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M o r p h ol o gi c al- m ol e c ul a r i n c o n g r u e n c e i n S p h a g n u m  m aj us ss p. m aj us

a n d ss p. n or v e gi c u m

M art a  Ni et o- L u gil d e 1, 7 , S e a n  R o bi ns o n2 ,  Bl a n k a  A g u er o1 ,  A ar o n  D uff y1 ,  K ar n I m w att a n a1 ,
Kristi a n  H ass el 3 ,  Kj ell I v ar Fl at b er g3 ,  H a ns  K. St e n øi e n3 ,  A n n a  V. S h k ur k o4 ,  Vl a di mir E.

F e d os o v 5, 6 a n d  A. J o n at h a n S h a w 1

1 De p art me nt of Bi ol o g y  & L. E.  A n ders o n Br y o p h yte  Her b ari u m,  D u ke  U ni versit y,  D ur h a m,  N C 2 7 7 0 8,  U. S. A.;
2 De p art me nt of Bi ol o g y, S U N Y  O ne o nt a,  O ne o nt a,  N Y 1 3 8 2 0,  U. S. A.; 3 De p art me nt of  N at ur al  Hist or y,  N T N U

U ni versit y  M use u m,  N or we gi a n  U ni versit y of Scie nce a n d  Tec h n ol o g y,  N O- 7 4 9 1  Tr o n d hei m,  N or w a y; 4 Tsitsi n  M ai n

B ot a nic al  G ar de n,  M osc o w,  R ussi a; 5 M osc o w St ate  U ni versit y, Bi ol o gic al F ac ult y, Le ni ns ki ye  G or y 1- 1 2,  M osc o w,

1 1 9 2 3 4,  R ussi a; 6 B ot a nic al  G ar de n-I nstit ute, F E B  R A S,  M a k o vs k o g o Street, 1 4 2,  Vl a di v ost o k, 6 9 0 0 2 4,  R ussi a

A B S T R A C T . S p e ci es d eli mit ati o n is pr o bl e m ati c i n  m a n y pl a nt gr o u ps a n d a m o n g t h e  m oss es, S p h a g n u m is
o n e of t h e  m or e c o nt e nti o us g e n er a b e c a us e of hi g h l e v els of  m or p h ol o gi c al v ari ati o n.  T h e all o p ol y pl oi d
s p e ci es, S p h a g n u m  m aj us , c o m pris es o n e s u c h pr o bl e m ati c c o m pl e x.  T w o  m or p h ol o gi c all y diff er e nti at e d
b ut o v erl a p pi n g s u bs p e ci es h a v e b e e n d es cri b e d.  W e c o n d u ct e d  m or p h o m etri c a n d  m ol e c ul ar a n al ys es
wit h s a m pl es fr o m ar o u n d t h e  N ort h er n  H e mis p h er e t o t est f or p h e n ot y pi c a n d p h yl o g e n eti c
diff er e nti ati o n b et w e e n t h e s u bs p e ci es.  Alt h o u g h fi el d c oll e cti o ns of t h e t w o s p e ci es c a n b e st atisti c all y
diff er e nti at e d  m or p h ol o gi c all y, t h er e is s u bst a nti al o v erl a p.  G e n o m e-s c al e  m ol e c ul ar d at a d o n ot s u g g est
a n y diff er e nti ati o n b et w e e n S.  m aj us ss p. m aj us a n d ss p. n or ve gic u m , i n cl u di n g s a m pl es assi g n e d t o t h e
t w o t a x a fr o m s y m p atri c sit es. S e q u e n c e d at a fr o m t h e pl asti d g e n o m e  w er e e m pl o y e d t o i nf er p ar e nt a g e
of all o p ol y pl oi d S.  m aj us .  O ur r es ults s u p p ort t h e h y p ot h esis t h at S. a n n ul at u m is t h e p at er n al p ar e nt a n d
S. c us pi d at u m is t h e  m at er n al p ar e nt.  W e c o n cl u d e t h at t h e  m or p h ol o gi c al diff er e n c es b et w e e n t h e m ar e
eit h er pl asti c r es p o ns es t o h a bit at h et er o g e n eit y or s e gr e g ati n g g e n eti c v ari ati o n  wit hi n a si n gl e t a x o n.
F or m al t a x o n o mi c r e c o g niti o n of t w o t a x a is n ot s u p p ort e d b y o ur  m ol e c ul ar d at a.

K E Y W O R D S . All o p ol y pl oi d y, p e at m oss es, p h yl o g e n eti c s p e ci es,  R A Ds e q, s u bs p e ci es.

^ ^ ^

T h e bi ol o gi c all y  m e a ni n gf ul d eli mit ati o n of s p e ci es
c a n b e i m p ort a nt t o c o ns er v ati o n bi ol o g y, i n cl u di n g
p oli c y d e cisi o ns ( A g a p o w et al. 2 0 0 4), a n d is criti c al
t o a n y e c ol o gi c al or e v ol uti o n ar y b as e d i n q uir y
w h er e s p e ci es i d e nti fi c ati o n is r e q uir e d.  T h e i d e nti-
fi c ati o n of u nits t h at ar e a p pr o pri at e f or s p e ci es
st at us h as b e e n t h e s u bj e ct of n u m er o us dis c ussi o ns
r a n gi n g fr o m p hil os o p hi c al a n d t h e or eti c al t o
m et h o d ol o gi c al ( D e  Q u eir o z 2 0 0 7;  Z a c h os 2 0 1 8).
T h e s o- c all e d Bi ol o gi c al S p e ci es  C o n c e pt ( B S C)
d e fi n es s p e ci es as gr o u ps of or g a nis ms t h at c a n
s u c c essf ull y i nt er br e e d a n d pr o d u c e f ertil e offs pri n g
b ut ar e r e pr o d u cti v el y is ol at e d fr o m ot h er s p e ci es

( M a yr 1 9 4 2, 1 9 6 3).  M ost b ot a nists tr y t o e m pl o y a

p h yl o g e n eti c a p pr o a c h t o s p e ci es d eli mit ati o n al-

t h o u g h i n  m a n y c as es a p pr o pri at e  m ol e c ul ar d at a

ar e l a c ki n g. I n pr a cti c e  m a n y or  m ost s p e ci es ar e

r e c o g ni z e d n o m e n cl at ur all y b e c a us e t h e y ‘‘l o o k

diff er e nt ’’ a n d h a v e disti n ct e c ol o gi c al a n d/ or

g e o gr a p hi c distri b uti o ns. E v e n  wit h t h e b est of d at a,

d et er mi ni n g t h e hi er ar c hi c al le vel i n a p h yl o g e n eti c

tr e e t h at s uit a bl y c orr es p o n ds t o t h e s p e ci es c at e g or y

c a n b e ar bitr ar y ( Mis hl er 2 0 0 9;  Wils o n 1 9 9 2).

O bj e cti v e  m et h o ds h a v e b e e n d e v el o p e d f or s p e ci es

d eli mit ati o n b as e d o n p att er ns of  m ol e c ul ar v ari a-

ti o n ( e. g.,  Z h a n g et al. 2 0 1 3) b ut t h es e t o o ar e n ot

wit h o ut c a v e ats a n d t h e a p pli c ati o n of n a m es al w a ys

i n v ol v es s o m e l e v el of s u bj e cti v e j u d g e m e nt.

7 C orr es p o n di n g a ut h or’s e- m ail:
m art a. ni et ol u gil d e @ d u k e. e d u
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C o p yri g ht 2 0 2 2 b y  T h e  A m eri c a n Br y ol o gi c al a n d Li c h e n ol o gi c al S o ci et y, I n c.

D o w nl o a d e d Fr o m: htt p s:// bi o o n e. or g/j o ur n al s/ T h e- Br y ol o gi st o n 2 1 J u n 2 0 2 2
T er m s of U s e: htt p s:// bi o o n e. or g/t er m s- of- u s e A c c e s s pr o vi d e d b y D u k e U ni v er sit y



S o m e e v ol uti o n aril y si g ni fi c a nt u nits a p pr o pri-
at e f or c o ns er v ati o n c o nsi d er ati o n ar e b el o w t h e
s p e ci es l e v el b e c a us e of g e n eti c a n d  m or p h ol o gi c al/
e c ol o gi c al diff er e nti ati o n c a n b e r es ol v e d  wit hi n
t a x o n o mi c s p e ci es ( Fr as er  &  B er n at c h e z 2 0 0 1;
M orit z 1 9 9 4).  Dis a gr e e m e nt a b o ut t a x o n o mi c r a n ks
b el o w s p e ci es, i n cl u di n g v ari eti es or s u bs p e ci es, h as
g e n er at e d h e at e d dis c ussi o ns a m o n g t a x o n o mists
( Mis hl er 2 0 0 9;  Wils o n 1 9 9 2). S p e ci es  wit h a  wi d e
m or p h ol o gi c al di v ersit y ar e at t h e c e nt er of t h es e
dis c ussi o ns b e c a us e of dif fi c ulti es est a blis hi n g ( or
a gr e ei n g o n ) li mits i n a  m or p h ol o gi c al ( a n d
e c ol o gi c al) c o nti n u u m e v e n  w h e n  w ell- diff er e nti at-
e d e xtr e m es c a n b e i d e nti fi e d ( B arr ett  & Fr e u d e n-
st ei n 2 0 1 1; B url e y  & Prit c h ar d 1 9 9 0;  Ni et o- L u gil d e
et al. 2 0 1 8).

