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1 UVOD
1.1 Perletovec Boloria freija (Thunberg, 1791)

Perletovec Boloria freija patii do rodu Boloria, ktery zahrnuje 46 druhti ve tfech podrodech
(Boloria, Proclossiana a Clossiana) (Tuzov a Bozano 2006). Perletovec Boloria freija
(Obrazek 1.) je typickym obyvatelem holarktické kiovinaté tundry a lesotundry, ale i
je tento druh zastoupen reliktnimi populacemi, u kterych se ptedpoklada, ze zde byly
zachovany od posledni doby ledové v nadmotskych vyskach az 3000 m a na raSeliniStich v
lesni zon€ (Scott, 1986; Korsunov, 2002; Lvovskij a Morgun, 2007). Ve vlhkych oblastech
evropske stiedni tajgy 1€taji dospélci 3-4 tydny, od poloviny kvétna do konce Cervna. Larvy
se nalézaji na ostruziniku morusce (Rubus chamaemorus) a na brusnici vlochyni (Vaccinium
uliginosum) od posledni tietiny ¢ervna. Do poloviny srpna nebo zafi dosahnou ctvrtého
instaru, prestanou se krmit a zahrabou se do vrstvy mechu, ve kterém pifezimuji. Po roztani
sn¢hu larvy dokon¢i sviij vyvoj a zakukli se, obvykle na zacatku kvétna. Stadium kukly trva

az dva tydny (Marttila a kol., 1991; Tatarinov a Dolgin, 1999; Eliasson a kol., 2005).

Boloriafreijaje schopna ptezivat nizké teploty i diky genetickym vyhodam. Jednou z nich je
ta, ze jeji hemolymfa nezamrza, obsahuje totiz specificky protein, ktery je inhibovéan
boronovymi kyselinami (Feeney, 1991). Tento protein by mohl mit také antioxidacni
vlastnosti,jak naznacuje antioxidaéni aktivita Borassus flabellifer, tradi¢ni 1é¢ivé rostliny
(Talluri, 2017).

Ochrana druhu Boloria freija jakozto cirkumpolarniho motyla je dulezita vzhledem ke
globalnimu oteplovani a o¢ekdvanému nariistu teplot, jelikoz povrchové teploty stoupaji v
oblastech o vysoké zemépisné Sitce rychleji, nez kdekoliv jinde (Holland & Bitz, 2003). Podle
soucasnych predikci se ocekava, ze povrchova teplota na Antarktid€ se do roku 2100 zvysi
pramérné o 10 °C (You akol., 2021). Tyto zmény teplot by mohly mit velké dopady na chladu
ptizptisobené motyli, jelikoz by diky ztraté snéhové pokryvky mohli ztratit své zimoviste
(Bintanja & Andry, 2017, McCrystall a kol., 2021, Danks, 2004, Thompson a kol., 2021, Zhu
a kol., 2019). Problém pro chladu piizptisobené motyli by mohl také nastat se ztratou tzv.
"chill days" které potfebuji k svému vyvoji a mohlo by dochazet ke zpozdénému vyskytu
téchto druhu (Stalhandske a kol., 2017).

K pirekondni téchto podminek budou ohrozené druhy nuceny k migraci do prostiedi s

w7

ptiznivej$imi podminkami, nebo setrvani na ptivodnim stanovisti a pfijeti rizika vysokych
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populacnich ztrat (Corlett & Westcott, 2013; Kellermann & van Heerwaarden, 2019). Na
zakladeé vyzkumu z roku 2024 bylo zjisténo, ze perletovec Boloria freijav Americe prokazal

pramérny pokles obsazenosti o 7,5 % na lokalitach sttednich zemé&pisnych sitek (Shirey a kol.

2024).

Perletovec Boloria freijama zna¢né mnozstvi poddruhd, které dokazuji dlouhodobou izolaci
jednotlivych horskych skupin motylt.

Mezi jednotlivé poddruhy fadime Boloriab. pallida (Elwes, 1899) s populacemi rozsifenymi
na Altaji, Mongolském Altaji, Zapadnich Sajanech (¢aste¢né), v JZ Tuvé, Jiznim Changaje.
Populace z Jizniho Altaje a zfejmé i1 ze zdpadniho makrosvahu Mongolského Altaje se
vyznacuji syt¢j$im nac¢ervenalym odstinem barvy pozadi.

Boloria f. calais Fruhstorfer 1922 s populacemi ve vychodnich Sajanech, vychodni Tuvé; v
zapadnich Sajanech je nutné dodate¢né potvrzeni vyskytu.

Boloria f. freija (Thunberg, 1791) s populacemi od severni Evropy po Ochotské mote,
Magadan a Zabajkali, ve vychodni ¢asti oblasti zije forma jakutensis s bazaln¢ ztmavenymi
kiidly u samic.

Boloria f. batchimeg Churkin & Yakovlev, 2024 s populacemi ve stfednim Mongolsku a v
okoli Ulanbataru.

Boloriaf. antipody Churkin & Yakovlev, 2024 s populacemi ve vychodnim Kazachstanu a na
Saurském hibetu (Churkin a kol. 2024).

Do zpracovavanych dat jsem zahrnula také perletovce Boloria natazhati (Gibson, 1920), ktery
se vyskytuje v Severni Americe. U tohoto konkrétniho perletovce dosud neni znamo, zda se

jedna o druh sestersky, nebo neni jen barevnou formou od B. freija.

Obrazek 1. Boloria freija (Nacré de 1'orcette 2023)



1.2 Holarkticka tundra

Holarktick4 tundra je biom, ktery se rozkladd v nejsevernéjSich ¢astech Severni Ameriky,
Evropy a Asie a vyznacuje se chladnym a drsnym podnebim. Tato rozsahla a odlehlé oblast je
znama svymi kratkymi 1éty, dlouhymi zimami a permafrostem — vrstvou trvale zmrzlé pudy,
ktera se nachazi pod povrchem (Vomacka a kol. 2017).

Utvareni tohoto regionu do dnesni podoby zacalo jiz v obdobi eocénu. Toto obdobi bylo
charakterizovano vyznamnymi geologickymi a klimatickymi zménami, které postupné vedly
mimo jiné i k samotné kolizi tfi tektonickych desek (Eurasijska, Indicka a Africka tektonicka
deska). Takové kolize jsou pomérné vzacné a miize dojit ke vzniku riznych geologickych
utvarti v€etné hor, sopek nebo ptikopt. V tomto ptipadé doslo ke vzniku Himalaji. Utvareni
tohoto pohofi mélo nemaly vliv na Uzemi vznikajici Eurasie. Velky dopad mél vznik
srazkového stinu na velké ¢asti izemi Eurasie a tim umocnéni jeji kontinentality (Ramstein a
kol. 1997; Ruddiman & Kurzbach 1989). Soucasn¢ se samotnymi pohyby kontinentd
dochazelo ke zmén¢ velikosti mofti. Plivodni prehistorické mote Tethys se diisledkem pohybti
desek zacalo zmensovat a postupné se preformovavat na dnesni Sttedozemni mote.

K ochlazovani Zemé dochazi jiz od obdobi eocénu, nicméné vrcholem je az obdobi
pleistocénu, které umoznilo v dobach ledovych jeste vétsi pokles teploty, rozsifeni ledovce a
s nim 1 permafrostu. To vSe zacalo zacalo pohybem dne$niho Australského kontinentu, ktery
se oddélil od Antarktidy, coz vedlo k 1zolovani daného Gizemni a jeho dalSimu ochlazovani.
Tyto klimatické zmény mély dopad na zménu habitati a tim 1 na rozsifeni zivo¢iSnych druht
(Zhang a kol. 2000, Hewitt 2000, Malicky 2000, Zachos a kol. 2001, Williams a kol. 1998).

Holarktick4 tundra, kterd je kli¢ovym komponentem Arktického biomu prosla béhem ¢asu
zna¢nymi zménami. Aktudlnim problémem je ubytek arktickych prvkl v krajin€ spojeny s
globalnim oteplovanim a vlivem €lovéka. V z4jmu zachovani krajinnych struktur a ochrané
biotopt je kladen diiraz na pochopeni a teSeni faktorti, které zapticiniuji zmény v krajiné

(Vuorinen a kol. 2017, Huang a kol. 2004, Voméacka a kol. 2017).

1.3 Diivody k vyuziti COI (cytochrom oxidaza 1)

Cast mitochondrialniho genu COI (cytochrom oxidéza podjednotka I, ob&as oznadovana jako
COX1) jejiz dvé desetileti pouzivana jako univerzalni nastroj pro identifikaci organism, tzv.
barcoding. Pouziti COI pro DNA barcoding pro identifikaci jednotlivych druhu je vyhodné
z mnoha ohledd. Velkou vyhodou je univerzalni aplikovatelnost a spolehlivost, velkd mira

variability mezi druhy a zaroven nizké naklady pro zpracovani vzorkt (Hebert et. Al. 2003



2 CILE PRACE

Cilem této prace je vypracovat biogeograficky model vyskytu lu¢nich cirkumpolarmich motyla
na zakladé klimatickych pozadavku, na piikladu perletovce Boloria freija. Posunout model
do raznych casovych obdobi (holocén, vrcholny glacial, posledni interglacial, rizné scénaie
zmény klimatu v budoucnosti) a nasledn¢ modely verifikovat pomoci genetickych patterni

(mitochondrialni DNA). Zaroven zjistit vazby s Boloria natazhati.



3 METODIKA
3.1 Klimatické modely

Pro tvorbu modelt klimaticky vhodnych aredlii jsem ziskala lokality vyskytu sledovaného
druhu ze studované literatury (Tshikolovets a kol. 2009, Tshikolovets a kol., 2009,
Tshikolovets a kol. 2016, Tshikolovets a kol. 2002, Tshikolovets a kol. 2019) a rozsifilajsem
je o soutadnice zaznamenané pti sbéru motylt pro mé laboratorni zpracovani. Dalsi data jsem
pouzila z databaze GBIF (GBIF.org 2024 -DOI10.15468/dl.wr8cmh + 10.15468/dl.qahttm).
Data jsem vyuzivala od roku 1980 a mladsi, jelikoz u starSich nalezii byva vétsi problém s
presnymi lokalizacemi. K lokalitdm jsem dohledavala a zaznamenéavala GPS soufadnice. Data
byla déle zpracovana v programu R.0.2 (R Core 2020) v rozhrani RStudio v. 1.3.1073 s
pomoci balikli dismo, maptools, rJava, raster, rgdal a rgeos. Pro vyrobu Modelu rozsiteni
druhu (Species Distribution Modeling — SDM) jsem vyuzila metodu Maximum Entropy
(MaxEnt, verze 3.4.4, citace Philips akol. 2024) s vybérem proménnych pomoci jacknife (Paar
a kol.1980). Jako klimatické podklady pro tvorbu SDM modelu jsem vyuzivala data z
CHELSA v. 1.2 (Karger a kol. 2017) v rozliSeni 2,5 zemépisnych minut.

