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1 Ú V O D 

1.1 Perleťovec Boloria freija (Thunberg, 1791) 
Perleťovec Boloria freija patří do rodu Boloria, který zahrnuje 46 druhů ve třech podrodech 

(Boloria, Proclossiana a Clossiana) (Tuzov a Bozano 2006). Perleťovec Boloria freija 

(Obrázek 1.) je typickým obyvatelem holarktické krovinaté tundry a lesotundry, ale i 

nej různějších trávníků podél cest a na podmáčených loukách. V jižněji položených oblastech 

je tento druh zastoupen reliktními populacemi, u kterých se předpokládá, že zde byly 

zachovány od poslední doby ledové v nadmořských výškách až 3000 m a na rašeliništích v 

lesní zóně (Scott, 1986; Koršunov, 2002; Lvovskij a Morgun, 2007). Ve vlhkých oblastech 

evropské střední tajgy létají dospělci 3-4 týdny, od poloviny května do konce června. Larvy 

se nalézají na ostružiníku morušce (Rubus chamaemorus) a na brusnici vlochyni (Vaccinium 

uliginosum) od poslední třetiny června. Do poloviny srpna nebo září dosáhnou čtvrtého 

instaru, přestanou se krmit a zahrabou se do vrstvy mechu, ve kterém prezimuj í. Po roztáni 

sněhu larvy dokončí svůj vývoj a zakuklí se, obvykle na začátku května. Stádium kukly trvá 

až dva týdny (Marttila a kol., 1991; Tatarinov a Dolgin, 1999; Eliasson a kol., 2005). 

Boloriafreijaje schopná přežívat nízké teploty i díky genetickým výhodám. Jednou z nich je 

ta, že její hemolymfa nezamŕza, obsahuje totiž specifický protein, který je inhibován 

boronovými kyselinami (Feeney, 1991). Tento protein by mohl mít také antioxidační 

vlastnosti jak naznačuje antioxidační aktivita Borassus flabellifer, tradiční léčivé rostliny 

(Talluri, 2017). 

Ochrana druhu Boloria freija jakožto cirkumpolárního motýla je důležitá vzhledem ke 

globálnímu oteplování a očekávanému nárůstu teplot, jelikož povrchové teploty stoupají v 

oblastech o vysoké zeměpisné šířce rychleji, než kdekoliv j inde (Holland& Bitz, 2003). Podle 

současných predikcí se očekává, že povrchová teplota na Antarktidě se do roku 2100 zvýší 

průměrně o 10 °C (You a kol., 2021). Tyto změny teplot by mohly mít velké dopady na chladu 

přizpůsobené motýli, jelikož by díky ztrátě sněhové pokrývky mohli ztratit své zimoviště 

(Bintanja& Andry, 2017, McCrystall a kol., 2021, Danks, 2004, Thompson a kol., 2021, Zhu 

a kol., 2019). Problém pro chladu přizpůsobené motýli by mohl také nastat se ztrátou tzv 

"chill days" které potřebují k svému vývoji a mohlo by docházet ke zpožděnému výskytu 

těchto druhů (Stálhandske a kol., 2017). 

K překonání těchto podmínek budou ohrožené druhy nuceny k migraci do prostředí s 

příznivějšími podmínkami, nebo setrvání na původním stanovišti a přijetí rizika vysokých 
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populačních ztrát (Corlett & Westcott, 2013; Kellermann & van Heerwaarden, 2019). Na 

základě výzkumu z roku 2024 bylo zjištěno, že perleťovec Boloňa freija v Americe prokázal 

průměrný pokles obsazenosti o 7,5 % na lokalitách středních zeměpisných šířek (Shirey a kol. 

2024). 

Perleť ovec Boloňa freija má značné množství poddruhů, které dokazují dlouhodobou izolaci 

jednotlivých horských skupin motýlů. 

Mezi jednotlivé poddruhy řadíme Boloňa b. pallida (Elwes, 1899) s populacemi rozšířenými 

na Altaji, Mongolském Altaji, Západních Sajanech (částečně), v JZ Tuvě, Jižním Changaje. 

Populace z Jižního Altaje a zřejmě i ze západního makrosvahu Mongolského Altaje se 

vyznačují sytějším načervenalým odstínem barvy pozadí. 

Boloňa f. calais Fruhstorfer 1922 s populacemi ve východních Sajanech, východní Tuvě; v 

západních Sajanech je nutné dodatečné potvrzení výskytu. 

Boloňa f. freija (Thunberg, 1791) s populacemi od severní Evropy po Ochotské moře, 

Magadan a Zabajkalí, ve východní části oblasti žije forma jakutensis s bazálne ztmavenými 

křídly u samic. 

Boloňa f. batchimeg Churkin & Yakovlev, 2024 s populacemi ve středním Mongolsku a v 

okolí Ulánbátaru. 

Boloňa f. antipody Churkin & Yakovlev, 2024 s populacemi ve východním Kazachstánu a na 

Saurském hřbetu (Churkin a kol. 2024). 

Do zpracovávaných dat j sem zahrnulataké perleť ovce Boloňa natazhati (Gibson, 1920), který 

se vyskytuje v Severní Americe. U tohoto konkrétního perleť ovce dosud není známo, zda se 

jedná o druh sesterský, nebo není jen barevnou formou od B. freija. 
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1.2 Holarktická tundra 
Holarktická tundra je biom, který se rozkládá v nej severnějších částech Severní Ameriky, 

Evropy a Asie a vyznačuje se chladným a drsným podnebím. Tato rozsáhlá a odlehlá oblast je 

známá svými krátkými léty, dlouhými zimami a permafrostem - vrstvou trvale zmrzlé půdy, 

která se nachází pod povrchem (Vomáčka a kol. 2017). 

Utváření tohoto regionu do dnešní podoby začalo již v období eocénu. Toto období bylo 

charakterizováno významnými geologickými a klimatickými změnami, které postupně vedly 

mimojiné i k samotné kolizi tří tektonických desek (Eurasijská, Indická a Africká tektonická 

deska). Takové kolize jsou poměrně vzácné a může dojít ke vzniku různých geologických 

útvarů včetně hor, sopek nebo příkopů. V tomto případě došlo ke vzniku Himalájí. Utváření 

tohoto pohoří mělo nemalý vliv na území vznikající Eurasie. Velký dopad měl vznik 

srážkového stínu na velké části území Eurasie a tím umocnění její kontinentality (Ramstein a 

kol. 1997; Ruddiman & Kurzbach 1989). Současně se samotnými pohyby kontinentů 

docházelo ke změně velikosti moří. Původní prehistorické moře Tethys se důsledkem pohybů 

desek začalo zmenšovat a postupně se přeformovávat na dnešní Středozemní moře. 

K ochlazování Země dochází již od období eocénu, nicméně vrcholem je až období 

pleistocénu, které umožnil o v dobách ledových ještě větší pokles teploty, rozšíření ledovce a 

s ním i permafrostu. To vše začalo začalo pohybem dnešního Australského kontinentu, který 

se oddělil od Antarktidy, což vedlo k izolovaní daného územní a jeho dalšímu ochlazování. 

Tyto klimatické změny měly dopad na změnu habitatů a tím i na rozšíření živočišných druhů 

(Zhang a kol. 2000, Hewitt 2000, Maličký 2000, Zachos a kol. 2001, Williams a kol. 1998). 

Holarktická tundra, která j e klíčovým komponentem Arktického biomu prošla během času 

značnými změnami. Aktuálním problémem je úbytek arktických prvků v krajině spojený s 

globálním oteplováním a vlivem člověka. V zájmu zachování krajinných struktur a ochraně 

biotopů je kladen důraz na pochopení a řešení faktorů, které zapříčiňují změny v krajině 

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

1.3 Důvody k využití COI (cytochrom oxidáza 1) 
Část mitochondriálníhogenu COI (cytochrom oxidáza podjednotka I, občas označovaná j ako 

COX1) je již dvě desetiletí používaná j ako univerzální nástroj pro identifikaci organismů, tzv. 

barcoding. Použití COI pro D N A barcoding pro identifikaci jednotlivých druhu j e výhodné 

z mnoha ohledů. Velkou výhodou je univerzální aplikovatelnost a spolehlivost, velká míra 

variability mezi druhy a zároveň nízké náklady pro zpracování vzorků (Hebert et. AI. 2003 
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2 CÍLE P R Á C E 

Cílem této práce j e vypracovat biogeografický model výskytu lučních cirkumpolární ch motýlů 

na základě klimatických požadavků, na příkladu perleť ovce Boloria freija. Posunout model 

do různých časových období (holocén, vrcholný glaciál, poslední interglaciál, různé scénáře 

změny klimatu v budoucnosti) a následně modely verifikovat pomocí genetických patternů 

(mitochondriální DNA). Zároveň zjistit vazby s Boloria natazhati. 
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3 M E T O D I K A 

3.1 Klimatické modely 
Pro tvorbu modelu klimaticky vhodných areálů jsem získala lokality výskytu 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 rozšířilajsem 

j e o souřadnice zaznamenané při sběru motýlů pro mé laboratorní zpracování. Další data j sem 

použila z databáze GBIF (GBIF.org 2024 -DOI10.15468/dl.wr8cmh + 10.15468/dl.qahttm). 

Data jsem využívala od roku 1980 a mladší, jelikož u starších nálezů bývá větší problém s 

přesnými lokalizacemi. K lokalitámjsem dohledávala a zaznamenávala GPS souřadnice. Data 

byla dále zpracována v programu R.0.2 (R Core 2020) v rozhraní RStudio v. 1.3.1073 s 

pomocí balíků dismo, maptools, rJava, raster, rgdal a rgeos. Pro výrobu Modelů rozšíření 

druhu (Species Distribution Modeling - SDM) jsem využila metodu Maximum Entropy 

(MaxEnt, verze 3.4.4, citace Philips a kol. 2024) s výběrem proměnných pomocí j acknife(Paar 

a kol. 1980). Jako klimatické podklady pro tvorbu SDM modelu jsem využívala data z 

CHELSA v. 1.2 (Karger a kol. 2017) v rozlišení 2,5 zeměpisných minut. 