S p e ci es i n t h e  m oss g e n us S p h a g n u m L. h a v e
b e e n es p e ci all y c o ntr o v ersi al  wit h r e g ar d t o s p e ci es
d eli mit ati o n. F or e x a m pl e,  Cr u m ( 1 9 8 4) r e c o g ni z e d
5 1 s p e ci es i n  N ort h  A m eri c a  w h er e as  M c Q u e e n  &
A n dr us ( 2 0 0 7) r e c o g ni z e d 8 9 s p e ci es i n t h eir Fl or a of
N ort h  A meric a tr e at m e nt f or t h e g e n us.  R e c e nt
m ol e c ul ar s yst e m ati c r es e ar c h h as l e d t o c o n cl usi o ns
t h at s o m e  m or p h ol o gi c all y d e fi n e d S p h a g n u m t a x a
d o n ot c orr es p o n d t o g e n eti c/ p h yl o g e n eti c u nits
w ort h y of s p e ci es st at us ( e. g.,  D uff y et al. 2 0 2 0), a n d
i n ot h er c as es  w h at  w as t h o u g ht t o b e a si n gl e t a x o n
is b ett er u n d erst o o d as a c o m pl e x of cl os el y r el at e d
s p e ci es ( K yr kj e ei d e et al. 2 0 1 6;  Y o us e fi et al. 2 0 1 7).
S p h a g n u m - d o mi n at e d p e atl a n ds h a v e gl o b al i m p a cts
o n e c ol o g y, h y dr ol o g y, a n d bi o g e o c h e mistr y, a n d
t h e g e n us h as l o n g s er v e d as a  m o d el f or r es e ar c h i n
c o m m u nit y e c ol o g y, s o  w h at  w e d o or d o n ot
c o nsi d er s p e ci es h as si g ni fi c a nt i m p a cts f or d o w n-
str e a m r es e ar c h o utsi d e t h e fi el d of s yst e m ati cs p er
s e.  M or e o v er, S p h a g n u m h as r e c e ntl y b e c o m e a n
i m p ort a nt  m o d el f or f u n cti o n al a n d e c ol o gi c al
g e n o mi cs b e c a us e of a g e n us- wi d e s e q u e n ci n g eff ort
b ei n g c o n d u ct e d b y t h e J oi nt  G e n o m e I nstit ut e
(J GI) of t h e  U. S.  D e p art m e nt of E n er g y ( W est o n et
al. 2 0 1 8).

S p h a g n u m s u b g e n us C us pi d at a c o nt ai ns a n u m-
b er of  m or p h ol o gi c all y p ol y m or p hi c c o m pl e x es of
cl os el y r el at e d  m or p h ot y p es t h at  m a y or  m a y n ot
c o m pris e  m ulti pl e p h yl o g e n eti c s p e ci es.  O n e s u c h
gr o u p c e nt ers ar o u n d S p h a g n u m  m aj us ( R uss o w)
C. E. O.J e ns e n.  M or p h ol o gi c al v ari ati o n i n S.  m aj us
w as  w ell st u di e d b y  K. I. Fl at b er g ( 1 9 8 7).  H e
d es cri b e d v ari ati o n r el ati v e t o e n vir o n m e nt al gr a di-
e nts i n  N o r w e gi a n p e atl a n ds — ‘‘d r y - w et ’’ a n d

‘‘p o or-ri c h ’’—t hr o u g h a st u d y of s o m e 3 0 0 h er b ar-
i u m s p e ci m e ns.  H e c o n cl u d e d  wit h t h e r e c o g niti o n
of t w o s u bs p e ci es: S.  m aj us ss p. m aj us a n d S.  m aj us
ss p. n or ve gic u m Fl at b er g.

T h e s u bs p e ci es of S p h a g n u m  m aj us diff er i n
c ol or, br a n c h a n d st e m l e af s h a p e a n d si z e, h y al o c yst
p or e si z e a n d n u m b er o n t h e o ut er s urf a c e of t h e
di v e r g e nt b r a n c h l e a v e s, a n d s p o r e si z e a n d
gr a n ul ati o n, b ut t h e y s h o w c o nsi d er a bl e  m or p h o-
l o gi c al o v erl a p ( Fl at b er g 1 9 8 7).  T h e  m ost c o nsist e nt
diff er e n c es ar e t h at S.  m aj us ss p. n or ve gic u m h as
y ell o wis h gr e e n t o o nl y s o m e w h at br o w nis h c a pit-
ul a,  wit h br o a d a n d a c ut e- o bt us e st e m l e a v es, br o a d
br a n c h l e a v es t h at ar e  m o d er at el y i n v ol ut e,  wit h
p or es o n t h e o ut er s urf a c e r at h er f e w, f airl y l ar g e
(. 1/ 3 c ell  wi dt h), i n o n e irr e g ul ar r o w. S p h a g n u m
m aj us ss p. m aj us t y pi c all y h as br o w n c a pit ul a,  wit h
n arr o w a n d a c ut e st e m l e a v es, n arr o w er br a n c h
l e a v es t h at ar e pr o n o u n c e dl y i n v ol ut e,  wit h s m all er
p or es ( , 1/ 3 c ell  wi dt h) i n o n e or t w o irr e g ul ar r o ws
o n t h e o ut er s urf a c e.  T h e t w o s u bs p e ci es ar e als o
s ai d t o h a v e sli g htl y diff er e nt b ut o v erl a p pi n g
h a bit at pr ef er e n c es a n d g e o gr a p h y ( Fl at b er g 1 9 8 7).
S p h a g n u m  m aj us ss p. m aj us is al m ost e x cl usi v el y
f o u n d i n  mi n er otr o p hi c  mir es,  w h er e as S.  m aj us ss p.
n or ve gic u m is  m or e fr e q u e nt i n o m br otr o p hi c  mir es.
T h e br o a d er cir c u m b or e al distri b uti o n of t h e S.
m aj us s u bs p e ci es is u n c ert ai n b e c a us e of t a x o n o mi c
u n c ert ai nti es.

Cr u m’s ( 1 9 8 4) r e visi o n of  N ort h  A m eri c a n
S p h a g n u m w as p u blis h e d b ef or e Fl at b er g d es cri b e d
S.  m aj us ss p. n or ve gic u m a n d  Cr u m attri b ut e d S.
m aj us s.l. t o b ot h e ast er n a n d  w est er n  N ort h
A m eri c a, r estri ct e d t o n ort h er n r e gi o ns i n  C a n a d a
a n d  Al as k a.  M c Q u e e n  &  A n dr us ( 2 0 0 7) r e p ort S.
m aj us ss p. m aj us i n  Al as k a a n d Britis h  C ol u m bi a, i n
e ast er n  C a n a d a, a n d i n t h e  U nit e d St at es s o ut h t o
N e w J ers e y a n d P e n ns yl v a ni a, i n p o or f e ns t o
o m br otr o p hi c b o gs.  T h e y d o c u m e nt S.  m aj us ss p.
n or ve gic u m fr o m a br o a d er r a n g e i n  w est er n  N ort h
A m eri c a t h at i n cl u d es t h e  N ort h w est  T errit ori es, t h e
Y u k o n  T errit or y a n d e ast w ar d t o S as k at c h e w a n, a n d
it is als o  wi d es pr e a d i n e ast er n  N ort h  A m eri c a s o ut h
t o  N e w J ers e y a n d P e n ns yl v a ni a. It is s ai d t o o c c ur i n
‘‘w e a kl y  mi n er otr o p hi c  mir es ’’ ( M c Q u e e n  &  A n dr us
2 0 0 7).

S p h a g n u m  m aj us is a n all o p ol y pl oi d s p e ci es (i. e.,
di pl oi d g a m et o p h yt es, t et r a pl oi d s p o r o p h yt es:
M a ass  &  H ar v e y 1 9 7 3; S åst a d et al. 2 0 0 0;  T e ms c h
et al. 1 9 9 8).  M or p h ol o gi c al si mil arit y s u g g ests a

Ni et o- L u gil d e et al.: S p h a g n u m  m aj us ss p. m aj us a n d ss p. n or ve gic u m 2 9 5
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r el ati o ns hi p of S.  m aj us t o S. c us pi d at u m E hr h. e x
H off m. a n d S. a n n ul at u m H. Li n d b. e x  W ar nst. ( Fi g.
1 ). I ntr as p e ci fi c g e n eti c v ari ati o n a n d i nt ers p e ci fi c
r el ati o ns hi ps of S.  m aj us w er e i n v esti g at e d b y S åst a d
a n d c o- w or k ers ( 2 0 0 0) st u d yi n g 1 3 p o p ul ati o ns
fr o m  N or w a y,  C a n a d a ( N e wf o u n dl a n d), a n d t h e
U nit e d St at es ( N e w  Y or k)  wit h ni n e is o z y m e l o ci.
T h e y f o u n d t h at t h e s u bs p e ci fi c cl assi fi c ati o n of S.
m aj us w as n ot s u p p ort e d b y t h e o bs er v e d p att er ns of
g e n eti c v ari ati o n. Is o z y m es s u p p ort e d S. c us pi d at u m
as a pr o g e nit or, b ut S. a n n ul at u m w as fi x e d f or
e n z y m e b a n ds n ot f o u n d i n S.  m aj us .  T h e p ossi bilit y
t h at S. b altic u m ( R uss o w)  C. E. O.J e ns e n or a n ot h er
u n d et e ct e d or e xti n ct t a x o n is a pr o g e nit or f or S.
m aj us c o ul d n ot b e r ej e ct e d.  A r e c e nt st u d y usi n g
R A Ds e q d at a c o n fir m e d a cl os e g e n eti c/ p h yl o g e n eti c
r el ati o ns hi p of S.  m aj us t o S. a n n ul at u m b ut di d n ot
s u p p ort a r el ati o ns hi p t o S. b altic u m ( D uff y et al.
2 0 2 0).  N e v ert h el ess, t h e pl a c e m e nt of a n all o p ol y-
pl oi d s u c h a S.  m aj us i n a p h yl o g e n eti c r e c o nstr u c-
ti o n c a n b e u n pr e di ct a bl e a n d t h e d eri v ati o n of S.
m aj us fr o m h y bri di z ati o n b et w e e n S. c us pi d at u m
a n d S. a n n ul at u m s e e ms li k el y b ut n ot c o n fir m e d.

