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1 Uvod

Rod Huperzia (vranec) obsahuje podle nového uzkého vymezeni 25 druhi v boreélni a
temperatni zoné prevazné severni a ojedinéle i jizni polokoule (Field et al. 2016, PPGI
2016). Jedna se o nevysoké plavunovité rostliny fazené do celedi Lycopodiaceae, které
namisto vytrusnicového klasu (strobilu) a plazivého prytu, které jsou typické pro plavuné
(Lycopodium), tvoti sporangia v pazdi mikrofyli na pfevazné vzptimeném prytu (Wagner &
Beitel 1993). Vétsina praci popisujici kvétenu Evropy uvadi (kromé specifické oblasti
Makaronézie) pouze dva taxony vradmci rodu Huperzia. Ze severskych oblasti (Island,
severni Evropa, Sibif...) je uvadéna H. arctica a prakticky v celé Evropé H. selago
(Valentine & Moore 1993, Kukkonen 2000, Blockeel 2006). Situace se vSak zda byt
komplikovanéjsi, nebot’ nékteré pozdé&jsi prace zabyvajici se rodem Huperzia mimo Evropu
(Zhang & Iwatsuki 2013, Gilman & Testo 2015, Testo et al. 2016, Panarctic Flora 2018)
uvadéji z Evropy rovnéz vyskyt dalSich druhti: H. appressa a H. continentalis, o kterych
vSak zatim neexistuji ucelené tdaje. Jednim z didvodu, pro¢ je rod Huperzia obtizné
studovatelny, a nebyl proto dosud v Evropé zevrubné zkouman, je patrné vysoky pocet
chromozomu a jejich obtizné pocitani (Manton 1950, Wagner 1992). Dalsi komplikaci je, ze
zjisténé chromozomové pocty se od sebe vyrazné lisi (viz kap. 5.4) a rovnéz fakt, Zze na
cytologii neexistuje jednotny pohled (viz napi. Love & Love 1961a, Wagner & Beitel 1993,
Flora of the Canadian Arctic Archipelago 2018)

Rada severskych druhti rostlin roste ve stiedni Evropé na horach jako glacialni relikty (Birks
& Willis 2008). Hlavnim divodem pro zadani této bakalaiské prace bylo zjistit, zda se
rostliny vyskytujici se v riznych nadmoiskych vySkach (montanni vs. subalpinské polohy)
i ve velikosti genomu. Respektive, zda se ve vysokych polohach evropskych hor
nedochovaly reliktni populace rostlin, které jsou cytotypove bliz§i rostlinAm rostoucim na
severu pii porovnani s rostlinami rostoucimi v nizich (zejména montannich) polohach

sttedni Evropy.
2 Cile prace

Cile této bakalaiské prace je mozno struéné shrnout do nasledujicich bodu:

e Provést literarni resersi k problematice Huperzia selago agg.
e Zjistit, zda existuje variabilita ve velikosti genomu u Huperzia selago agg. ve stfedni

Evropé.



e Porovnat velikost genomu rostlin na gradientu nadmotské vySky (monténi polohy,

polohy vysokych sudet Krkonos a Jesenikt a vysokohorské polohy Karpat a Alp).

2.1 Systematické zarazeni

Rod Huperzia je fazen do tfidy Lycopodiopsida, fadu Lycopodiales, ¢eledi Lycopodiaceae a
podéeledi Huperzioideae (PPGI 2016). Plavunovit¢ (Lycopodiopsida) dominovaly
terestrické flore co do velikosti i diverzity v Devonu a Karbonu. V dalsich obdobich vsak
flory (Field et al. 2016). V této t¥idé se nalézaji tfi tady: Isoétales (asi 150 druhu),
Selaginellales (asi 700 druhti) a Lycopodiales (asi 200—500 druhti). Lycopodiales jsou oproti
dvéma dfive zminénym fadim homosporické a zaroven z nich zaujimaji nejvétsi spektrum
stanovist. Celed’ Lycopodiaceae je kosmopolitné rozsifena avsak nejvétsi druhové bohatosti
dosahuje v tropech (Zhang & Iwatsuki 2013, Judd et al. 2016). Systematika celedi se
v prub¢hu ¢asu ménila. Pocet rodt zde osciloval mezi dvéma a Sestnacti. Jednotlivé druhy
byly opakované pietazovany do odlisnych rodd. Napiiklad epifytické druhy byly
piefazovany mezi rody Lycopodium, Urostachys, Huperzia a Phlegmariurus. Nejnovéjsi
molekularni fylogenetické studie silné¢ podpoftily monofyletickou podceled Huperzioideae,
stejné jako Huperzia s. s. (Field et al. 2016). Podéeled Huperzioideac obsahuje tfi rody:
Huperzia, Phlegmariurus a Phylloglossum (PPGI 2016).

2.2 Rod Huperzia

Rod Huperzia ve svem uzkém vymezeni (sensu stricto) obsahuje 25 druhu (PPGI 2016).
Tento rod je silné molekularné podpofen a odpovida skupiné Huperzia selago sensu
@Dllgaard (1987), nebo Huperzia podrod Huperzia sensu Holub. Hlavni diverzity dosahuje
v temperatnich a subtropickych oblastech severni polokoule (Field et al. 2016). Vyznacuje se
vegetativnim mnozenim pomoci pupenti (gem, bulbil) a sporami s konk&vnimi postrannimi
hranami a zeSikmenymi (truncate) rohy (Field et al. 2016). Nevyskytuji se zde horizontalni
pryty, jen vzpiimené ¢&i poléhavé, které se mohou dichotomicky vétvit. VéEtsinou maji
kruhovity prifez a obvykle se nachazeji shloucené do kefickl, pfiCemz maji vétSinou
neukonéeny rust. Nejcastéji se v nich naléza aktinostélé, ¢i plektostélé, casto se jednotlivé
typy vyskytuji v riznych ¢astech rostliny (Wagner & Beitel 1993, Zhang & Iwatsuki 2013).
Mikrofyly mohou byt rizného tvaru i velikosti, obvykle jsou vSak mladé mikrofyly vétsi,

nez ty star$i. Okraje mohou byt nepravidelné zubaté, nebo hladkeé. V pazdi listt se tvofi



sporangia piiblizné¢ ledvinitého tvaru, ktera se oteviraji pficnou (transverzalni) Stérbinou
(Wagner & Beitel 1993, Judd et al. 2016). Nevyskytuji se zde vytrusné SiStice (strobily).
Fertilni mikrofyly mohou byt na stonku organizovéany do horizontalnich pruht, nebo mohou
byt nepravidelné roztrousené. Spory jsou mélce ryhované, ¢i jamkovité struktury, triletni a
silnosténné. Podzemni gametofyty jsou nezelené, tvaru eliptického az linearniho. Ke svému
kli¢eni potiebuji mykorhizni vztah, coz je typické pro celou ¢eled” Lycopodiaceae (Wagner
& Beitel 1993, Fernandez et al. 2011). Na spodni strané prothalii se nalézaji rhizoidy (Sen &
Sen 1978).

2.3 Metody klasifikace

Ze systematického pohledu je Huperzia pomérné¢ komplikovany rod, ktery by si zaslouzil
dukladné morfologické, cytologické a molekularni studium. Zastupci rodu Huperzia se
morfologicky obtiznéji rozpoznavaji, nebot’ se vyznacuji pomérné zna¢nou uniformitou
prytu a jinymi vcelku nevyraznymi morfologickymi ttvary, které by se daly pouZit
k jednozna¢nému odliSeni jednotlivych taxont. Znaky bézn¢ pouzivané pro determinaci jsou
vySka a primér stonku, morfologie a piipojeni mikrofyli ke stonku, barva rostliny a
sporangii, velikost spor, poloha gem na stonku a jejich morfologie (Wagner & Beitel 1993,
Zhang & lwatsuki 2013, Gilman & Testo 2015, Testo et al. 2016). Taxonomicky dalezitym
znakem pouzivanym pro determinaci jednotlivych taxoni je morfologicka struktura gem a
jejich umisténi na prytu (Gilman & Testo 2015, Testo et al. 2016). Na gemach se méii délka
(Obr. 1). Gema se tvofi uvnité specializovaného tseku prytu, jenz se nazyva gemifor
(gemmiphore). Stejné jako gema se gemifor sklada ze Sesti mikrofyli. Zrala gema je poté
z gemiforu uvolnéna a po dopadu do vhodného substratu muze vytvofit novou rostlinku
(Gilman & Testo 2015). U arktickych druhti udajné pievazuje mnozeni gemami nad

pohlavnim rozmnozovanim (Wagner & Beitel 1993).
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Obr. 1: Schematizovany nakres gemy Huperzia (sensu Gilman & Testo 2015, upraveno).

2.4 Rozsireni

Piesné rozsiteni fady druhti je dosud nedokonale znamo (Gilman & Testo 2015). Soucasné

vvvvvv

selago agg. (Field et al. 2016), ¢emuz patrné odpovida i nize uvedena mapa Huperzia selago
s. I. dle Meusel et al. (1965) viz Obr. 2. Zastupci rodu Huperzia se vyskytuji na Aljasce,
v Kanad¢, na severu USA, Havaji, v Grénsku, na Islandu, na gpicberkéch, na
Madeiie 1 Azorach, Vv Evropé, na velké ¢asti uzemi Ruska, pficemz v
severovychodnim a severnim Rusku disjunktné a déle v severni Cing, v Tasmanii, na
Novém Zeélandu a v jihovychodni Australii (Meusel et al. 1965). Soucasné udaje
uvadéji z tohoto prostoru priblizné 25 druhti (PPGI 2016), pficemz nékteré taxony
maji $irsi roz§ifeni na vice kontinentech, nékteré jsou geograficky omezené a nékteré
endemické, naptiklad v Makaronézii se vyskytuji 2 druhy (1 endemicky, Blockeel
2006, Prieto et al. 2008), na Havajskych ostrovech 4 druhy (2 endemicke, Testo et al.
2016, Explorer 2018, Havaiian Native Plant Genera 2018) a v Ciné 14 druha (9
endemickych, Zhang & Iwatsuki 2013).



SN+ Hyuperzia selago (L.) TREV. s.l.

Obr. 2: Rozsiteni druhu Huperzia selago s. I. dle Meusel et al. (1965), které odpovida

soucasnému vymezeni rodu Huperzia (s. str.).

2.4.1 Huperzia v Evropé

Mnohé star§i publikace udavaji taxony, dnes uznavané jako samostatné druhy, jako
poddruhy H. selago, tedy jako soucast komplexu Huperzia selago s. . (viz napt. Love &
Love 1961a,Valentine & Moore 1993, Kukkonen 2000, Blockeel 2006). Tato skupina se
vSak postupem Ccasu s pfibyvajicimi znalostmi rozpadla na jednotlivé druhy, naptiklad
Vv Americe rozdélili Wagner & Beitel (1993) plivodni tfi taxony na sedm druhd, které jsou
dodnes uznavany. V Evropé donedavna ptevazoval koncept vice poddruhd v rdmci jednoho
druhu H. selago (Valentine & Moore 1993, Kukkonen 2000, Blockeel 2006). V sou¢asnosti
jsou tyto taxony hodnoceny spise na druhové trovni (Prieto et al. 2008, Fernandez et al.
2011). V kontinentalni ¢asti Evropy byly donedavna rozliSovany predevsim dva taxony.
Druhy H. selago s. s. a H. arctica (podrobné&jsi informace v kapitolach 2.4.1.1 a 2.4.1.2) jsou
zminovany mnohymi autory (Love & Love 1961a, Krasnoborov 1988, Valentine & Moore

1993, Kukkonen 2000, Blockeell 2006, Field et al. 2016). Huperzia selago se vyskytuje na

5



vétsing€ uzemi Evropy, zatimco H. arctica je omezena pouze na severské kon¢iny (Valentine
& Moore 1993, Kukkonen 2000, Blockeel 2006). Dalsi taxon — H. appressa — byl
donedavna systematicky nevyjasnén a byl ¢asto synonymizovan s H. arctica, nebo uvadén
jako jeji poddruh. V soucasnosti je s nim v8ak obvykle jednano jako se samostatnym druhem
(Love & Love 1961a, Gilman & Testo 2015, Field et al. 2016, Testo et al. 2016). Pro vice
informaci o tomto druhu viz kapitola 1.4.1.3. V roce 2016 byl v USA popsan novy druh H.
continentalis, jenz by se mé&l rovnéz vyskytovat v Evropé (Testo at al. 2016), viz kapitola
1.4.1.4. Pro uplnost je tfeba dodat, Ze kromé& kontinentdlni casti Evropy se dalsi dva druhy
(H. dentata a H. suberecta) vyskytuji na Azorach a Madeife (Valentine & Moore 1993,
Blockeel 2006).