Vytvořený model jsem posléze projektovala do map se současným klimatem i do různých 

výsečí dob minulých, obzvláště různá období holocénu, poslední doby ledové a meziledové, 

protože mě zajímalo, jak se areály výskytu měnily od poslední doby meziledové až do 

současnosti. 

Pro výpočet potenciálního rozšíření během kvartéru j sem využívala data z j edenácti možných 

scénářů(http://www.paleoclim.org/). Jedná se konkrétně o osm scénářů od pozdního holocénu 

(od před přibližně 0,3-4,2 tisíci lety) až po poslední interglaciál (před zhruba 130 tisíci lety) 

(Obrázek 2). Klimatická data jsme použili z databáze PaleoClim (Brown a kol. 2018 

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

Pro predikci rozšíření druhu v závislosti na různém vývoji globálního oteplování pro roky 

2050 a 2070 jsem si zvolila jsem si dva různé scénáře s různou úrovní oteplování - model 

cc4.5 s mírnějším a cc8.5 s výraznějším odhadem oteplování. 

Mapy j sem následně upravovala za využití aplikace ArcGIS Pro 3.2 (Redlands, C. E. S. R. I. 

(2011). ArcGIS Desktop: Release 10.). Pro cirkumpolární pohled j sem využívala North Pole 

Lambert Azimuthal Equal Area souřadnicový systém. 
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Období Zdroj k l imat ických dat 

Svrchní holocén, subboreál až subatlantik (4.2-0.3 ka), vl .0 Fordham et al. (2017) 

Střední holocén. boreál až atlantik (8.326-4.2 ka), v 1.0 Fordham et al. (2017) 

Pleistocén'spodní holocén, dryas/preboreál (11.7-8.326 ka), Fordham et al. (2017) 
vl.O 

Pleistocén, stadiál Mladší Dryas (12.9-11.7 ka), vl.O Fordham et al. (2017) 

Pleistocén, Bolling-Allerod ( 14.7-12.9 ka). vl.O Fordham et al. (2017) 

Pleistocén, Heinrich Stadial 1 (17.0-14.7 ka), vl.O Fordham et al. (2017) 

Pleistocén. poslední glaciálni maximum (ca. 21 ka), v 1.2b CHELSA (Karger et al. 2017) 

Pleistocén. poslední interglaciál (ca. 130 ka), vl.O Otto-Bliesner et al. (2006) 

Pleistocén. MIS 19 (ca. 787 ka), vl.O Brownetal.(2018) 

Pliocén: středně pliocénní oteplení (3.205 Ma), vl.O Hill (2015) 

Pliocén, M2 (ca. 3.3 Ma), vl.O Dolanet al. (2015) 

Obrázek 2: Modelové scénáře výskytu motýlů v minulosti s uvedenými zdroji klimatických 

dat (Vrba a kol. 2023) 

3.2 Laboratorní práce 

3.2.1 Sběr materiálu 

Svou práci začínám výběrem vzorků. Celkem jsem zpracovávala 103 vzorků ze sbírky 

školitele na Entomologickém ústavu. Mnou využívané vzorky byly sbírány a uchovávány od 

roku 1984 do roku 2019. Od části motýlů byly odebrané nožky uchovávané v 96 % ethanolu 

a uskladněny v mrazáku v-20 °C. Další část vzorků byla uskladněna na sucho v 1,5 ml 

mikrozkumavkách. Ze všech těchto vzorků j sem izolovala DNA. 
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3.2.2 Extrakce DNA 

Pro extrakci D N A j sem využívala Genomický D N A Mini Kit od firmy Geneaid. 

Při práci s nožkami uskladněnými v ethanolu jsem je nejprve musela nechat vyschnout na 

savém papíru. Tato část odpadá u nožiček skladovaných na sucho. 

Do 1,5 mlmikrozkumavkyjsemodpipetovala200ul GT pufru. Poté j sem za pomoci pestličky 

drtila nožky na menší části a přidala 25 ul proteinázy K. Směs jsem nechala inkubovat při 

60°C po dobu 30 minut. V následujícím krokuj sem přidávala 200 ul GTB pufru, vzorky jsem 

vortexovalaa opět jsemje nechala inkubovat při 60°C 20 minut. Poté jsem přidala4 ul RNázy 

A a nechala odstát v pokojové teplotě 5 minut. 

Po přidání 200 ul 100 % ethanolu a protřepání navortexujsem směs přepipetovala do kolonek, 

které jsem umístila do sběrných zkumavek a za pomoci centrifugy odstřeďovala odpadní 

tekutinu. Sběrné zkumavky jsem vyhodila a kolonky umístila do čistých sběrných zkumavek. 

Vzorek jsem poté promývala 400 ul W l pufru a opět centrifugovala. Odpadní tekutinu j sem 

vylila. Následnej sem přidala 600 ul vymývacího pufru a opět centrifugovala, odpadní tekutinu 

vylila a centrifugovala znovu, aby byla kolonka suchá. Vysušenou kolonku jsem nasadila do 

1,5 ml mikrozkumavky a na střed sítka kolonky jsem pipetovala 100 ul předehřátého Eluční ho 

Pufru. Následně jsem nechala 5 minut odstát, a poté centrifugovala. Tekutinu 

v mikrozkumavce j sem uchovávala v mrazáku při teplotě -20 °C. 

3.2.3 Polymerázová řetězová reakce (PCR): 

Metoda polymerázové řetězové reakce j e využívána k rychlému množení konkrétního úseku 

DNA. Je založená na principu replikování nukleových kyselin. Pro označení začátků a konců 

požadované části jsou využívané různé primery (Tabulka 1). 

Tabulka 1: Mnou využívané primery 

Název primeru sekvence 

LCO1490 G G T C A A C A A A T C A T A A A G A T A T T G G 

HC02198 T A A A C T T C A G G G T G A C C A A A A A A T C A 

LepFl A T T C A A C C A A T C A T A A A G A T A T T G G 

MLepFl G C T T T C C C A C G A A T A A A T A A T A 

LepRl T A A A C T T C T G G A T G T C C A A A A A A T C A 

MLepR2 GTTCAWCCWGTWCCWGCYCCATTTTC 
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Nejprve jsem zkusila sekvenovat celý sledovaný úsek COI (cytochrom oxidáza 1) v jednom 

kuse, k čemuž j sem užila běžně užívané primery (Tabulka 2a). V případě neúspěchu u vzorků 

s nižší kvalitou jsem byla nucena amplifikaci cílového genu rozdělit.Použila jsem k tomu 

dvoj ice primerů LepF l/MLepR2 a MLepF 1/LepRl (F značí forward a R reverse primer), které 

gen amplifikují ve dvou menších fragmentech (Tabulka 2b). 

Příprava PCR - amplifikace celého úseku COI (cytochrom oxidáza 1) 

Tabulka 2a: Chemikálie pro amplifikaci celého úseku COI 

Název chemikálie Množství (na 1 vzorek) 

H 2 0 v PCR kvalitě 4 Lil 

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

LCO1490_Fw 0,625 Lil 

HC02198_Rev 0,625 ul 

Příprava PCR - rozdělená amplifikace 

Tabulka 2b: Chemikálie pro rozdělenou amplifikaci 

Název chemikálie Množství (na 1 vzorek) 

H 2 0 v PCR kvalitě 4,5 ul 

MyTaq Red Mix, 2x, výrobce Bioline 6,5 ul 

LepFl 0,5 ul 

LepR2 0,5 ul 

3.2.4 Gelová elektroforéza: 
Úspěšnost PCR zjišťuji pomocí gelové elektroforézy, která se zakládá na tom, že molekuly 

DNA, které mají negativní náboj (ten je způsoben převážně fosfátovými skupinami v 

nukleových kyselinách) jsou přitahovány k anodě v elektrickém poli. Díky gelové 

elektroforéze můžu rozlišit molekuly D N A na základě různých rychlostí, s j akými se pohybují 

gelem, což je v nepřímé závislosti na velikosti molekul D N A (menší části doputují dále). 

Elektroforéza se provádí na gelu, nejčastěji vyrobeném z agarózy. Vzorky se vkládají do 

předem připravených jamek, které jsme připravili za pomoci nástroje zvaného hřeben. Pro 

snazší manipulaci se vzorkem je již PCR mix obohacený o nanášecí pufr. Pro vizualizaci DNA 

je do gelu přidáno barvivo GelRed(Biotium). K odhadu velikosti pozorovaných fragmentů 

8 



D N A se používá speciální velikostní marker (žebřík), který se aplikuje do jedné z bočních 

jamek v každé řadě, a obsahuje fragmenty s přesně definovanými velikostmi. 

3.2.5 Příprava gelu: 
Připravovala jsem 1,5 % agarózový gel z 1,5 gramu agarózy na 100mi TAE (Tris-acetate-

EDTA) pufru. Gel jsem zahřívala v mikrovlnné troubě, dokud nebyl zcela čirý a rosolovitý. 

Následně j sem po mírném zchladnutí přidala 1 ul barviva GEL-RED a směs j sem promíchala. 

Směs jsem nalila do připravené formy a ujistila se, že neobsahuje žádné vzduchové bubliny, 

které by zkreslovaly výsledky. Následnej sem umí stila hřebeny. Po ztuhnutí gelu (přibližně 20 

minut) jsem hřebeny vyndala. Do jamek připravených hřebenem jsme napipetovala 2 ul 

vzorků a elektroforézujsem pustilapo dobu 30 min na 100 voltů. Gel jsem zobrazila pomocí 

transiluminátoru pod U V světlem, abych byla schopná vyhodnotit úspěšnost PCR 

(Obrázek 3). 

