gruzie i;"; 51,;252; 61'7115 1850 |MOL
. % , 47°23'29.224"N
2915 10/8/6b Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Sternerova, L. 2022-08-09 | Rakousko 14°11'32.459"F 2010 |MOR
Hirky . . . Ceska 49°53'44 616"N,
(Un&ov) Lycopodium | clavatum subsp. clavatum Vejvodova, K. 2023 republika | 13°11'5.904"E 550 MOR
LE4333 Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Ekrt, L. 2004-07-24 | Rusko 160 MOE




Ceska

48°58'11.381"N,

957MS Lycopodium | clavatum subsp. monostachyon | Vejvodova, K.; Stech, M. | 2021-08-04 republika 13°27'26.896"E 1250 |MOR
. . . & . 47°23'42.703"N
369262 | 9/8/1b Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Sternerova, L. 2022-08-09 | Rakousko 14°11'17 56" 1830 |MOR
LE4333 Lycopodium | annotinum | subsp. annotinum Ekrt, L. 2004-07-24 | Rusko ggo?lgodgg?EN’ 160 MOR
. . , . 5 62°52'50.556"N,
2707 K064 Lycopodium | annotinum | subsp. alpestre Koutecky, P.; Dolejsek, V. | 2022-07-24 | Svédsko 980 MOR

12°41'9.168"E