2.4.1.1 Huperzia selago

Huperzia selago (Linnaeus) Bernhardi ex Schrank & Martius.

Tento druh je typovym druhem celého rodu (Wagner & Beitel 1993). Dtive se nejcastéji

pouzivalo synonymum Lycopodium selago L.

Jedna se o terestrické rostliny se vzpfimenym nebo vystoupavym stonkem, ktery dortsta
délky obvykle 8-12 cm (Wagner & Beitel 1993), nebo 16-25 cm (Sen & Sen 1978, Zhang &
Iwatsuki 2013) v zavislosti na prostiedi. Prumér stonku je okolo 11-16 mm v¢. listh,
pfiCemz muze byt tiikrat i étyfikrat dichotomicky vétveny. Tyto stalezelené stonky jsou
velmi Casto sdruzeny do podoby ketickl, které maji pouze vldknité kotfeny svétlehnédé
barvy (Hoshizaki & Moran 2001, Flora of the Canadian Arctic Archipelago 2007). V bazalni
a distalni ¢asti stonku Ize nalézt aktinostélé, zatimco ve stiedni Casti se vyskytuje povétSinou
plektostélé (Sen & Sen 1978). Mikrofyly jsou lysé, kopinaté, celokrajné a ostie Spicaté, nebo
nepatrné zubaté. Jejich velkost se pohybuje mezi 3,5 a 7,5 milimetry. Husté porustaji stonek
a mohou byt pfipojeny v pravém uhlu, nebo natofené vzhiru (Zhang & Iwatsuki 2013).
Naléza- 1li se rostlina na exponovaném stanovisti, mohou byt listy pfitisknuté a naopak
v zastinu budou odstaté. Stejnou variabilitu vykazuje i zbarveni: ve stinu zelené, na slunci
Zlutozelené (Sen & Sen 1978, Wagner & Beitel 1993, Hoshizaki & Moran 2001, Flora of the
Canadian Arctic Archipelago 2007, Zhang & lwatsuki 2013). Morfologické struktury uvadi
Obr. 3. Na obou stranach listu je patrna stfedni zila a rovnéz pocetnd stomata. Slizové
kanalky se na listech nevyskytuji (Wagner & Beitel 1992, Field et al. 2016). Fertilni a
sterilni mikrofyly jsou si podobné a rovnéz stonek nema jasné rozliseny fertilni a sterilni
z6ny, krom¢ baze, ktera je vétsinou sterilni (Sen & Sen 1978, Kukkonen 2000, Hoshizaki &
Moran 2001). Trofosporofyly se vétSinou vytvaieji na zacatku vegetacni sezony a na jejim

6



konci se tvofi zase trofofyly (Headley & Callaghan 1990). Sporangia maji dvé stejnocenné
chlopng, ve kterych se ukryvaji spory o velikosti asi 29-37 um, které jsou triletni, zlutavé a
dirkované (Sen & Sen 1978, Wagner & Beitel 1993, Kukkonen 2000). Sporangia, stejné jako
u celého rodu, nejsou nikdy sdruzena do SiStic (Manton 1950). Gemy maji rozméry 4,0-4,4 X
3,0-3,6 mm, maji obdélnikovity aZz obvej¢ity tvar a barvu svétle az tmavé zelenou. JSou
produkovany v jedné ¢i dvou pseudorizicich na konci ro¢niho pfiristku (Wagner & Beitel
1993, Gilman & Testo 2015). Pravé produkce gem zajistuje uspésné Sifeni této rostliny
v nesourodém prostiedi. Jejich kli¢ivost je bézné 100 %. Gemy v sobé zaroven nesou velké
mnozstvi Zivin potfebné pro uspés$ny rist nové rostlinky (Headley & Callaghan 1990). Tento
zpusob vegetativniho mnoZeni je zaroven jediny, pomineme- li ob¢asnou fragmentaci
velkych klond, nebot’ u H. selago se nevyskytuji horizontalni plazivé stonky. Gametofyt je
podzemni, nezeleny, valcovity a dlouhy asi 3—10 mm (Kukkonen 2000). Tvoii se v odpoveéd’
na lokalné ptiznivé podminky (Manton 1950). Whittier (1998) uvadi, Ze kliceni druht
Lycopodiaceae, zvlasté s podzemnimi mykorhiznimi gametofyty, je pomalé, druhu H. selago

V pade to trva asi 3-5 let.

Obr. 3: Ukazka morfologickych struktur druh H. selago a H. arctica. 1. stonek, 2. pryt, 3.
trofosporofyl, 4. trofofyl druhu H. selago, 5. pryt H. arctica (sensu Blockeel 2006).



Pryt vykazuje moduldrni rast, coz znamena, ze se sklada z mnozstvi kazdoro¢né
prirastajicich segmentt (Obr. 4), které mohou byt letité (Headley & Callaghan 1990). Jeho
velmi nizka ristova rychlost je zfejmé adaptaci na neuzivné substraty. Rustu rostliny nejlépe
vyhovuje stiedni intenzita svétla (Headley & Callaghan 1990, Hoshizaki & Moran 2001).
Jeho vysoky vzriust je mimo jiné jednim ze znakd, které ho odlisuji od H. appressa.
Vyskytuje se na alpinskych loukach, ve skalnich $térbinach a vychozech, v lesich, na krajich
potokd, v ptikopech a moktadech ve vyskach 1900-2300 m (Zhang & Kung 1998, Zhang &
Iwatsuki 2013, Gilman & Testo 2015). Wagner a Beitel (1993) oproti tomu udavaji vyskové
rozmezi jeho vyskytu jako 0-700, vzacné do 1600 m n. m. Vyskytuje se v severovychodni a
severozapadni Cing, je rozsifen v Evropé, Americe a Australii, na tichomoiskych ostrovech
(Zhang & Kung 1998, Zhang & lwatsuki 2013, Gilman & Testo 2015), rovnéz na Kavkaze,
Himalaji a v Japonsku (Kukkonen 2000). Nékteré lokalizace (jako Australie, tichomofi,
Himalaj) vS§ak mohou byt udany pro Huperzia selago s. 1., tudiz zde mohou byt zahrnuty i

druhy dnes jiz od H. selago s. s. odd¢lené.

Jednou ze zajimavosti je, Ze Inuité této rostliné rikaji Sigpiijautit, coz znamena ,,to, co léci
sigpik*“ (vytok z vnitiniho koutku oka). Bylo zjisténo, Ze po vypiti Cerné tekutiny z vareného
Sigpiijautitu je osoba neschopnd pohybu a jen lezi na zemi v zavrati. V minulosti pred
prichodem Evropami vidajné pouzivali lidé tento ndpoj, aby se opili. Caj pry délali lidé
Z mnoha ruznych rostlin, avsak pouze tato privadéla opilost (Flora of the Canadian Arctic
Archipelago 2007).
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Obr. 4: Morfologie prytu H. selago (sensu Headley & Callaghan 1990, upraveno).

2.4.1.2 Huperzia arctica

Huperzia arctica (Grossh. ex Tolm.) Sipliv.

Jedna se o solitérni terestrickou rostlinu. Pryty jsou dlouhé od tii do osmi centimetri, nékdy
az do patnacti, Siroké 4-8 mm a sdruzené do trst. Mikrofyly jsou 3,5-5,5 x 0,8-1,2 mm
velké, Uzce trojihelnikovité a celokrajné, obcas vSak s nckolika nezietelnymi zuby,
pritisknuté k prytu, obc¢as volné, na prytu v osmi az deseti hustych fadach. Jejich barva (jako
celé rostliny) je zlutavé zelena (Obr. 6). Sporangia se oteviraji pfi¢nou puklinou a na stonku
jsou patrnd jesté dlouho po vypusténi spor. Spor je velké mnozstvi a barvou odpovidaji
celkovemu vzhledu rostliny. Zraji na podzim, né¢kdy az do pfistiho léta (Kukkonen 2000,
Flora of Svalbard 2018). Gemy maji rozméry 2,4-2,7 x 2,1-2,3 mm, jsou kulatého tvaru,
Zlutavé barvy a lesklé. Obdobné jako u H. appressa jsou gemy produkovany po celé délce
ro¢niho pfirGstku prytu a to v nékdy i v neobvykle hojném poctu (Gilman & Testo 2015).
Ackoli odpadnou prvni rok, listy, které jimi byly odtlaceny do stran, zlstavaji v této poloze

po fadu let, ¢imz davaji rostliné charakteristicky vzhled. Oproti sporam, které jsou bézné



vétrem roznaseny, jsou gemy balisticky odstfelovany pii mechanickém podrazdéni. Neni
ovSem vylouceno, ze velmi silny vitr je rovnéz schopen gemy roznaset (Flora of Svalbard
2018). Obvykle roste v tundre, ve viesovistich chranénych pted sné¢hem, suchymi sn¢hovymi
panvemi, v sutich a mezi balvany, nebo na skalnich svazich, na hranici lesa v exponovanych,
vlhkych stanovistich, nebo naopak na sus$ich mistech v kamennych puklinach a na holé
raselin¢ (Kukkonen 2000, Gilman & Testo 2015, Flora of Svalbard 2018). Druh vyhledava
Casté&ji acidofilni a cirkumneutralni stanoviste, nez bazické. Je-li ale podlozi bazické, pak je
od né&j obvykle izolovan vrstvou detritu (Flora of Svalbard 2018). Vyskytuje se témér
cirkumpolarng, v Evropé v severnim Norsku, dale v Mongolsku, Japonsku, Cing, a na Sibifi
(Mondal & Ghosh 1995, Flora of Svalbard 2018). Byl popsan z Jakutska (Krasnoborov
1988).

Nekteti autofi (jako Mondal & Ghosh 1995) se domnivaji, Ze by se mohlo jednat o arkticky
ekotyp H. selago o nejisté ekologické stabilité.

2.4.1.3 Huperzia appressa

Huperzia appressa (Desvaux) A. Léve & D. Love.

Tento druh neni akceptovan vSemi autory, procez je nékdy popisovan jako poddruh nebo
synonymum k H. arctica (Kukkonen 2000, Flora of the Canadian Arctic Archipelago 2007).
Nekdy je povazovan pouze za piechodny ¢lanek mezi H. selago a H. arctica (Flora of the
Canadian Arctic Archipelago 2007). Neéktefi badatelé (Zhang & Kung 1998) se vsak

domnivaji, ze by se s nim mélo zachazet jako se samostatnym druhem.