* I I 
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Obrázek 3: Gel pod U V světlem 

3.2.6 Přečištění PCR produktů 

Před odesláním vzorků na sekvenování je potřeba odstranit drobné fragmenty DNA. 

Využívám k tomu enzymy FastAP a Exo I od výrobce Biogen. Pipetuji 135 ul FastAP a 85 ul 

Exo I do 1,5 ml mikrozkumavky, kterou vortexuji a následně centrifiguji. Do každého vzorku 

přidám 2 ul směsi a opět centrifuguji. Následně se vzorky zahřívají v cykleru při 37 °C po 

dobu 40 minut. 
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Přečištění (purifikaci) PCR produktu za účelem odstranění zbývajících primerů a 

nezačleněných nukleotidů (dNTP) jsem provedla s využitím komerčně dostupného čisticího 

kitu. Tento krok je zásadní, jelikož pro další sekvenaci bude využit j en j eden primer, a proto 

je nutné přesně vyvážit koncentraci dNTP ve vztahu k ostatním komponentám. 

Vzorky, které byly po provedeni PCR vyhodnoceny j ako dostatečně kvalitní, byly následně 

odeslány do firmy Macrogen do Nizozemí, kde firma provádí Sangerovo sekvenování. Data 

byla následně zaslána zpět v elektronické podobě pro další zpracování. 

3.3 Sangerovo sekvenování (Kapilární elektroforéza) 
Sangerovo sekvenování je metoda využívána k odečítání sekvencí vzorků. Principem je 

příprava reakční směsi, která obsahuje templátovou DNA, DNA-polymerázu, dNTPs 

(deoxyribonukleotidtrifosfáty) - dATP, dGTP, dCTP, dTTP, sekvenační primery a 

fluorescenčně označené ddNTPs (dideoxyribonukleotidfosfáty). Spolu s dalšími přísadami je 

tato směs nazývána Mastermix. 

TemplátováDNA je replikována a nukleotidy dNTPs a ddNTPs jsou začleňovány do řetězce 

nově vznikající DNA. Vlastností ddNTPs je ukončování reakce, čímž vznikají různě dlouhé 

segmenty replikované DNA. Tyto segmenty jsou následně seřazeny podle délky tak, aby 

koncové nukleotidy vytvořily řadu, která je následně strojově odečítána (Obrázek 4) 

(Kapustová a kol. 2021). 

10 



C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C A T A A A 
GGAGGGTGT GGAGGGGGAC T T G G A C T T T G T A T TT 

C C T C C C A C A C C T > > > 
GGAGGGT GT GGAGGGGGAC T T GGAC T T T G T A T T T 

C C T C C C A C A C C T C 
C C T C C C A C A C C T C C 
CCTCCCACKCC7CCC 
C C T C C C A 3 A C C T C C C C 
C C T C C C A C A C C T C C C C C 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C A T 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C A T A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C A T A A 
C C T C C C A C A C C T C C C C C T G A A C C T G A A A C A T A A A 

[[[[CIf-iiCCTÍiiiCiTiii 

Obrázek 4: Seřazení fragmentu replikované DNA: A: Sekvenovaný fragment DNA, B: 

Připojení primem a směr syntézy nového vlákna, C: Produkty reakce, barevně zvýrazněné 

dideoxynukleotidy, D: Chromatogram reakčních produktů (Enzo 2005) 

3.4 Zpracování dat 
Sekvence získané vMacrogenu jsem následně zkontrolovala v programu Geneious Prime 

2023.1.2., kde jsem nekvalitní začátky a konce sekvencí ořezala (Obr.4) a zároveň jsem 

spojovala sekvence, které byly za účelem osekvenování rozděleny na poloviny. V případě 

nejasnosti, o který nukleotid se jedná, jsem pro danou část použila degenerované kódy na 

základě tabulky IUPAC (Tabulka 3). 
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Tabulka 3: Tabulka kódu IUPAC 

Symbol Nukleotidová báze 

A Adenin 

C Cytosin 

G Guanin 

T Thymin 

N A nebo C nebo G nebo T 

M A nebo C 

R A nebo G 

W A nebo T 

S C nebo G 

Y C nebo T 

K G nebo T 

V Není T 

H Není G 

D Není C 

B Není A 

Jednotlivé sekvence jsem zalignovala v programu Geneious Prime 2023.1.2, (Obrázek 5) 

následné drobnější úpravy jsem vytvářela pomocí programu BioEdit (Hall, T.A.,1999) 

s pomoci algoritmu ClustalW (Thompson a kol. 1994). 

Mnou získané sekvence jsem doplnila o sekvence získané z databáze Genbank (Clark a kol. 

2015) a BOLD a tento kompletní alignment jsem použila na další analýzy, tedy pro výpočet 

klastrů podle BAPS, haplotypové sítě a fylogenetického stromu. 
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Obrázek 5: Odstraňované části sekvence zobrazené v programu Geneious Prime 2023.1.2 

(nukleotidy k odstranění j sou podbarveny tmavě modrou) 

3.5 BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) 
Analýza BAPS označuje metodu shlukování genotypových dat založenou na statistickém 

modelu struktury populace, která je srovnávána s modely vytvořenými jinými metodami 

(Corander a kol. 2008). 

Clustery se vytvářejí na základě statistického modelu populační struktury, přičemž jedinci 

pocházejí z jedné populace anebo nesou alely z více populací. Pravděpodobnost údajů při 

různých hypotézách se vypočítá pomocí multinomického-Dirichletova rozdělení (Tonkin a 

kol. 2019). 

Vzorky jsem pomocí BAPS analýzy rozdělila do clustrů, přičemž jsem postupovala dle 

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

3.6 Fylogenetická analýza 

3.6.1 Haplotypové sítě 

Alignované sekvence z našich vzorků i z Genbanku jsem použila pro konstrukci 

haplotypových sítí. Ty byly vytvořeny použitím programu PopArt (Leigh a kol. 2015), 

spoj ovací limit byl nastaven standardně na hodnotu 95 %. Dále byly sítě upraveny v programu 

Adobe Ilustrátor a Adobe Photoshop CS2. 

3.6.2 Fylogenetické stromy 

Pro výpočet fylogenetického stromuj sem použila několik sekvencí příbuzných druhů Boloňa 

dia a Boloňa euphrosyne jako tzv. outgroups. Fylogenetický strom jsem vypočítala metodou 

MaximumLikelihood v programu IQtree (Nguyen a kol., 2015) za použití ultrafastbootstrap 

(Minh a kol., 2013) s 1000 kroky. Pro kalibraci času divergence j sem použila dvě sekundární 

kalibrace z Chazot a kol. (2019). Pro kalibraci fylogenetického stromu jsem jako outgroup 

použila dva uzly. Prvním z nich bylo oddělení Boloria dia (9,14 mil. let) a jako druhý uzel 
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jsem použila oddělení B. euphrosyne (5,95 mil. let). Ostatní hodnoty jsem ponechala ve 

výchozím nastavení. Použila jsem substituční model HKY+r+I. Molekulární hodiny byly 

nastaveny jako log-normal relaxed clock a jako speciační model jsem použila koalescentní 

konstantní. Pro výpočet jsem použila Bayesovskou analýzu v programu BEAST v. 1.10.4. 

(Drummond a kol., 2012). Analýzy proběhly v pěti bězích po 200 000 000 generací a 

samplingu 5 000 generací. Hodnoty jsem kontrolovala v programu Tracer v. 1.6, všechny 

hodnoty ESS byly větší než 500 (Obrázek 6). Prvních 10 % výpočtu jsem použila j ako tzv. 

burnin a pomocí TreeAnnotator v l . 10.4j sem zkonstruovala Maximum Clade Credibility Tree. 
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Obrázek 6: Odhad parametru při bayesovské analýze při časové kalibraci períeťovce 5oloria 

freija v programu BEAST a jejich hodnoty (zobrazeno v programu Tracer) 
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4 V Ý S L E D K Y 

Po vyřazení příliš krátkych, nebo chybových sekvencí jsem měla celkem k dispozici 245 

vzorků, z nich 174 pro americkou část areálu a 71 pro euroasij skou část areálu. Z tohoto počtu 

85 vzorků pocházelo ze sbírky školitele. Ostatní vzorky pocházely z databáze NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a z databáze GBIF (GBIF.org 2024 - DOI10.15468/dl.wr8cmh 

+ 10.15468/dl.qahttm). Prostorové rozložení jednotlivých vzorků je vidět na přiložené mapě 

(Obrázek 7). 

4.1 BAPS 
Vzorky byly v programu rozděleny do čtyř clusterů na základě genetické podobnosti. 

V Eurasii se nachází dva z nich a v Severní Americe další dva, z nich jeden zahrnuje i vzorky 

určené jako Boloňa nathazati. Prostorové rozložení jednotlivých skupin j e vidět v přiložené 

mapě (Obrázek 8). Haplotypovou síť vytvořenou na základě analýzy BAPS můžeme vidět na 

Obrázku 9. 

Obrázek 7: Rozložení vzorků Boloňa freija (kolečko) a Boloňa natazhati (trojúhelník) v 

mapě (vytvořeno pomocí aplikace ArcGIS Pro 3.2) 
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Obrázek 8: Barevně rozlišené vzorky rozdělené do čtyř clusterů na základě BAPS analýzy 
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4.2 Klimatické modely 
Ze zpracovávaných dat j sem vytvořila mapu aktuálního rozmístění perleť ovce Boloňa freija, 

ve které jsou kroužky znázorněné jednotlivé zaznamenané lokality výskytu (Obrázek 7). 