I n t his st u d y  w e ai m e d t o r es ol v e p ar e nt a g e of
all o p ol y pl oi d S p h a g n u m  m aj us a n d t est t h e h y p ot h-
esis t h at t h e t w o s u bs p e ci es of S.  m aj us , n a m el y ss p.
m aj us a n d ss p. n or ve gic u m , r e pr es e nt disti n ct cl a d es
b as e d o n  m ol e c ul a r d at a t h at c o r r el at e  wit h
m or p h ol o gi c al v ari ati o n.  W e i n cl u d e s a m pl es fr o m

a br o a d r a n g e ar o u n d t h e  N ort h  H e mis p h er e,
i n cl u di n g l o c aliti es  w h er e t h e t w o  m or p h ot y p es
b ot h o c c ur at t h e s a m e sit e, a n d us e hi g h-r es ol uti o n
p o p ul ati o n g e n o mi c d at a ( R A Ds e q ) t o ass ess
r el ati o ns hi ps.  W e  m e as ur e d  m or p h ol o gi c al tr aits
t h o u g ht t o disti n g uis h t h e t w o t a x a s o  w e c o ul d
r el at e  m ol e c ul ar a n d  m or p h ol o gi c al p att er ns of
v ari ati o n.  N ot e t h at  w e us e ‘‘S.  m aj us ’’ t o r ef er t o
b ot h S.  m aj us s u bs p e ci es, a n d  w e s p e cif y S.  m.  m aj us
or S.  m. n or v e gic u m w h e n  w e ar e s p e ci fi c all y
r ef erri n g t o o nl y o n e of t h e t w o.

M A T E RI A L S  A N D M E T H O D S

Pl a nt  m at eri al . A t ot al of 1 1 0 s a m pl es  w er e
i n cl u d e d i n t his st u d y; v o u c h er i nf or m ati o n is
p r o vi d e d i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 1 . T h es e
i n cl u d e d 4 4 s a m pl es d et er mi n e d  m or p h ol o gi c all y
as S p h a g n u m  m aj us  m aj us a n d 4 7 as S.  m.
n or ve gic u m , distri b ut e d a cr oss t h e  N ort h er n  H e mi-
s p h er e (Fi g. 2 ). Fift y-t hr e e c oll e cti o ns  w er e fr o m
E ur o p e ( of  w hi c h 2 5  w er e fr o m  N or w a y, 1 3 fr o m
E ur o p e a n  R ussi a, f o ur fr o m t h e  U nit e d  Ki n g d o m,
f o ur fr o m B el gi u m, t hr e e fr o m Fi nl a n d, t w o fr o m
Est o ni a, o n e fr o m  A ustri a, a n d o n e fr o m Fr a n c e), 3 1
fr o m e ast er n  N ort h  A m eri c a, f o ur fr o m  w est er n
N ort h  A m eri c a, a n d t hr e e fr o m c e ntr al  R ussi a.
T w e nt y- ei g ht s a m pl es ( 3 1 %) c a m e fr o m 1 1 sit es
wit h b ot h s u bs p e ci es. Fi v e s a m pl es  w er e i n cl u d e d
fr o m e a c h p ossi bl e p ar e nt al s p e ci es, S. a n n ul at u m , S.

Fi g u r e 1.  A. S p h a g n u m c us pi d at u m :  C A N A D A.  NE W F O U N D L A N D :  O n  H w y. 3 6 0, 7 8 k m S of  H w y. 1, E si d e of r o a d, B. S h a w 6 7 9 6 , 1 7  A u g. 2 0 0 5. B. S.  m aj us

ss p. m aj us :  C A N A D A.  NE W F O U N D L A N D :  O n  H w y. 1, 3 k m S W of j u n cti o n  wit h  H w y. 4 0 2, E si d e of r o a d, B. S h a w 6 8 4 4 , 2 0  A u g. 2 0 0 5. C. S. a n n ul at u m :

U. S. A.  M AI N E : P e n o bs c ot  C o.,  M ar bl e F e n, B. S h a w 9 6 8 1 , 1 7 J u n. 2 0 0 9. D. S.  m aj us ss p. n or ve gic u m :  U. S. A.  NE W Y O R K :  W arr e n  C o.,  Al o n g  C arl  T ur n er

R d. j ust E of I- 8 7, S of S c hr o o n L a k e, 0. 4  mi  N E of j ct.  wit h S c hr o o n  Ri v er  R d. ( pri v at e pr o p ert y o n  W si d e of r d.), B. S h a w 1 8 9 9 1 , 2 4 J u n. 2 0 1 9.
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b altic u m a n d S. c us pi d at u m .  T w o s a m pl es of S.
p ulc hr u m ( Li n d b.)  W ar nst. a n d t w o of S. ri p ari u m
Å n gstr.  w er e us e d as o ut gr o u ps.  A si n gl e c a pit ul u m
w as s a m pl e d fr o m e a c h pl a nt a n d t h e r e m ai ni n g
tiss u e fr o m s a m pl e d pl a nts ar e ar c hi v e d i n t h e  D u k e
U ni v ersit y h er b ari u m ( D U K E ).

Bi o m etri c st u d y . W e  m e as ur e d 1 6  m or p h ol o g-
i c al c h ar a ct ers (T a bl e 1 ), s el e ct e d f oll o wi n g t h e
r es ults of Fl at b er g ( 1 9 8 7) a n d o ur o w n o bs er v ati o ns.
Of t h es e, t hr e e  w er e q u alit ati v e, pl us 1 3 q u a ntit ati v e
c h ar a ct ers. Fr o m e a c h c oll e cti o n, o n e g a m et o p h yt e
s h o ot  w as s a m pl e d.  T hr e e l e a v es fr o m t h e  mi d dl e of
o n e di v er g e nt br a n c h fr o m t h e u p p er p art of t h e
s h o ot j ust b el o w t h e c a pit ul u m fr o m e a c h g a m et o-
p h yt e  w er e diss e ct e d a n d t h e f oll o wi n g c h ar a ct ers

w er e st u di e d: l a mi n a l e n gt h a n d  wi dt h, l e af h a bit
a n d l a mi n a l e n gt h/ wi dt h.  T hr e e b as al c ells a n d t hr e e
a pi c al c ells fr o m e a c h l e af  w er e s el e ct e d a n d t h e
f oll o wi n g tr aits  w er e  m e as ur e d: c ell l e n gt h a n d
wi dt h, n u m b er of p or es p er fi bril i nt er v al, t ot al
n u m b er of p or es p er c ell, p or e di a m et er a n d p or e
di a m et er/ c ell  wi dt h r ati o.

St atisti c al a n al ys es . W e  m e as ur e d  m or p h ol o g-
i c al tr aits usi n g a li g ht  mi cr os c o p e ( Ol y m p us B X 4 1)
a n d d at a  w er e i m p ort e d i nt o  R ( R  C or e  T e a m,
2 0 2 0). F or t h e e v al u ati o n of  m or p h ol o gi c al c h ar a c-
t ers, t h e s p e ci m e ns  w er e gr o u p e d b y s u bs p e ci es
b as e d o n pr eli mi n ar y ass ess m e nts of  m or p h ol o gi c al
p att er ns.  W e us e d n o n p ar a m etri c  Wil c o x o n t ests t o
c o m p ar e diff er e n c es b et w e e n s u bs p e ci es  wit h si g nif-

Fi g u r e 2. G e o gr a p hi c l o c ati o ns of S p h a g n u m  m aj us s a m pl es i n cl u d e d i n t his st u d y.

T a bl e 1. M or p h ol o gi c al c h ar a ct ers i n cl u d e d i n t h e bi o m etri c st u d y,  wit h i n di c ati o n of t h e n u m b er of it e ms st u di e d, t y p e ( Q L ¼ q u alit ati v e,  Q T ¼

q u a ntit ati v e) a n d st at us c h ar a ct ers.

C h a r a ct e r T y p e a n d st at us c h a r a ct e r

L e af

( 3 l e a v es p er pl a nt)

L e af l e n gt h Q T ( m m)

L e af  wi dt h Q T ( m m)

L e af h a bit Q L: Str ai g ht t o us u all y str o n gl y s u bs e c u n d ( 1);

Str ai g ht t o sli g htl y s u bs e c u n d ( 2)

L e af  wi dt h/ L e af l e n gt h r ati o Q T

B as al c ell

( 9 b as al c ells: 3 fr o m e a c h l e af

c o mi n g fr o m 1 pl a nt)

C ell l e n gt h Q T ( l m)

C ell  wi dt h Q T ( l m)

Pr e d o mi n a nt n u m b er of p or es p er fi bril i nt er v al  Q L:  Z er o ( 0),  O n e ( 1);  T w o ( 2)

T ot al n u m b er of p or es p er c ell Q T (i nt e g er)

P or e di a m et er Q T ( l m)

P or e di a m et er/ C ell  wi dt h Q T

A pi c al c ell

( 9  mi d- m e di a c ells: 3 fr o m e a c h l e af

c o mi n g fr o m 1 pl a nt)

C ell l e n gt h Q T ( l m)

C ell  wi dt h Q T ( l m)

Pr e d o mi n a nt n u m b er of p or es p er fi bril i nt er v al  Q L:  O n e ( 1);  T w o ( 2)

T ot al n u m b er of p or es p er c ell Q T (i nt e g er)

P or e di a m et er Q T ( l m)

P or e di a m et er/ C ell  wi dt h Q T

Ni et o- L u gil d e et al.: S p h a g n u m  m aj us ss p. m aj us a n d ss p. n or ve gic u m 2 9 7
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i c a n c e l e v els s u bj e ct e d t o  B e nj a mi ni- H o c h b er g
c orr e cti o ns.  T h e s et of  R f u n cti o ns f or  m or p h o m et-
ri c a n al ysis  w as b as e d o n  K o ut e c k ý ( 2 0 1 5).  T h e t ot al
n u m b er of p or es p er b as al c ell  w er e l o g tr a nsf or m e d
b ef or e a n al ysis.  T h e ‘‘n u m b er of p or es p er fi bril
i nt e r v al’’ w as s plit as t w o bi n ar y c h a r a ct e rs:
pr es e n c e/ a bs e n c e a n d if pr es e nt, o n e/t w o.  T o a v oi d
hi g hl y c orr el at e d c h ar a ct ers (r . 0. 9 5),  w e c al c ul at e d
a P e ars o n  m atri x of t h e c orr el ati o n c o ef fi ci e nts of
t h e c h ar a ct ers.  M ulti v ari at e a n al ysis of v ari a n c e
( M A N O V A) w as us e d t o ass ess t h e st atisti c al
si g ni fi c a n c e of gr o u p diff er e n c es b y c o nsi d eri n g all
of t h e v ari a bl es si m ult a n e o usl y. Pri n ci p al  C o m p o-
n e nt  A n al ys es ( P C A)  w er e c o n d u ct e d o n all tr aits
( n ot s h o w n), a n d als o o n j ust t h os e tr aits f or  w hi c h
t h e  M A N O V A i n di c at e d st atisti c al si g ni fi c a n c e of
diff er e n c es b et w e e n t h e S.  m aj us s u bs p e ci es.