Vytvoreny model jsem posléze projektovala do map se sou¢asnym klimatem i do riiznych
vyseci dob minulych, obzvlasté riizna obdobi holocénu, posledni doby ledové a meziledové,
protoze mé zajimalo, jak se arealy vyskytu ménily od posledni doby meziledové az do
soucasnosti.

Pro vypocet potencidlniho rozsiteni béhem kvartéru jsem vyuzivala data z jedenacti moznych
scénait(http://www.paleoclim.org/). Jedna se konkrétné€ o osm scénditi od pozdniho holocénu
(od pted ptiblizné 0,3—4,2 tisici lety) az po posledni interglacial (pted zhruba 130 tisici lety)
(Obrazek 2). Klimaticka data jsme pouzili z databaze PaleoClim (Brown a kol. 2018

(http://www.paleoclim.org/)).

Pro predikcei rozsifeni druhu v zavislosti na rtizném vyvoji globalniho oteplovani pro roky
2050 a 2070 jsem si zvolila jsem si dva rtuzné scénafe s riznou urovni oteplovani — model
cc4.5 s mirnéjSim a cc8.5 s vyraznéjsim odhadem oteplovani.

Mapy jsem nasledné upravovala za vyuziti aplikace ArcGIS Pro 3.2 (Redlands, C. E. S. R. L.
(2011). ArcGIS Desktop: Release 10.). Pro cirkumpoléarni pohled jsem vyuzivala North Pole

Lambert Azimuthal Equal Area soufadnicovy systém.


http://www.paleoclim.org/

Obdobi Zdroj klimatickych dat

Svrchni holocén, subboreal az subatlantik (4.2-0.3 ka), v1.0 Fordham et al. (2017)

Stfedni holocén, boreal az atlantik (8.326-4.2 ka), v1.0 Fordham et al. (2017)

Pleistocén/spodni holocén, dryas/preboreal (11.7-8.326 ka), Fordham et al. (2017)

vl.0

Pleistocén, stadial Mladsi Dryas (12.9-11.7 ka), v1.0 Fordham et al. (2017)
Pleistocén, Belling-Allerod ( 14.7-12.9 ka), v1.0 Fordham et al. (2017)
Pleistocén, Heinrich Stadial 1 (17.0-14.7 ka), v1.0 Fordham et al. (2017)

Pleistocén, posledni glacialni maximum (ca. 21 ka), v1.2b CHELSA (Karger et al. 2017)

Pleistocén, posledni interglacial (ca. 130 ka), v1.0 Otto-Bliesner et al. (2006)
Pleistocén, MIS19 (ca. 787 ka), v1.0 Brown et al. (2018)
Pliocén: stfedné pliocénni otepleni (3.205 Ma), v1.0 Hill (2015)

Pliocén, M2 (ca. 3.3 Ma), v1.0 Dolan et al. (2015)

Obrazek 2: Modelové scénafe vyskytu motylt v minulosti s uvedenymi zdroji klimatickych
dat (Vrba a kol. 2023)

3.2 Laboratorni prace

3.2.1 Sbér materialu

Svou praci za¢indm vybérem vzorkl. Celkem jsem zpracovavala 103 vzorkil ze sbirky
Skolitele na Entomologickém tstavu. Mnou vyuzivané vzorky byly sbirdny a uchovavany od
roku 1984 do roku 2019. Od ¢asti motyld byly odebrané nozky uchovavané v 96 % ethanolu
a uskladnény v mrazaku v—20 °C. Dalsi ¢ast vzorkll byla uskladnéna na sucho v 1,5 ml

mikrozkumavkéch. Ze vSech téchto vzorkil jsem izolovala DNA.



3.2.2 Extrakce DNA
Pro extrakci DNA jsem vyuzivala Genomicky DNA Mini Kit od firmy Geneaid.

Pii praci s nozkami uskladnénymi v ethanolu jsem je nejprve musela nechat vyschnout na
savém papiru. Tato ¢ast odpadé u nozicek skladovanych na sucho.

Do 1,5 ml mikrozkumavky jsem odpipetovala 200 pul GT pufru. Poté jsem za pomoci pestlicky
drtila nozky na mensi ¢asti a ptidala 25 pl proteinazy K. Smés jsem nechala inkubovat pfi
60°C po dobu 30 minut. V nasledujicim kroku jsem ptidavala 200 ul GTB pufru, vzorky jsem
vortexovala a opét jsem je nechala inkubovat pti 60°C 20 minut. Poté jsem ptidala 4 pl RNéazy
A a nechala odstat v pokojové teploté 5 minut.

Po ptidani 200 pl 100 % ethanolu a protfepani na vortexu jsem smés piepipetovala do kolonek,
které jsem umistila do sbérnych zkumavek a za pomoci centrifugy odstied’ovala odpadni
tekutinu. Sbérné zkumavky jsem vyhodila a kolonky umistila do ¢istych sbérnych zkumavek.
Vzorek jsem poté promyvala 400 ul W1 pufru a opét centrifugovala. Odpadni tekutinu jsem
vylila. Nasledné jsem ptidala 600 pl vymyvaciho pufru a opét centrifugovala, odpadni tekutinu
vylila a centrifugovala znovu, aby byla kolonka sucha. Vysusenou kolonku jsem nasadila do
1,5 ml mikrozkumavky a na stfed sitka kolonky jsem pipetovala 100 ul predehiatého Elu¢niho
Pufru. Néasledné jsem nechala 5 minut odstit, a poté centrifugovala. Tekutinu

v mikrozkumavce jsem uchovavala v mrazaku pii teploté -20 °C.

3.2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR):

Metoda polymerazové fetézové reakce je vyuzivana k rychlému mnozeni konkrétniho tiseku
DNA. Je zaloZena na principu replikovani nukleovych kyselin. Pro oznaceni zacatki a koncti

pozadované ¢asti jsou vyuzivané razné primery (Tabulka 1).

Tabulka 1: Mnou vyuzivané primery

Nazev primeru sekvence

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
LepF1 ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG
MLepF1 GCTTTCCCACGAATAAATAATA

LepR1 TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA
MLepR2 GTTCAWCCWGTWCCWGCYCCATTTTC




Nejprve jsem zkusila sekvenovat cely sledovany tisek COI (cytochrom oxidaza 1) v jednom
kuse, k cemuz jsem uzila bézné uzivané primery (Tabulka 2a). V pfipad¢ neuspéchu u vzorka
s niz§i kvalitou jsem byla nucena amplifikaci cilového genu rozdélit.Pouzila jsem k tomu
dvojice primerii LepF1/MLepR2 a MLepF1/LepR1 (F znaci forward a R reverse primer), které

gen amplifikuji ve dvou mensich fragmentech (Tabulka 2b).

Priprava PCR — amplifikace celého useku COI (cytochrom oxidaza 1)
Tabulka 2a: Chemikalie pro amplifikaci celého useku COI

Nazev chemikalie Mnozstvi (na 1 vzorek)
H>O v PCR kvalité 4 ul

MyTaq Red Mix, 2x, vyrobce Bioline 6,25 ul

LCO1490 Fw 0,625 pl

HCO2198_Rev 0,625 pul

Piiprava PCR - rozdélena amplifikace

Tabulka 2b: Chemikalie pro rozdélenou amplifikaci

Nazev chemikalie Mnozstvi (na 1 vzorek)
H>O v PCR kvalité 4,5 ul
MyTaq Red Mix, 2x, vyrobce Bioline 6,5 ul
LepF1 0,5 ul
LepR2 0,5 ul

3.2.4 Gelova elektroforéza:

Uspésnost PCR zjist'uji pomoci gelové elektroforézy, ktera se zaklada na tom, Ze molekuly
DNA, které maji negativni ndboj (ten je zplsoben pievazné fosfatovymi skupinami v
nukleovych kyselinadch) jsou pfitahovany k anod€ v elektrickém poli. Diky gelové
elektroforéze miizurozlisit molekuly DNA na zakladé riznych rychlosti, s jakymi se pohybuji

gelem, coz je v neptimé zavislosti na velikosti molekul DNA (mensi ¢asti doputuji déle).

Elektroforéza se provadi na gelu, nejcastéji vyrobeném z agardzy. Vzorky se vkladaji do
pfedem ptipravenych jamek, které jsme piipravili za pomoci nastroje zvaného hieben. Pro
snaz§i manipulaci se vzorkem je jiz PCR mix obohaceny o nanaseci pufr. Pro vizualizaci DNA

je do gelu pifidano barvivo GelRed(Biotium). K odhadu velikosti pozorovanych fragmentii
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DNA se pouziva specialni velikostni marker (Zebtik), ktery se aplikuje do jedné z bo¢nich

jamek v kazdé fadé¢, a obsahuje fragmenty s piesné definovanymi velikostmi.

3.2.5 Priprava gelu:

Piipravovala jsem 1,5 % agarozovy gel z 1,5 gramu agardézy na 100ml TAE (Tris-acetate-
EDTA) pufru. Gel jsem zahtivala v mikrovinné troub¢, dokud nebyl zcela ¢iry a rosolovity.
Nasledné jsem po mirném zchladnuti pfidala 1 pl barviva GEL-RED a smés jsem promichala.
Smés jsem nalila do pfipravené formy a ujistila se, ze neobsahuje zadné vzduchové bubliny,
které by zkreslovaly vysledky. Nasledné jsem umistila hfebeny. Po ztuhnuti gelu (ptiblizné 20
minut) jsem hfebeny vyndala. Do jamek pfipravenych hiebenem jsme napipetovala 2 pl
vzorkl a elektroforézujsem pustila po dobu 30 min na 100 voltd. Gel jsem zobrazila pomoci
transiluminatoru pod UV svétlem, abych byla schopna vyhodnotit GspéSnost PCR

(Obrazek 3).
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Obrazek 3: Gel pod UV svétlem

3.2.6 PreciSténi PCR produkti

Pied odeslanim vzorkli na sekvenovani je potfeba odstranit drobné fragmenty DNA.
Vyuzivam k tomu enzymy FastAP a Exo I od vyrobce Biogen. Pipetuji 135 ul FastAP a 85 pl
Exo I do 1,5 ml mikrozkumavky, kterou vortexuji a nasledné centrifiguji. Do kazdého vzorku
pridam 2 ul smeési a opét centrifuguji. Nasledné se vzorky zahtivaji v cykleru pii 37 °C po

dobu 40 minut.



Precisténi (purifikaci) PCR produktu za ucelem odstranéni zbyvajicich primert a
nezaclenénych nukleotidi (ANTP) jsem provedla s vyuZitim komercéné€ dostupného €isticiho
kitu. Tento krok je zasadni, jelikoz pro dalsi sekvenaci bude vyuZit jen jeden primer, a proto

je nutné presn¢ vyvazit koncentraci ANTP ve vztahu k ostatnim komponentam.