Celkem jsem měla k dispozici 7835 distribučních dat, po odstranění duplikátů a míst příliš 

blízko sebe j sem jich využila 373 dat rovnoměrně rozmístěných po areálu. Pro výrobu modelu 

se jako nejvhodnějšíjevila škál ovací konstanta R M = 3 (Příloha 2) a funkce FC = H (Příloha 

3). Vlastní model měl A U C = 0,927 (SD = 0,010) (Obrázek 10) a byly využity čtyři proměnné 

B i o l - průměrná roční teplota, Bio 3 - izotermalita, Bio5 - nej vyšší teplota nej vlhčí ho měsíce 

a Bio 10 - průměrná teplota nejteplej šího čtvrtletí (Obrázek 11a Obrázek 12). Práh (Maximum 

test sensitivity plus specifity threshold) = 0.245. 

Na základě aktuálního výskytu byl následně klimatický model vhodných podmínek výskytu 

motýla promítnut do minulosti, a to s přihlédnutím na klimatické podmínky v jednotlivých 

obdobích (Obrázek 13 Až Obrázek 15). 
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Jackknife of regularized training gain for species 
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Obrázek 11: Graf příspěvku mnou zvolených proměnných. Modře příspěvek samotné 

proměnné, tyrkysové příspěvek ostatních proměnných v modelu. 
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Obrázek 12: Hodnoty bioklimových proměnných použitých pro výpočet SDM 
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Současný klimatický model s vrstvou ledovce 

Obrázek 13: Mapa aktuálních vhodných klimatických podmínek pro výskyt druhu Boloňa 

freija 

Obrázek 14: Potenciální rozšíření B. freija v období posledního glaciálu s vrstvou 

ledovcového pokryvu 
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Obrázek 15: Potenciální rozšíření B. freija v období posledního interglaciálu (130 ky) 

Následně jsem vytvořila mapové výstupy pro dva možné scénáře globálního oteplování a 

jejich vlivy na změnu plochy budoucího habitatu (Obrázek 16) až (Obrázek 19). 



Obrázek 17: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2050 při závažněj ším průběhu globálního 

oteplování 

Obrázek 18: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2070 při mírnějším průběhu globálního 

oteplování 
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Obrázek 19: Potenciální rozšíření B. freija pro rok 2070 při závažnej ším průběhu globálního 

oteplování 

Podrobnější časové rozlišení map viz Příloha 1. 

Z predikčních klimatických modelů vidíme, že B. freija jako druh nebude globálním 

oteplováním výrazně ohrožena, j elikož se pro ni klimaticky vhodné podmínky pouze přesunou 

více k severu. Nicméně populace izolovaná na Altaji by v budoucnu mohla ztratit svoje 

biotopy. 

4.3 Haplotypové sítě 
Haplotypová síť, doplněná o cirkumpolární mapu dokumentuje fylogeografické vztahy 

populací druhu B. freija (Obrázek 20) a (Obrázek 21). Síť byla zkonstruována na základě 245 

sekvencí genu pro COI. 

Pro perleť ovce Boloňa freija bylo nalezeno 9 haplotypů. Velikost jednotlivých kruhů v síti 

znázorňuj e počet jedinců daného haplotypů. Síť je rozdělena do 4 skupin, které j sou barevně 

odlišené a shodují se s barevným rozlišením v mapě a ve fylogenetickém stromu. 
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V oblasti Severní Ameriky můžeme najít tři haplotypy, kteréj sou blízce příbuzné. V oblastech 

Norska Švédska a Finska se nachází totožný haplotyp. Na území Ruska se nachází čtyři 

haplotypy. Z haplotypové sítě dokážeme vyčíst, že populace v oblasti Altaje a Sajanů jsou 

odlišné od ostatních Euroasijských populací. 

Obrázek 20: Barevné rozlišení vzorků na základě geografické polohy 

tr?^i_iľLÍ:!:';;_""L::?-::iŕ_":;;\_l:^?_F].-3^.ar la.-al-:í-_?.;ai_;anjii; 
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Obrázek 21: Haplotypová síť barevně rozlišená na základě geografické polohy vzorků 
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4.4 Fylogenetické stromy a kalibrace času 
Získaný fylogenetický strom jsem vypočítala metodou Maximum Likelihood v programu 

IQtree (Nguyen a kol., 2015) a využila jsem ultrafast bootstrap (Minh a kol., 2013) s 1000 

kroky. Následně jsem strom kalibrovalaBayesovskou analýzou v programu BEAST v. 1.8.4. 

(Drummond a kol., 2012). 

Na kladogramu jsou znázorněny vztahy mezi jednotlivými vzorky perleť ovce B. freija -

celkem 225 vzorků a zároveň vztahy s B. natazhati - 28 vzorků (Příloha4). Z fylogenetického 

stromu vidíme přítomnost stejných skupin, jaké jsme mohli pozorovat při rozdělení v 

haplotypové síti. Pro lepší přehlednost j sou j ednotlivé geografické oblasti vyznačené stejnými 

barvami, j aké byly použity pro haplotypovou síť (Příloha 5). B. natazhati jeve fylogenetickém 

stromě barevně odlišena. 

B. freija j e monofyl etickým druhem. Hlavní štěpení druhu naj ednotlivé populace probíhalo 

mezi před 1 až 4 miliony let. Z mnou vybraných outgroups j e B. freija nejblíže B. euphrosyne. 

V kladogramu vidíme, že B. freijaje druhem pocházejícím z Asie (Sibiř). Následně došlo k 

jedné vlně invaze do Ameriky, a to asi před 1,3 miliony let. Evropské vzorky tvoří jednu větev, 

která byla oddělena asi před 0,8 miliony let. Asij ské vzorky tvoří tři větve. Na fylogenetickém 

stromu vidíme oddělenost vzorků z Altaje. 

Vzorky B. natazhati můžeme nalézt rovnoměrně vmíchané mezi vzorky B. freija nacházející 

se v Severní Americe. Tím můžeme vyloučit, že by se j ednalo o odlišný druh, j elikož netvoří 

samostatnou větev. 
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5 D I S K U Z E 

Cí 1 em této práce byl o vypracování bi ogeografi ckého modelu výskytu luční ch cirkumpol árních 

motýlů na základě klimatických požadavků na příkladu perleť ovce Boloňa freija a následně 

tento model promítnout do různých časových období. Následně jsem modely verifikovala 

pomocí genetických patternů (mitochondriální DNA). Cílila j sem také na zjištění vazeb mezi 

petleťovcem Boloňa freija a B. natazhati. Jako v řadě dalších studií, které se zabývají 

podobnými tématy jsem ve svých analýzách využila fylogenetické, fylogeografické a 

populačně genetické přístupy (Besold a kol. 2008, 2015; Kodandaramaiah a kol. 2011, 2012; 

Theissinger a kol. 2011, 2013; Wahlberg & Saccheri 2007). 

5.1 Fytogeografická historie perleťovce Boloria freija 
Pro perleťovce Boloria freija byly nalezeny čtyři geograficky oddělené haplotypové skupiny. 

Nej větší genetická diverzita pro tento druh byla zjištěna v palearktické oblasti, což odpovídá 

zjištěním Jany Marešové (2019) pro druhy Boloria eunomia a Boloria selené. 

Z klimatických map jsem zjistila, že jižněji položené populace (například populace 

nacházející se na Altaji) perleťovce B. freija byly izolované od severněji položených, a to v 

období glaciálů a interglaciálů. Podobný případ izolace v této oblasti můžeme vidět i u 

klimatických map zpracovaných pro druhy B. eunomia, B. selené i B. chariclea (Marešová a 

kol. 2019, 2021). Klimaticky vhodný areál pro výskyt perleťovce B. freija byl v období 

posledního glaciálního maxima (přibližně před 22 000 let). Obdobné výsledky můžeme 

pozorovat ve studiích pro Oeneis jutta anebo již zmiňovaná B. eunomia a Agriades optilete. 

Naopak pro B. selené vidíme propad v ploše klimaticky vhodného areálu a snížení j eho kvalty 

(Marešová 2019, Marešová 2021). 

V Bayesovské analýze se na bázi nachází vzorky ze Sibiře, což značí, že centrem vzniku 

B. freijaje Asie. Toto tvrzení také potvrzuj í studie Simonsena a kol. (2010), které uvádí střední 

Asii jako centrum vzniku pro celý druh Boloria. I pro toto zjištění existuj e výjimka, kterou j e 

Boloria chariclea, která do Eurasie expandovala ze svého centra vzniku ze Severní Ameriky 

(Marešová a kol. 2020). 

Stejně tak jako některé další druhy (např. Parnassius apollo a další), B. freija 

expandovala z Asie dále do Severní Ameriky a Evropy (Kodandaramaiah a kol. 2010; Todisco 

a kol. 2010; Ugelvig a kol. 2011 b; Wahlberg & Rubinoff 2011, Marešová a kol. 2019, 

Simonsen a kol. 2010). Boloria freija kolonizovala Ameriku přibližně před 1,3 miliony let, 
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což je o poznání později než jiné druhy bolorií. Boloňa selené kolonizovala Severní ameriku 

již před 2,5 miliony let, a to skrz druhý Beringův pevninský most (Marešová a kol. 2019). 

Z mnou vytvořeného fylogenetického stromu vyplynulo, že perleťovec B. natazhati je ve 

vztahu k B. freija parafyletický. Různé populace sedají do různých větví s dalšími americkými 

vzorky. Tudíž j sou totožným druhem lišícím se pouze fenotypem. To vyvrací starší spekulace.. 