D N A e xt r a cti o n, li b r a r y p r e p a r ati o n a n d
s e q u e n ci n g. B e c a us e  m et h o ds e m pl o y e d h er e  w er e
m o di fi e d r el ati v e t o t h os e d es cri b e d i n o ur pr e vi o us
st u di es ( D uff y et al. 2 0 2 0),  w e d es cri b e o ur pr ot o c ol
i n s o m e d e pt h.  A p pr o xi m at el y 1 0 0 m g of dri e d tiss u e
w as e m pl o y e d f or g e n o mi c  D N A e xtr a cti o ns f ol-
l o wi n g a  m o di fi c ati o n of  D o yl e  &  D o yl e’s ( 1 9 8 7)
C T A B pr ot o c ol d es cri b e d h er e.  T w o st ai nl ess st e el
b all b e ari n gs  w er e a d d e d t o e a c h t u b e  wit h t h e pl a nt
m at eri al, fr o z e n  wit h li q ui d nitr o g e n f or 5 – 1 0
s e c o n ds.  T h e fr o z e n tiss u e  w as gr o u n d i n a
G e n o gri n d er at t h e 1 3 s etti n g, s p e e d 5 0 0 r ps f or
1. 5  mi n ut es. 5 0 0 l L  C T A B is ol ati o n b uff er ( 5 0 0 l L
of 2 3 st o c k  C T A B b uff er, 0. 0 2 g P V P- 4 0 a n d 2 l L b -
m er c a pt o et h a n ol)  w as a d d e d t o e a c h s a m pl e, h e at e d
t o 6 08C, a n d i n c u b at e d f or 6 0  mi n ut es.  D uri n g
i n c u b ati o n t u b es  w er e g e ntl y  mi x e d b y i n v erti n g
e v er y 2 0 – 3 0  mi n ut es.  A n e q u al v ol u m e of c hl or o-
f or m-is o a m yl ( 2 4: 1)  w as a d d e d a n d  w as  mi x e d
g e ntl y b y i n v ersi o n ( 3 0 – 5 0 3 ) t o p r o d u c e a n
e m ulsi o n.  T h e e m ulsi fi e d s ol uti o n  w as c e ntrif u g e d
f or 5  mi n ut es at 4 5 0 0 r p m.  T h e a q u e o us p h as e  w as
tr a nsf err e d t o a n e w t u b e  wit h  wi d e- c ut ti ps t o
r e d u c e  D N A s h e ari n g, t o  w hi c h a n e q u al v ol u m e of
i c e- c ol d is o pr o p a n ol  w as a d d e d a n d  mi x e d b y
i n v ersi o n.  D N A  w as t h e n pr e ci pit at e d at – 2 08C f or
3 0  mi n ut es.  T u b es  w er e c e ntrif u g e d f or 2 0  mi n ut es
at 4 5 0 0 r p m.  T h e p ell et  w as  w as h e d  wit h 5 0 0 l L of
c ol d 7 0 % et h a n ol, a n d t h e t u b es  w e r e t h e n
c e ntrif u g e d f or 5  mi n ut es at 4 5 0 0 r p m.  T his st e p
w as r e p e at e d 3 ti m es.  T h e p ell et  w as air- dri e d
o v er ni g ht. Fi n all y, t h e p ell et  w as r es us p e n d e d i n 2 5
l L  D E P  w at er.  D N A c o n c e ntr ati o ns  w er e  m e as ur e d

usi n g a  Q u bit 2. 0 Fl u or o m et er ( Lif e  T e c h n ol o gi es)
a n d st a n d ar di z e d t o 2 0 n g/ l L.

G e n o mi c li br ari es  w er e  m a d e f oll o wi n g t h e
d o u bl e di g esti o n r estri cti o n sit e- ass o ci at e d  D N A
s e q u e n ci n g ( d d R A Ds e q) pr ot o c ol of P ar c h m a n et al.
( 2 0 1 2),  wit h  m o di fi c ati o ns d es cri b e d b y  D uff y et al.
( 2 0 2 0).  T h e li br ari es  w er e cl e a n e d a n d si z e-s el e ct e d
f or fr a g m e nts of a p pr o xi m at el y 3 5 0 b p usi n g  A M P ur
X P b e a ds ( B e c k m a n  C o ult er), c h e c k e d f or q u alit y o n
a Bi o A n al y z er ( A gil e nt), a n d s e q u e n c e d o n a si n gl e
l a n e of Ill u mi n a  N o v a S e q 6 0 0 0  wit h 1 5 0 b p si n gl e-
e n d r e a ds at t h e  G e n o m e S e q u e n ci n g S h ar e d
r es o ur c e o p er at e d b y t h e  D u k e  C e nt er f or  G e n o mi c
a n d  C o m p ut ati o n al Bi ol o g y ( htt ps:// oit. d u k e. e d u/
c o m p- pri nt/r es e ar c h/).

R A Ds e q d at a pi p eli n e . S N P dis c o v er y  w as
p erf or m e d  wit h i p yr a d v. 0. 7. 2 9 ( E at o n 2 0 1 4) usi n g
d ef a ult p ar a m et ers e x c e pt as n ot e d h er e.  R e a ds  w er e
pr o c ess e d as d at at y p e ‘‘d dr a d ’’ t o  m at c h t h e li br ar y
pr e p ar ati o n  m et h o d.  A  m a xi m u m of t w o  mis-
m at c h e d b as es  w er e all o w e d i n t h e b ar c o d e d uri n g
d e m ulti pl e xi n g, Ill u mi n a a d a pt er s e q u e n c es a n d
l o w- q u alit y b as es  w er e tri m m e d fr o m t h e r e a ds
a n d tri m m e d r e a ds l ess t h a n 9 2 b as es l o n g or  wit h
m or e t h a n fi v e l o w q u alit y b as es  w er e dis c ar d e d.
M ulti pl e i p yr a d r u ns  w er e p erf or m e d usi n g a r a n g e
of r e a d cl ust e ri n g t h r es h ol ds t o i d e ntif y t h e
cl ust eri n g t hr es h ol d ( 0. 9 0) t h at  m a xi mi z e d t h e
n u m b er of v ari a bl e a n d p arsi m o n y i nf or m ati v e l o ci
a n d t o v erif y t h at t h e r es ults of d o w nstr e a m a n al ys es
ar e n ot s e nsiti v e t o cl ust eri n g t hr es h ol d.  O nl y l o ci
pr es e nt i n at l e ast 8 0 % of t h e s a m pl es  w er e k e pt f or
fi n al a n al ys es. S e p ar at e ass e m bli es f or S.  m aj us ,
c o d e d as di pl oi ds, a n d t h e r e m ai ni n g s p e ci es ( S.
a n n ul at u m , S. b altic u m , S. c us pi d at u m a n d S.
p ulc hr u m ), c o d e d as h a pl oi ds,  w er e c o nstr u ct e d f or
esti m at es of h et er o z y g osit y, err or r at es, a n d c o ns e n-
s us b as e c alli n g.  T h e p ar a m et er t h at diff er e d f or
h a pl oi ds v ers us di pl oi ds  w as t h e  m a xi m u m n u m b er
of all el es all o w e d i n i n di vi d u al c o ns e ns us r e a ds aft er
a c c o u nti n g f or s e q u e n ci n g err ors.  O nl y o n e all el e
w as p er mitt e d f or h a pl oi ds a n d t w o f or t h e di pl oi ds.
T h e r es ulti n g fil es fr o m t h es e st e ps  w h er e t h e n
m er g e d t o a p pl y t h e fi n al cl ust eri n g, filt eri n g a n d
fil e-f or m atti n g st e ps of t h e pi p eli n e o n a si n gl e
d at as et.  W e als o g e n er at e d  m ulti pl e d at a s ets i n t h e
fi n al st e p of t h e i p yr a d pi p eli n e b as e d o n diff er e nt
s u bs ets of t h e d at a, t o ass ess if S N P c alli n g b as e d o n
t h es e v ari o us s u bs ets i m p a ct e d d o w nstr e a m i nf er-
e n c es. I n t h e first d at a s et  w e dr o p p e d t w o
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o ut gr o u ps s p e ci es ( S. p ulc hr u m a n d S. ri p ari u m ).
F or t h e s e c o n d d at a s et  w e k e pt j ust S.  m aj us .  T h es e
d at a s ets yi el d e d c o nsist e nt r es ults.  T h e s e q u e n c es,
p h yl o g e n eti c ali g n m e nt, a n d S T R U C T U R E fil es
a n al y z e d i n t his st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e  Dr y a d
Di git al  R e p osit or y: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 5 0 6 1/ dr y a d.
r 7s q v 9s d v ( Ni et o- L u gil d e et al. 2 0 2 2).

P h yl o g e n eti c a n al ys es . I Q- T R E E 2. 0. 3 ( Mi n h et
al. 2 0 2 0)  w as us e d t o i nf er p h yl o g e n eti c r el ati o n-
s hi ps a m o n g s e q u e n c es b y  m a xi m u m li k eli h o o d
( M L) usi n g c o n c at e n at e d l o ci i d e nti fi e d b y i p yr a d
f or t h e c o m pl et e d at a s et.  T h e  M L tr e e  w as esti m at e d
usi n g r a n d o m st arti n g tr e es a n d t h e ultr af ast
b o otstr a p a p pr o xi m ati o n ( U F B o ot:  H o a n g et al.
2 0 1 8;  Mi n h et al. 2 0 1 3).  T h e b est n u cl e oti d e
s u bstit uti o n  m o d el  w as esti m at e d usi n g t h e  M o d el-
Fi n d er al g orit h m as i m pl e m e nt e d i n I Q- T R E E v
2. 0. 3 ( Mi n h et al. 2 0 2 0) a n d c h os e n a c c or di n g t o t h e
B a y esi a n i nf or m ati o n crit eri o n ( BI C).  T h e r a pi d
hill- cli m bi n g s e ar c h al g orit h m  w as us e d t o esti m at e
t h e b est  M L tr e e usi n g 1 0 0 0 b o otstr a p r e pli c at es t o
d et er mi n e s u p p ort f o r br a n c h es.  T o vis u ali z e
p ot e nti al a d mi xt ur e b et w e e n s a m pl es i n t h e S p h a g-
n u m  m aj us c o m pl e x, a n et w or k  w as c o nstr u ct e d
usi n g t h e  N ei g h b or N et al g orit h m i m pl e m e nt e d i n
S plits Tr e e v. 4. 1 7 ( H us o n  & Br y a nt 2 0 0 6), a n d a
b o otst r a p a n al ysis w as p e rf o r m e d wit h 1, 0 0 0
r e pli c at es.