Jedné se o terestrickou rostlinu se vzpiimenym nebo vystoupavym stonkem vysokym 6-10
mm a 0 pruméru 5-9 mm, vzacné kratce (do 1 cm) poléhavym. Mikrofyly maji rozméry ca.
2-5 x 0,8-1,3 mm. Jejich barva je Zluta az zlutozelena. Na stonku jsou husté uspotfadané,
vzhuru natoéené, nebo piipojené v pravém Uhlu. Mladé listy jsou znatelné vétsi, nez staré.
Ob¢ strany listu jsou lysé a okraje jsou hladké, na okraji ojedin€le papilnaté. Jsou- li
ptitomna sporangia, pak maji Zlutavou barvu. Spory jsou 29-35 pum velké (Beitel & Mickel
1992, Wagner & Beitel 1993, Zhang & Iwatsuki 2013). Gemy maji rozméry 3-3,4 X 2-2,3
mm, jejich barva je stfedné aZz tmavé zelena a tvar Cockovity. Vyvijeji se v pribéhu celé
vegetani sezony oproti napiiklad H. selago, H. lucidula a H. occidentalis, kde jsou
nahlou¢ené na konci ro¢niho piirtstku (Gilman & Testo 2015). Vyobrazeni morfologickych
struktur H. appressa ukazuje Obr. 6. Roste na alpinskych loukach a v kamennych $térbinach,

Vv otevienych oblastech s kyselymi vyvielinami v nadmoiskych vyskach od 2300 do 5000 m
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na severu Severni Ameriky, v Kanadé¢, Gronsku, na Islandu, v Evropé, Rusku, na Sibifi
a Vv Asii (Beitel & Mickel 1992, Zhang & Iwatsuki 2013, Panarctic Flora 2018). Oproti H.
selago je mensiho vzristu, ma men$i pramér stonku, mensi gemifory a gemy a uZzeji
kopinaté listy. Porovnani s dalsimi druhy Huperzia ukazuje Tab. 1. Dalsi odli$nosti od H.
selago, H. continentalis i H. arctica je ukonéeny rist prytt, které ziji jen asi 12 — 15 let, kdy

produkuji spory a poté odumiou (Beitel & Mickel 1992).

Beitel & Mickel (1992) popsali v Americe novy druh H. appalachiana. Pozd&jsi autofi
(Kukkonen 2000, Gilman & Testo 2015, Panarctic Flora 2018) vsak uvadéji, ze druh
popsany jako H. appalachiana byl jiz diive popsan jako H. appressa, pro¢ez ma toto jméno
prioritu. Dle nazoru Gilman & Testo (2015) a Panarctic Flora (2018) si Wagner & Beitel
nalezi jednomu ze sterilnich hybrida, a tudiz ho ignorovali. Druh byl poprvé popsan

z Newfoundlandu (Kanada) a jizniho Gronska (Panarctic Flora 2018).
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Obr. 5: Morfologické struktury H. appressa: a, b: listy z mladé (juvenilni) ¢asti stonku,
c, e: mikrofyly ze starsi ¢asti stonku, kde jsou produkovana sporangia, d: sporangium, f:
gemifor seshora, g: gemifor z boku, h: gema zespodu, i: gema seshora, j: vzhled rostliny
rostouci ve stinu; K, I: mikrofyly z mladé ¢asti stonku, m, 0: mikrofyly ze starsi ¢asti stonku,
kde se produkuji sporangia, n: sporangium, p: gemifor seshora, g: gemifor z boku, r: gema

zespodu, s: gema svrchu, t: vzhled rostliny rostouci na slunci (sensu Beitel & Mickel 1992).

2.4.1.4 Huperzia continentalis

Huperzia continentalis Testo, A. Haines & A. V. Gilman.

Terestrické rostliny se vzpiimenymi, 8-15 (-24) cm dlouhymi a 0,8-1,0 mm Sirokymi pryty.
Mikrofyly jsou na proximalni ¢asti stonku 5—7 (10) mm dlouhé a na distalni ¢asti 2,5-5 mm.
Barva mikrofyli je Zlutozelena az zlatohnéda. Od ostatnich kontinentalnich druhtt Huperzia
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(napt. H. selago, H. appressa, H. lucidula...) se 1i§i svymi postupné dimorfickymi listy,
které jsou na proximalni ¢asti stonku kopinaté a na distalni Siroce kopinaté, barvou i lesklosti
svych listt. Oproti H. arctica je vyssi, ma delsi a uzsi listy a vétsi gemy. Od H. selago se lisi
barvou a umisténim gem, kdy u H. selago jsou v pseudorizicich ro¢niho pfirtstku, zatimco u
H. continentalis podél celé horni ¢asti prytu. Ze vSech severoamerickych druhtt Huperzia ma
nejuzsi gemy (Gilman & Testo 2015, Testo et al. 2016). Souhrn rozdilnych znakt ukazuje
Tab. 1 a Obr. 6. Typicky se vyskytuje v subalpinskych a alpinskych loukach, v tundfe a na
kamenitych svazich. Preferuje nadmotské vysky mezi 1200-2400 m, ale Ize ji nalézt i nize.
Vyskyt H. continentalis zahrnuje severozapad a sever Severni Ameriky, Gronsko, zapadni a
severni Evropu a severovychodni Rusko (Testo et al. 2016). Testo et al. (2016) oddélil tento

druh od H. haleakalae, ktery se tedy vyskytuje jiz jen endemicky na Havaji.

=
1cm

Huperzia selago Huperzia arctica

Obr. 6: Porovnani dulezitych morfologickych znaki (mikrofyly, pryty a gemy) druht H.

continentalis, H. selago a H. arctica (sensu Testo et al. 2016).
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Tab. 1: Porovnani morfologickych znakti H. continentalis, H. selago, H. arctica a H.
appressa. Nebylo mozno dohledat vSechny uvadéné znaky od jednoho autora, nebo se
jednotlivé znaky u riznych autorti lisi, proto jsou znaky uvadéné i s Oznacenim autora:
Wagner & Beitel (1993)*, Kukkonen (2000)?, Zhang & Iwatsuki (2013)%, Gilman & Testo
(2015)* a Testo et al. (2016)°.

Velikost | Velikost gem
druh vyska (cm) barva umisténi gem
spor (pum) (mm)
H. zlutozelend az ) ) i 3,0-3,5 %
_ | 8-15(-24)° podél celého prytu® 33-40°
continentalis zlatohn&da® 2,9-3,4°
8-12* nebo pseudoriizice ro¢niho 4,0-4,4 x
H. selago tmavé zelena® 29-37* .
16-25° piirastku® 3,0-3,6*°
2,4-27X
H. arctica | 3-8 (-15)* | zlutavé zelena* | podél celého prytu’ - 2193
H 6-10" Autd a2 dél celéhoprytu’ | 29350 | o o
. appressa — odél celého prytu —
PP Zlutozelena® P P 2,0-2,3*

2.4.2 Huperzia v Asii

V severovychodni Asii se nalézaji tfi druhy Huperzia: H. lucidula, H. miyoshiana a H.
serrata (Kolbek et al. 2003). V Cin& se vyskytuje 14 druhti (H. bucahwangensis, H.
nanchuanensis, H. chinesis, H. miyoshiana , H. muscicola, H. tibetica, H. rubicaulis, H.
appressa, H. somae, H. selago, H. laipoensis, H. emeiensis, H. quasipolytrichoides a H.
medogensis), z nichz 9 je zde endemickych. Celkové se v Asii vyskytuji vSechny Ctyii
taxony, které jsou rovnéz uvadéné z Evropy, tj. H. selago, H. appressa, H. continentalis a H.
arctica (Wagner & Beitel 1993, Zhang & Iwatsuki 2013, Testo et al. 2016).

2.4.3 Huperzia v Americe

V Severni Americe se celkové vyskytuje 11 druht Huperzia: H. lucidula, H. occidentalis, H,
porophila, H. miyoshiana, H. haleakalae, H. selago, H. appressa a H. continentalis, H.
serrata, H. mannii a H. erubescens (Wagner & Beitel 1993, Testo et al. 2016). H. lucidula je
endemitem vychodu Severni Ameriky, kde se vyskytuje ve vlhkych jehli¢natych, ¢i
opadavych lesich do 1800 m vysky a H. haleakalae a H. mannii se endemiticky vyskytuji na
Havajskych ostrovech (Beitel & Mickel 1992, Testo et al. 2016, Hawaiian Native Plant
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Genera 2018). H. occidentalis obyvé stejné habitaty, jako H. lucidula a je ji i morfologicky
podobnd. H. miyoshiana se krom& Ameriky vyskytuje i v Japonsku, Koreji a na Sibifi
(Wagner & Beitel 1993). H. serrata se v Americe vyskytuje pouze na ostrovech (napi. Kuba,
nebo Havaj, GBIF 2018). Rod Huperzia vykazuje interspecifickou hybridizaci, diky které
jsou jeho wvnitfni vztahy je$té nedokonale prozkoumany (Judd et al. 2016). V Severni
Americe by se tyto hybridni rostliny mély vyskytovat udajné ,.extrémné bézné“ a mély by
byt morfologicky intermediarni mezi rodi¢i. Jejich pocet v Severni Americe je asi Sest.
Spory maji abortované, avsak zda se, Ze se dokazou efektivné mnozit vegetativné pomoci
gem a to i na vétsi vzdalenosti (Wagner & Beitel 1993). Dokonce pry tyto klony mohou

pretrvavat i stovky let, kdy mohou omezovat i své rodicovské druhy (Beitel & Mickel 1992).

Zde se vyskytuji tii druhy, jejichz vyskyt je uvadén i z Evropy, tedy H. selago, H. appressa a
H. continentalis (Wagner & Beitel 1993, Gilman & Testo 2015, Testo et al. 2016).

2.4.4 Cytologie

Celed’ Lycopodiaceae se vyznaluje vysokymi chromozomovymi poéty. Wagner (1992)
udava pro Lycopodium s. I. (vymezené tehdy rody Huperzia, Phlegmariurus, Lycopodium,
Diphasiastrum, Lycopodiella, Pseudolycopodiella a Palhinhaea) priamérny sporofytni
chromosomovy pocet piiblizné 80 pard. Zakladni chromozomové pocty u Lycopodiaceae
1983, Wagner 1992). Tyto pocty v Lycopodium s. I. mohou byt zaloZeny na nékolika
hypotetickych zakladnich ¢islech: x = 8 (Love & Love 1958), x = 11 (Love & Lbve 1958,
Wagner 1992, Field et al. 2016), nebo x = 11 + 1 (Wagner 1992), x =13 a x = 17 (L6ve &
Love 1958). Tato ¢isla maji byt specifickd pro ruzné rody, druhy nebo skupiny druha
v ramci Lycopodiaceae. Samotny rod Huperzia je udajné zalozen na Cisle x = 11 (Field et al.
2016).

Pocitat chromozomy u Huperzia Ize bud’ z kofenovych $picek, z matefskych bun€k vytrusu
(spore mother cells), nebo ze Spi¢ek pryti. VSechny tyto postupy se vsak setkavaji
s mnohymi piekazkami, proto pro tento rod existuje pouze nemnoho zjisténych
chromozomovych poéti (Manton 1950, Beitel & Wagner 1982, Wagner 1992). V¢étsina
kultur sporofytd Lycopodiaceae se obtizné uméle péstuje, téméi tak obtizné, jako kultury
spor a prothalii. To vSak neni ptipad H. selago, jenz v kultufe roste pomérné snadno, i kdyz
dlouho (Manton 1950, Whittier 1998). Jednoduchost jeho kultivace je vSak vyvazena

nesnadnosti jeho cytologického zkoumani. Naptiklad ze zkuSenosti Spi¢kové specialistky na
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poc¢itani chromozomi kapradin a plavuni |I. Mantonové se v piipadé H. selago jedna o
nejhors$i cytologicky objekt, se kterym se kdy setkala (Manton 1950). Duvodu, které
zpusobuji tyto obtize, je hned nékolik. Manton (1950) uvadi, ze fixace kotent pro analyzu je
prakticky nemozna v8emi V té dob¢ star§imi metodami a i pti pouziti ,,modernich“ metod je
situace pfi meidze nanejvys slozita, nebot’ parovani je vysoce nepravidelné a pocet
chromozomu je vysoky. Takamiya & Kurita (1983) a Wagner (1992) navic poukazuji na
velmi tlusté bunééné stény matetskych bunék spor, které se tézko prorazeji za ucelem ziskani
dobte vyvinutych chromozomii. Rovnéz se v nich nalézd mnoho cytoplazmatickych granuli a
olejovych kapek, coz také znesnadiuje spravné uréeni po¢tu chromozomi (viz Obr. 7, 8 a 9).
Navic mnohdy dochazi k pied¢asnému oddéleni jednotlivych chromozomi a chromozomy
(oproti napi. vét$iné kapradin) maji ruzné velikosti, nejednotny tvar a maji tendenci se
shlukovat (LOove & Love 1958, Takamiya & Kurita 1983, Wagner 1992). Obvykle prosté
Spocteni chromozoml se tak stava velmi obtiZznym. Bez ptesnych znalosti chromozomovych
poétu pak nemuize byt provedena ani jejich detailni analyza. Je proto potieba dal§iho
specializovaného studia a mozna aplikace novych metod, které by mohly vyvést studium
chromozomui u rodu Huperzia z této slepé uli¢ky. Z tohoto duvodu uvadi Manton (1950)
pouze priblizny vysledek u rostliny z Velke Britanie: roztlakovy preparat ukazuje priblizné
113 part a 37 univalentii. Sporofytni chromozomovy pocet tudiz nemuize byt nizsi, nez 260
(Manton 1950). Dalsi zjisténé chromozomové pocty pro Huperzia s. s. ukazuje Tab. 2. Podle
slov I. Mantonové se H. selago chova jako hybrid, jemuz se dafi skryvat nefunkéni
meioticky mechanismus diky jiz zminénému vysoce u¢innému rozmnozovani gemami. Aby
se tato domnénka potvrdila, je ticba vyzkum v celém arealu druhu, nikoliv jen ve Velké

Britanii, kde m¢la I. Mantonova béhem 2. Svétové valky moznost provadét vyzkum.