Vzorky, které byly po provedeni PCR vyhodnoceny jako dostate¢né kvalitni, byly nasledné
odeslany do firmy Macrogen do Nizozemi, kde firma provadi Sangerovo sekvenovani. Data

byla nésledné¢ zaslana zpét v elektronické podobé pro dalsi zpracovani.

3.3 Sangerovo sekvenovani (Kapilarni elektroforéza)

Sangerovo sekvenovani je metoda vyuzivana k odecitani sekvenci vzorkil. Principem je
pfiprava reakéni smési, kterd obsahuje templdtovou DNA, DNA-polymerazu, dNTPs
(deoxyribonukleotidtrifosfaty) - dATP, dGTP, dCTP, dTTP, seckvenac¢ni primery a
fluorescen¢né oznac¢ené ddNTPs (dideoxyribonukleotidfosfaty). Spolu s dal§imi ptisadami je
tato smés nazyvana Mastermix.

Templatova DNA je replikovana a nukleotidy dNTPs a ddNTPs jsou zacleniovany do fetézce
nove vznikajici DNA. Vlastnosti ddNTPs je ukoncovani reakce, ¢imz vznikaji rizné dlouhé
segmenty replikované DNA. Tyto segmenty jsou nasledné sefazeny podle délky tak, aby
koncové nukleotidy vytvofily fadu, kterd je ndsledné strojové odecitana (Obrazek 4)

(Kapustova a kol. 2021).

10



5' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATARAA
3" GGAGGGTGTGGAGGGGGACTTGGACTTTGTATTT

E3 ' CCTCCCACACCT———->———-D>—-——=>
3" GGAGGGTGTGGAGGGGGACTTGGACTTTGTATTT

(: 5" CCTCCCACACCTC
o' CCTCCCACACCTCC
2' CCTCCCACACCTCCC
%' CCTCCCACACCTCCCC
5' CCTCCCACACCTCCCCC
o' CCTCCCACACCTCCCCCT
5' CCTCCCACACCTCCCCCTG
5'" CCTCCCACACCTCCCCCTGA
5" CCTCCCACACCTCCCCCTGAA
5' CCTCCCACACCTCCCCCTGAAC
5' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACC
5" CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCT
5'" CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTG
2" CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGA
%' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAA
o' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGARAA
2" CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAAC
5' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACA
5" CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACAT
5' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATA
5' CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATRA
5" CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAA

CCCCCTGAACCTGAAACATAAAL

Obrazek 4: Serazeni fragmentl replikované DNA: A: Sekvenovany fragment DNA, B:

Pfipojeni primeru a smér syntézy nového vladkna, C: Produkty reakce, barevné zvyraznéné

dideoxynukleotidy, D: Chromatogram reakénich produkti (Enzo 2005)

3.4 Zpracovani dat

Sekvence ziskané v Macrogenu jsem nasledné zkontrolovala v programu Geneious Prime
2023.1.2., kde jsem nekvalitni zac¢atky a konce sekvenci ofezala (Obr.4) a zaroven jsem
spojovala sekvence, které byly za t¢elem osekvenovani rozdéleny na poloviny. V ptipade

nejasnosti, o ktery nukleotid se jednd, jsem pro danou ¢ast pouzila degenerované kody na

zéklad¢ tabulky [IUPAC (Tabulka 3).
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Tabulka 3: Tabulka kédu IUPAC

Symbol Nukleotidova baze

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

N A nebo C nebo G nebo T
M Anebo C

R Anebo G

w Anebo T

S Cnebo G

Y CneboT

K Gnebo T

V Neni T

H Neni G

D Neni C

B Neni A

Jednotlivé sekvence jsem zalignovala v programu Geneious Prime 2023.1.2, (Obrazek 5)
nasledné drobnéjsi Upravy jsem vytvaiela pomoci programu BioEdit (Hall, T.A.,1999)
s pomoci algoritmu ClustalW (Thompson a kol.1994).

Mnou ziskané sekvence jsem doplnila o sekvence ziskané z databaze Genbank (Clark a kol.
2015) a BOLD a tento kompletni alignment jsem pouzila na dal$i analyzy, tedy pro vypocet
klastri podle BAPS, haplotypové sité a fylogenetického stromu.
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Obrazek 5: Odstranované Casti sekvence zobrazené v programu Geneious Prime 2023.1.2

(nukleotidy k odstranéni jsou podbarveny tmaveé modrou)

3.5 BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure)

Analyza BAPS oznacuje metodu shlukovani genotypovych dat zaloZenou na statistickém
modelu struktury populace, kterd je srovnavana s modely vytvofenymi jinymi metodami
(Corander a kol. 2008).

Clustery se vytvareji na zaklad¢ statistického modelu populacni struktury, pfi¢emz jedinci
pochazeji z jedné populace anebo nesou alely z vice populaci. Pravdépodobnost tdaji pii
riznych hypotézach se vypocitd pomoci multinomického-Dirichletova rozdéleni (Tonkin a

kol. 2019).

Vzorky jsem pomoci BAPS analyzy rozdélila do clustrii, pfi€emz jsem postupovala dle

manualu (https://web.abo.fi/fak/mnf/mate/jc/software/BAPS5manual.pdf).

3.6 Fylogeneticka analyza
3.6.1 Haplotypové sité

Alignované sekvence znasSich vzorkii 1 z Genbanku jsem pouzila pro konstrukci
haplotypovych siti. Ty byly vytvofeny pouzitim programu PopArt (Leigh a kol. 2015),
spojovaci limit byl nastaven standardné na hodnotu 95 %. Dale byly sité upraveny v programu

Adobe Ilustrator a Adobe Photoshop CS2.

3.6.2 Fylogenetické stromy

Pro vypocet fylogenetického stromu jsem pouzila n€kolik sekvenci pfibuznych druhti Boloria
dia a Boloria euphrosyne jako tzv. outgroups. Fylogeneticky strom jsem vypocitala metodou
Maximum Likelihood v programu IQtree (Nguyen a kol., 2015) za pouziti ultrafast bootstrap
(Minhakol., 2013) s 1000 kroky. Pro kalibraci ¢asu divergence jsem pouziladvé sekundarni
kalibrace z Chazot a kol. (2019). Pro kalibraci fylogenetického stromu jsem jako outgroup

pouzila dva uzly. Prvnim z nich bylo oddéleni Boloria dia (9,14 mil. let) a jako druhy uzel
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jsem pouzila oddéleni B. euphrosyne (5,95 mil. let). Ostatni hodnoty jsem ponechala ve
vychozim nastaveni. PouZila jsem substituéni model HKY-+I'+l. Molekularni hodiny byly
nastaveny jako log-normal relaxed clock a jako speciacni model jsem pouzila koalescentni
konstantni. Pro vypocet jsem pouzila Bayesovskou analyzu v programu BEAST v.1.10.4.
(Drummond a kol., 2012). Analyzy prob¢hly v péti bézich po 200 000 000 generaci a
samplingu 5 000 generaci. Hodnoty jsem kontrolovala v programu Tracer v. 1.6, vSechny
hodnoty ESS byly vétsi nez 500 (Obrazek 6). Prvnich 10 % vypoctu jsem pouzila jako tzv.

burnin a pomoci TreeAnnotator v1.10.4 jsem zkonstruovala Maximum Clade Credibility Tree.
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Obrazek 6: Odhad parametri pii bayesovské analyze pti Casové kalibraci perletovce Boloria

freija v programu BEAST a jejich hodnoty (zobrazeno v programu Tracer)
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4 VYSLEDKY

Po vytazeni ptilis kratkych, nebo chybovych sekvenci jsem méla celkem k dispozici 245
vzorkt, z nich 174 pro americkou ¢ast aredlua 71 pro euroasijskou ¢ast aredlu. Z tohoto poctu
85 vzorkd pochdzelo ze sbirky Skolitele. Ostatni vzorky pochazely z databdze NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) azdatabaze GBIF (GBIF.org 2024 - DOI110.15468/dl.wr8cmh

+ 10.15468/dl.qahttm). Prostorové rozlozenijednotlivych vzorkt je vidét na piilozené mapé

(Obrazek 7).

4.1 BAPS

Vzorky byly v programu rozdéleny do Ctyt clusterti na zakladé genetické podobnosti.

V Eurasii se nachazi dva z nich a v Severni Americe dal$i dva, z nich jeden zahrnuje i vzorky
urcené jako Boloria nathazati. Prostorové rozlozeni jednotlivych skupin je vidét v ptilozené
mapé¢ (Obrazek 8). Haplotypovou sit’ vytvofenou na zékladé analyzy BAPS muzeme vidét na

Obrazku 9.

Mexico

United
States
of America

z W Greenland

Obrazek 7: Rozlozeni vzorku Boloria freija (kolecko) a Boloria natazhati (trojuhelnik) v

mapé¢ (vytvoreno pomoci aplikace ArcGIS Pro 3.2)
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Obrazek 8: Barevné¢ rozlisené vzorky rozdélené do ¢tyt clusterii na zdkladé BAPS analyzy

States
of America

.

freija_CS(G23268 Whitehorse Fish_Lake Road at Jackson Lake Rosd Canada

freija_lel_HM3756651 cds ADIOS3111_I_Division No_23 Unorganized Canada

freifa_LH3 27 Canada Mile_Post 354 Highway 2

freija_lel HM3868851 cds ADJ302201 1 Kiruna Municipality Sweden

freija LH3 1 Russia N_Siberia_Lama lake

freija_lel HQIA12731_eds ADW339361 | Chara distriet_Russia

frcija_lcl_FI6633661_cds ACP296291 | Kosh-Agachsky District Altai Russia

freija LH3 13 Russia N Siberia Luma lake

i

freija_ll MWS001341_cds_QUA022021_I_Priuraleky District Yamalo-Nencts_Autonomous Okrug Russia

o000 ;

Obrazek 9: Haplotypova sit’ na zakladé BAPS analyzy
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4.2 Klimatické modely

Ze zpracovavanych dat jsem vytvotila mapu aktualniho rozmisténi perletovce Boloria freija,
ve které jsou krouzky znazornéné jednotlivé zaznamenané lokality vyskytu (Obrazek 7).
Celkem jsem méla k dispozici 7835 distribu¢nich dat, po odstranéni duplikat a mist piilis

blizko sebe jsem jich vyuZzila 373 dat rovnomérné rozmisténych po areélu. Pro vyrobu modelu

v

3). Vlastni model m¢él AUC = 0,927 (SD =0,010) (Obrazek 10) a byly vyuzity Ctyfi proménné
Biol — primérnaroc¢ni teplota, Bio 3 — izotermalita, Bio5 — nejvyssi teplota nejvlh¢iho mésice
a Bio 10 — primérna teplota nejteplejsiho Ctvrtleti (Obrazek 11 a Obrazek 12). Prah (Maximum
test sensitivity plus specifity threshold) = 0.245.

Na zaklad¢ aktudlniho vyskytu byl nasledné klimaticky model vhodnych podminek vyskytu
motyla promitnut do minulosti, a to s ptihlédnutim na klimatické podminky v jednotlivych
obdobich (Obrazek 13 Az Obrazek 15).