Simonsen (2010) uvádí, že se nej spíše jedná o sesterské skupiny, nicméně ani toto tvrzení není 

zcela jisté. V průběhu let se o postavení těchto dvou druhů vedly debaty. Boloňa natazhati 

byla původně považována za poddruh Boloňa freija (Passos 1964), následně byla ovšem 

vyhodnocena plnohodnotným druhem (Troubridge& Wood, 1990; Shepardakol. 1998). V té 

době to však vzhledem k téměř zanedbatelným molekulárním rozdílům mezi těmito druhy a 

malému množství exemplářů nebylo možné tento problém bez dalších studií s naprostou 

jistotou vyřešit (Simonsen a kol. 2010). 
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6 Z Á V Ě R 

Cílem této práce bylo vytvoření klimatického modelu pro perleť ovce Boloriafreija. Z 

výsledků vytvořených klimatických map a jejich predikcí bylo zjištěno, že ačkoliv je 

perleťovec Boloriafreija zařazen do skupiny motýlů ohrožených globálním oteplováním, 

tento konkrétní druh jako celek nebude klimatickými podmínkami ohrožen, nicméně jižněji 

položené populace ohroženy budou. Klimaticky vhodný habitat se stáhne na sever, ovšem 

nevymizí. Ohroženou skupinou by samozřejmě také mohla být reliktní populace Boloňa 

freija nacházející se na Altaji. 

Ze získaných sekvencí byly vytvořeny fylogenetické stromy metodou maximální 

věrohodnosti a Bayesovské inference. Na základě mitochondriální D N A (tzv. barcoding) z 

245 vzorků jsme také potvrdili že Boloňa freija je motýlem s původem v Asii s následným 

rozšířením do Evropy a Severní Ameriky. 

Z fylogenetického stromu a haplotypových sítí jsme dále byli schopni zjistit, že 

perleť ovec Boloriafreija a Boloňa natazhati nej sou dva odlišné druhy, nýbrž se j edná pouze 

o fenotypovou odlišnost jednoho a téhož druhu. 
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8 P Ř Í L O H Y 

Příloha 1 Modely klimatického vývoje v různých časových obdobích (označeno v každé mapě 

samostatně) 

2 ky 

34 



1 0 k y 
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Poslední interglaciál 130 ky 
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Příloha 2 Tabulka výpočtů vhodné škál ovací konstanty k tvorbě klimatických map 
' " 1 fc a netra i n AlCc delta,AlCc w.AIC ncoef 
0.5 LQ HPT 0.971493469433364 12577.856122773 1065.34341250796 4.43371376810554e-232 219 

1 LQ HPT 0.957793171994533 11730.1343404923 267.627130227755 7.41703276253991e-59 106 
01.V LQ HPT 0.952176750316679 11597.9035353391 35.4003251240411 2.75532293435303e-19 74 

2 LQ HPT 0.943659503766001 11531.4716331036 13.9639273435916 7.35B02S21733663e-05 67 
02.V LQ HPT 0.94512235912739 11521.9554345445 9.44772427947464 0.0035739075633935 54 

3 LQ HPT 0.942185354056514 11512.507710265 0 0.965441710212433 40 
03.V LQ HPT 0.940940903200343 11519.7439613232 7.2362515631994 0.0259056203165323 34 

4 LQ HPT 0.939646045933405 11536.7305212324 24.2723109673499 5.175497773B5141e-06 31 
04.V LQ HPT 0.933623902022736 11550.2599043932 37.7521941231575 6.12267573333713e-09 26 

5 LQ HPT 0.937910644376392 11577.4321605452 64.9744502301536 7.51109332374693e-15 31 
05.V LQ HPT 0.937036520616494 11573.3706994718 65.3629392067911 4.31631171316725e-15 25 

6 LQ HPT 0.936354603197761 11587.514144657 75.0064343920003 4.98064715461091e-17 23 
06.V LQ HPT 0.935459532121326 11615.4333260515 102.97611573643 4.20431246373236e-23 24 

7 LQ HPT 0.934464158039521 11622.0390227057 109.58131244069 1.54634358817134e-24 21 
07.V LQ HPT 0.933291150410305 11652.4136003329 139.90539061792 4.02293040525339e-31 19 

S LQ HPT 0.933093896071005 11653.9903042695 141.483094004529 l.B2B36354480244e-31 13 
OB.V LQ HPT 0.932502679462517 11673.679700073 161.171939303021 9.69779341473607 e-36 17 

9 LQ HPT 0.932133769794077 11680.5166370336 168.003976773623 3.17716335231366e-37 16 
09.V LQ HPT 0.931746173552674 11636.451433573 173.943773307972 1.63423503301435e-33 15 

10 LQ HPT 0.931339367226109 11695.0703066245 182.562596359472 2.19665552651878e-40 14 
10.V LQ HPT 0.931075130950304 11702.4436394136 139.940979143533 5.43992601921355e-42 13 

11 LQ HPT 0.930743700429943 11707.9514231237 195.443712358641 3.50479345903035e-43 12 
l l .V LQ HPT 0.93043173210007 11715.6447809512 203.137070636207 7.4B292397331296e-45 13 

12 LQ HPT 0.930062135117037 11720.3912211667 207.883510901684 6.97260761936352e-46 12 
12.V LQ HPT 0.929634013764344 11725.7255663935 213.217356628457 4.84235660398164 e-47 12 

13 LQ HPT 0.929375296593674 11734.1333946292 221.625634364182 7.23302846314156e-49 13 
13.V LQ HPT 0.929042305557764 11737.3229532709 224.315243005927 1.4679670760243e-49 12 

14 LQ HPT 0.923525354422609 11733.972521339 226.464311124022 6.43453473455232e-50 11 
14.V LQ HPT 0.923116365353798 11745.7094616076 233.20175134253 2.21620111321134e-51 10 

15 LQ HPT 0.927744533227111 11748.1510313196 235.643321054627 6.53776103062623e-52 9 
15.V LQ HPT 0.927343931725633 11753.3297533409 240.322043075357 4.9077536350B32e-53 10 

16 LQ HPT 0.926993409124625 11757.4130313326 244.905371567576 6.3703932431693e-54 9 
16.V LQ HPT 0.926637231510752 11765.7921736305 253.234463415434 9.6533943791921Se-56 11 

17 LQ HPT 0.926245131630263 11762.5693094321 250.061599167051 4.33659509100654e-55 10 
17.V LQ HPT 0.925797397936533 11772.362203153 259.354497383016 3.61442146360339e-57 11 

13 LQ HPT 0.92533977379647 11776.6417169401 264.134006675034 4.25353647920959e-5B 11 
13.V LQ HPT 0.924391721347339 11730.0333377121 267.525677447065 7.80303071530159e-59 11 

19 LQ HPT 0.924337930935023 11733.201256263 270.693545997976 1.60091915434946e-59 11 

Příloha 3 Tabulka výpočtů vhodné funkce k tvorbě klimatických map 
rm fc AlCc delta.AlCc w.AIC ncoef 

3 L 12594,38 1130,13 3.93610573817844e-246 6 
3 LQ 11561,23 96.98 8.73087297371105e-22 10 
3 H 11464,25 0.00 0.999999999698994 29 
3 LQ H 11508,33 44.08 2.67838219774453e-10 27 
3 LQHP 11533,71 69,46 B.27375853467761e-16 36 
3 LQ HPT 11512,51 43.26 3.31672159149166e-ll 40 
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Příloha 4: Přehled studovaného materiálu s označením vzorku, uvedením druhu, lokality a 

souřadnic 
Kód vzorku Druh Latitude Longituda Kon kretni lofcafta Zeme 
lc _FJ6633661 _cds_ACP296291 _1 freija 50,300000 37,300000 Altai Russia 