Proces polyploidizace v rostlinach sestava ze dvou krokt: prvnim je zkiizeni rostlin o
neparujicich se genomech za vzniku sterilniho jedince se dvéma riznymi genomy. JelikoZ se
v8ak jeho genomy neparuji, nastavd krok druhy a to polyploidizace. Tim je ke kazdému
genomu vytvotfen duplikat, se kterym se uz lze péarovat a tim padem i pohlavné vytvofit
potomstvo (Wagner 1992). Beitel & Mickel (1992) popisuji takovéto hybridy jako rostliny
takové morfologie, jez je prumérem rodi¢ovskych rostlin, sabortovanymi sporami,

fragmenty spor a nerozdé€lenymi matefskymi buiikami spor.
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Obr: 7: Mikrofotografie meidzy H. selago, permanentni acetokarmin, a. polarni pohled na
prvni metafazi (zvétSeni x1000), b. boéni pohled na prvni anafazi s mnoha izolovanymi
univalenty (x1000), c. bo¢ni pohled na prvni metafazi s chromozomovymi pary i univalenty
(x500), d. bo¢ni pohled na druhou anafazi s izolovanymi polovinami chromozomui vzniklymi

rozd¢lenim univalentd (x500) (sensu Manton 1950).
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Obr. 8: Kresha meidézy H. selago, permanentni acetokarmin, polarni pohled na prvni
metafazi (zvétSeni x2000). Sparované chromozomy jsou Cerné, univalenty nevybarvené
(sensu Manton 1950).
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Obr. 9: Mikrofotografie meioticke diakineze H. selago (1) se 134 pary chromozomd, a jeji

nazornéjsi (2) prekresleni (sensu Wagner 1992).

Tab. 2: Souhrn nalezenych chromozomovych po¢tt pro Huperzia s. s.

popis pocet chromosomii lokalizace reference poznamka
H.
) ) 2n =134 - Soltis & Soltis 1988 -
miyoshiana
H. ) )
) ) 2n =134 - Soltis & Soltis 1988 -
occidentalis
Takamiya & Kurita udano jako
H. serrata 2n =136 Japonsko
1983 n =68
Takamiya & Kurita udano jako
H. serrata 2n =272 Japonsko
1983 n=136
) udano jako
H. serrata 2n =528 Indie Ghatak 1965
n=264
) 2n =132, 134, 136, Beitel & Wagner udano jako n =
H. lucidula USA
138 1982 66, 67, 68, 69°
) Severni Wagner & Beitel zakladni pocty:
H. lucidula 2n=134 )
Amerika, Kanada 1993 X =67 a 68
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H. lucidula 2n = 264 Kanada Love & Love 1958 -
H. appressa 2n = 264 Island Love & Love 1958 -
H. arctica 2n =190 Severni Evropa Blockeel 2006* -
) Valentine & Moore
H. arctica 2n =90 Evropa -
1993*
H. selago 2n =ca. 68 Island Léve & Love 1961a’ -
) i Hagerup & Petersson
H. selago 2n = ca. 68 Zapadni Evropa -
1960
Harmsen in Léve &
H. selago 2n = ca. 88 Gronsko -
Love 19483
H. selago 2n=ca. 90 Finsko Sorsa 1963 -
H. selago 2n=90 Sibif Krasnoborov 1988" -
Laponsko (Nor, udano jako
H. selago 2n=ca. 90 5 Sorsa 1963
Svéd, Fin, Rus) n=ca.45
H. selago 2n =ca. 88, 90 Finsko Kukkonen 2000* -
H. selago 2n =134 ? USA Wagner 1992 -
2n = nejméné 260, .
H. selago Svédsko Kukkonen 2000* -
264
s ca. 113 partia 37
H. selago 2n = vice nez 260 Velka Britanie Manton 1950
univalentt
Severovychodni
H. selago 2n = ca. 264 Love & Love 1966 -
USA
H. selago 2n = 264 Quebec (Kanada) Love & Love 1958 -
Valentine & Moore
H. selago 2n = 264 Evropa -
1993!
H. selago 2n = ca. 264 Island Loéve 1970 -
H. selago 2n =264 USA Love & L6ve 1966 -
H. selago 2n = 264 Sibif Krasnoborov 1988* -
zakladni pocty: x
H. selago 2n =268 ? USA Wagner 1992
=67a68
i ) Wagner & Beitel
H. selago 2n = 268 Severni Amerika -
1993
Valentine & Moore
H. selago 2n=ca. 272 Evropa -
1993!
H. selago 2n =272 Island Love & Love 1961b -
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!Jedna se o soubornou publikaci, tedy pravdépodobné ne o primarni zdroj.

2Publikovano s dovétkem, Ze piesny pocet neSel urcit, nalezeny 2 vzorky: n = 66-68 a
n = 66-69 v Michiganu. Nemohlo se pry jednat o hybridy kvali dobfe vyvinutym sporam
(Beitel & Wagner 1982).

3Udaje pievzaty od autora Harmsen, ktery sva data nepublikoval, jedna se o Gdaj z Gronska

(viz Love & Love 1958), Love & Love tato data prevzali ve své praci z roku 1948.

3 Metodika

3.1 Sbér vzorku

V ramci mé bakalaiské prace bylo sebrano 189 vzork z29 lokalit na tizemi Ceské
Republiky a Slovenska. Tento soubor dat byl doplnén o dalsi sbéry provedené Skolitelem a
dalSimi kolegy z geograficky vzdalen¢jSich lokalit, diky nimz mohlo dojit k Sir§im
porovnanim v ramci datové sady. Celkem tedy bylo k dispozici 283 vzorku pochazejicich
z 50 lokalit, a to z: Ceské Republiky (24 lokalit), Slovenska (5), Rakouska (5), Némecka (1),
Velké Britanie (2), Ukrajiny (3), Svédska (6) a Norska (4). Osobné jsem se Gi¢astnil sbérii ve
sttedni Evropé¢, ostatni vzorky byly ziskany od Skolitele, kolegli z katedry a dalSich osob.

Hlavni sbér byl proveden mezi koncem cervna 2017a srpnem téhoZz roku.

Bylo- li to mozné, byly z kazdé populace sebrany vzorky asi 5-10 pryta. U lokalit, ze
kterych byly dodany vzorky dalsimi sbérateli, se vSak mutze jednat i o jediny vzorek na
populaci. Kompletni seznam lokalit ukazuje Pfiloha 1. Vzorky byly analyzovany bud’ Zivé,
nebo kdyz to nebylo mozné, tak vysusené v silikagelu, a to pomoci dvou typt pratokovych
cytometri. Po skon¢eni méfeni byly Zivé vzorky zaloZeny do herbafe (a budou vyhledové
ulozeny v CBFS — herbafi katedry botaniky, PiF JU v Ceskych Budé&jovicich) a ¢ast rostlin z

kazdé populace byla uloZena do silikagelu.

3.2 Prutokova cytometrie

Jedn& se o metodu, kterd pomoci paprsku zafeni zjistuje optickou odpovéd’ ¢astic zkoumané
tkang, takze se pouziva naptiklad v Iékafstvi, nebo biologii. Tato metoda byla pouzita pro
urCeni ploidnich Grovni zkoumanych vzorkli Huperzia. Roztok vzorku obarveného
fluorescenénim barvivem prochdzi velmi tenkou kapildrou skrze usek ozéfeny laserovym

paprskem, nebo rtutovou vybojkou. Tento paprsek prochdzi sadou optickych filtri pted
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pruchodem zkoumanou tkani a rovnéz za ni. Tyto filtry umoziuji modifikovat signal, ktery
chceme zjistit. Takovym signalem je nejCastéji intenzita fluorescence. K métené tkani je
tfeba pridat standard o znamé velikosti genomu. V tomto piipadé¢ se jednalo o Chlorophytum
comosum 24,14 pg, (Koutecky, nepublikovano). Porovnanim fluorescence vzorku a
standardu je mozné ur¢it ploidni Uroven zkoumané tkané. Bylo pouzito fluorescenéni
barvivo DAPI. Do plastové petriho misky bylo vlozeno asi 6 stiedné velkych mikrofyli
vzorku a asi 0 polovinu vice standardu. Obvykle byly dohromady analyzovany asi tfi
rostliny (z kazdé tedy dva mikrofyly). Dale bylo do misky pfidano 400 upl v ledu
vychlazeného pufru Otto | (0,1M kyselina citronovd, 0,5% Tween-20; Otto 1990) a cela
smes byla nadrobno nasekdna ziletkou. Nésledné¢ byl takto ptipraveny roztok zfiltrovan ptes
42um filtr do mikrozkumavky. Velmi dualezité bylo, aby filtrat neobsahoval zadné viditelné
necistoty, aby se neucpaly kapilary v ptistroji. Takto pfipravena tekutina se nechala 10 minut
odstat a nasledné bylo ptfidino 800 pl pufru Otto II (0,4M NaHPO4.12H,0, 2-
merkaptoethanol o koncentraci 2 pul/ml a DAPI o koncentraci 4 pg/ml). Tento roztok se
nechal 5 minut barvit, nacez byl analyzovan pritokovym cytometrem Partec PA 11 (Partec
GmbH, Miinster, Némecko) se rtutovou vybojkou jako zdrojem zareni. Ptistroj byl nastaven
tak, aby standard vysSel na kanalu 400 na 1024 kanalové $kale a bylo nastaveno zaznamenani
3000 castic. Pokud bylo zjisténo vice ploidnich urovni ve vzorku, byl vzorek zanalyzovan

znovu po jednotlivych rostlinach.

Pro zjisténi velikosti genomu bylo nékolik vzorkd analyzovano na jiném piistroji. Postup je
stejny, jen barvivo DAPI je nahrazeno propidium jodidem (50 pg/ml) a RNazou Ila (50
pg/ml). K analyze byl pouzit pfistroj Partec CyFlow SL pouZivajici jako zdroj zatfeni zeleny
laser (532 nm) o vykonu 100 mW. Rostliny byly analyzovany jednotlivé a zdznam byl
nastaven na 5000 castic. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat a vysledek byl zprimérovan,
aby se minimalizovala moznost vzniku chyby. Postup provedeni analyzy byl proveden podle
Dolezel et al. (2007) a Koutecky et al. (2012).