Average Sensitivity vs, 1 - Specificity for species

T
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Obrazek 10: Ktivka pro zvoleny model znazoriiujici AUC (area under the curve)
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Jackknife of regularized training gain for species
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E bio_1 Without variable =
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regularized training gain

Obrazek 11: Graf piispévku mnou zvolenych proménnych. Modie pfispévek samotné

proménné, tyrkysové prispévek ostatnich proménnych v modelu.
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Obrazek 12: Hodnoty bioklimovych proménnych pouzitych pro vypocet SDM
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Soucasny klimaticky model s vrstvou ledovce
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Obrazek 14: Potencidlni rozsifeni B. freija v obdobi posledniho glacialu s vrstvou

ledovcového pokryvu
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Obrazek 15: Potencialni rozsifeni B. freija v obdobi posledniho interglacialu (130 ky)
Nasledné jsem vytvorila mapové vystupy pro dva mozné scénaie globalniho oteplovani a

jejich vlivy na zménu plochy budouciho habitatu (Obrazek 16) az (Obrazek 19).

Obrazek 16: Potencialni rozsiteni B. freija pro rok 2050 pii mirng&j$im pribéhu globalniho

oteplovani
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Obrazek 18: Potencialni rozsiteni B. freija pro rok 2070 pii mirngj$im prib&hu globalniho

oteplovani
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Z predikénich klimatickych modeltt vidime, ze B. freija jako druh nebude globalnim
oteplovanim vyrazné ohroZena, jelikoZz se pro ni klimaticky vhodné podminky pouze piesunou
vice k severu. Nicmén¢ populace izolovana na Altaji by v budoucnu mohla ztratit svoje

biotopy.

4.3 Haplotypové sité

Haplotypova sit’, doplnénd o cirkumpolarni mapu dokumentuje fylogeografické vztahy
populaci druhu B. freija (Obrazek 20) a (Obrazek 21). Sit byla zkonstruovana na zakladé 245
sekvenci genu pro COL

Pro perletovce Boloria freija bylo nalezeno 9 haplotypt. Velikost jednotlivych kruht v siti
znazoriuje pocet jedinct daného haplotypu. Sit’ je rozdélena do 4 skupin, které jsou barevné

odliSené a shoduji se s barevnym rozliSenim v map¢ a ve fylogenetickém stromu.
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V oblasti Severni Ameriky mliZeme najit tfi haplotypy, které jsou blizce ptibuzné. V oblastech
Norska Svédska a Finska se nachazi totozny haplotyp. Na tzemi Ruska se nachazi Gtyii
haplotypy. Z haplotypové sit¢ dokdzeme vy¢ist, Ze populace v oblasti Altaje a Sajanti jsou

odli$né od ostatnich Euroasijskych populaci.
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Obrazek 20: Barevné rozliSeni vzorkl na zaklad¢ geografické polohy

freifa_C5G23268_ Whitshorse Fish Laks Road_at Tackson Lake Road Canada

feija LH3_27_Canada_Mile_Post 354 Highway_2

freja_le]_HMS3756651_eds_ADJ083111_1_Division_No_23_Unorzanized Canada
freifa_lel_FI6633661_cds_ACP296291_]_Kosh-Agachsky_District_Altai_Russia

freija_LH3_I_Russia N_Siberia_Lama_lake

freija_le]_HQI61273]_cds_ADWS536361_1_Chara_district Russia
freifa_le]_HM3868831_eds_ADI302201_]_Kirura Municipality_Sweden

sja_lel MWS001341_cds_QUA022021_I_Priuralaky_District_Yamalo-Nenets_Autonomous_Okrug Russia

Asia,
freifa_LH3_13_Russia N_Siberia_Lama_lake

BorsalArctic

North America,

Obrazek 21: Haplotypova sit’ barevné rozliSena na zakladé geografické polohy vzorki
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4.4 Fylogenetické stromy a kalibrace Casu

Ziskany fylogeneticky strom jsem vypocitala metodou Maximum Likelihood v programu
IQtree (Nguyen a kol., 2015) a vyuzila jsem ultrafast bootstrap (Minh a kol., 2013) s 1000
kroky. Nasledn¢ jsem strom kalibrovala Bayesovskou analyzou v programu BEAST v.1.8.4.
(Drummond a kol., 2012).

Na kladogramu jsou znazornény vztahy mezi jednotlivymi vzorky perletovce B. freija -
celkem 225 vzorku a zaroven vztahy s B. natazhati - 28 vzorkt (Ptiloha 4). Z fylogenetického
stromu vidime pfitomnost stejnych skupin, jaké jsme mohli pozorovat pii rozdéleni v
haplotypové siti. Pro lepsi ptehlednost jsou jednotlivé geografické oblasti vyznacené stejnymi
barvami, jaké byly pouzity pro haplotypovou sit’ (Pfiloha 5). B. natazhati je ve fylogenetickém
stromé& barevné¢ odliSena.

B. freijaje monofyletickym druhem. Hlavni §tépeni druhu na jednotlivé populace probihalo
mezi pied 1 az 4 miliony let. Z mnou vybranych outgroups je B. freijanejblize B. euphrosyne.
V kladogramu vidime, ze B. freijaje druhem pochazejicim z Asie (Sibif). Nasledné doslo k
jedné ving invaze do Ameriky, a to asi pied 1,3 miliony let. Evropské vzorky tvorijednu vétev,
kterd byla oddé€lena asi pted 0,8 miliony let. Asijské vzorky tvori tfi vétve. Na fylogenetickém
stromu vidime oddélenost vzorkl z Altaje.

Vzorky B. natazhati miZeme nalézt rovnomérné vmichané mezi vzorky B. freijanachazejici
se v Severni Americe. Tim miiZeme vyloucit, Ze by se jednalo o odliSny druh, jelikoZ netvofi

samostatnou vétev.

24



5 DISKUZE

Cilem této prace bylo vypracovani biogeografického modelu vyskytu lu¢nich cirkumpolarich
motylli na zaklad¢ klimatickych pozadavki na piikladu perletovce Boloria freija a nasledné
tento model promitnout do riznych ¢asovych obdobi. Nasledné jsem modely verifikovala
pomoci genetickych patternt (mitochondridlni DNA). Cilila jsem také na zjisténi vazeb mezi
petletovcem Boloria freija a B. natazhati. Jako v tad¢ dalSich studii, které se zabyvaji
podobnymi tématy jsem ve svych analyzach vyuzila fylogenetické, fylogeografické a
populaéné genetické piistupy (Besold a kol. 2008, 2015; Kodandaramaiah a kol. 2011, 2012;
Theissinger a kol. 2011, 2013; Wahlberg & Saccheri 2007).

5.1 Fylogeograficka historie perletovce Boloria freija
Pro perletovce Boloria freija byly nalezeny ¢tyti geograficky oddélené haplotypové skupiny.
Nejvetsi genetickd diverzita pro tento druh byla zjiSténa v palearktické oblasti, coz odpovida
zjisténim Jany MareSové (2019) pro druhy Boloria eunomia a Boloria selene.
nachazejici se na Altaji) perletovce B. freija byly izolované od severnéji polozenych, a to v
obdobi glacidli a interglacidld. Podobny piipad izolace v této oblasti miizeme vidét i u
klimatickych map zpracovanych pro druhy B. eunomia, B. selene i B. chariclea (Maresova a
kol. 2019, 2021). Klimaticky vhodny areal pro vyskyt perletovce B. freija byl v obdobi
posledniho glacidlniho maxima (ptiblizné pred 22 000 let). Obdobné vysledky mtzeme
pozorovat ve studiich pro Oeneis jutta anebo jiz zminovana B. eunomia a Agriades optilete.
Naopak pro B. selene vidime propad v plose klimaticky vhodného arealu a snizeni jeho kvalty
(Maresova 2019, Maresova 2021).

V Bayesovské analyze se na bazi nachazi vzorky ze Sibife, coz znaci, Ze centrem vzniku
B. freijaje Asie. Toto tvrzeni také potvrzuji studie Simonsena akol. (2010), které uvadi stfedni
Asii jako centrum vzniku pro cely druh Boloria. I pro toto zjisténi existuje vyjimka, kterou je
Boloria chariclea, ktera do Eurasie expandovala ze svého centra vzniku ze Severni Ameriky
(Maresova a kol. 2020).

Stejné tak jako nékteré dalsi druhy (napf. Parnassius apollo a dalsi), B. freija
expandovala z Asie dale do Severni Ameriky a Evropy (Kodandaramaiah akol. 2010; Todisco
a kol. 2010; Ugelvig a kol. 2011 b; Wahlberg & Rubinoff 2011, MareSova a kol. 2019,
Simonsen a kol. 2010). Boloria freija kolonizovala Ameriku piiblizné pied 1,3 miliony let,
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coZ je o poznani pozdéji nez jiné druhy bolorii. Boloria selene kolonizovala Severni ameriku
jiz pted 2,5 miliony let, a to skrz druhy Beringiv pevninsky most (MareSova a kol. 2019).

Z mnou vytvoieného fylogenetického stromu vyplynulo, Ze perletovec B. natazhati je ve
vztahu Kk B. freija parafyleticky. Rizné populace sedaji do riznych vétvis dalsimi americkymi
vzorky. Tudiz jsou totoznym druhem liSicim se pouze fenotypem. To vyvraci Starsi spekulace..
Simonsen (2010) uvadi, ze se nejspise jedna o sesterské skupiny, nicméné ani toto tvrzeni neni
zcela jisté. V prub¢hu let se o postaveni téchto dvou druht vedly debaty. Boloria natazhati
byla ptivodné povazovana za poddruh Boloria freija (Passos 1964), nasledn¢ byla ovSem
vyhodnocena plnohodnotnym druhem (Troubridge & Wood, 1990; Shepard a kol. 1998). V t¢
dobé to vSak vzhledem k témét zanedbatelnym molekularnim rozdiliim mezi témito druhy a
malému mnozstvi exemplait nebylo mozné tento problém bez dalSich studii s naprostou

Jjistotou vyftesit (Simonsen a kol. 2010).
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo vytvoreni klimatického modelu pro perletovce Boloria freija. Z
vysledkl vytvotfenych klimatickych map a jejich predikei bylo zjiSténo, Ze ackoliv je
perletovec Boloria freija zatazen do skupiny motyli ohrozenych globalnim oteplovanim,
tento konkrétni druh jako celek nebude klimatickymi podminkami ohrozen, nicméné jiznéji
polozené populace ohrozeny budou. Klimaticky vhodny habitat se stdhne na sever, ovSem
nevymizi. Ohrozenou skupinou by samoziejm¢ také mohla byt reliktni populace Boloria
freija nachazejici se na Altaji.