Ic JM6633671 _cds_ACP296301 _1 freija 50.300000 37,600000 Altai Russia 
lc _FJ66336S1 _cd s_ACP296311 _1 freija 50.300000 87,300000 Altai Russia 
lc _H M3756651_cd s_ADJ 0 33111 _1 freija 53,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
lc _H M3756661_cds_A&J 033121 _1 freija 53.660000 -94.170000 Manitoba Canada 
lc _H M3756671 _ods_ADU 083131 _1 freija 53,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
lc _H M3756631 _cd s_ADJ 0 33141 _1 freija 53,660000 -94.170000 Manitoba Canada 
lc _H M 37E6701 _cd s_ADJ 0 33161 _1 freija 53,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
lc _H M 37E6711 _cd s_ADJ 0 33171 _1 freija 53,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
lc _H M 37E6721 _cd s_ADJ 0 331S1 _1 freija 53,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
lc _H M 37E 7731 _cd s_ADJ 0 34191 _1 freija 53,632000 -93.736000 Manitoba Canada 
lc _HM 3757781_cd s_ADJ 0 34241 _1 freija 53,632000 -93.736000 Manitoba Canada 
lc _H M 37E7301_cd s_ADJ 0 34261 _1 freija 53.632000 -93.736000 Manitoba Canada 
lc _H M 37ES101 _cd s_ADJ 0 S4E-61 _1 freija 53,620000 -93,330000 Manitoba Canada 
lc _H M 3S6SSE1 _cd s_ADJ 302201 _1 freija 63,997000 20,744000 Kiru n a_Mu n icipa Irty Sweden 
lc _H M 3S6SS61 _cd s_ADJ 302211 _1 freija 63,997000 20.744000 Kiruna_Municipality Sweden 
lc _HMi?C2iC1_cds_ADM2Cci21_1 freija 53,620000 -93.330000 Manitoba Canada 
lc _H M 4302411_cds_ADM206431_1 freija 53,620000 -93.330000 Manitoba Canada 
lc _H M 4302421 _cd s_ADM206441 _1 freija 53,620000 -93.330000 Manitoba Canada 
lc _H M4302441_cd s_ADM206461 _1 freija 53,620000 -93.S30000 Manitoba Canada 
lc _H M4302431_cd s_ADM206E01 _1 freija 53,620000 -93.330000 Manitoba Canada 
lc _H M 4302E11 _cd s_ADM206531 _1 freija 53,620000 -93.330000 Manitoba Canada 
lc _H M4302761_cds_ADM2067S1 _1 freija 53.632000 -93.736000 Manitoba Canada 
lc _HMS711211_cds_ADR131431 _1 freija 65,332000 26,342000 Ranua Finland 
lc _H M 37321E-1 _cd s_ADPE 70 531 _1 freija 69,391000 27,076000 Utsjoki Finland 
lc _H Q1612241_cds_ADW53S371 _1 freija 50,941910 -114,306334 Moose_Mountain US-
lc _H Q1612321_cds_ADW533951 _1 freija 53,644931 -124,713593 Stone_M ounta in Canada 
lc _H Q1612391 _cd s_ADW539021 _1 freija 53,644931 -124,713593 Stone_M (junta in Canada 
lc _H Q1612401 _cd s_ADW539031 _1 freija 53,644931 -124,713593 Stone_M ounta in Canada 
lc _H Q1612731_cds_ADW539361 _1 freija E6,300739 116,231962 Chara_district Russia 
lc _H Q1612741_cds_ADW539371 _1 freija E0.2&49S9 Altai Russia 
lc _KT1334911_cds_A0AS27211_1 freija 53.632000 -93.733000 Manitoba Canada 
lc KT1346471 cds A0AB33771 1 freija 53,769000 -93.929000 Manitoba Canada 
lc _KU 37440 31 _cds_AQZ22S061_1 freija 63.439000 -149.203000 Alaska USA 
lc _KUS744091_cd5_AQZ22S071_1 freija 64,704000 143.300000 Alaska US-
lc _H W50 0 0771 _cd s_QU A021451 _1 freija 69,045611 20,355369 Enontekio Finland 
lc _M W5001341 _cd s_QU A022021 _1 freija 66.900000 65,666694 Enontekio Finland 
lc _MWE012111_cds_QUA0327&1_1 freija 66,900000 65,666694 Enontekio Finland 
lc _M WE013601 _cd s_QU AO 34231 _1 freija 66.900000 65,666694 Enontekio Finland 
lc _M WE 0140 71 _cd s_QU AO 347E1 _1 freija 69,941611 23,035339 Alta Norway 
lc _M WE017521 _cd s_QU AO 3S201 _1 freija 65,927111 26,451000 Ranua Finland 
lc _M W50226S1 _cds_QU A043361 _1 freija 69,045611 20,355339 Enonteki Finland 
lc _M W5032B11 _cd s_QU A0 53491 _1 freija 69,372306 27,130111 Lapland Finland 
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Kód vzorku Druh Latituda Longltuda Konkrétni lokalita Zem é 
LH1_10 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1J1 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_12 freija 65,490675 -145,402703 Fairbanks USA 
LH1 13 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_14 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1J5 freija 64,953783 -148,363217 Fairbanks USA 
UH1_16 freija 64,461560 -148,119830 Fairbanks USA 
LH1J7 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_18 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_19 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
UH1_1 freija 64,703966 -148,301193 Fairbanks USA 
LH1_20 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1 21 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_22 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_23 freija 64,889038 -1i7.S23S75 Fairbanks USA 
LH1_25 freija 58,697833 -1Ec.cE?S?; Chandalar resting site USA 
LH1_26 freija 53,716167 -156,626333 King Salmon USA 
LH1_27 freija 57,906583 -153,471825 Ugamik Island USA 
LH1_28 freija 58,697833 -156,653833 Chandalar resting site USA 
LH1_29 freija 58,736333 -156,654333 King Salmon USA 
LH1_2 freija 64,457450 -148,114540 Wood River Buttes USA 
LH1_30 freija 69,372937 -148,700792 Sag won Bluffs USA 
LH1_31 freija 58,701000 -156,656833 King Salmon USA 
LH1 32 freija 58,697833 -156,653333 Galbraith Lake env. USA 
LH1_33 freija 68,031550 -149,667317 Chandalar shelf env. USA 
LH1_34 freija 58,707167 -156,646667 King Salmon USA 
LH1_36 freija 64,S52E€0 -165,933370 Seward peninsula USA 
LH1_37 freija 64,935480 -166,211260 Seward peninsula USA 
LH1_38 freija 69,372937 -148,700792 Sagwon Bluffs USA 
LH1_39 freija 58,697833 -156,653833 Galbraith lake USA 
LH1_3 freija 64,461190 -148,118430 Wood River Buttes USA 
LH1_40 freija 58,697833 -156,653833 Chandalar shelf env. USA 
LH1 42 freija 57,906583 -153,471825 Ugamik Island USA 
LH1_43 freija 58,697833 -1Ec.cE33?3 Chandalar resting site USA 
LH1_45 freija 68,031550 -149,667317 Chandalar shelf env. USA 
LH1_46 freija 68,031550 -149,667317 Chandalar shelf env. USA 
LH1_43 freija 49,836547 -114,421705 Racehorse Creek Canada 
LH1_4 freija 64,869652 -147,736836 Fairbanks USA 
LH1_5 freija 60,529870 -150,514040 Kenai peninsula USA 
LH1_6 freija 64,460960 -148,118270 Wood River Buttes USA 
LH1_7 freija 68,451635 -149,490124 Galbraith Lake USA 
LH1 S freija 64,874968 -147,844582 Fairbanks USA 
LH1_9 freija 64,866428 -147,739986 Fairbanks USA 
LH3_10 freija 58,684881 -124,803442 Northern Rockies Canada 
LH3 11 freija 52,234678 -117,220047 Northern Rockies Canada 
LH3 13 freiia 69.475193 90.279617 Lama Lake Russia 