3.2.1 Software

Cytometricka data byla hodnocena v programu FloMax verze 2.60 (Partec GmbH, Munster,
Némecko) a Statistica verze 13.2 (StatSoft 2018).
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4 Vysledky

4.1 Velikost genomu H. selago agg. v Evropé

Vzorky H. selago se daji snadno analyzovat prutokovym cytometrem. Kvili zna¢né velikosti
jejich genomu byl pouzit standard rovnéz s velkym genomem — Chlorophytum comosum
24,14 pg (Koutecky, nepublikovano). Celkem bylo analyzovano 283 vzorka z 50 lokalit.
Priitokovou cytometrii se podafilo nalézt dva cytotypy. Jelikoz zatim neméme piesnou
kalibraci, abychom zjistili, o jaké ploidni Grovné se jedna (viz Diskuze, kap. 5) byly tyto
cytotypy pracovné nazvany typ B (b&Zny) a typ A (alpinsky). Ve Svédsku byla navic
zaznamenana smésna populace rostlin bézného typu (B) s rostlinami o mirné mensi velikosti
genomu (viz Obr. 10), nez bylo zaznamenano v ostatnich ¢astech Evropy. Pracovné byl tento
typ nazvan typ S (skandinavsky). Nejedna se vSak o reprezentativni vzorek, nebot’ tohoto

typu byly nalezeny pouze Ctyfi rostliny.

Data ziskana prutokovou cytometrii pro pfistroj pouzivajici barveni DAPI jsou vynesena
v Tab. 3, pomér intenzity fluorescence jader vzorku Huperzia selago a standardu (Ch.
comosum) se u typu B pohyboval v rozmezi 0,78-0,83 (prumér 0,80) a u typu A v rozmezi
0,54-0,60 (prumér 0,59). Data ziskana pfistrojem vyuzivajicim barveni propidium jodidem
jsou vynesena v Tab. 4. Tento pfistroj zaznamenal pomér intenzity fluorescence jader vzorku
a standardu u typu B v rozmezi 0,74-0,78 (prumér 0,76) a u typu A v rozmezi 0,54-0,57
(primér 0,55).

Tab. 3: Vysledky pritokové cytometrie (piistroj vyuzivajici barveni DAPI).

Pomeér Pomeér Pomeér Smérodatna
Vzorek CV | Standard CV Pocet
Typ _ _ vz/std - vz/std - vz/std - odchylka "
- prumer - prumer . mereni
min max priamér vz/std
B 1,35 1,32 0,78 0,83 0,80 0,01 57
1,73 1,25 0,54 0,60 0,59 0,01 37
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Tab. 4: Vysledky prutokové cytometrie (piistroj vyuzivajici barveni propidium jodidem).

Vzorek Standard | Pomér | Pomér Pomér Smérodatnd Velikost Poc
ocet
Typ CV- CV - vz/std - | vz/std- | wvz/std - odchylka genomu - o
: méieni
priumér priumér min max priumér vz/std primér
B 2,46 1,96 0,74 0,78 0,76 0,01 18,34 15
2,61 1,99 0,54 0,57 0,55 0,01 13,39 15

Velikost genomu typt B a A zjiSténd pomoci pritokové cytometrie se od sebe lisi o 4,90 pg

(t=-1,55 F=1,23, p <0,01, df = 113). Rozsah relativnich velikosti jejich genomu ukazuje

Obr. 9. Vystupy z DAPI prutokového cytometru se zobrazenim typu B, A (a pro zajimavost i
typu S) uvadi Obr. 10 a Obr. 11.

Relativni velikost genomu
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Obr. 9: Relativni velikost genomu typt B a A zjisténa pritokovym cytometrem (barveni

DAPI).
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Obr 10: Histogram relativni velikosti genomu métené pritokovym cytometrem (barveni
DAPI), smésny vzorek dvou cytotypi (B, A) nalezenych na spole¢né lokalité ¢. 25 nebo 26
(Nizké Tatry, Slovensko).
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Obr. 11: Histogram relativni velikosti genomu méfené prutokovym cytometrem (barveni
DAPI), smésny vzorek typt B, A, S.
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4.2 Porovnani vysusenych a zZivych vzorku

Pryty Huperzia selago vydrzi velmi dlouho (ca. 1-1,5 mésice) Cerstvé a analyzovatelné
priatokovou cytometrii, jsou- li uloZzeny v neprody$ném obalu v lednici. Vzdy vSak neni
mozné analyzovat jesté zivé vzorky. Obzvlasté pii delSich exkurzich, nebo pfi sbéru ve
vzdalenych oblastech, je ¢asto nutné je vysusit pomoci silikagelu. Aby takovéto uchovavani
mélo smysl, je tieba vyzkouset, zda jsou takto vysuSené rostliny vibec analyzovatelné
metodou pritokové cytometrie a pokud ano, jestli jsou ziskané vysledky porovnatelné s daty
ziskanymi ze zivych rostlin. Bylo tedy testovano, zda ¢i jak moc se li§i vysusené a Zivé
vzorky, k ¢emuz bylo pouzito dvouvybérového t- testu, ktery vySel neprikazny (t =-1,728, F
= 1,236, p = 0,086, df = 116), tj. Cerstvé a vysuSené analyzované vzorky se signifikantné
nelisi (Obr. 12). Je v8ak tfeba dodat, ze pocty vzorkli v obou kategoriich nebyly vyvazené
(25 vzorku ze silikagelu vs. 91 zivych vzorkt; viz Diskuze, kap. 5.2). Hodnocené rostliny

pro ob¢ kategorie byly rizné.
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Obr. 12: Relativni velikost genomu Zivych a vysuSenych analyzovanych vzorku (t = -1,728,
F = 1,236, p = 0,086, df = 116), sg = silikagel, Iv = zivé vzorky. Data z prutokového
cytometru (barveni DAPI).

4.3 Rozsifeni zaznamenanych cytotypu

Pomoci prutokové cytometrie byly nalezeny dva zakladni cytotypy, které byly pracovné
nazvany typ B (bézny) a typ A (alpinsky). Vzorku typu B bylo zaznamenano 191 a vzorku
typu A pak 88. Kromé téchto zéakladnich typt bylo v populaci bézného typu (¢. 36) ze
Svédska (sbératel J. Kudera) zaznamenano nékolik rostlin s velikosti genomu, jenz byla o
néco mensi nez velikost genomu bézného typu nalezena v ostatnich ¢astech Evropy (viz Obr.
11 a Obr. 13). Tento typ byl pracovné nazvan skandinavsky (S). Typ B byl nalezen ve vSech
zemich, ve kterych byl provadén priizkum, kromé norskych Spicberkil. Typ A byl nalezen
v rakouskych Alpach, na slovenskych Karpatech a na Spicberkach. V Nizkych Tatrach byly
nalezeny dvé smésné populace typt B a A (Obr. 13).
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Obr. 13: Distribuce nalezenych typt v Evropé (B, A, S). Smésné populace typi B a A se
nachazeji na Slovensku v Nizkych Tatrach a typti B a S ve Svédsku, Sipky ukazuji detail

smésnych populaci.

4.4 Vyskové rozlozeni nalezi

Jednim z cilt prace bylo porovnat velikost genomu rostlin z montannich poloh (do ca. 1000
m n. m.) s témi z vétSich nadmoiskych vySek v Sudetskych pohotich (Krkonose, Jeseniky)
v rozmezi ca. 1000-1500 m n. m. a z tizemi Alp a Karpat ve vyskach nad 1500 m n. m. Ve
vyice do 1000 m byly sebrany vzorky z 27 lokalit Sumavy, Krkono$, rakouskych Alp,
Svédska a Velké Britanie, od 1000 do 1500 m vzorky z 12 lokalit ze Sumavy, Jeseniki,
Krkonos, Rakouskych Alp, ukrajinského pohoti Cornohora a Schwarzwaldu, a nad 1500 m
vzorky z 12 lokalit z Krkonos, Nizkych a Vysokych Tater, Malé Fatry, pohoii Cornohora a
rakouskych Alp (Obr. 14).

Ve vysokych polohach Sudet (nad 1000 m) bylo nalezeno 13 populaci (Krkonose, Sumava,
Hruby Jesenik). Sbér ve stiedni Evropé byl proveden v rozmezi 480-2390 m n. m. VVzorky
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za severni Evropy nejsou porovnatelné se stiedni Evropou kvili odlisnym ekologickym
podminkam. V severni Evropé sebrané vzorky se nalézaly nize, v nadmoiské vysce 10

(Spicberky) az 890 (Svédsko) m.

W do 1000 m

M 1000-1500

M@ nad 1500

Obr. 14: Vyskové rozlozeni lokalit, kde byly sbirany vzorky.

Z pohledu gradientu nadmotiské vysky je ve vyskytu rostlin patrny vyrazny trend (Obr. 15).
Ve sttedni Evropé se rostliny typu B a typu A prikazné 1i$i svym vyskytem na nadmoiské
vysce (dvouvybérovy t- test, t = -6,326, df = 30, p <0,001). Rostliny b&zného typu B se ve
stiedni Evropé v homogennich populacich vyskytuji nejnize ve vySce 480 m (Rakousko) a
nejvyse 1748 m n. m. (Ukrajina, pohoii Cornohora). Alpinsky typ A byl nalezen nejnize ve
slovenskych Vysokych Tatrach ve vysce 1775 m a nejvySe v rakouskych Alpach ve vysce
2390 m n. m. Ojedinéle zaznamenané smésné populace typli B a A byly nalezeny na dvou
lokalitdich v nadmoftskych vyskach 1805 m a 1985 m ve Vysokych Tatrach na Slovensku.
V montannich polohach (do 1000 m n. m.) ani v sudetskych pohotich (1000-1500 m n. m.)
tedy nebyly nalezeny zadné rostliny typu A.

Pfi Cisté ilustrativnim porovnani vzorkll v severni Evropé je tfeba si uvédomit, ze je
POrovnavano vyskové rozpéti rostlin sbiranych na Spicberkach (typ A) a rostlin ze stiednich
nadmoiskych vysek stiedni Skandinavie (typ B). Déle je tfeba si uvédomit, Ze vzorky ve

Skandinavii nebyly sbirdny systematicky (nebyly cilem této bakalaiské prace), ze rozlozeni
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jejich sbéru a pocet je tudiz nekonzistentni a byly zisk&dny dodateéné od pfilezitostnych

sbérateli. Z Obr. 16 je vSak ziejmé, ze typ A, ktery se ve stfedni Evropé vyskytuje v

nadmotskych vyskach od 1775 m vyse, se na Spicberkéach jiz vyskytuje u mofe.
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Obr. 15: Vyskové rozloZeni vyskytu typi B a A na nadmotské vysce ve sttedni Evropé.
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Obr 16: Porovnani rozlozeni zakladnich typu (A = alpinsky, B = bézny) nalezenych
v Severni Evropé na nadmotské vysce, pro uplnost zaneseny hodnoty i pro tzv. skandinavsky
cytotyp (S) ve smésné populaci s béZznym typem. Jedna se o porovnani Cisté ilustrativni
zalozené na nesystematicky sbiranych vzorcich dodanych dalsimi sbérateli. Rostliny typu A
pochézeji viechny ze Spicberskych ostrovii a ostatni vzorky ze stfednich poloh Norska a

Svédska.