T o i n v esti g at e  m at er n al p ar e nt a g e of all o p ol y-
pl oi d S p h a g n u m  m aj us w e ass u m e d t h at t h e pl asti d
g e n o m e is i n h erit e d  m at er n all y ( N at c h e v a  &  Cr o n-
b er g 2 0 0 7).  T h e r ef er e n c e g e n o m e f or S. a n g ustif o-
li u m ( R uss o w )  C. E. O.J e ns e n ( P h yt o z o m e v 1 2:
htt ps:// p h yt o z o m e.j gi. d o e. g o v/)  w as us e d t o i d e ntif y
pl asti d s e q u e n c es i n o ur  R A Ds e q d at a.  W e  m a p p e d
e a c h  R A Ds e q l o c us t o t h at r ef er e n c e g e n o m e,
all o wi n g u p t o ni n e  mis m at c h es,  wit h t h e cl ust eri n g
t hr es h ol d f or i d e ntif yi n g l o ci s et t o 9 0 % i n i p yr a d.
W e c o n c at e n at e d t h e pl asti d l o ci a n d p h yl o g e n eti c
r el ati o ns hi ps  w er e i nf err e d  wit h I Q- T R E E 2. 0. 3
( Mi n h et al. 2 0 2 0) as us e d a b o v e.

P o p ul ati o n st r u ct u r e . S T R U C T U R E 2. 3. 4
( Prit c h ar d et al. 2 0 0 0)  w as us e d t o ass ess a n y
d et e ct a bl e g e n eti c str u ct ur e  wit hi n S p h a g n u m  m aj us .
T w o s a m pl e p artiti o ns  w er e us e d, (I) s a m pl es of S.
m aj us a n d t h e t hr e e p ut ati v e p ar e nt al s p e ci es, S.
a n n ul at u m, S. b altic u m, a n d S. c us pi d at u m , a n d (II)
a s u bs et of s a m pl es t h at i n cl u d e d o nl y S.  m aj us .  O n e
S N P p er l o c us  w as r a n d o ml y s el e ct e d t o a v oi d

i n cl u di n g ti g htl y li n k e d S N Ps. S T R U C T U R E d o es
n ot p er mit  mi x e d h a pl oi d- di pl oi d  m o d els i n a si n gl e
a n al ysis, s o all s a m pl es  w er e c o d e d di pl oi d,  wit h t h e
h a pl oi ds c o d e d as h o m o z y g o us.  T h e a n al ys es  w er e
als o c o n d u ct e d  wit h all s a m pl es c o d e d as h a pl oi d
(r es ults n ot s h o w n).  T h e b est n u m b er of cl ust ers ( K)
w as e v al u at e d usi n g t h e D K a c c or di n g t o  m et h o d of
E v a n n o et al. ( 2 0 0 5) i m pl e m e nt e d i n S T R U C T U R E
H A R V E S T E R v 0. 6. 9 4 ( htt p://t a yl or 0. bi ol o g y. u cl a.
e d u/str u ct ur e H ar v est er/, E arl  & v o n H ol dt 2 0 1 2)
b as e d o n 1 0 i n d e p e n d e nt r u ns usi n g a n a d mi xt ur e
m o d el  wit h c orr el at e d all el e fr e q u e n ci es f or e a c h  K
fr o m 1 t o 1 0  wit h 5 0, 0 0 0 st e ps of b ur n-i n a n d
5 0 0, 0 0 0 st e ps p er r u n.  R e g ar dl ess of h o w t his
m et h o d e v al u at e d t h e ‘‘o pti m al ’’ K,  w e e x pl or e d
diff er e nt l e v els of  K t o ass ess t h e p ossi bilit y of
a d diti o n al str u ct ur e i n t h e d at a. I n a d diti o n t o t h e
e ntir e S.  m aj us c o m pl e x, S T R U C T U R E  w as als o
us e d o n a s u bs et of t h e s a m pl es t o e x pl or e fi n er-s c al e
g e n eti c str u ct ur e c o nsi d eri n g t h e s u bs p e ci es of S.
m aj us s e p ar at el y.  T h e  w e b a p pli c ati o n S T R U C T U R E
P L O T v 2. 0 ( htt p:// o mi css p e a ks. c o m/str pl ot 2/;  R a m-
as a m y et al. 2 0 1 4)  w as us e d t o vis u ali z e t h e
S T R U C T U R E r es ults.

S u m m ar y st atisti cs f or g e n eti c di v ersit y  w er e
c al c ul at e d i n  V C Ft o ols v 0. 1. 1 6 ( D a n e c e k et al. 2 0 1 1)
usi n g t h e s a m e d at a s et as a n al y z e d usi n g S T R U C-
T U R E.  W e esti m at e d t h e f oll o wi n g p ar a m et ers:
m e a n n u cl e oti d e di v ersit y p er sit e ( Pi) a n d  T aji m a’s
D. Fst ( W eir  &  C o c k er h a m 1 9 8 4)  w as esti m at e d
a m o n g s p e ci es ( a n d p ut ati v e s u bs p e ci es).

R E S U L T S

M ol e c ul ar d at a c h ar a ct eri z ati o n . Aft er d e m ul-
ti pl e xi n g, tri m mi n g, r e m o vi n g b ar c o d es a n d a d a pt er
s e q u e n c es, filt eri n g f or q u alit y, a n d r e m o vi n g
s a m pl es  wit h l o w r e a d c o u nts, 3 0 3  milli o n r e a ds of
3 5 t o 9 2 b p  w er e r et ai n e d a cr oss 8 8 i n di vi d u al pl a nt
s a m pl es ( 6 9 s a m pl es of S p h a g n u m  m aj us , 5 e a c h of
S. a n n ul at u m , S. b altic u m , a n d S. c us pi d at u m, a n d 2
e a c h of S. p ulc hr u m a n d S. ri p ari u m ),  wit h t h e
n u m b er of r e a ds p er i n di vi d u al r a n gi n g fr o m
2 4 7, 5 9 1 t o 6, 9 9 3, 1 6 3 ( m e di a n 6 S D ¼ 3, 7 1 6, 4 3 4
6 1, 6 2 3, 6 0 4). I n a pr eli mi n ar y a n al ysis, t h e 9 0 %
cl ust eri n g si mil arit y t hr es h ol d g e n er at e d t h e hi g h est
n u m b er of l o ci a n d p arsi m o n y i nf or m ati v e sit es a n d
w as t h er ef or e us e d t o c o nstr u ct t h e fi n al d at a s ets f or
f urt h er a n al ysis.
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T his ass e m bl y pi p eli n e pr o d u c e d 6 6 9 2 l o ci
distri b ut e d a cr oss t h e g e n o m e ( S u p pl e m e nt a r y
Fi g. S 1 ); t h e fi n al  m atri x i n cl u d e d 4 4 2, 0 8 2 b p, a n d
6 2 4 0 of t h os e l o ci c o nt ai n e d o n e or  m or e S N Ps.
5 9 1 5 c o nt ai n e d o n e or  m or e p h yl o g e n eti c all y
i nf or m ati v e S N Ps (i. e., t h os e s h ar e d b y t w o or  m or e
i n di vi d u als).  T h e  m e a n l o c us c o v er a g e p er i n di vi d-
u al  w as 8 6. 4 5 %.

P h yl o g e n eti c r e c o nstr u cti o ns . I qtr e e esti m at e d
T V M þ F þ R 1 0 as t h e b est- fit s u bstit uti o n  m o d el
a c c or di n g t o t h e BI C ( B a y esi a n I nf or m ati o n  Crit e-
ri o n). S a m pl es i d e nti fi e d  m or p h ol o gi c all y as S p h a g-
n u m  m a g us  m aj us a n d S.  m. n or ve gic u m ar e n ot
r es ol v e d b y t h e  m ol e c ul ar d at a, n or d o t h eir
g e o gr a p hi c pr o v e n a n c e c orr es p o n d t o p h yl o g e n eti c
r el ati o ns hi ps. S a m pl es of t h e t w o s u bs p e ci es fr o m
t h e s a m e l o c alit y, a n d i n s o m e c as es gr o wi n g a f e w
c e nti m et ers fr o m e a c h ot h er, s h o w littl e or n o
diff er e nti ati o n ( Fi g. 3 ).  R o ot e d  wit h S. ri p ari u m , t h e
S.  m aj us cl a d e,  wit h o ut disti n g uis hi n g s u bs p e ci es, is
r es ol v e d as sist er t o S. c us pi d at u m , t his cl a d e is sist er
t o S. a n n ul at u m, a n d t his i n t ur n t o S. p ulc hr u m .
S p h a g n u m  m aj us d o es n ot a p p e ar t o b e cl os el y
r el at e d t o S. b altic u m (Fi g. 3 ).

S plits Tr e e n et w or k a n al ys es als o r e c o v er e a c h of
t h e s p e ci es as  m o n o p h yl eti c, b ut d o es n ot r es ol v e t h e
t w o s u bs p e ci es of S p h a g n u m  m aj us (Fi g. 4 ).  As  wit h
t h e  M L tr e e, S.  m aj us s h ar es  m or e r e c e nt c o m m o n
a n c est ors  wit h S. c us pi d at u m a n d S. a n n ul at u m t h a n
it d o es  wit h S. p ulc hr u m or S. b altic u m . S plits Tr e e
i n di c at es s u bst a nti al c o n fli ct i n t h e d at a, es p e ci all y
b et w e e n S.  m aj us , S. c us pi d at u m , a n d S. a n n ul at u m ,
c o nsist e nt  wit h t h e l att er b ei n g a n c estr al t o all o-
p ol y pl oi d S.  m aj us (Fi g. 4 ).