Ze ziskanych sekvenci byly vytvofeny fylogenetické stromy metodou maximalni
vérohodnosti a Bayesovské inference. Na zaklad€ mitochondridlni DNA (tzv. barcoding) z
245 vzorkl jsme také potvrdili ze Boloria freija je motylem s ptivodem v Asii s naslednym
roz§ifenim do Evropy a Severni Ameriky.

Z fylogenetického stromu a haplotypovych siti jsme dale byli schopni zjistit, ze
perletovec Boloria freijaa Boloria natazhati nejsou dva odli$né druhy, nybrz se jedna pouze

o fenotypovou odlis$nost jednoho a téhoz druhu.
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8 PRILOHY

Piiloha 1 Modely klimatického vyvoje v riznych ¢asovych obdobich (oznaceno v kazdé mapé

samostatng)

3

34



35



4

kryvem Q
% Oﬁi\q

o3 ~ o
Bl

Posledni glacial 22 ky s ledovcovym po

N

Mexico

N i 4 - ) . :. : : Myanmar
J

36



37



Priloha 2 Tabulka vypoéti vhodné Skalovaci konstanty k tvorbé klimatickych map

rm fc
0.5 LQHPT
1 LQHPT
01.V LQHPT
2 LQHPT
02.V LQHPT
3 LQHPT
03.V LQHPT
4 LQHPT
04.V LQHPT
5 LQHPT
05.V LQHPT
6 LQHPT
06.V LQHPT
7 LQHPT
07.V LQHPT
8 LQHPT
08.V LQHPT
9 LQHPT
09.V LQHPT
10 LQHPT
10.V LQHPT
11 LQHPT
11.V LQHPT
12 LQHPT
12.V LQHPT
13 LQHPT
13.V LQHPT
14 LQHPT
14.V LQHPT
15 LQHPT
15.V LQHPT
16 LQHPT
16.V LQHPT
17 LQHPT
17.V LQHPT
15 LQHPT
18.V LQHPT
19 LQHPT

auc.train
0.971493469433364
0.957793171994583
0.952176750616679
0.9486595037606001
0.94512285912789
0.942185354056514
0.940940903200845
0.939646045938405
0.938628902022786
0.937910644876892
0.937086520616494
0.936354603197761
0.935458582121326
0.934464158039521
0.933291150410805
0.933093896071005
0.932502679462517
0.932138769794077
0.931746173552674
0.931389367226109
0.931075180950804
0.930748700429943
0.93043178210007
0.930062135117037
0.929684018764844
0.929375296598674
0.929042805557764
0.928525354422609
0.928116365853798
0.927744533227111
0.927348931725683
0.926998409124625
0.926637231510752
0.926245181680263
0.925797397936588
0.92533977879647
0.924891721847339
0.924387930985023

AlCc
12577.856122773
11780.1348404528
11597.9085353891
11531.47163510886
11521.9554345445
11512.507710263
11519.74396168282
11536.7805212324
11550.2599043932
11577.4821605452
11578.3706994718
11587.514144657
11615.4838260515
11622.0890227057
11652.4136008829
11653.9908042695
11673.679700073
11680.5166870386
11686.451488573
11695.0703066245
11702.4456894136
11707.9514231237
11715.6447809512
11720.3912211667
11725.7255668935
11734.1333946292
11737.3229532709
11738.972521389
11745.7094616076
11748.1510313196
11753.3297583409
11757.4130818326
11765.7921786805
11762.5693094321
11772.362208153
11776.6417169401
11780.0333877121
11783.201256263

delta.AlCc
1065.34841250796
267.627130227755
85.4008251240411
18.96392768435916
9.44772427947464
0
7.2362515631994
24.2726109673499
37.7521941281575
64.9744502801586
65.8629892067911
75.0064343920003
102.97611578648
109.58131244069
139.90589061792
141.483094004529
161.1719895808021
168.008976773628
173.943778307972
182.562596359472
189.940979148583
195.443712858641
203.1370706586207
207.883510901684
213.217856628457
221.625684364182
224.815243005927
226.464811124022
233.20175134258
235.643321054627
240.822048075857
244.905371567576
253.284468415484
250.001599167051
259.854497588016
264.134006675084
267.525677447065
270.693545997976

w.AIC

ncoef

4.43871876810554e-232 219

7.41708276258991e-39
2.75532293435303e-19
7.356802821733663e-05
0.0085739075683985
0.962441710212433
0.0259056203165328
0.17349777385141e-06
6.122675758833718e-09
7.51109832374693e-15
4.81681171816725e-15
4.98064715461091e-17
4.20481246378286e-23
1.546843568817134e-24
4.02298040525389e-31
1.82836354480244e-31
9.69779841473607e-36
3.17716885281866e-37
1.63423503801485e-38
2.19665552651878e-40
0.48992601921835e-42
3.50479845903035e-43
7.4829289788129Ge-45
6.97260761956852e-45
4.84235660898164 e-47
7.23302846314156e-49
1.4679670760248e-49
6.43453473455282e-50
2.21620111321184e-51
6.53776103062628e-52
4.9077536850832e-53
6.3708932431693e-24
9.65389487919218e-56
4.83639509100634e-35
3.61442146360339e-57
4.25358647920939e-38
7.80303071580159e-59
1.60091915484946e-29

Piiloha 3 Tabulka vypoct vhodné funkce k tvorbé klimatickych map

rm

fc AlCc delta.AlCc  w.AIC ncoef
3L 12594,38 1130,13 3.93610573817844e-246 6
3 LQ 11561,23 96,98 8.73087297371105e-22 10
3H 11464,25 0,00 0.999999999698994 29
3 LQH 11508,33 44,08 2.67838219774453e-10 27
3 LQHP 11533,71 £9,46 8.27375853467761e-16 36
3 LQHPT 11512,51 48,26 3.31672159149166e-11 40
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Piiloha 4: Piehled studovaného materialu s oznacenim vzorku, uvedenim druhu, lokality a