5 Diskuze

5.1 Porovnani vzorkd z montannich a subalpinskych poloh

Pomoci pritokové cytometrie byly stanoveny velikosti genomu jednotlivych vzorku, které
pak byly porovnavany na gradientu nadmoiské vysky, a to z montannich a subalpinskych
poloh vysokych Sudet, Karpat, Alp a dalSich pohoti. Jelikoz se podafilo ke vzorkiim
sebranym v ramci této bakalaiské prace sehnat od dalSich sbérateli jednotlivé vzorky i
z dalsich regiontt mimo stéedni Evropu, bylo mozZno (alesponi ramcove) porovnat rostliny ze
stfedni Evropy s rostlinami z Evropy severni. I pfesto, ze dosud neexistoval jediny udaj o

tom, ze by se ve stiedni Evropé vyskytovaly rizné cytotypy H. selago agg., byl potvrzen
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teoreticky ptredpoklad, ze rostliny, které se ve stfedni Evropé vyskytuji na vysokych horach
(typ A) se velikosti genomu 1isi od rostlin nalézajicich se zde v nizsich polohach (typ B).
Navic pii porovnani s rostlinami ze severni Evropy vyplynulo, Ze rostliny typu A ze stfedni
Evropy jsou velikosti genomu totozné s rostlinami ze Spicberkd. Toto geografické rozloZeni
by tedy odpovidalo skute¢nosti, ze severské rostliny, pokud se vyskytnou vice na jihu, se
nalézaji ve vysokych horskych polohach, nebot’ jsou zde podobné ekologické podminky. Pro
tvorbu sife komentovanych konkrétnich zaveri vsak mame ptili§ malo vzorkl predevsim ze

severni Evropy ale i z vysokych oblasti stiedni Evropy.

Porovnani jednotlivych nalezenych cytotypi (B, A) v zavislosti na nadmoiské vysce
ukazalo, ze typ B se ve stiedni Evrop¢ vyskytuje v nizSich polohach (480—-1748 m n. m.), nez
typ A (17752390 m n. m.). Provedeny statisticky test by byl robustnéj$i, kdyby byly
vyvazené pocty vzorkl pro ob¢ kategorie, zel vzorkil typu A bylo ve stfedni Evropé zatim
nalezeno jen malé mnozstvi. Smésné populace obou typl byly nalezeny ve vySkach 1805 a

1985 m n. m., které ziejmé predstavuji kontaktni zonu vyskytu obou téchto cytotypt.

r

5.2 Porovnani Zivych a vysusenych vzorkt

Pilotni porovnani, zda se nelisi velikost genomu zivych a vysusenych vzorku ukézalo, ze se
vzorky obou kategorii signifikantné nelisi. K tomuto testu byly pouzity vzorky ruznych
rostlin v obou kategoriich. Idealni by bylo, aby byly zhodnoceny nejprve zivé rostliny a poté
po néjaké dob¢ tytéz rostliny vysuSené silikagelem, coz vSak zatim nebylo provedeno.
Nicméné na zaklad¢é stavajicich vysledkti je velmi pravdépodobné, ze vysledek by byl
obdobny. Opétovna analyza vzorki sebranych v roce 2017 po jednom ¢i dvou letech je vSak
uskutecénitelna (vzorky jsou vysuSeny v Silikagelu) a toto porovnani je vyhledové mozné.
Nejstarsi analyzované vzorky vysusené silikagelem jsou z roku 2014 (Skotsko) a 2015
(Norsko). Ob¢ tyto rostliny byly dobte analyzovatelné (vzorek ze Skotska: CV = 1,34 %,
vzorek z Norska: CV = 1,53 %). Lze predpokladat pouzitelnost i starSich vzorkt, coz je vSak
tieba jesté experimentalné ovétit. Velikost genomu u rostlin H. selago agg., které nebyly
vysuSeny silikagelem, ale byly vysuSeny v suSarn¢ pro potieby herbarovych dokladi, Zel
nebyly s to poskytnout informaci o velikosti genomu, procez nebyly pro tyto potieby
pouZitelné. Reakce vysusSenych rostlin (coby herbatfovych polozZek) a jejich analyzovatelnost
pomoci priitokové cytometrie byla jiz experimentalné zjisStovana (Suda & Travni¢ek 2006).
Tito autofi analyzovali rostliny, které byly lisovany nebo ponechany volné a vysouseny pii

riznych teplotach, nebo vysouseny silikagelem. Analyza probihala po dobé 9 nebo 20
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mésict od vysuSeni. VéEtsina z 60 zkoumanych druhti (v 58 rodech) byla schopna vytvofit
histogramy, které se daly pouzit pro vyhodnoceni. Ov§em za predpokladu, ze byly okamzité
a tadné vysuSeny a to bud’ teplem, nebo silikagelem. Maximalni doba uloZeni vysusené
polozky, po které je jest€¢ mozné ji analyzovat, Se zda byt vysoce druhové specificka,
obvykle se vsak tento ¢as pohybuje mezi 1 a 4 lety pfi uloZeni v pokojové teploté. Nejdelsi
zaznamenana doba uloZeni, po které byla mozna analyza, byla 6 let (pro Empetrum nigrum).
Tuto dobu vyznamné ovlivituje ploidni Groven vzorku a podminky jeho skladovani. Rostliny
bohaté na sekundarni metabolity obvykle pii analyze vytvafeji S$patny signal (Suda &
Travnicek 2006). U kapradin Ize uspéSné analyzovat vzorky vysusené v silikagelu pouze
v nékterych piipadech (napi. rod Cystopteris, nebo Pteridium), avSak u fady roda to neni
mozné napt. Dryopteris, Polystichum (Ekrt L. nepublikovano). Oproti tomu velmi dobra
analyzovatelnost vzorki H. selago mize do budoucna ulehéit analyzu vzorkl ze vzdalenych

destinaci anebo zkoumani jiz starSich vysuSenych vzorkt v silikagelu.

5.3 Nalezené cytologické udaje

5.3.1 Zakladni chromozomové pocty u celedi Lycopodiaceae

Existuje nékolik hypotetickych ¢isel, na kterych by mohly byt zalozeny chromozomové
pocty v Celedi Lycopodiaceae: X = 8 (Love & Love 1958), x = 11 (L6ve & Lbve 1958,
Wagner 1992, Field et al. 2016), nebo x = 11 + 1 (Wagner 1992), x =13 a x = 17 (L6ve &
Love 1958). Rod Huperzia by mél byt zalozen na ¢isle x = 11 (Field et al. 2016). Wagner
(1992) navic udava, ze na teoretickych zakladnich ¢islech x = 7-13 jsou nejspiSe zalozeny
chromozomové pocty vsech cévnatych rostlin. Kdyz pomineme teoreticka ¢isla, pak
Lycopodium s. I. je x = 23, Takamiya & Kurita 1983, Wagner 1992), coz mize mit dvé
pti¢iny: bud’ opakované vzniky autopolyploidie nasledované ¢astec¢nou genovou redukci
(gene silencing), nebo vysoky pocet chromozomd jiz od pocatku (Soltis & Soltis 1988, Judd
et al. 2016). Nazory na spravnost teorii se rizni, napf. Flora of Svalbard (2018) se pfiklani
k prvné zminované s odiivodnénim, Ze by kiizenci riznych ploidnich Girovni byli pravé oni
sterilni hybridi, které zminuji Wagner & Beitel (1993), kdeZzto Soltis & Soltis (1988)

podporuji druhou teorii.

S vysokymi zakladnimi chromozomovymi poc¢ty v Lycopodiaceae jsou provazany i vysoké

chromozomové pocty, jak ukazuji udaje nalezené v Asii pro rizné druhy z této ¢eledi, které
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se pohybuji od Cisla 2n =46 az po 2n = ca. 550 (Takamiya & Kurita 1983). V Evrop¢ pak
byla nalezena ¢isla od 2n = 46 az po 2n = 272 (Love & Love 1958, Takamiya & Kurita
1983, CCDB 2018).

5.3.2 Hodnoceni stupné ploidie u rodu Huperzia

V literatufe nalezené chromozomové poéty pro rod Huperzia s. s. (ktery zhruba odpovida
Huperzia selago agg.) se od sebe vyrazné lisi. Rostliny s nejmensim somatickym poctem
chromozomii (2n = ca. 68-90) byly zaznamendny pouze v Evropé, kdezto vyssi
chromozomové poéty (2n = 134-272) jsou znamy jak v Evropé, tak v Americe i Asii (viz
Tab. 2). Panarctic Flora (2018) udava, Ze rostliny o nizkych chromozomovych poétech
nalezenych ve Finsku morfologicky odpovidaji H. appressa a nikoliv H. selago (dle Sorsa
1963) z ¢ehoz vyvozuje, ze by se s timto druhem mélo jednat jako s potencialné diploidnim.
Toto vSak kontrastuje se skuteCnosti, Zze nékteti autofi (viz Flora of the Canadian Arctic
Archipelago 2007) tento druh ani neuznavaji jako samostatny, ale jako piechodny ¢lanek
mezi H. arctica a H. selago. Nékteré evropské prace zase tento taxon synonymizuji S H.
arctica (Valentine & Moore 1993, Kukkonen 2000). Wagner & Beitel (1993) zaznamenali
zakladni chromozomové poéty jako x =67, 68 pro rod Huperzia. Piesné chromozomové
pocty vSak uvadgji pouze pro dva druhy a to pro H. lucidula: 2n = 134 a H. selago: 2n = 4x =
134 a 2n = 268 (Wagner 1992, Wagner & Beitel 1993). Autoti Flora of the Canadian Arctic
Archipelago (2007) tyto pocty interpretovali jako 2n = 2x = 134 a 2n = 6x = 268 a rovnéz
Kukkonen (2000) 2n = >260 uvad¢ji jako hexaploidni pocet. Zde se vSak interpretace opét
rozchazeji. Wagner (1992) udava jim zjistény pocet 2n = 134 pro H. selago jako pocet pro
tetraploida, nikoli diploida (dle Flora of the Canadian Arctic Archipelago 2007). Zaroven
udavd zakladni c¢isla pro rod Huperzia jako x =67, 68. Tato ¢isla vSak nemohou byt
zakladni, nebot’ na Islandu byly nalezeny rostliny o poétu 2n = asi 68 (Hagerup & Petersson
1960, Love & Love 1961a), ktery je stejné velky, jako zakladni chromozomovy pocet, ktery
udavad Wagner (1992). Kromé toho, ¢islo 2n = 268 je dvojnasobkem ¢isla 2n = 134, Za
pfedpokladu, ze by 2n = 134 naleZelo tetraploidnimu jedinci, tak by 2n = 268 nemohlo byt
poctem pro hexaploidniho (jak navrhuji autoti Flora of the Canadian Arctic Archipelago
2007), nybrz oktoploidniho jedince. Bainard et al. (2011) pak, stejné¢ jako Wagner & Beitel
(1993) udava pro druh H. lucidula (jenz je blizce ptibuzny druhu H. selago) pocet 2n = 134,
avSak tento pocet vydava za diploidni. Je tedy zcela ziejmé, ze dosud neexistuje ustaleny
konsenzus o vztahu poctu chromozomt k ploidnim udrovnim. Vzhledem k obtiznosti

ziskavani tdaji o pocétu chromozomil je ziejmé, ze 0 ploidii se toho zatim vi velmi malo a
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rizni autofi udavaji rizné ploidie pro stejné chromozomové pocty. Pro objasnéni této situace
je nezbytné spocitat chromozomy vSech typl, zméfit jejich velikost genomu a tato data
vzajemn¢ porovnat. Nicméné pokud budeme vychazet ze soucasnych znalosti a
odvozené piiblizné ploidni trovné by mohly byt nésledujici: 2x = 68, 3x ~ 88-90, 4x ~ 134,

8X ~ 260-268. Tato problematika vSak do budoucna vyzaduje jesté zevrubné studium.