40 



Kód vzorku Druh Latituda Longituda Konkrétni lokalita Zeme 
LH3_14 freija 63,062573 139,800142 '• akutia Russia 
LH3_15 freija 62,585569 10,298332 Kvikne Norway 
LH3_16 freija 58,684881 -124,803442 Northern Rockies Canada 
LH3_17 freija 66665947 -136,320150 Yukon teritory Canada 
LH3_1 freija 69,475193 90,279617 Taymyrsky Dolgano-Nenetsky Distric Russia 
LH3 21 freija 60,067656 -134,724344 Yukon teritory Canada 
LH3_24 freija 49,836798 -114,421472 Racehorse Creek Canada 
LH3_25 freija 62,791453 148,090300 Siberia Russia 
LH3_26 freija 56800789 118,231962 Siberia Russia 
LH3_27 freija 60,726266 -115,886290 Mile Post Canada 
LH3_2S freija 66,813817 65,793579 Sob river Russia 
LH3_29 freija 49,338569 -113,949793 Whitney Creek Canada 
LH3_2 freija 60,726266 -115,886290 Hay River Russia 
LH3_30 freija 58,629131 -124,655661 Northern Rockies Canada 
LH3_31 freija 63,062573 139,800142 • akutia Russia 
LH3_33 freija 52,220333 -117,192000 Wilcox Pass Trail Canada 
LH3_3fi freija 49,705582 87,422669 Altai Russia 
LH3_37 freija 58,634881 -124,803442 Northern Rockies Canada 
LH3 33 freija 66,813817 65,793579 Sob river Russia 
LH3_39 freija 52,234678 -117,220047 Improvement District No. 12 Canada 
LH3_3 freija 50,547323 142,785424 Sakhalin Russia 
LH3_40 freija 58,629181 -12i.cFEcc1 Northern Rockies Canada 
LH3_42 freija 63,183984 139,832892 Yakutia Russia 
L H ? _ - ľ freija 63,062573 139,800142 Yakutia Russia 
LH3_44 freija 62,585569 10,298332 Kyikne Norway 
LH3_47 freija 63,822431 -135,826542 Yukon teritory Canada 
LH3_48 freija 58,963552 126,273395 • ahhtia Russia 
LH3_49 freija 50,547323 142,785424 Tumovsk Russia 
LH3_51 freija 50,547323 142,785424 Tumovsk Russia 
LH3_52 freija 49,733250 87,153450 Altai Russia 
LH3_53 freija 59,934454 -127,464100 Northern Rockies Canada 
LH3 5 freija 62,791453 143,090300 Susuman Russia 
LH3_8 freija 62,020864 129,602057 • akutia Russia 
LH3_9 freija 63,062573 139,800142 Yakutia Russia 
09PROBE-09411 freija 58,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
09PROBE-09412 freija :::::..::: -94,170000 Manitoba Canada 
C9PROBE-09413 freija -94,170000 Manitoba Canada 
09PROBE-09415 freija 58,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
09PROBE-0941 freija 58,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
09PROBE-09521 freija 58,632000 -93,786000 Manitoba Canada 
09PROBE-09529 freija 58,632000 -93,786000 Manitoba Canada 
09PROBE-09E95 freija 58,619000 -93,829000 Manitoba Canada 
09PROBE-09596 freija 58,619000 -93,829000 Manitoba Canada 
09PROBE-0959S freija 58,620000 -93,830000 Manitoba Canada 
09PROBE-09606 freija 58,620000 -93,830000 Manitoba Canada 
CCDB-24272-G11 frsiia 55,817000 -86,633000 Kenora Canada 
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Kód vzorku Druh Latituda Longituda Konkrétni lokalita Zeme 
CCDB-24272-G12 freija 49,724900 -86,949600 G era lite n Canada 
CCDB-24272-H03 freija 70,730000 -117,770000 UlukhaktDk Canada 
MM23S77 freija 69,045600 20,855400 Enontekio Finland 
MM23378 freija 69,045600 20,855400 Enontekio Finland 
RVCOII16H102 freija 62,734200 17,062400 Timrá Municipality Sweden 
KN00S48 freija 66,900000 65,666700 Krasnyi kameň Russia 
VED19B266 freija 65,015800 25,657400 Kattilavaara Finland 
EZ0239CNC freija 59,544456 -129,941692 Nickel Creek Canada 
EZ0254CNC freija 61,038400 -138,388000 Silver City Canada 
EZ0255CNC freija 61,038400 -138,388000 Silver City Canada 
EZ02E6CNC freija 58,580000 -124,760000 Northern Rockies Canada 
EZ0264CNC freija 70,740000 -117,770000 UlukhaktDk Canada 
EZ0271CNC freija 70,740000 -117,770000 UlukhaktDk Canada 
CSG16S46 freija 50,560000 97,060000 Tulva Russia 
BIOUG45162-A02 freija 62,534700 -113,976000 North Slave Region Canada 
BIOUG45162-A03 freija 62,534700 -113,976000 North Slave Region Canada 
2015nk17 freija 65,563300 -171.E63000 ChukDtsky District Russia 
201 En kí B freija 65,563300 -171.E63000 Chukotsky District Russia 
201Snk19 freija 65,563300 -171,563000 Chukotsky District Russia 
2017nk22 freija 56,790400 118,248000 Novaya Chara Russia 
2017nk24 freija 56,790400 118,248000 Novaya Chara Russia 
2017nk27 freija 62,784200 148,182000 Susuman Russia 
2017nk28 freija 62,784200 148,182000 Susuman Russia 
BIOUG736E6-C04 freija 68,535000 -89,825000 Kugaaruk Canada 
07PROBE-03SS9 freija 58,632000 -93,788000 Manitoba Canada 
07WNP-10761 freija 58,763117 -93,926533 Manitoba Canada 
MM04095 freija 68,997000 20,744000 Kiru n a Municipality Sweden 
MM00671 freija 65,882000 26,342000 Kiru n a Municipality Sweden 
M M 06344 freija 69,891000 27,078000 Utsojki Finland 
RR-BOFR-NU002 freija 67,167200 -107,654000 Kitikmeot Region Canada 
NHMO-DAR-1191S freija 69,807000 23,487400 Alta Norway 
CNCLEP_S1 868 freija 64,593000 -127.36E000 Sahtu Region Canada 
BIOUGS9940-F05 freija 69,523000 -93,504000 Nunavut Canada 
KWPEnto37191 freija 64,704000 -148,300000 Fairbanks USA 
UAMEntol 09539 freija 68,489000 -149,203000 Fairbanks USA 
CSG23267 freija 60,688200 -135,232000 Whiten orse Canada 
CSG2326S freija 60,688200 -135,232000 Whiten orse Canada 
C5G23469 freija 60,064500 -130,E0 4000 Rancheria Canada 
CSG23470 freija 60,064500 -130,EO 4000 Rancheria Canada 
CSG23755 freija 65,357300 -140,219000 Yukon teritory Canada 
CSG23836 freija 60,095100 -134,697000 Montana Canada 
CSG24303 freija 60,5*0800 -136,221000 Yukon teritory Canada 
09PROBE-09410 freija f -94,170000 Manitoba Canada 
09PROBE-09417 freija 58,660000 -94,170000 Manitoba Canada 
09PROBE-09527 freija 58,632000 -93,786000 Manitoba Canada 
09PROBE-09559 freija 58,619000 -93,829000 Manitoba Canada 
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Kód vzorku Druh Latítuda Longituda Konkrétní lokalita Zeme 
09PROBE-09594 freija 58,619000 -93,829000 Manitoba Canada 
09PROBE-09603 freija 58,620000 -93,830000 Manitoba Canada 
09PROBE-09632 freija 58,632000 -93,735000 t.ianito ba -inland 
MM23376 freija 69,872800 27,130100 Northern Lapland Finland 
HH23879 freija 65,927100 26,451000 Northern Lapland, -inland 
KN00846 freija 66,900000 65,666700 Krasnyi kamen Russia 
KN00S47 freija 66,900000 65,666700 Krasnyi kamen Russia 
RVcoll16H170 freija 69,941600 23,035400 Ka fjord Norway 
EZ1200CNC freija 65,317000 -126,633000 Sahtu Region Canada 
EZ0253CNC freija 61,038400 -138.388000 Silver city Canada 
EZ0265CNC freija 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZ0270CNC freija 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
CSG16809 freija 64,700000 177,500000 C h u kotka Russia 
CSG 15810 freija 64,700000 177,500000 Ch u kotka Russia 
BIOUG45162-A01 freija 62,534700 -113,976000 North Slave Region Canada 
2017nk23 freija 56,790400 118,248000 Novaya Chara Russia 
2017nk25 freija 62,734200 143,182000 Susuman Russia 
2017nk26 freija 62,784200 148,182000 Susuman Russia 
BIOUG73656-C03 freija 68,535000 -89,825000 Kugaaruk Canada 
MM04096 freija 68,997000 20.7—000 Kiruna Municipality Sweden 
RR-BOFR-NU001 freija 66,792200 -107,661000 Kitikmeot Region Canada 
200E-LOWA-B7 freija 50,300000 37,800000 Altaj Russia 
2005-LOWA-S8 freija 50,300000 37,300000 Altaj Russia 
200E-LOWA-773 freija 50.300000 37,800000 Altaj Russia 
CSG22842_C_BC freija 53,573000 -123,413000 Bulkley-Nechako Canada 
CNCLEP_81864 freija 64,593000 -127,362000 Sahtu Region Canada 
CNCLEP_S1B65 freija 65,190000 -126,410000 Sahtu Region Canada 
CNCLEP_S1866 freija 64,593000 -127,362000 Sahtu Region Canada 
CNCLEP_81867 freija 61,376000 -123,123000 Dehcho Region Canada 
CNCLEP_81&69 freija 64,593000 -127,362000 Sahtu Region Canada 
CNCLEP_81895 freija 65,182000 -126,476000 Norman_Wells Canada 
CNCLEP_S1S96 freija 63,470000 -128,460000 Sahtu Region Canada 
BIOUGE3253-B07 freija 59,797000 -112,011000 Wood Buffalo Canada 
CSG23269 freija 60,653200 -135,232000 Whitehorse Canada 
CSG2346S freija 60,064500 -130.504000 Rancheria Canada 
CSG23822 freija 59,922500 -130,350000 Rancheria Canada 
HQ1612911 natazhati 58,586665 -124,766052 Northern Rockies USA 

CCDB-24272-H01 natazhati 58,530000 -124,740000 Northern Rockies USA 

CCDB-24272-H02 natazhati 60,390000 -138,520000 Yukon teritory Canada 

CCDB-24272-H04 natazhati 68,917630 -114,314294 Nunavut Canada 
EZ1201CNC rataihati 64,933000 -127,616000 Sahtu Region Canada 
EZ1202CNC natazhati 64,932000 -127,341000 Sahtu Region Canada 
EZ1203CNC natazhati 64,933000 -127,616000 Sahtu Region Canada 
EZ02ESCNC natazhati 68,917630 -114,314294 Nunavut Canada 
EZ0259CNC natazhati 68,917630 -114,314294 Nunavut Canada 

Kód vzorku Druh Latítuda Longituda Konkrétni lokalita Zeme 
EZ0260CNC natazhati 60,333515 -133,878444 Yukon teritory USA 
EZ0261CNC natazhati 60,333515 -133,373444 Yukon teritory USA 
EZ0262CNC natazhati 60,333515 -133,878444 Yukon teritory USA 
EZ0263CNC natazhati 60,333515 -133,373444 Yukon teritory USA 
EZ0266CNC natazhati 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZ0267CNC natazhati 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZ026SCNC natazhati 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZ0269CNC natazhati 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZBNA692-07 natazhati 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZ0272CNC natazhati 70,740000 -117,770000 Ulukhaktok Canada 
EZ0274CNC rataihati 68,917630 -114,314294 Nunavut Canada 
ENTO 02-002470 natazhati 58,616000 -124,634000 Northern Rockies Canada 
ENTO 02-0 02471 natazhati 58,616000 -124,684000 Northern Rockies Canada 
ENTO 02-0 02472 natazhati 58,616000 -124,684000 Northern Rockies Canada 
ENTO 02-0 02473 natazhati 58,616000 -124,684000 Northern Rockies Canada 
ENTO 02-0 02474 natazhati 53,616000 -124,684000 Northern Rockies Canada 
ENT002-002475 natazhati 53,616000 -124,634000 Northern Rockies Canada 
CSG24274 natazhati 60,075000 -134,723000 Yukon teritory USA 
CSG24275 natazhati 60,074500 -134,724000 Yukon teritory USA 
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Příloha 5 Fylogenetický strom vytvořený pomocí metody maximum likelihood ze sekvencí 

COI perleť ovce Boloriafreija. 

: 