soufadnic

Kod vzorku Druh Latituda Longituda Konkrétni lokalita Zemé
Icl_FJS633551_cds_ACP295291_1 |freia 50,300000 &7,800000 Altai Russia
lcl_FJ86833571_cds_ACP285301_1 |freija £0,300000 87500000 Altai Russia
Icl_FJE8533681_cds_ACP236311_1 |freija 50,300000 a7,800000 Altai Russia
Icl_ HM3T755651_cds_ADJOEI111_1 | freija 58,660000 -54 170000 Manitoba Canada
Icl_ HM3756661_cds_ ADJ0E3121_1 | freija 58,660000 -94 170000 Manitoba Canada
Icl_ HM3738671_cds_ADJOE3131_1 | freija 58,650000 -84 170000 Manitoba Canada
lcl HM3756681_cds_ ADJ0B3141_1 | freija 58,660000 -94 170000 Manitoba Canada
Icl_ HM3736701_cds_ADJO0E3161_1 | freija 58,660000 -84 170000 Manitoba Canada
Icl HM3T56711_cds_ ADJOEI1T1_1 | freija 58 660000 -84 170000 Manitoba Canada
Icl HM3T756721_cds_ADJ0E3181_1 | freija 58,660000 -84 170000 Manitoba Canada
Icl HM3T57731_cds_ ADJOB4191_1 | freija 58,632000 -93, 786000 Manitoba Canada
Icl HM3757781_cds_ADJ0B4241_1 |freija 58,632000 -93, 788000 Manitoba Canada
Icl HM3T57801_cds_ADJOB4261_1 | freija 58632000 -93, 788000 Manitoba Canada
Icl_ HM3758101_cds_ADJ084561_1 | freija 58,620000 -93,830000 Manitoba Canada
lcl_HM3863851_cds_ ADJ302201_1 | freija 68,957000 20, 744000 Kiruna_Municipality Sweden
Icl_HM3853261_cds_ADJ302211_1 | freiia £3,997000 20,744000 Kiruna_Municipality Sweden
Icl_ HM4302401_cds_ ADM206421_1) freija 58 620000 -83,830000 Maniteba Canada
Icl_HM4302411_cds_ADM205431_1| freija 58,620000 -93,830000  Manitoba Canada
Icl HM4302421_cds ADMZ206441_1) freija 58 620000 -53,830000 Manitoba Canada
Icl HM4302441_cds ADMZ206451_1) freija 58 620000 -83,830000 Maniteba Canada
Icl_HM4302481_cds_ADM205504_1| freija 58,620000 -93,830000  Manitoba Canada
Il HM4302511_cds ADM206531_1| freija 58 620000 -53,830000 Manitoba Canada
Il HM4302761_cds ADM206731_1) freija 58,632000 -93, 785000 Manitoba Canada
Icl_HMB711211_cds_ADR131431_1| freija 65,882000 26 342000 Ranua Finland
lcl_HM2732151_cds_ADPSTOS31_1 | freija §9,291000 27,073000 Utsjoki Finland
lcl_HO1812241_cds_ADWS3B271_1 freija 50,941510 -114,806884 Moose_Mountain USA
Icl_HOQ1512321_cds_ADWS38951_1 freija g3, 5445951 -124,718583  Stone_Mountain Canada
lcl_HO1812391_cds_ADWS38021_1| freija cg, 544051 -124,7185583  Stone_Mountain Canada
lcl_HO1812401_cds_ADWS38031_1 freija g, 544051 -124,718583  Stone_Mountain Canada
Icl_HOQ1512731_cds_ADWS38351_1 freija o5,500739 118,231952  Chara_district Russia
lcl_HO1812741_cds_ADWS38371_1 freija 50,2045209 88,330847 Altai Russia
lcl_KT1334%11_cds_ADAS27211_1| freija 58,632000 -93,788000  Manitoba Canada
le|_KT1345471_cds_ AOAB3ETT1_1|freija 58,768000 -53,925000  Manitoba Canada
ol KUS744081_cds_ AQZZ23061_1 | freija 2 429000 149203000 Alaska USA
ol KUST440591_cds_ AQZ223071_1 | freija 54 704000 148 300000 Alazka USA
el MWS000771_cds_QUADZ1451_1 freija 59 045511 20,855389 Enontekid Finland
Il MW5001341_cds QUADZ2021_1 freija 65 500000 65 656604 Enontekid Finland
Icl MWS012111_cds_QUADIZTS_1 freija 85,900000 §5,666604 Enontekio Finland
Il MW5S013601_cds QUADI42E1_1 freija 66,900000 65, 6656604 Enontekid Finland
lcl_MWS014071_cds_QUAD3IETS_1 freija 59 541511 23035380 Alta Morway
lcl_MWS017521 _cds_QUAD3E201_1 freija 65927111 26 451000 Ranua Finland
lcl MW5S022681_cds_ QUAD4L3351_1 freija 69, 045511 20,855389 Enonteki Finland
lcl_MW5032811_cds_QUADS3491_1 freija 69 872306 27130111 Lapland Finland
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Kad vzorku Druh Latituda Longituda  Konkrétni lokalita Zemé
LH1_10 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_11 freija 64 369552 -147 738835 Fairbanks UsSa
LH1_12 freija 65, 490675 -145 402703 Fairbanks Usa
LH1_13 freija 64 369552 -147 736835 Fairbanks Usa
LH1_14 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_15 freija 64 953783 -148,353217  Fairbanks Usa
LH1_15 freija 54 451550 -148,115830 Fairbanks Usa
LH1_17 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_138 freija 64 3696552 -147 736835 Fairbanks Usa
LH1_15 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_1 freija 64 703566 -148,301193 Fairbanks USA
LH1_20 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_21 freija 64 BEOE52 -147 7368358  Fairbanks USa
LH1_22 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_23 freija 54 385038 -147 §23875  Fairbanks UsSa
LH1_25 freija 58,697833 -156,653833 Chandalar resting site Usa
LH1_25 freija 58, 716167 -158,626333  King Salmon Usa
LH1_27 freija 57 906583 -153,471825  Ugamik Izland Usa
LH1_238 freija 58,697833 -156,653833 Chandalar resting site Usa
LH1_25 freija 58,736333 -158 654333  King Salmon Usa
LH1_2 freija 54 457450 -148,114540 Wood River Buttes Usa
LH1_30 freija 59 372937 -148,7007592 Sagwon Bluffs USa
LH1_31 freija 58, 701000 -158,656833  King Salmon Usa
LH1_32 freija 58607333 -156,653833  Galbraith Lake env. USA
LH1_33 freija 63,031550 -145 857317  Chandalar =helf env. Usa
LH1_34 freija 58 707167 -155 6466687  King Salmon USa
LH1_36 freija 54 852560 -165,933870 Seward peninzula Usa
LH1_37 freija 64, 935480 =168 211280 Seward peninsula UsA
LH1_338 freija 69 372937 -148,700782  Sagwon Bluffs USA
LH1_39 freija 58,697333 -158,653833  Galbraith lake Usa
LH1_3 freija 54 451190 -148,118430 Wood River Buttes Usa
LH1_40 freija 58,697833 -156,853833  Chandalar shelf env. Usa
LH1_42 freija 57 906583 -153,471825  Ugamik Izland Usa
LH1_43 freija 58,697833 -156,653833 Chandalar resting site Usa
LH1_45 freija 63,031550 -145857317  Chandalar shelf env. Usa
LH1_45 freija 68,031550 -145 857317  Chandalar shelf env. Usa
LH1_48 freija 49 836547 -114 421705 Racehorse Creek Canada
LH1_4 freija 64 369652 -147 738835 Fairbanks Usa
LH1_5 freija 50,525870 -150,514040 Kenai peninsula USA
LH1_6 freija 54 450550 -148,118270 Wood River Buttes Usa
LH1_T freija 65 451635 -145 4590124  Galbraith Lake UsSa
LH1_& freija 54 3745988 -147 844582 Fairbanks Usa
LH1_8 freija 54 3565428 -147 735935 Fairbanks Usa
LH3_10 freija 58 684381 -124 803442  MNorthern Rockies Canada
LH3_11 freija 52 234578 -117, 220047 MNorthern Rockies Canada
LH3 13 freiia 69475193 90279817 Lama Lake Ruzsia
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Kod vzorku Druh Latituda Longituda  Konkrétnilokalita Zemé
LH3_14 freija 63,082573 135800142 “Vakutia Russia
LH3_15 freija 62 585560 10,258332 Kwikne Norway
LH3 16 freija o0, 604881 -124 803442  Northern Rockies Canada
LH3_17 freija 66 665047 -1356,320150  “uken teritory Canada
LH3_1 freija 69 475193 50279617 Taymyrsky Dolgano-Menetsky Distric Russia
LH3_21 freija 60,067655 -134, 724344  “Yuken teritory Canada
LH3_24 freija 49 336708 -114,421472 Racehorse Creek Canada
LH3_25 freija 62, 791453 148, 090300 Siberia Ruszsia
LH3_ 256 freija 55 800789 118,2315962  Siberia Russia
LH3_ 27 freija 60, 726266 -115,886200  Mile Post Canada
LH3_28 freija 66813817 65, 793579 Sob river Russia
LH3_29 freija 49 333560 -113,845793  Whitney Creek Canada
LH3 2 freija 60, 726266 -115,886290 Hay River Ruz=ia
LH3_30 freija 58,625181 -124,655561 MNorthern Rockies Canada
LH3_ 3 freija 63,062573 135800142 “Yakutia Ruszia
LH3_33 freija 52220333 -117,192000 Wilcox Pass Trail Canada
LH3_3&6 freija 489 705582 87 422660 Altai Russia
LH3 37 freija o0, 604881 -124 803442  Northern Rockies Canada
LH3_38 freija 66 813817 65, 793579 Sob river Russia
LH3_39 freija 52234678 =117, 220047 Improvement District Mo. 12 Canada
LH3_3 freija 50,547323 142 785424  Sakhalin Russia
LH3_40 freija 58620181 -124,655861  Northern Rockies Canada
LH3_42 freija 63,183984 135832852 Yakutia Russia
LH3_43 freija 63,062573 135800142 “Yakutia Russia
LH3_44 freija 62 585560 10,258332 Kwikne Norway
LH3_4&47 freija 53,822431 -135,826542  “uken teritory Canada
LH3_428 freija 53,963552 126273385  akutia Russia
LH3_49 freija 50,547323 142 785424  Tumowsk Russia
LH3_51 freija 50,547323 142 785424  Tumowsk Russia
LH3_52 freija 459 738250 &7,153450 Altai Ruszzia
LH3_53 freija 59934454 -127 464100 MNorthern Rockies Canada
LH3_5 freija 62 791453 143, 090300 Susuman Russia
LH3_3 freija 62,020864 1256802057 Yakutia Russia
LH3 9 freija 63,062573 135800142 “Yakutia Russia
0SPROBE-05411 freija 58,660000 -54 170000 Manitoba Canada
09PROBE-09412 freija 58,660000 -S4 170000 Manitoba Canada
0SPROBE-0%413 freija 58,660000 -54 170000 Manitoba Canada
0SPROBE-09415 freija 58,660000 -S4 170000 Manitoba Canada
09PROBE-0%41 freija 58,660000 -S4 170000 Manitoba Canada
09PROBE-09521 freija 58,632000 -53, 785000 Manitoba Canada
09PROBE-09529 freija 58,632000 -53, 785000 Manitoba Canada
09PROBE-09595 freija 58,619000 -53,825000 Manitoba Canada
09PROBE-09555 freija 58,619000 -53,825000 Manitoba Canada
09PROBE-09555 freija 58,620000 -53, 830000 Manitoba Canada
09PROBE-09606 freija 58,620000 -53,830000 Manitoba Canada
CCOB-24272-G11 freiia 55817000 -86,633000 Kenaora Canada
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Kod vzorku Druh Latituda Longituda  Konkrétni lokalita Zemé
CCOB-24272-G12 freija 45 724500 -85, 9459500 Geraldton Canada
CCDB-24272-HO3 freija T0,730000 =117, 770000 Ulukhaktok Canada
MMZ3877 freija 559 045500 20,355400 Enontekid Finland
MMZ3873 freija 59 045500 20,855400 Enontekid Finland
RvcolllgH102 freija 52 734200 17, 062400 Timra Municipality Sweden
KNO0S42 freija 86,500000 65,666700 Kraznyi kamen Rus=ia
VED19B.265 freija 55, 015200 25657400 Kattilavaara Finland
EZ0238CNC freija 55 544455 -125,941652  Mickel Creek Canada
EZ0254CNC freija 61,032400 -138,388000  Sihver City Canada
EZ0255CNC freija 51,033400 -138,338000  Sibver City Canada
EZ0256CNC freija 58 530000 -124 760000  Morthern Rockies Canada
EZ0284CNC freija T0,740000 117, 770000 Ulukhaktok Canada
EZ0271CNC freija T0,740000 =117, 770000 Ulukhaktok Canada
CSG16345 freija 50,550000 97 060000 Tulva Rusz=sia
BIOUG45182-A02 freija 52, 534700 -113,976000  Morth Slave Region Canada
BIOUG45182-A03 freija 52, 534700 -113,976000  Morth Slave Region Canada
2015nk17 freija 65,563300 -171,553000  Chuketsky District Rusz=sia
2015nk18 freija 65,563300 -171,563000 Chukotsky District Ruzsia
2015nk19 freija 65,563300 -171,553000  Chuketsky District Rusz=sia
2017nk22 freija 56, 790400 118,248000 Novaya Chara Russia
2017nk24 freija 56, 790400 118,248000 Mowvaya Chara Rus=ia
2017nk27 freija 62, 784200 148,182000 Susuman Russia
2017nk28 freija 52, 784200 148,132000 Susuman Rus=ia
BIOUGT3656-C04 freija 58,535000 -89,825000 Kugaaruk Canada
O07PROBE-038289 freija 58632000 -53, 783000 Maniteba Canada
OFWHNP-10781 freija 58, 763117 -93,925533 Maniteba Canada
MMO04085 freija 68,997000 20, 744000 Kiruna Municipality Sweden
MKO0S7T1 freija §5,882000 26,342000 Kiruna Municipality Sweden
MKM06344 freija 659, 891000 27 073000 Utz ojki Finland
RR-BOFR-NUOOZ freija 67, 167200 -107 654000  Kitikmeot Region Canada
NHMO-DAR-11518 freija 65 807000 23, 487400 Alta Norway
CNCLEP_81863 freija 54 593000 -127,355000  Sahtu Region Canada
BIOUGE5940-FO5 freija 69 523000 -53,504000 MNunawut Canada
KWPENto3 7191 freija 54 704000 -148, 300000  Fairbanks Usa
UAMEnto109539 freija 58, 485000 -145 203000 Fairbanks Usa
CSGZ23267 freija 60,633200 -135,232000 Whitehorse Canada
CeG23268 freija 50,583200 -135,232000  Whitehorse Canada
CSGZ23469 freija 60,064500 -130,504000 Rancheria Canada
CEG23470 freija 50,064500 -130,504000 Rancheria Canada
CSG23T755 freija 65,357300 -140,218000  “ukon teritory Canada
CSG23836 freija 50,095100 -134,857000 Mentana Canada
C3G24303 freija 50,550800 -138221000  “Yukon teritory Canada
0SPROBE-0G9410 freija 58,650000 -S4 170000 Maniteba Canada
0SPROBE-09417 freija 58,650000 -S4 170000 Maniteba Canada
0SPROBE-0G952T freija 58632000 -53, 785000 Maniteba Canada
0SPROBE-09559 freija 58,619000 -53,825000 Maniteba Canada
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Kad vzorku
NOPROBE-09504
N9PROBE-09603
09PROBE-09632
MM2387TE
MMZ3879
KNODB46
KNODZ4T