5.4 Pilotni porovnani vzorkd z Evropy se vzorky ze Severni

Ameriky

Pro ucely porovnani dat ziskanych v Evropé se dodate¢né podafilo ziskat tf1 vzorky pro tfi
ruzné druhy Huperzia ze Severni Ameriky (zaslal W. Testo). Jedna se o druhy H. selago, H.
appressa a H. lucidula (lokalizace od sbératele dosud nespecifikovana, vzorky proto nejsou
zahrnuty do celkového poétu lokalit ani do souhrnné tabulky, viz Piiloha 1). Cisté orientagni
porovnani s jiz ziskanymi daty v Evropé se tfemi americkymi se ukazalo jako velmi cenné
(viz Obr. 17). Vzorek Huperzia selago z Ameriky ma piiblizné stejnou velikost genomu
(18,9 pg), jako je nami zjisténa velikost genomu typu B (v praméru 18,3 pg). Naopak
Huperzia lucidula i H. appressa maji velikost genomu vyrazné niz$i, nez jakykoli nami
zjistény typ. Toto porovnani bylo provedeno proto, ze ameriCti autofi (Wagner & Beitel
1993, Bainard et al. 2011) udavaji, Ze druhy H. selago a H. lucidula jsou diploidni, coz vSak
kontrastuje s daty jinych autort (viz Tab. 2), kteti udavaji mnohem nizsi nalezené sporofytni
chromozomové pocty, které by tedy spiSe mély byt diploidni. Jedina publikovana velikost
genomu pro Huperzia s. s. je udana pro druh H. lucidula: 11, 27 pg (Bainard et al. 2011).
Tato hodnota je podobnéd ndmi zjisténé velikosti genomu pro tento druh (10,57 pg). Nepatrny

rozdil miize byt zpisoben napiiklad pouzitim rozdilného standardu.
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Obr. 17: Orienta¢ni porovnani velikosti genomu vzorka ziskanych ze Severni Ameriky (H.

selago, H. lucidula a H. appressa, zaslal W. Testo) s daty, ktera byla zjisténa v ramci této

bakalatské prace. Byl pouzit piistroj vyuZzivajici barveni propidium jodidem.

6

Zaver

Zavery bakalaiské prace lIze struéné shrnout do nasledujicich boda:

1.

Analyza evropskych populaci Huperzia selago agg. (50 lokalit, 283 vzorki) ukazala dva
odli$né cytotypy, které byly pracovné nazvany B (bézny) a A (alpinsky). BéZny typ se
vyskytoval téméf v celém zkoumaném tzemi, kromé Spicberskych ostrovii. Alpinsky typ
se vyskytoval samostatné pouze na Spicberkach a v nejvyssich polohach rakouskych Alp
a Slovenskych Karpat. Smésné populace obou typu byly zaznamenany ojedinéle
v Nizkych Tatrach na Slovensku. Ziejmé se jednd o prvni nalez rlznych cytotypt H.

selago agg. ve stiedni Evropé.
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2. Oba zaznamenané typy se vyrazné liSi na gradientu nadmotské vysky. Typ A se ve
sttedni Evropé naléza pouze v horach od nadmoiské vysky 1775 m vyse a pak byl
zaznamenan jiz jen na severu na Spicberskych ostrovech v nadmoiskych vyskach 10—
101 m n. m. Bézny typ (B) se vyskytoval v nadmotskych vyskach 480-1748 m
v sudetskych pohofich, na Sumavé, slovenskych Karpatech, v ukrajinském pohoii
Cornohora, v jiznim Némecku, Velké Britanii, Norsku a Svédsku. Dvé smésné populace
bézného a alpinského typu byly ojedinéle nalezeny v nadmoiskych vyskach 1805 m a
1985 m ve slovenskych Vysokych Tatrach, kde je ziejmé kontaktni zona obou téchto

cytotypu.
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8 Prilohy

Piiloha 1: Souhrnna tabulka lokalit, ze kterych byly sebrany vzorky.

Cislo . . . Pocet Nadm.
) Zkratka Zemé lokalizace Sbératel Datum .| Typ Y GPS (WGS-84)
lokality vzorku Vyska
Vcelnd pod Boubinem, lesni prlsek ve smrkovém
. lese, ca 600 m J od autobusové zastavky Buk, VCelna | | Ekrt, J.
1 CZ-VcelpBoub | Ceska republika pod Boubinem- Na Pile, nebo ca 1,7 km 1)Z od Muzea Krejci 23.5.2017 10 B 930 49°0'35.930"N, 13°50'53.395"E
Zehli¢ek ve Vcelné pod Boubinem
Stachy, na lesni cesté ca 480 m JZ od rozcestniku v
2 CZ-Sibir Ceska republika | obci Krousov, nebo ca 1040 m JJV od kapli¢ky v obci L Ekr_tj,J' 23.5.2017 3 B 970 49°6'15.772"N, 13°37'31.563"E
Studenec (patfi pod obec Nicov), Okres Prachatice Krejci
Sumava, Horska Kvilda, byvala obec Zhafi: kamenice
. v prostoru bezlesi byvalé obce ca 1 km JV od vrcholu | [, Ekrt, J.
3 CZ-Zhu Ceska republika Hutska hora (k. 1187) a ca 2,8 km SSV od centra obce Krejci 23.5.2017 8 B 1150 49°5'0.190"N, 13°33'38.854"E
Horska Kvilda
Boubin, ca 260 m JZ od rozcestniku Boubinska cesta-
sever (nebo ca 270 m po modré cesté na levé strané),
4 CZ-Boub Ceska republika | nebo ca 610 m SZ od Boubinské rozhledny, nebo ca 3 O 6.10.2017 4 B | 1295 | 48°59'40.490"N, 13°48'39.244"E
km VSV od obecniho Gfadu v obci Kubova Hut, okres Hornych
Prachatice
Hruby lJesenik; Vernifovice: horni hrana suti nad
souvislou hranici lesa ve vrcholové ¢asti Bridlicné (k.
. 1358), S od vrcholu, asi 4,1 km V od kostela v obci P.
5 CZ-Jes-Bridl Ceska republika Vernifovice; ruly (s viozkami kiemene, kyselé), nebo Koutecky 29.8.2017 5 B 1350 50°02'03"N, 17°11'13"E

ca 8 km JV od obecniho uradu v obci Louénd nad
Desnou, okres Sumperk
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CZ-Jes-PeclL

Ceska republika

Hruby Jesenik; Vernitovice, suté v pasmu horskych
smréin na Z svahu hory Pecny (k. 1330), asi 0,4-0,5
km JZ od vrcholu, asi 3,6 km VIV od kostela v obci
Vernifovice, nebo ca 6,2 km VSV od kostela Sv.
Vavfince v obci Sobotin, ruly (s vlozkami kiemene,
kyselé), okres Sumperk

P.
Koutecky

29.8.2017

1250

50°01'10"N, 17°10'38"E

CZ-KrkH1

Ceska republika

Pec pod Snézkou, Mala Studnic¢ni jdma, ca 840 m VJV
od vrchu Studnicni hora (k. 1554), nebo ca 3,4 km SSZ
od kaple Panny Marie v obci Pec pod Snézkou; sut
mezi kleCovymi poli, Kralovéhradecky kraj

J. Kucera

29.8.2017

1266

50°43'34.097"N, 15°43'4.429"E

CZ-KrkH2

Ceska republika

Pec pod Snézkou, ca 1,34 km V od vrchu Studni¢ni
hora (k. 1554), nebo ca 3,44 km SSZ od kaple Panny
Marie v obci Pec pod Snézkou, v Upati Studnicni hory;
sut pod Certovou rokli, Kralovéhradecky kraj

J. Kucera

31.8.2017

1000

50°43'40.789"N, 15°43'29.957"E

CZ-KrkH3

Ceska republika

Pec pod Snézkou, ca 1,33 km V od vrchu Studni¢ni
hory (k. 1554), nebo ca 3,36 km SSZ od kaple Panny
Marie v obci Pec pod Snézkou, v Upati Studni¢ni hory,
sut pod Certovou zahradkou, Kralovéhradecky kraj

J. Kucera

6.9.2017

996

50°43'38.14"N, 15°43'29.759"E

10

CZ-Sum, BStrz

Ceska republika

Sumava, Zelezna ruda, ca 870 m JV od rozcestniku (&.
a Z. cesty) Bila strz, nebo 3,06 km JJV od kaplicky ve
mésté Hamry, okres Klatovy

D. Pubal

2017

1074

49°11'15.568"N, 13°9'57.946"E

11

CZ-Jkam+Boub

Ceska republika

Sumava, Horni Vltavice, Jéhnuv kdmen, ca 960 m 2JZ
od Boubinské rozhledny, na Srnim vrchu, ca 2,4 km
VSV od obecniho Ufadu v obci Kubova Hut, okres
Prachatice

D. Pubal

28.7.2017

1294

48°59'23.282"N, 13° 48' 16.329"E
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Sumava, Boubin, ca 530 m JJZ od Srniho vrchu, v
sousedstvi prament Kaplického potoka, ca 2,01 km

12 Cz-Jkam+Boub | Ceska republika | \o\/ o4 obecniho tfadu v obci Kubova Hut, okres | 2" Pdbal | 28.7.2017 1 1167 | 48°59'7.109"N, 13° 48' 8.064"E
Prachatice
Janov, mezi Jelenimi prameny a U Orli skaly, ca 110 m
" . A.
13 CZ-lizDul Ceska republika | JV od vrcholu Nad Mytem, vedle cesty, ca1,9kmJz | _, ' | 17.7.2017 2 730 50°45'55.121"N, 15°24'16.596"E
M ey . . Cejkova
od méstského uradu v obci Harrachov, okres Semily
Harrachov, ca 1,12 km VSV od kostela sv. Alzbéty v
" . o . A
14 CZ-Har, HPot | Ceskéd republika | Harrachové, nebo ca 1,5 km J od Bilého vrchu, kraj Ceikov 5.9.2010 10 773 50°47'2.352"N, 15°26'4.911"E
Liberecky ejkova
Harrachov, ca 1,66 km VSV od kostela sv. AlZbéty v A
15 CZ-Har,Kam | Ceskd republika | Harrachové, nebo ca 1,5 km JZ od vrchu Jaksin, Kraj c _k' | 5.9.2017 8 860 50°47'11.535"N, 15°26'29.538"E
Liberecky €jkova
Harrachov, ca 1,57 km JJZ od kostela sv. Alzbéty v
" . . ) A
16 CZ-Har, NJCes | Ceskd republika | Harrachové, ca 540 m SSV od vrchu Nad Mytem, mezi | _, '~ | 15.8.2017 5 693 | N50°46'8.529"N, E15°24'31.325"E
- , Cejkova
cestou a potokem, Kraj Liberecky
Harrachov, ca 1,52 km J od kostela sv. Alzbéty v A
17 CZ-Har, PiCes | Ceskd republika | Harrachové, nebo ca 890 m SV od vrchu Nad Mytem; ¢ ,k' , | 15.8.2017 7 740 50°46'4.161"N, 15°25'1.886"E
v lese, Kraj Liberecky €jkova
Harrachov, ca 500 m VIV od Plaveckého bazénu v A
18 CZ-Har, Sstruha | Ceska republika | obci RyZovistg, nebo ca 780 m JJZ od vrchu Ptacinec, ¢ ,k' , | 10.8.2017 7 793 50°45'31.034"N, 15°27'10.759"E
Kraj Liberecky ejkova
Krkonose, Harrachov: udoli ficky Mumlava ca 300 m A
19 CZ-Mum Ceska republika | V od Mumlavského vodopadu, ca 1,9 km V od kostela ¢ ,k' . | 22.6.2017 2 800 50°46'14.237"N, 15°27'28.857"E
v obci Harrachov €lkova
Obec Svatd Mafri- Brdo, ca 340 m JV od domu ¢p. 19, M
20 CZ-MarV Ceska republika | PP Mafsky vrch, nebo ca 20 m pod rozhlednou (k. ¢ L 2017 1 895 49°4'23.009"N, 13°50'51.481"E
onecna