P ar e nt a g e of all o p ol y pl oi d S.  m aj us. M a p pi n g
R A Ds e q d at a t o t h e g e n o m e of S p h a g n u m a n g usti-
f oli u m yi el d e d ei g ht l o ci t h at  m a p p e d t o t h e pl asti d
g e n o m e, f or a t ot al of 5 8 4 b p ( of 3 7 t o 8 6 b p). I n
t ot al, o nl y ei g ht v ari a bl e a n d 5 p arsi m o n y i nf or m a-
ti v e sit es  w er e i d e nti fi e d. BI C i d e nti fi e d t h e b est- fit
s u bstit uti o n  m o d el as  T P M 2 uþ F f or t h es e d at a.  T h e
M L tr e e i n di c at es t h at S.  m aj us s h ar es i d e nti c al
pl asti d s e q u e n c es  wit h S. c us pi d at u m (Fi g. 5 ).
S u p p ort v al u es of t h e cl a d es of S. a n n ul at u m a n d
S. p ulc hr u m b as e d o n pl asti d d at a al o n e ar e, n ot
s ur prisi n gl y, q uit e l o w ( 5 2 – 5 6 % r es p e cti v el y).

P o p ul ati o n st r u ct u r e a n d g e n eti c di v e rsit y .
W h e n all s p e ci es ar e a n al y z e d as di pl oi ds, S T R U C-
T U R E a n al ys es s u g g est t h at  K ¼ 2 g e n eti c gr o u ps is

o pti m al.  All S p h a g n u m  m aj us s a m pl es b el o n g t o t h e
or a n g e gr o u p i n Fi g. 6 A , S. b altic u m b el o n gs t o t h e
y ell o w gr o u p, a n d b ot h S. c us pi d at u m a n d S.
a n n ul at u m ar e b ot h  m or e or l ess e q u all y a d mi x e d
f or t h os e t w o g e n eti c gr o u ps.  At  K¼ 4, all f o ur s p e ci es
ar e r es ol v e d as s e p ar at e g e n eti c gr o u ps b ut t h e t w o
s u bs p e ci es of S.  m aj us ar e still n ot disti n g uis h e d. I n
a n al ys es of S.  m aj us al o n e,  K¼ 3 is c o nsi d er e d
o pti m al a n d all t hr e e gr o u ps ar e pr es e nt i n pl a nts
i d e nti fi e d as b ot h S.  m.  m aj us a n d S.  m. n or ve gic u m
(Fi g. 6 B ).  T h e y ell o w g e n eti c gr o u p is pr e d o mi n a nt
i n s a m pl es of S.  m aj us ( b ot h s u bs p e ci es) fr o m
e ast er n  N ort h  A m eri c a a n d t h at gr o u p is a bs e nt
fr o m ot h er s a m pl es or r e pr es e nt e d b y a s m all
mi n orit y c o m p o n e nt i n a d mi x e d i n di vi d u als.  At
K ¼ 2 ( n ot c o nsi d er e d o pti m al), t h e e ast er n  N ort h
A m eri c a n s a m pl es ar e c o m pris e d c o m pl et el y or
pr e d o mi n a ntl y b y t h e or a n g e g e n eti c gr o u p. S o m e
s a m pl es fr o m o utsi d e e ast er n  N ort h  A m eri c a s h o w
mi n orit y a d mi xt ur e  wit h t h at gr o u p; t h es e ar e t h e
s a m e s a m pl es t h at a p p e ar t o s h o w a g e n eti c
r el ati o ns hi p  wit h e ast er n  N ort h  A m eri c a n S.  m aj us
pl a nts i n t h e a n al ys es of all f o ur s p e ci es ( Fi g. 6 A ).

G e n eti c di v ersit y as esti m at e d b y p is hi g h est i n
S p h a g n u m c us pi d at u m d es pit e t h e s m all s a m pl e si z e
f or t his s p e ci es, a n d l o w est i n S. a n n ul at u m (T a bl e
2 ).  T h e t w o s u bs p e ci es of S.  m aj us , a n d S. b altic u m ,
h a v e i nt er m e di at e l e v els of g e n eti c di v ersit y.  T aji-
m a’s  D is str o n gl y p ositi v e i n t h e h a pl oi d s p e ci es b ut
is n e g ati v e i n S.  m aj us (T a bl e 2 ).  C o m bi ni n g S.  m.
m aj us a n d S.  m. n or ve gic u m as o n e t a x o n d o es n ot
i n cr e as e t h e l e v el of g e n eti c di v ersit y a b o v e t h e l e v els
c h ar a ct eri zi n g e a c h s u bs p e ci es i n di vi d u all y, c o n-
fir mi n g t h at t h eir g e n eti c  m a k e u p is v er y si mil ar.
T h e f o ur s p e ci es, S.  m aj us, S. a n n ul at u m , S.
c us pi d at u m a n d S. b altic u m , ar e  w ell- diff er e nti at e d
fr o m o n e a n ot h er,  wit h Fst v al u es of 0. 7 – 0. 9 (T a bl e
3 ). I n c o ntr ast, Fst b et w e e n t h e t w o S.  m aj us
s u bs p e ci es is ess e nti all y z er o.

Bi o m etri c a n al ys es . R es ults of t h e  m or p h ol o g-
i c al a n al ys es ar e s u m m ari z e d i n Fi g. 7 , a n d
n u m eri c al v al u es ( m e a ns 6 S D) ar e pr o vi d e d i n
S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 2 .  T hirt y-s e v e n o ut of 1 3 6
p airs of tr aits ( 2 7 %) ar e si g ni fi c a ntl y c orr el at e d
(S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 3 ).  A m o n g t h e c orr el at e d
tr aits ar e l e af l e n gt h a n d  wi dt h, s u g g esti n g si z e
v ari ati o n. I n f a ct, l e af si z e a p p e ars t o b e c orr el at e d
wit h c ell l e n gt h, a n d  wit h p or e si z e. S p h a g n u m  m.
m aj us a n d S.  m. n or ve gic u m , pr eli mi n aril y i d e nti fi e d
m ai nl y b y c ol or, ar e dis cri mi n at e d b y t h e  M A N O V A

3 0 0 T h e B r y o l o gi s t 1 2 5( 2): 2 0 2 2
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Fi g u r e 3. P h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps a m o n g S p h a g n u m  m aj us a n d r el at e d s p e ci es b as e d o n  R A Ds e q l o ci.  N o d es s u p p ort e d at . 9 5 % ar e l a b el e d  wit h

s u p p ort v al u es. S y m b ols o n t h e ri g ht  m ar k s a m pl es fr o m sit es  w h er e b ot h s u bs p e ci es  w er e c oll e ct e d; s a m pl es  wit h t h e s a m e s y m b ol  w er e c oll e ct e d fr o m

t h e s a m e l o c alit y (f or l o c alit y d et ails s e e S u p pl e m e nt ar y  T a bl e S 1).
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( p ¼ 0. 0 5, T a bl e 4 ).  T h e t w o s u bs p e ci es diff er ( p
, 0. 0 5) i n si x i n di vi d u al br a n c h l e af tr aits: l e af
l e n gt h, l e af  wi dt h/l e n gt h r ati o, a pi c al c ell l e n gt h,
t ot al n u m b er of p or es p er c ell, p or e di a m et er, a n d
p or e di a m et er/ c ell  wi dt h r ati o ( S u p pl e m e nt a r y
T a bl e S 4 ).  Wil c o x o n’s t ests als o c o n fir m cl e ar
diff er e n c es b et w e e n S.  m aj us s u bs p e ci es (S u p pl e-
m e nt a r y  T a bl e S 2 ).

I n t h e P C A, 5 9. 4 % of t h e t ot al v ari a n c e is
e x pl ai n e d b y t h e first t w o P Cs ( 3 4. 8 % P C 1, 2 4. 6 %
P C 2). P C 3 e x pl ai n e d 1 6. 6 % a n d t h e r e m ai ni n g
b el o w 6. 5 %. P C 1 s e p ar at es S p h a g n u m  m aj us  m aj us
fr o m S.  m. n or ve gic u m , b ut  wit h s u bst a nti al o v erl a p
(Fi g. 8 A ),  w hil e P C 2 d o n ot cl e arl y s e p ar at e a n y
t a x o n o mi c gr o u p.  H o w e v er, t h er e s e e ms t o b e a
mi n or t e n d e n c y ( wit h e x c e pti o ns) f or s a m pl es fr o m
N ort h  A m eri c a t o pr es e nt p ositi v e v al u es r el ati v e t o
P C 2  w hil e t h e E ur o p e a n s a m pl es t e n d t o h a v e
n e g ati v e v al u es ( d at a n ot s h o w n).  C o nsi d eri n g t h e
sit es  w h er e t h e s u bs p e ci es c o- o c c ur,  w e d et e ct e d a
hi g h d e gr e e of v ari ati o n i n  m or p h ol o gi c al p att er ns.
All  U K s a m pl es (i n di c at e d  wit h a ‘‘sl as h’’ s y m b ol i n
Fi g. 8 A ), f or e x a m pl e, ar e l o c at e d i n t h e  m or p h o-
l o gi c al s p a c e of o v erl a p b et w e e n t h e s u bs p e ci es. I n
c o ntr ast,  mi x e d st a n d s a m pl es of t h e t w o s u bs p e ci es
fr o m l o c aliti es i n  N or w a y ( L ur u d al e n: ‘‘s p a d es’’),
Fi nl a n d ( T u ulij o ki  mir e: ‘‘h e art ’’), a n d  C a n a d a
( Gr os  M or n e  N ati o n al P ar k: ‘‘n u m b er ’’) diff er
m or p h ol o gi c all y.  C o- o c c urri n g s a m pl es fr o m l o c al-
iti es i n B el gi u m ( W a m es: ‘‘di a m o n d ’’) a n d  C a n a d a
( W est er n  R e gi o n: ‘‘ast eris k ’’) i d e nti fi e d as t h e t w o
s u bs p e ci es f all  wit hi n t h e r a n g e of v ari ati o n
c h ar a ct eri zi n g t h e S.  m. n or ve gic u m cl ust er,  w h er e as
pl a nts fr o m t w o p o p ul ati o ns i n  N or w a y ( Fl a m yr a:
‘‘d as h ’’; a n d F orr a: ‘‘cl u b ’’) f all  wit hi n t h e S.  m.
m aj us cl ust er.  T h e r el ati o ns hi ps of i n di vi d u al

m or p h ol o gi c al tr aits t o t h e P C A a x es ar e s u m m a-
ri z e d i n Fi g. 8 B .