RV col1§H170
EZ1200CNC
EZ0253CNC
EZ0265CNC
EZ0270CNC
C5G18809
CSG18810
BIOUG45162-A01
2017nk23
2017nk25
2017nk25
BIOUGT3E55-C03
MM04096
RR-BOFR-MUOO1
2005-LOWA-ST
2005-LOWA-Z8
2005-LOWA-TT3
C5G22842_C_BC
CHNCLEP_ 81864
CMCLEP_21885
CNCLEP_21866
CMNCLEP_818867
CMCLEP_ 21859
CNCLEP_21895
CHNCLEP_81808
BIOUGS8253-B07
C5G23269
CSG23468
C5023822
HA1612811

CCDB-24272-HN

CCDB-24272-H0OZ

CCDB-24272-HO4
EZ1201CNC
EZ1202CNC
EZ1203CNC
EZ0258CNC
EZ0255CNC

Kad vzorku
EZ0260CNC
EZ0Z261CNC
EZ0262CHNC
EF0ZEICNC
EZ0265CHNC
EZ026TCNC
EZ0Z63CNC
EZ0269CHC
EFBNARS2-07
EZ0ZT2CHNC
EZ0Z74CHNC
ENTOOZ-002470
ENTOOZ-002471
ENTODZ2-002472
ENTOOZ-002473
ENTOOZ-002474
ENTOOZ-002475
C3G24274
CSG242T5

Druh
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freia
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
freija
natazhati
natazhati

natazhati

natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati

Druh

natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati
natazhati

Latituda

58 515000
58620000
58,632000
£9,872300
65,927100
66,900000
65,500000
69,941600
65,317000
61,038400
70,740000
70,740000
64, 700000
64 700000
62,534700
56, 790400
82 734200
62784200
68,535000
68,997000
85, 792200
50,300000
50,300000
50,300000
53,573000
64,593000
65,180000
64,593000
61,376000
64,593000
65,182000
63,470000
58, 797000
60,688200
60,064500
55 922500
58, 586665
58,580000
60,350000

68,917630
64,533000
64 532000
64 533000
63,917630
68917630

Latituda

60,333515
60,333515
60,333515
60,333515
70, 740000
70, 740000
70, 740000
70, 740000
70, 740000
70, 740000
68,917530
58,616000
58,5618000
58,616000
58,5618000
58,618000
58,616000
50,075000
60,074500

Longituda
-%3 828000
-53,830000
=93, 786000
27,130100
26,451000
65,666T00
65,655700
23,035400
-128 533000
-138,332000
-117, 770000
-117 770000
177,500000
177,500000
-113,575000
118,248000
148182000
148, 182000
-38,825000
20, 744000
-107 851000
87300000
27, 800000
a7 300000
-123, 413000
-127,362000
-128 410000
-127 362000
-123,123000
-127 352000
-126 475000
-128,450000
-112,011000
-135,232000
-130,504000
-130,350000
-124 7E6052
-124 740000
-138 520000

-114,314254
-127 616000
-127,341000
-127 616000
-114, 314254
-114,314254

Longituda

-133 878444
-133,873444
-133,878444
-133,873444
=117, 770000
=117, 770000
-117, 770000
=117, 770000
=117, 770000
=117, 770000
-114,314254
-124 634000
-124 534000
-124 634000
-124 634000
-124 634000
-124 634000
-134, 723000
-134 724000
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Konkrétni lokalita
Manitoba
IManitoba
Manitoba
Nerthern Lapland
Narthern Lapland,
Krasnyi kamen
Krasnyi kamen
Kafjord

Sahtu Region
Sitver city
Ulukhaktok
Ulukhaktok
Chukotka
Chukotka

Neorth Slave Region
Nowaya Chara
Susuman
Susuman
Kugaaruk

Kiruna Municipality
Kitikmeot Region
Altaj

Altaj

Altaj
Bulkley-Nechako
Sahtu Region
Sahtu Region
Sahtu Region
Dehcho Region
Sahtu Region
Nerman_Wels
Sahtu Region
Wood Buffalo
Whitehorse
Rancheria
Rancheria
Morthern Rockies

Northern Rockies

ukon teritory

Nunawut
Sahtu Region
Sahtu Region
Sahtu Region
Nunawut
MNunawvut

Konkrétni lokalita
“Yukon teritory
“Yukon teritory
“Yukon teritory
“Yukon teritory
Ulukhaktok
Ulukhaktok
Ulukhaktok
Ulukhaktok
Ulukhaktok
Ulukhaktok
Nunawvut
Northern Rockies
Northern Rockies
Morthern Rockies
Neorthern Rockies
Northern Rockies
Northern Rockies
“fukon teritory
“Yukon teritory

Zemeé
Canada
Canada
Finland
Finland
Finland
Russia
Russia
Norway
Canada
Canada
Canada
Canada
Russia
Ruszia
Canada
Russia
Russia
Ruszia
Canada
Sweden
Canada
Russia
Russia
Ruszia
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
USA

UsA

Canada

Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada

Zemé
USA
USA,
Usa
USA
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Usa
USA



Priloha 5 Fylogeneticky strom vytvofeny pomoci metody maximum likelihood ze sekvenci

COI perletovce Boloria freija.

HQ161286.1_Boloria_euphrosyne_NW156-23
freija_Icl_FJ6633661_cds_ACP296291_1_Kosh-Agachsky_District_Altai_Russia
freija_2005-LOWA-773_Aktash_Russia
frefja_LH3_36_Russia_Republica_Altai_South_Chuya_ridge
freija_LH3_52_Russia_Altai_Republic_Chinilu
freija_lcl_FJ6633671_cds_ACP296301_1_Kosh-Agachsky_District_Altai_Russia
frefja_2005-LOWA-88_Russia
frejja_lcl_FJ6633681_cds_ACP296311_1_Kash-Agachsky_District_Altai_Russia
freija_2005-LOWA-87_Russia
frefja_lcl_HQ1612741_cds_ADW539371_1_Kurai_range_Altai_Mts_Russia
frejja_lcl_HM3756651_cds_ADJ083111_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frefja_Icl_HM3756711_cds_ADJ083171_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_lcl_HM3756721_cds_ADJ083181_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frefja_lcl_HM4302421_cds_ADM206441_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
natazhati_ENT002-002473_Summit_Lake_south_ridge_of_Mt_St_Paul
freija_07WNP-10761_Canada
natazhati_ENT002-002474_Summit_Lake_south_ridge_of_Mt_St_Paul
frejja_lcl_HM4302511_cds_ADM206531_1_Division_No_23_Unarganized_Canada
frefja_Icl_HM3756701_cds_ADJ083161_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frefja_lcl_HM4302761_cds_ADM206781_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frefja_lcl_KT1346471_cds_AOA838771_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frejja_lcl_HM3756671_cds_ADJ083131_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_lcl_HM3757781_cds_ADJ084241_1_Division_No_23_Unarganized_Canada
frejja_lcl_HM3758101_cds_ADJ0B4561_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_Icl_HM4302411_cds_ADM206431_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_Icl_HQ1612241_cds_ADWS538871_1_Moose_Mountain_AB_USA
frefja_lcl_HM4302441_cds_ADM206461_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frejja_lcl_HM4302401_cds_ADM206421_1_Division_No_23_Unarganized_Canada
frefja_Icl_HM3756681_cds_ADJ083141_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_lcl_HQ1612391_cds_ADW539021_1_Stone_Mountain_PP_BC_Canada
frejja_lcl_HM3756661_cds_ADJ083121_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frejja_lcl_HM3757731_cds_ADJ084191_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_09PROBE-09521_Canada

freija_09PROBE-09603_Canada
frefja_lcl_HM3757801_cds_ADJ0B4261_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_lcl_HM4302481_cds_ADM206501_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
frefja_LH1_28_USA_Alaska_Dalton_Hwy_Chandalar_resting_site
freija_LH3_40_Canada

freija_09PROBE-09416_Canada

freija_CCDB-24272-G12_Geraldton_Canada

freija_09PROBE-09559_Canada

freija_09PROBE-09595_Canada

freija_BIOUG58253-B07_Canada

freija_BIOUGA5162-A02_Canada

freija_BIOUGA5162-A01_Canada

freija_BIOUG73656-C04_K_Town_1_Canada

freija_LH3_53_Canada_Liard
frefla_LH1_25_USA_Alaska_Dalton_Hwy_Chandalar_resting_site
freija_CSG23822_Tootsee_Ridge_east_of_Rancheria_Tootsee_River_Ro_Canada
freija_LH3_17_Canada

freija_LH3_37_Canada

freija_LH1_12_USA_Alaska_Eagle_Summit
frefja_Icl_KUB744081_cds_AQZ228061_1_Alaska_United_States_of_America
freija_LH1_30_USA_ALASKA_North_Slopes_Sagwon_Bluffs
frefja_LH1_40_USA_Alaska_Dalton_Hwy_Chandalar_resting_site
freija_LH1_38_USA_ALASKA_Sagwon_Bluffs
freija_UAMENto109539_Arctic_NWR_Atigun_Gorge_USA
frefla_LH1_48_Canada_Alberta_Racehorse_Creek

freija_LH3_16_Canada

freija_LH3_24_Canada_Alberta_Racehorse_Creek
frefja_LH3_29_Canada_Alberta_Whitney_Creek
frefja_LH1_36_USA_Alaska_Seward_peninsula_Teller_road
freijja_LH1_39_USA_Alaska_Galbraith_lake
freija_LH1_42_USA_Alaska_Ugamil_Island
frefja_LH1_43_USA_Alaska_Dalton_Hwy_Chandalar_resting_site
freija_LH3_27_Canada_Mile_Post_354_Highway_2
frefja_LH1_46_USA_ALASKA_Dietrich
freijja_LH1_32_USA_Alaska_Galbraith_Lake_env
freija_LH1_37_USA_Alaska_Seward_peninsula_Teller_road
freija_lcl_KT1334911_cds_AOA827211_1_Division_No_23_Unorganized_Canada
freija_07PROBE-03889_Canada
freija_EZ1200CNC_Fossil_Canyon_Franklin_Range_Canada
frefja_LH1_27_USA_Alaska_Kodiak_lIsland_Ugamil_lsland
freija_LH1_33_USA_ALASKA_Brooks_Range_Dietrich_riv
freija_Icl_HQ1612401_cds_ADWS539031_1_Stone_Mountain_PP_BC_Canada
frejja_lcl_HQ1612321_cds_ADWS538951_1_Stane_Mountain_PP_BC_Canada
freijja_LH1_7_USA_Alaska_Galbraith_Lake

freija_09PROBE-09529_Canada
freija_LH3_2_Canada_Mile_Post_354_Highway_2
natazhati_HQ1612911_Clossiana_natazhati_Stone_Mountain_Provincial_Park
freija_LH3_30_Canada