907), Okres Prachatice
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Luéni hora (1555), ca 5 km V od kostela sv. Petra ve

v & M Ly J.
21 CZ-KrkLH Ceska republika | Spindlerové Mlyng, nebo ca 5 km SZ od kaple Panny o 2017 10 B | 1550 | 50°43'39.326"N, 15°40'55.031"E
. . vy (s A Harcarik
Marie v obci Pec pod Snézkou, Kralovéhradecky kraj
Snézka (1603), ca 4,3 km S od kaple Panny Marie v
. . obci Pec pod Snézkou, nebo ca 5,4 km ZSZ od kostela J.
22 CZ-KrkSnez Ceska republika . L. .. 2017 11 B 1600 50°44'9.477"N, 15°44'22.779"E
sv. Petra a sv. Pavla v obci Mald Upa, | Harcéarik
Kralovéhradecky kraj
Studnicni hora (1554), ca 3,9 km SSZ od kaple Panny
L ) Marie v obci Pec pod Snézkou, nebo ca 6,7 km V od J. o . o .
23 CZ-KrkStH Ceskarepublika | \ocrola sy Petra ve Spindlerovd  MIyng, | Harcdrik 2017 10 B | 1550 | 50°43'36.853"N, 15°42'21.96"E
Kralovéhradecky kraj
Vysoké kolo (1509), ca 6,3 km SSZ od kostela sv.
. Petra ve Spindlerové Mlyné&, nebo ca 9,9 km SV od J.
24 CZ-KrkVKolo Ceska republika . . . . .. 2017 10 B 1500 50°46'35.955"N, 15°34'1.836"E
Kostela sv. Michala v obci Rokytnice nad lJizerou, | Hardarik
Liberecky kraj
Nizké Tatry, Dumbier, na ¢ervené turist. cesté ca 1,33 | J. Krejéi,
km ZSZ od vrcholu Dumbier (k. 2046), nebo ca 1,76 | L. Ekrt,
25 Sk-Dumb Slovensko . . . 16.8.2017 5+4 A+B | 1805 48°56'16.700"N, 19°37'19.800"E
VSV od chaty Kosodrevina v obci Kosodrevina O.
Hornych
Nizké Tatry, Chopok, ca 90 m JJV od vrcholu Chopok | J. Kreji,
(k. 2024), na €ervené turist. Cesté, nebo ca 1,090 km | L. Ekrt, o . — .\
26 Sk-Chop Slovensko . . . 16.8.2017 | 15+1 | A+B | 1985 48°56'30.552"N, 19°35'36.346"E
SSZ od chaty Kosodrevina v obci Kosodrevina 0.
Hornych
Mald Fatra, Terchova, okres Zilina, ca 10 m nad &erv. .
turist. cestou a ca 80 m SZ od rozcestniku Vel'ky J. Krejci,
. "o L. Ekrt,
27 Sk-Vkriv Slovensko Krivan- hrana, nebo ca 320 m SZ od vrcholu Vel'ky 15.8.2017 | 8 B | 1620 | 49°11'25.500"N, 19°1'40.600"E
Krivan (k. 1709), nebo ca 8,31 km JV od kostela v obci 0.
Hornych

Beld, okres Zilina
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Vysoké Tatry, Predné Solisko, na modré turist. cesté,

ca 260 m V od rozcestniku Skutnastna pol'ana, nebo J. Krejci,
28 Sk-PodSol Slovensko | ca 510 m 1Z od vrcholu Predné Solisko (k. 2117), | “E¥ |15 85017 [ 14 1775 49°8'45.800"N, 20°2'6.000"E
nebo ca 10,5 km SSV od Muzea l'udovych tradici v 0.
obci VaZec, okres Poprad Hornych
Vysoké Tatry, Predné Solisko, na modré turist. cesté, | j. Krejdi,
ca 60 m JV od vrcholu Predné Solisko (k. 2117), nad | |, Ekrt,
29 Sk-PreSol Slovensko Cerv. turist. Cestou, nebo ca 11 km SSV od muzea o. 17.8.2017 15 2100 49°8'59.800"N, 20°2'17.700"E
I'udovych tradici v obci VaZec, okres Poprad Hornych
Ivano-Frankivska oblast; pohoti Cornohora
[Chornohora, YopHoropal; Vorochta [Vorokhta,
B Bopoxta): asi 17 km J od stfedu obce, pramenisté na P.
30 Ukr-Hov, sest Ukrajina B . oL L . .| 25.6.2017 5 1510 48°07'58"N, 24°32'46"E
horni hranici lesa v zavéru udoli potoka Dancezyk | Koutecky
[Dantsezhyk; OaHuexumk], asi 1,5 km SV od vrcholu
Turkul (1933) [Typkyn]; asi rula
Ivano-Frankivska oblast; pohori Cornohora
[Chornohora, YopHoropal; Vorochta [Vorokhta,
31 Ukr-Hov, vrch Ukrajina Bopoxral: asi 14 km JIZ od stfedu obce, Hoverla P 12562017 | 5 1784 48°09'56"N, 24°30'17"E
(2061) [Fosepnal, subalpinské travniky na SV h¥ebeni, | Koutecky
0,25-1,25 km SV od vrcholu; asi rula
Ivano-Frankivska oblast; pohori Cornohora
[Chornohora, YopHoropal; Vorochta [Vorokhta,
Bopoxral: asi 12,5 km JJV od stfedu obce, smrcina
32 Ukr-Vor Ukrajina | (pravdépodobné sekundami) v ddoli pravostranného Koul;ckv 26.6.2017 | 5 1080 48°10'18"N, 24°35'09"E

pritoku feky Prut [Mpyt], asi 1,8 km SZ od vrcholu
Marys (1341) [Marysh; Mapwuu]

46




33

Sve-H1

Svédsko

Lule Lappmark, Vaisauokta: u vodopadu na pravém
bfehu feky Guossjajahka, ca. 430m pred uUstim do
jezera Akkajaure, ca 90,8 km SV od Cerpaci stanice
LPG Fauske v obci Fauske v Norsku

. Kucera

28.7.2017

540

67°40'27.512"N, 17° 15' 37.818"E

34

Sve-H2S2

Svédsko

Lule Lappmark, Nordkalottenleden trail, udoli
Guossjajahka na SZ svahu hory Boalnotjahkkd ca.
4.2km JZ od Vaisaluokta, ca 87,4 km SV od benzinky
LPG Fauske v obci Fauske v Norsku

. Kucera

28.7.2017

790

67°38'43.177"N, 17° 12' 42.412"E

35

Sve-H3

Svédsko

Lule Lappmark, Padjelanta Nationalpark,
Padjelantaleden trail, Z svah hory Loadasj ca. 5 km
SSZ od chaty Laddejahka, ca 68,1 km SV od cerpaci
stanice LPG Fauske v obci Fauske Norsku

. Kucera

29.7.2017

755

67°30' 23.299"N, 16° 52' 51.726"E

36

Sve-H4

Svédsko

Lule Lappmark, Padjelanta Nationalpark,
Padjelantaleden trail, Szsvah hory leltivarre 4.5 km
Szod vrcholu, SZ od jezera leltijavrasj, ca 62,4 km V
od Cerpaci sanice LPG Fauske v obci Fauske v Norsku

. Kucera

1.8.2017

1+4

B+S

760

67°17'1.979"N, 16° 52' 19.711"E

37

Sve-H5

Svédsko

Lule Lappmark, Padjelanta Nationalpark,
Padjelantaleden trail, V svah kopce ca. 2.1 km SSZ od
chaty Tarraluoppal, ca 73 km V od cerpaci stanice
LPG Fauske v obci Fauske v Norsku

. Kucera

3.8.2017

890

67°12'37.84"N, 17° 06' 046.285"E

38

Sve-195bs

Svédsko

Norrbotten county, provincie Lule Lappmark, Mt.
Njunjesvarre, J Upati 370 m SSZ od chaty Njunjes STF,
[SWEREF 99], ca 13,8 km Z od kostela Kvikkjokks
kirka, Kvikkjokk, Norrbotten, region Norrland,
Svédsko

. Kucera

5.8.2017

510

66°57'48.06"N, 17°24'26.964"E
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A-Hoch

Rakousko

Hochschwab, Wanderweg 840, cca 600 m od
Halslalm Hutte, nebo ca 390 m JJZ od vrcholu
Buchbergkogel (k. 1700), Thérl, nebo ca 6,05 km S od
kostela Pfarrkirche hl. Magdalena, v obci TragoR-
Oberort, okres Bruck- Miirzzuschlag, Styrsko

L. Ekrt

16.9.2016

1380

47°35'15.317"N, 15°4'56.229"E

40

A-L-Mitte

Rakousko

Lunz am See, balvany jizné od jezera Mittersee, asi
5,3 km JV od stfedu obce Lunz am See

M. Stech

14.7.2017

780

47°49'32.466"N, 15°4'31.365"E

41

A-Traun

Rakousko

Oberosterreich (Horni Rakousko); Gmunden: V Upati
hory Traunstein, les (bucina) v sousedstvi hlavni lesni
cesty, asi 4,8 km JJV od ndmésti, nebo ca 4,7 km JV
od muzea Radmuseum v obci Ebenzweiter, okres
Gmunden; vapenec

P.
Koutecky

17.7.2017

480

47°52'34"N, 13°48'56"E

42

A-Bos, up

Rakousko

Ca 270 m VSV od jezera Griine Lacke vedle cesty po
pravé strané, nebo ca 800 m JV od vrcholu GroRer
Bosenstein (k. 2448), ca 4,3 km ZSZ od restaurace
Keltenstube v obci Pfahlbaudorf, Hohentauern, okres
Murtal, Styrsko, nebo ca 5,4 km ZSZ od kostela v obci
Hohentauern, okres Gmunden

L. Ekrt

22.8.2017

2130

47°26'22.419"N, 14°24'45.807"E

43

A-Bos, v

Rakousko

Alpy, Hohentauern, ca 70 m V od vrcholu GroRer
Bosenstein (k. 2448), vedle cesty po pravé stranég, ca
6,01 km ZSZ od kostela v obci Hohentauern, okres
Murtall, Styrsko

L. Ekrt

22.8.2017

2390

47°26'35.902"N, 14°24'17.732"E

44

N-Sval

Norsko

Dventdalen, ca 13,4 km JV od Longyearbyen

J. Dvorak

31.7.2017

77

78°09'54.0"N, 16°08'00.6"E

45

N-Sva3

Norsko

Collesdallen, ca 11,7 km JZ od vrcholu Nordenskiold
Fjellet a ca 600 m od pobfezi, ca 18,7 km JZ od
Cerpaci stanice Svalbard Auto v obci Longyearbyen

J.
Harcarik

2017

10

78°6'28.8"N, 15°2'34"E
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Grumantbyen, ca 6,9 km ZJZ od vrcholu Nordenskiéld

. _ A.
46 N-Svad Norsko Fjellet a ca 800 m od pobiezi, ca 13 km ZJZod pumpy | ., | 3.8.2017 101 78°10'14.5"N, 15°7'30"E
. Cejkova
Svalbard Auto v obci Longyearbyen
Obec Fr&na, cesta na Trollkirke na hfebeni, ca 1080
m JJV od vrcholu Troltindam (k. 887), nebo ca 390 m o . o .
47 Nor-Troll Norsko IV od nejjizn&j&i jeskyné Trollkyrkja, nebo 6,51 km SV L. Ekrt 2015 350 62°53'7.585"N, 7°16'12.495"E
od motelu Bamsekroa v obci Elnesvagen
Rezervace Dartmoor Forest, ca 1,26 km JJV od posty
o v obci Postbridge, nebo ca 7,34 km SV od muzea F. - . e .
48 VB-Dev Velka Britanie Dartmoor Prison museum v obci Pricetown, Zapadni Rumsey 2017 380 50°34'59.168"N, 3°54'34.619"W
Devon
Skotsko, Torridon, ca 50 m po cesté (SSZ) od mostu
49 GB-Torr Velkd Britanie | pfes ficku Allta'Bhealaich, nebo ca 3,6 km SSZ od S | L Ekrt | 8.9.2014 265 57°34'39.800"N, 5°32'38.800"W
rohu fotbalového hfisté/stadionu v Torridonu
Schwarzwald, Feldberg-Ort: skala u turistické cesty
} protinajici potok Zastlerbach ca 500 m SV od vrcholu L. Ekrt,
50 D-Schw Némecko hory Feldberg (k. 1493), ca 2,9 km SZ od kostela v 0. i 26.6.2017 1320 47°52'39.400"N, 8°0'31.000"E
Hornyc

centru obce Feldberg-Ort
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