D I S C U S SI O N

T his r es e ar c h d e m o nstr at e d a s et of br a n c h l e af
m or p h ol o gi c al c h ar a ct ers t h at s u p p ort t h e r e c o g ni-
ti o n of S p h a g n u m  m aj us  m aj us a n d S.  m. n or ve gi-
c u m. S o m e i nt er m e di at e pl a nts e xist b ut t h e t w o ar e
st atisti c all y diff er e nti at e d i n  m or p h ol o g y. Fl at b er g
( 1 9 8 7) s u g g est e d t h at t h e s u bs p e ci es diff er i n st e m
l e af tr aits as  w ell, b ut  w e di d n ot i n cl u d e t h es e i n o ur
m or p h o m etri c a n al ys es.  O ur r es ults n e v ert h el ess
i n di c at e t h at t h e t a x a ar e st atisti c all y disti n g uis h a bl e
wit h t h e tr aits  w e  m e as ur e d. I n c o ntr ast t o t h e
e vi d e n c e s u g g esti n g t h at t h e s u bs p e ci es diff er i n
m or p h ol o g y,  m ol e c ul ar d at a i n di c at e t h at t h es e
m or p h ot y p es d o n ot f or m  m o n o p h yl eti c gr o u ps. It
t h er ef or e a p p e ars t h at t h e s u bs p e ci fi c  m or p h ol o gi c al
v ari ati o n h as s e gr e g at e d r e p e at e dl y  wit hi n a br o a d er
m o n o p h yl eti c s p e ci es. B ot h S.  m.  m aj us a n d S.  m.
n or ve gic u m , d e fi n e d  m or p h ol o gi c all y, o c c ur i n t h e
pl asti d  D N A cl a d e t h at i n cl u d es all s a m pl es of b ot h
S. c us pi d at u m a n d S.  m aj us .  T h es e r es ults d e m o n-
str at e u n a m bi g u o usl y t h at S. c us pi d at u m is t h e
m at er n al p ar e nt of all o p ol y pl oi d S.  m aj us .

Alt h o u g h c o m m o n g ar d e n a n d/ or r e ci pr o c al
tr a ns pl a nt e x p eri m e nts  w o ul d b e n e c ess ar y t o s h o w
t h at t h e diff er e nti ati n g  m or p h ol o gi c al tr aits ar e
g e n eti c all y b as e d, at l e ast i n p art, t h e f airl y cl e ar
r es ol uti o n of t w o gr o u ps r at h er t h a n a c o nti n u u m
s u g g ests t h at t h er e is s o m e d e gr e e of g e n eti c
d et er mi n ati o n.  T h er e is als o v er y li k el y a g e n ot y p e
3 e n vir o n m e nt i nt er a cti o n s u c h t h at e x pr essi o n of
t h e tr aits, e v e n f or a gi v e n g e n ot y p e, is v ari a bl e
a cr oss e n vir o n m e nts. Fl at b er g ( 1 9 8 7) alr e a d y i d e n-
ti fi e d  w et- dr y a n d n utri e nt ri c h n ess gr a di e nts as
p ot e nti all y i m p ort a nt.  T h e o bs er v ati o n t h at t h es e

Fi g u r e 4. R es ults of S plits Tr e e n et w or k a n al ys es ( N ei g h b or- N et al g orit h m) f or S p h a g n u m  m aj us a n d r el at e d s p e ci es.
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m or p h ot y p es oft e n diff er i n h a bit at  m a y s u p p ort t h e

vi e w t h at t h er e is a n u n d erl yi n g e n vir o n m e nt al

c o m p o n e nt t o t h e  m or p h ol o gi c al diff er e n c es.

At sit es  w h er e t h e t w o p ut ati v e s u bs p e ci es h a v e

b e e n i d e nti fi e d b y c oll e ct ors as o c c urri n g at t h e s a m e

sit es,  m or p h ol o gi c al diff er e nti ati o n b et w e e n t h e m is

m ost oft e n  w e a k, e v e n t h o u g h o n a gl o b al s c al e t h e

m o r p h ot y p e s a r e st ati sti c all y di sti n g ui s h a bl e.

A m o n g c oll e ct ors, t h er e s e e ms t o b e a gr e e m e nt t h at

as fi el d- gr o wi n g pl a nts, t h e s u bs p e ci es diff er i n c ol or

Fi g u r e 5. P h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps a m o n g pl asti d  D N A s e q u e n c es fr o m s a m pl es of S p h a g n u m  m aj us a n d r el at e d s p e ci es. S e e  M et h o ds f or d et ails of h o w

t h es e d at a  w er e o bt ai n e d fr o m  R A Ds e q r es ults b y  m a p pi n g r e a ds t o t h e S. a n g ustif oli u m r ef er e n c e g e n o m e.
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a n d s h a p e of t h e c a pit ul a, b ut  mi cr os c o pi c diff er-

e nti ati o n b et w e e n t h e m is l ess cl e ar ( Fl at b er g 1 9 8 7;

Gr a uli c h 2 0 2 1).  M or e o v er,  wit hi n- pl a nt  m or p h o-

l o gi c al v ari ati o n h as b e e n o bs er v e d i n tr aits t h at, o n

a v er a g e, disti n g uis h t h e s u bs p e ci es ( Fl at b er g 1 9 8 7;

t his st u d y). Fl at b er g s u g g est e d t h at s e as o n al fl u ct u-

ati o n i n  w at er l e v els  m a y i n d u c e v ari ati o n i n br a n c h

l e a v es, b ut  w e o bs er v e d t his v ari ati o n e v e n i n l e a v es

fr o m a si n gl e br a n c h. If c h a n g es i n  w at er l e v el

i m p a ct  wit hi n- br a n c h l e af  m or p h ol o g y t h e t e m p or al

s c al e of s u c h g e n ot y p e 3 e n vir o n m e nt i nt er a cti o n

w o ul d n e e d t o b e v er y fi n e. S p h a g n u m  m aj us is a

di oi c o us all o p ol y pl oi d, a n d s e x u al l e af di m or p his m

s e e ms t o o c c ur, as i n  m ost S p h a g n u m s p e ci es

( Fl at b er g 1 9 8 7).  M al e pl a nts t e n d t o h a v e r el ati v el y

br o a d er st e m l e a v es a n d di v er g e nt br a n c h l e a v es

t h a n t h e f e m al e pl a nts,  w hil e t h e st e m l e a v es ar e

sli g htl y l o n g er a n d t h e di v er g e nt br a n c h l e a v es

Fi g u r e 6. R es ults of S T R U C T U R E a n al ys es of  R A Ds e q l o ci. A. S p h a g n u m  m aj us a n d p ut ati v e p ar e nt al s p e ci es. B. S.  m aj us s u bs p e ci es. F or e a c h a n al ysis,

t h e o pti m al  K- v al u e (i n di c at e d  wit h *) is pr es e nt e d a n d a n ot h er  K- v al u e  w h e n it pr o vi d es a d diti o n al cl ust eri n g i nf or m ati o n. S. a n n ul at u m , S. b altic u m

a n d S. c us pi d at u m w er e n ot a n al y z e d s e p ar at el y d u e t o s m all s a m pl e si z es.
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Fi g u r e 7. B o x- pl ots of q u a ntit ati v e  m or p h ol o gi c al c h ar a ct ers st u di e d f or S p h a g n u m  m aj us ss p. m aj us a n d S.  m aj us ss p. n or ve gic u m .  N ot si g ni fi c a nt p -

v al u e a n d si g ni fi c a nt p - v al u e , 0. 0 5 aft er b ei n g c orr e ct e d  wit h B e nj a mi ni- H o c h b er g t est ar e i n di c at e d  wit h ns a n d * * * *, r es p e cti v el y.
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sli g htl y s h ort er;  T h e st e m l e a v es of  m al e pl a nts ar e
m or e o bt us e at t h e a p e x t h a n of t h e f e m al e pl a nts,
a n d t h e h y al o c yst p or es o n c o n v e x s urf a c es of t h e
di v er g e nt br a n c h l e a v es ar e s m all er i n  m al e t h a n i n
f e m al e pl a nts ( Fl at b er g 1 9 8 7).  T h e e xt e nt t o  w hi c h
diff er e n c es b et w e e n  m al e a n d f e m al e g a m et o p h yt es
c o ul d c o ntri b ut e t o t h e v ari ati o n p att er ns  w e ( a n d
Fl at b er g 1 9 8 7) o bs er v e d is u n k n o w n as  w e  w er e
u n a bl e t o ass ess t h e s e x of  m ost s a m pl es i n o ur d at a
s et.

S a m pl es of S p h a g n u m  m aj us fr o m e ast er n  N ort h
A m eri c a ar e g e n eti c all y diff er e nti at e d, as i n di c at e d
b y o ur S T R U C T U R E r es ults. E ast er n  A m eri c a n
pl a nts ar e c h ar a ct eri z e d b y a pr e d o mi n a nt g e n ot y p e
gr o u p t h at is r ar e or a bs e nt i n pl a nts s a m pl e d fr o m
ot h er ar e as.  N o ot h er g e o gr a p hi c p att er ns  w er e
d et e ct e d, a n d p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps a m o n g
s a m pl es at t h at l e v el n e ar t h e ti ps of t h e tr e e  w er e
g e n er all y u ns u p p ort e d.