freija_BIOUGA5162-A03_Canada

frejja_BIOUG73656-C03_K_Town_1_Canada
natazhati_ENT002-002475_Summit_Lake_south_ridge_of_Mt_St_Paul
natazhati_ENT002-002472_Summit_Lake_south_ridge_of_Mt_St_Paul
natazhati_CCDB-24272-H04_Bernard_Harbour_Dolphin_and_Union_Strait
freija_09PROBE-09411_Canada
freija_CSG23468_Rancheria_near_Rancheria_River_side_road_at_br_Canada
freija_RR-BOFR-NUO02_Amethyst_Paint_Bathurst_Inlet_NU_Canada
freija_CSG23469_Rancheria_near_Rancheria_River_side_road_at_br_Canada
freija_09PROBE-09527_Canada
freija_CSG24303_Kusawa_Lake_Jo_Jo_Peak_mountain_to_east_Canada
freijla_CSG22842_C_BC_Prince_Geoarge_east_of_Bobtail_Lake_Canada
natazhati_EZ0260CNC_White_Mts

freija_CNCLEP_81896_Godlin_Lake_Canada

freija_09PROBE-09606_Canada

natazhati_EZ0263CNC_White_Mts

freiia N9PRORBF-09596 Canada
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natazhati_EZ0263CNC_White_Mts
freila_09PROBE-09596_Canada

natazhati_EZ0274CNC_Bernard_Harbour
natazhati_EZ0259CNC_Bernard_Harbour
freija_CNCLEP_81864_Jawbone_Lake_Grassy_meadow_lake_shore_Canada
freija_CSG23755_Mt_Klotz_4_-_7_km_W_herbacious_meadow_Canada
freija_09PROBE-09598_Canada

freija_09PROBE-09410_Canada
natazhati_ENT002-002470_Summit_Lake_south_ridge_of_Mt_St_Paul
natazhati_CCDB-24272-H01_Stone_Mountain_Park_Saint_Paul
freija_CNCLEP_81895_Ski_Club_Memorial_Trail_Norman_Wells_Canada
freija_CSG23267_Whitehorse_Fish_Lake_Road_at_Jackson_Lake_Road_Canada
freila_EZ0256CNC_Mt_St_Paul_Stone_Mt_Park_Canada
natazhati_EZ0258CNC_Bernard_Harbour

freija_09PROBE-09415_Canada

freija_09PROBE-09417_Canada

freija_09PROBE-09632_Finland
frella_CNCLEP_81867_Rabbit_Kettle_Lake_Canada
frelfa_CCDB-24272-G11_5_km_East_of_mouth_of_Little_Shagamu_River_Kenora_Canada
frelja_CNCLEP_81868_Jawbone_Lake_Canada
freija_CNCLEP_81865_Fossil_Canyon_Frankiin_Ridge_Canada
natazhati_ENT002-002471_Summit_Lake_south_ridge_of_Mt_St_Paul
frejja_CSG23470_Rancheria_near_Rancheria_River_side_road_at_br_Canada
frelja_09PROBE-09413_Canada

natazhati_EZ0262CNC_White_Mts

freija_09PROBE-09594_Canada

freija_EZ0239CNC_Nickel_Creek_Canada
freija_CNCLEP_81863_Jawbone_Lake_Alpineé_hummocky_meadow_Canada
frefja_RR-BOFR-NU001_Tinney_Cove_Baturst_Inlet_NU_Canada
frefla_CNCLEP_81866_Jawbone_Lake_Alpine_hummocky_meadow_Canada
frejja_09PROBE-09412_Canada
freija_CSG23268_Whitehorse_Fish_Lake_Road_at_Jackson_Lake_Road_Canada
frefja_BIOUGB9940-F05_Canada
frelja_EZ0264CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland_Canada
natazhati_EZBNAG92-07_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland
natazhati_EZ0266CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland
natazhati_EZ0272CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victaria_lsland
natazhati_EZ0268CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland
natazhati_CCDB-24272-H02_Kaskawulsh_nunatak_sites
frefja_EZ0265CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland_Canada
natazhati EZ0267CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland
natazhati_EZ0269CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victaria_lsland
frefla_EZ0271CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland_Canada
frelja_EZ0270CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland_Canada
freija_CCDB-24272-H03_Ulukhaktok_Victoria_lsland_Canada
freija_lcl_KUB744091_cds_AQZ228071_1_Fairbanks_North_Star_Borough_School_District_
freija_LH1_10_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields
frefia_LH1_17_USA_Alaska_Fairbanks_Creamer_Fields
frella_LH1_16_USA_Alaska_Wood_River_Buttes
frefja_LH1_1_USA_Alaska_Bonanza_Creek_Experimenta_forest
frefja_LH1_2_USA_Alaska_Wood_River_Buttes
freijja_LH1_6_USA_Alaska_Wood_Riv_Buttes

freila_LH3_10_Canada

freffa_LH3_39_Canada

frefja_LH3_33_Canada_Alberta_Wilcox_pass
frefja_LH1_23_USA_Alaska_Fairbanks_Sheep_Creek
freija_LH1_22_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields

frefja_LH3_11_Canada

frefia_LH1_9_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields
frelja_LH1_3_USA_Alaska_Wood_River_Buttes
freija_LH1_18_USA_Alaska_Fairbanks_Creamer_Fields
frejla_LH3_47_Canada_Halfway_Lakes_Mt_Haldane_trail
freila_LH1_19_USA_Alaska_Fairbanks_Creamer_Fields
frelja_LH1_20_USA_Alaska_Fairbanks_Creamer_Fields
frelja_LH1_21_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields
freija_LH1_8_USA_Alaska_Fairbanks_near_Yankovich_road
frejja_LH1_11_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields
freifja_LH1_15_USA_Alaska_Murphy_Dome
frelfa_LH1_14_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields
frelja_LH1_13_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields
freija_LH1_4_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields

natazhati EZ1201CNC_Katherine_Creek_Mackenzie_Mts

frefja_LH3_21_Canada

frefja_EZ0254CNC_Siiver_City_St_Elias_Range__Canada
natazhati_CSG24274_Montana_Mountain_ridge_to_west_of_saddle
natazhati_EZ1203CNC__Katherine_Creek_Mackenzie_Mts
freija_CSG23836_Montana_Mountain_Sugarloaf_Hill_west_access_road_Canada
natazhati_EZ026 1CNC_White_Mts
frelja_CSG23269_Whitehorse_Fish_Lake_Road_at_Jackson_Lake_Road_Canada
natazhati_CSG24275_Montana_Mountaln_ridge_ta_west_of_saddle
natazhati_EZ1202CNC_Dodo_Canyon_Mackenzie_Mtns
freija_EZ0253CNC_Silver_City_St_Elias_Range_Canada
frelia_KWPENta37191_Bonanza_Creek_Exp_Forest_off_mi_33865_Parks_Hwy_USA
freija_EZ0255CNC_Silver_City_St_Elias_Range__Canada
frelja_LH1_5_USA_Alaska_Kenal_peninsul_Sterling_Hwy
freija_LH1_26_USA_Alaska_Alaska_peninsula_King_Salmon
freija_LH1_29_USA_Alaska_Alaska_peninsula_King_Salmaon
freija_LH1_45_USA_ALASKA_Brooks_Range_Dietrich_riv
frelja_LH1_31_USA_Alaska_Alaska_peninsula_King_Saimon
frelja_LH1_34_USA_Alaska_Alaska_peninsula_King_Saiman
frelja_LH3_28_Russia_Polar_Ural_Mountains_Sob_river

Finland

freija_lcl_MWS5014071_cds_QUA034751_1_Alta_Norway
freija_LH3_15_Norsko_Kvikne
frelja_LH3_49_Russia_C_Sakhalin_Tumovsk_distr_Palevo_vill
frefja_LH3_38_Russia_Polar_Ural_Mountains_Sob_River
frefja_LH3_44_Norsko_Kvikne
freija_CSG16846_South_Siberia_SE_Tuva_uUlin-Khan_River_headwaters_Eussia
frefja_lcl_HM3868861_cds_ADJ302211_1_Kiruna_Municipality_Sweden
frelja_MM23877_Saana_Finland

freija_MM04096_Finland

freija_VED198266_N_of_Kattilavaara_bog_Finland

freija_MM04095_Finland
frefja_RVcoll16H102_Paddus_to_Lapporten_path_Sweden
frefja_MMO6344_Utsojii_Finland

freija_MM23876_Alligas_Finland

frejja_MM23879_Finland

freija_NHMO-DAR-11918_Alta_Norway

frefia_RVcoll16H170_Kafjord_Norway

frelja_MM23878_Pikku-Malla_Finiand
frelja_lcl_MW5012111_cds_QUAO32791_1_Priuralsky_District_Yamalo-Nenets_Autonomous
freija_lcl_MW5013601_cds_QUA034281_1_Priuralsky_District_Yamalo-Nenets_Autonomous
freijja_LH3_1_Russia_N_Siberia_Lama_lake
frefja_LH3_51_Russia_C_Sakhalin_Tumovsk_distr_Paleva_vill
frelja_LH3_3_Russia_C_Sakhalin_Palevo_vil
freija_KNO0848_Krasnyi_Kamen_Russia

freila KNOOB47 Krasnvi Kamen Russia
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freija_lcl_MW5001341_cds_QUA022021_1_Priuralsky_District_Yamalo-Nenets_Autonomous

freija_KND0846_Krasnyi_Kamen_Russia

freija_2017nk22_Novaya_Chara_Russia

freija_2017nk26_nr_Susuman_Russia

freija_LH3_13_Russia_N_Siberia_Lama_lake
frefja_LH3_14_Russia_Yakutia_the_valley_of_the_rive_Ogania
frefja_LH3_42_Russia_Yakutia_Suntar_Khaya_rang_the_valley_of_the_river_Ogania
freija_CSG16810_Chukotka_Province_Anadyr_Russia
freifja_CSG16809_Chulkotka_Province_Anadyr_Russia
freija_2015nk18_14_km_NE_ofLorino_Russia
frefja_2015nk17_13_km_NE_ofLorino_Russia
freija_2015nk19_15_km_NE_ofLorino_Russia
freija_lcl_HQ1612731_cds_ADW539361_1_Chara_district_Russia
freija_LH3_25_Russia_NE_Siberia_Susuman_town_suburbs
freija_LLH3_43_Russia_Yakutia_Suntar_Khaya_rang_the_valley_of_the_river_Ogania
freija_LH3_48_Russia_Yakutia_Aldan_distr_Tommot_vil
freija_LH3_9_Russia_Yakutia_the_valley_of_the_rive_Ogania
freija_LLH3_26_Russia_SE_Siberia_Novay_Chara
frefja_LH3_31_Russia_Yakutia_Suntar_Khayat_range_the_valley_of_the_river_Ogania
freija_LH3_8_Russia_Yakutia_the_valley_of_the_river_Lena
freija_2017nk24_Novaya_Chara_Russia

frefja_2017nk28_nr_Susuman_Russia

freija_2017nk23_Novaya_Chara_Russia

freija_2017nk25_nr_Susuman_Russia

freija_2017nk27_nr_Susuman_Russia
freija_LLH3_5_Russia_NE_Siberia_Susuman_town_suburbs
HQ161287.1_Clossiana_dia_NW156-24