Di v er g e nt i nf er e n c es fr o m  m or p h ol o gi c al vs.
m ol e c ul ar d at a h a v e b e e n d es cri b e d i n ot h er gr o u ps
wit hi n S p h a g n u m s u b g e n us C us pi d at a . S p e ci es
r e c o g ni z e d b e c a us e of  m or p h ol o gi c al v ari ati o n
w h er e t a x o n o mi c s e p ar ati o n  w as n ot s u p p ort e d b y
m ol e c ul ar d at a i n cl u d e S. atl a ntic u m R. E. A n dr us vs.
S. t orre y a n u m S ull. ( S h a w et al. 2 0 0 9), t h e s e p ar ati o n
of S. is o viit ae Fl at b er g a n d S. bre vif oli u m ( Li n d b. e x
B r ait h w. )  R öll f r o m S. f all a x ( H. Kli n n g r. )
H. Kli n n gr. ( D uff y et al. 2 0 2 0; S åst a d 1 9 9 9), a n d S.

c us pi d at u m vs. S . viri d e Fl at b er g ( H a nss e n et al.
2 0 0 0).  C ol or  m or p hs h a v e als o b e e n st u di e d i n S.
p al ustre L. ( St e n øi e n et al. 2 0 1 4), b ut as i n S.  m aj us ,
t h es e  m or p hs di d n ot c orr es p o n d t o  m ol e c ul ar
v ari ati o n.  T h e l a c k of  m ol e c ul ar diff er e nti ati o n
b et w e e n p ut ati v e t a x a is of c o urs e n e g ati v e e vi d e n c e
a n d c o ul d r e fl e ct i ns uf fi ci e nt d at a r at h er t h a n a r e al
a bs e n c e of diff er e nti ati o n.  M ol e c ul ar e vi d e n c e b as e d
o n s e q u e n c es f or a si n gl e g e n e, or e v e n a f e w g e n es,
ar e s us p e ct i n t his r e g ar d.  C o ns er v ati v e pl asti d ( or
mit o c h o n dri al) g e n es  m a y n ot s h o w di v er g e n c e
w h e n f ast er e v ol vi n g n u cl e ar g e n es d o or  w o ul d.
Ol d er is o z y m e d at a ar e v er y c o ns er v ati v e, n ot wit h-
st a n di n g t h at  m a n y s p e ci es c a n b e diff er e nti at e d at
is o z y m e l o ci. I n t h e pr es e nt c as e,  w e n ot e t h at o ur
a n al ys es  w er e b as e d o n o v er 4 0 0, 0 0 0 n u cl e oti d es
fr o m o v er 6 0 0 0 s h ort  D N A fr a g m e nts distri b ut e d
a cr oss all c hr o m os o m es i n t h e g e n o m e, a n d t h at
t h es e d at a  w er e s uf fi ci e nt t o r es ol v e s u btl e diff er e n-
ti ati o n of e ast er n  N ort h  A m eri c a n S.  m aj us pl a nts.
W e t h us ar g u e t h at t h e d at a ar e a m pl y s uf fi ci e nt t o
o bs er v e diff er e nti ati o n b et w e e n S.  m.  m aj us a n d S.
m. n or ve gic u m if it e xist e d.

S åst a d et al. ( 2 0 0 0) h y p ot h esi z e d t h at t h e t w o
m ost li k el y p ar e nts f or all o p ol y pl oi d S p h a g n u m
m aj us a r e S. c us pi d at u m a n d S. a n n ul at u m ,
alt h o u g h t h e y s u g g est e d t h at t h e s e c o n d p ar e nt
c o ul d b e S. b altic u m r at h er t h a n S. a n n ul at u m .
S p h a g n u m b altic u m is t h o u g ht t o b e o n e p ar e nt of a
s o m e w h at si mil a r all o p ol y pl oi d, S. j e ns e nii
H. Li n d b., al o n g  wit h S. a n n ul at u m ( S åst a d et al.

T a bl e 3. W eir a n d  C o c k er h a m  m e a n (l o w er tri a n gl e) a n d  w ei g ht e d ( u p p er tri a n gl e) Fst esti m at es f or S p h a g n u m  m aj us a n d r el at e d s p e ci es.

S p e ci es

S.  m aj us ss p.

m aj us

S.  m aj us ss p.

n or v e gi c u m S. c us pi d at u m S. a n n ul at u m S. b alti c u m

S.  m aj us ss p. m aj us — 0. 0 0 3 7 0. 7 5 8 0 0. 8 1 8 6 0. 8 9 4 1

S.  m aj us ss p. n or v e gi c u m 0. 0 0 0 7 — 0. 7 4 2 6 0. 8 1 1 7 0. 8 8 8 5

S. c us pi d at u m 0. 4 9 0 4 0. 4 7 2 1 — 0. 8 5 3 2 0. 8 2 0 7

S. a n n ul at u m 0. 4 9 4 3 0. 4 9 0 0 0. 6 5 4 6 — 0. 9 1 5 2

S. b alti c u m 0. 6 6 1 0 0. 6 5 1 2 0. 6 1 6 6 0. 8 0 0 5 —

T a bl e 2. N u m b er of i n di vi d u als a n d g e n eti c di v ersit y st atisti cs ( m e a n

n u cl e oti d e di v er g e n c y ( p ), a n d  T aji m a’s  D st atisti c) f or e a c h s p e ci es.

S p e ci es N p T aji m a’s  D

S.  m aj us 6 3 0. 0 5 6 - 0. 2 0

S.  m aj us ss p. m aj us 3 5 0. 0 5 5 - 0. 1 1

S.  m aj us ss p. n or ve gic u m 2 8 0. 0 5 6 - 0. 1 3

S. c us pi d at u m 5 0. 1 0 4 0. 5 6

S. a n n ul at u m 5 0. 0 0 5 0. 6 4

S. b altic u m 5 0. 0 6 4 0. 6 4

T a bl e 4. M A N O V A of  m or p h ol o gi c al c h ar a ct ers i n cl u d e d i n t h e

bi o m etri c st u d y.  V al u es  wit h st atisti c all y si g ni fi c a nt diff er e n c e ( a , 0. 0 5)

ar e i n di c at e d  wit h *.

Df Pill ai  A p p r o x. F n u m  Df d e n  Df P r ( . F)

(I nt er c e pt) 1 0. 9 9 9 8 4 1 0 4 7 8. 9 1 7 2 9 , 2 e- 1 6 *

S u bs p e ci es 1 0. 5 8 6 2 3 2. 4 1 7 2 9 0. 0 1 7 6 7 *

R esi d u als 4 5
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Fi g u r e 8. R es ults of Pri n ci p al  C o m p o n e nts  A n al ysis of  m or p h ol o gi c al v ari ati o n i n S p h a g n u m  m aj us . A. Pl ot of s a m pl es i n r el ati o n t o t h e first t w o

pri n ci p al c o m p o n e nts. B. R el ati o ns hi ps of i n di vi d u al  m or p h ol o gi c al tr aits t o t h e first t w o pri n ci p al c o m p o n e nts.
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1 9 9 9). It is als o i m pli c at e d i n t h e p ar e nt a g e of t h e
N or w e gi a n e n d e mi c S. tr o e n d el a gic u m Fl at b er g.
al o n g  wit h S. t e n ell u m ( Bri d.)  B or y ( St e n øi e n et
al. 2 0 1 1 ).  O ur d at a d o n ot i n di c at e a cl os e
r el ati o ns hi p b et w e e n S. b altic u m a n d S.  m aj us ,
alt h o u g h t h e f or m er d o es s e e m t o b e r e p e at e dl y
i n v ol v e d i n diff er e nt all o p ol y pl oi di z ati o n e v e nts.
Pl asti d s e q u e n c es pr o vi d e cl e ar e vi d e n c e t h at S.
c us pi d at u m is t h e  m at er n al p ar e nt.  M or p h ol o gi c al-
l y, S.  m aj us s h ar es cl e ar f e at ur es  wit h b ot h S.
c us pi d at u m a n d S. a n n ul at u m ( S åst a d et al. 2 0 0 0).
M ol e c ul ar d at a str o n gl y c or r o b or at e t h e h y p ot h esis
t h at t h es e t w o h a pl oi d s p e ci es ar e t h e p ar e nts of
all o p ol y pl oi d S.  m aj us .

Alt h o u g h  w e i nf er a cl os e p h yl o g e n eti c r el ati o n-
s hi p b et w e e n S p h a g n u m  m aj us a n d its t w o p ar e nts,
S. a n n ul at u m a n d S. c us pi d at u m , it is n ot e w ort h y
t h at o ur S T R U C T U R E a n al ys es di d n ot s h o w
e vi d e n c e of fi x e d h et er o z y g osit y f or g e n eti c gr o u ps
pr es e nt i n t h e p ar e nt al s p e ci es. Fr o m t his s ur prisi n g
r es ult  w e i nf er t h at t h e ori gi n of S.  m aj us w as
s uf fi ci e ntl y l o n g a g o t h at it h as di v er g e d t o t h e p oi nt
of c o m prisi n g its o w n g e n eti c li n e a g e, a n d its
all o p ol y pl oi d l e g a c y is n o w g e n eti c all y u n cl e ar. Its
all o p ol y pl oi d st at us  w as n e v ert h el ess cl e arl y s h o w n
b y fi x e d h et er o z y g osit y at is o z y m e l o ci ( S åst a d et al.
2 0 0 0) a n d  mi cr os at ellit es ( S h a w et al. 2 0 1 8).  W hil e
t h e a bs e n c e of a n y all o p ol y pl oi d si g n al i n o ur
R A Ds e q d at a is p u z zli n g,  w e e x pl or e d v ari o us
a p pr o a c h es t o t h e a n al ys es of o ur d at a a n d
c o nsist e ntl y r e c o v er e d n o e vi d e n c e of fi x e d h et er o-
z y g osit y.

M ulti pl e li n es of  m ol e c ul ar e vi d e n c e i n di c at e
t h at t h e t w o s u bs p e ci es of S p h a g n u m  m aj us , ss p.
m aj us a n d ss p. n or v e gic u m , d o n ot r e pr es e nt
e v ol uti o n ar y/ p h yl o g e n eti c li n e a g es d es pit e s o m e
m or p h ol o gi c al diff er e nti ati o n.  T h es e i n cl u d e t h e
l a c k of r es ol uti o n fr o m eit h er p h yl o g e n eti c or
p h e n eti c ( S T R U C T U R E) a n al ys es of g e n o mi c s c al e
s e q u e n c e d at a.  T his i n t ur n s u p p orts t h e vi e w t h at
t h e diff er e n c es i n  m or p h ol o g y r e fl e ct eit h er p h e n o-
t y pi c pl asti cit y or s e gr e g ati n g v ari ati o n  wit hi n a
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