HQ161286.1_Bolorta_euphrosyne_NW156-23 
freija_lcl_FJ6633661 _cds_ACP296291 _1 _Kosh-Agachslcy_District_Altai_Russia 
freija_2005-LOWA-773_Aktash_Russia 
f reija_LH3_3 6_R ussi a_R ep u bl ic a_Altai_S outh_Ch uya_ri dg e 
f re ija_LH3_5 2_R ussi a_Alta Í_R ep ubl ic_C hin ilu 
freija_lcl_FJS633G71_cds_ACP296301_1_Kosh-Agachsky_District_Altai_Russia 
f reija_20 05- LOWA- 88_Ru s s ia 
freija_lcl_FJ6633681_cds_ACP296311_1_Kosh-Agachsky_District_Altai_Russia 
f reija_20 05- LOWA- 87_Ru s s ia 
freija_lcl_HQ1612741_cds_ADW539371_1_Kurai_range_Altai_Mts_Russia 
freija_lcl_HM3756651_cds_ADJ083111_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3756711_cds_ADJ083171_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
frei ja_lcl_HM3756721_cds_ADJ083181_1_DMSÍon_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM4302421_cds_ADM206441_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
natazhati_ENT002-002473_Summit_Lake_soutb_ridge_of_Mt_St_Paul 
freija_07WNP-10761_Canada 
n atazhati_EN T 00 2-0 024 74_Summit_Lake_so uth_ridge_of_Mt_St_Pa ul 
freija_lcl_HM43025l 1_cds_ADM206531_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3756701_cds_ADJ083161_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM4302761_cds_ADM206781_1_Division_No_23_Unorg3nized_Canada 
freija_lcl_KT1346471_cds_AOA838771_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3756671_cds_ADJ083131_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3757781_cds_ADJ084241_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3758101_cds_ADJ084561_1_DMsion_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM4302411_cds_ADM206431_1_DMsion_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HQ 1612241 _cds_ADW538871 _1 _Moose_Mountain_AB_USA 
freija_lcl_HM4302441_cds_ADM206461_1_DMSion_No_23_Unorg3nized_Canada 
freija_lcl_HM4302401_cds_ADM206421_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3756681_cds_ADJ083141_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HQ1612391_cds_ADW539021_1_Stone_Mountain_PP_BC_Canada 
freija_lcl_HM3756661_cds_ADJ083121_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM3757731_cds_ADJ084191_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_09PROBE-09521_Canada 
freija_09PROBE-09603_Canada 
freija_lcl_HM3757801_cds_ADJ084261_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_lcl_HM4302481_cds_ADM206501_1_Division_No_23_Unorganized_Canada 
freija_LH1_28_USA_Alaska_Da[ton_Hwy_Chandalar_resting_site 
f re ija_LH3_4 0_C an ad a 
freija_09P ROBE-09416_Canada 
freija_CCDB-24272-G12_Geraldton_Canada 
freija_09PROBE-09559_Canada 
freija_09PROBE-09595_Canada 
freija_BIOUG58253-B07_Canada 
freija_BIOUG45162-A02_Canada 
freija_BIOUG45162-A01_Canada 
freija_BIOUG73656-C04_K_Town_1_Canada 
f reija_LH3_5 3_C an ada_Liard 
freija_LH1_25_USA_Alaska_Dalton_Hwy_Chandalar_resting_site 
freija_CSG23822_Tootsee_Ridge_east_of_Rancheria_Tootsee_River_Ro_Canada 
freija_LH3_17_Canada 
f re ija_LH3_3 7_C an ada 
freija_LH1_l 2_USA_Alaska_Eagle_Summit 
freija_lcl_KU8744081_cds_AQZ228061_1_Alaska_United_States_of_America 
freija_LH1_30_USA_ALASKA_North_Slopes_Sagwon_Bluffs 
freija_LH1_40_USA_Alaska_Dalton_Hwy_Chandalar_resting_site 
freija_LH1_38_USA_ALASI<A_Sagwon_Bluffs 
freija_UAMEnto 109539_Arctic_NWR_Atigun_Gorge_USA 
fi'eija_LH1_48_Canada_Alberta_Racehorse_Creek 
freija_LH3_16_Canada 
freija_LH3_24_Canada_Alberta_Racehorse_Creek 
f re ija_LH3_2 9_C an ad a_Alb erta_Whitn ey_C ree k 
freija_LH1_36_USA_Alaska_Seward_peninsula_Teller_road 
freija_LH1_39_USA_Alaska_Galbraith_lake 
freija_LH1_42_USA_Alaska_Ugamik_lsland 
freija_LH 1_43_USA_Alaska_Da[ton_Hwy_Chandalar_resting_site 
f re ija_LH3_2 7_C an ad a_Mil e_Po st_354_H i ghway_2 
freija_LH1_46_USA_ALASl<A_Dietrich 
freija_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 
freija_LH1_27_USA_Alaska_Kodtak_lsland_Ugamik_lsland 
freija_LH1_33_USA_ALASl<A_Brooks_Range_Dietrich_riv 
freija_lcl_HQ1612401_cds_ADW539031_1_Stone_Mountain_PP_BC_Canada 
freija_lcl_HQ1612321_cds_ADW538951_1_Stone_Mountain_PP_BC_Canada 
freija_LH1_7_USA_Alaska_Galbraith_Lake 
freija_09PROBE-09529_Canada 
f re ija_LH3_2_Ca na da_M ile_Post_354_Hig hway_2 
natazhati_HOl6129l 1_C]ossiana_natazhat!_Stone_Mountain_PicJvincial_Park 
f reija_LH3_3 0_C anada 
freija_BIOUG45162-A03_Canada 
freija_BIOUG73656-C03_K_Town_1_Canada 
n atazhati_EN T 00 2-0 024 75_Summit_l_ake_so uth_ridg e_of_Mt_St_Paul 
n atazhati_E NT 00 2-0 024 72_Summit_l_ake_so uth_ridge_of_Mt_St_Paul 
n atazhati_CC DB- 24 2 7 2-H04_Be rna rd_H arb our_Dolphin_a nd_U nion_Strait 
freija_09PROBE-09411_Canada 
freija_CSG23468_Rancheria_near_Rancheria_River_side_road_at_br_Canada 
freija_RR-BOFR-NU002_Amethyst_Point_Bathurst_lnlet_NU_Canada 
freija_CSG234G9_Rancheria_near_Rancheria_River_side_road_at_br_Canada 
freija_09PROBE-09527_Canada 
freija_CSG24303_Kusawa_Lake_Jo_Jo_Peak_mountain_to_east_Canada 
f re ija_CSG 22 84 2_C_BC_P rin c e_Ge org e_e ast_of_B obta il_La ke_C an ad a 
n atazhati_EZ0 26 0CNC_White_Mts 
freija_CNCLEP_81896_Godlin_Lake_Canada 
freija_09PROBE-09606_Canada 
n atazhati_EZ026 3CNC_White_Mts 
freiia n9PROBF-09fi9fi Canada 
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n atazriati_EZ0263C N C_White_Mts 
freija_09PROBE-09596_Canada 
n atazhati_EZ02 74CN C_Ber naio_Harbouf 
natazhafl„EZ0259CNC_Bern3td_Harbour 
rreija_CNCLEP_8166d_Jawtione_LaKe_Grassy_rneadowJake_sriore_Canada 
freija_CSG23755_^_Klot2_4_-_7_km_W_nerbacious_meaOow_Canada 
freija_09PROBE-09598_Canada 
rretja_09PROBE-09410_Canada 
natazhati_ENT002-002470_Summrt_Lake_soijtri_ndge_oI_Mt_St_Paut 
nataihati_CCDB-24272-HOt_stone_Mountain_Park_sairrt_Paul 
freija_CNCLEP_81695_Slii_CluD_Mernorial_Trail_Norrnari_Wells_Canada 
rrelja_CSG23267_Whitehorse_Fisn_Lake_Road_at__Jackson_Lake_Road_Canada 
fretja_EZ0256CNC_Mt_st_Paui_stone_M!_Park_canaaa 
natazhati_EZ0258CNC_Bem3rd_Harbour 
freija_09PROBE-09415_Canada 
fretja_09PROBE-09417_Canada 
freija_09PROBE-09632_Finland 
freija_CNCLEP_81867J?3bbit_Kettle_L3ke_Canad3 
fret|a_CCOB-24272-Gll_5_km_East_oT_moutn_of_Little_Snagamu_River_Kenora_Canaaa 
freija_CNCLEP_81868_JawtDQne_Lake_Canada 
freJja_CNCLEP_81865_Fossil_Canyon_Franklin_Rid9e_Canada 
nata2hati_ENT002-00247t_Summit_Lake_soijrii_ridge_of_Mt_St_Paul 
fre(ja_CSG23470_Rancrteria_near_Rancneria_Rlver_slde_road_at_br_Canada 
fre!ja_09PROBE-09413_Canada 
n ataihatl_EZ0262CNC_wn rte_Mts 
frelja_09PROBE-09594_Canada 
freija_EZQ23 9CNC_Nicke l_Creek_Can ada 
rretja_CNCLEP_81869_J3wtDone_Lake_Alpine_nummocky_meadrjw_Canad3 
rretja_RR-BOFR-NU00l_Tlnney_Cove_Batnrst_lnlet_NU_Canada 
freija_CNCLEP_81866_JawbQne_Lake_Afpine_riurnmocky_meadow_Canada 
freija_09PROBE-09412_Canada 
rreija_CSG23268_Wriltehorse_Fjsn_Lake_Road__at_Jacksori_Lake_Road_Cartada 
freija_BlOUG89940-F05_Canada 
rrelja_EZ0264CNC_Holman_Dfamana_Jenness_Peninsula_victona_ls!and_Can3da 
natazhati_EZBNA692-07_Holman_Diamond_Jenriess_Peninsula_victorla_lsland 
nataihat_EZ0266CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsu!a_victona_lslarid 
natazhati_EZ0272CHC_Holman_Dlamond_Jenness_Peninsula_victoflaJsland 
natazhatj_EZ0268CNC_Holman_Djamond_Jenness_Penlnsula_vlctorla_lsland 
nataznati_CCDB-24272-H02_Kaskawuisn_nunatak_sites 
frei)a_EZ0265CNC_Holman_Diarnond_Jenness_Penlrtsula_victoria_lsland_C3n3da 
natazhatJ_EZ02S7CNC__Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_victoria_lsland 
nataihati_EZ0269CNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lslarid 
frelja_EZ027iCNC_Holman_Diamond_Jenness_Peninsula_Victoria_lsland_Canada 
fretja_EZ0270CNC_Holman_Diamond_Jenness_Penlnsula_victofla_lsfand_Can3da 
freija_CCOB-24272-H03_Ulukhaktok_Victoria_lsland_Canada 
freijajcl_KUB74409l_cas_AQZ22807l_l_Fairtanks_Nortfi_Star_Borough_scnooi_Distnct. 
rreija_LH1_10_USA_Alaska_F3irbanks_Creamers_Fields 
freija_LH! _ 17_uSA_Alaska_Fairbanks_Creamer_Fieids 
fretja_LHi_i6_usA_Aiaska_wood_R[ver_Bunes 
freija_LH!_1_USA_Alaska_Bonanza_Creek_E)(periment3_torest 
freija_LH 1 _2_USA_Alaska_Wood_River_B uttes 
freija_UH I _6_USA_Alaska_Wood_Rrv_Butr.es 
freija_LH3_10_C3nsda 
freija_LH3_3 9_C anada 
fretja_L>i3_3 3_c anada_Aiberta_Wiic oxjiass 
freija_mi _2 3_USA_Aiaska_F airb anks_sne ep_Creek 
freija_LHI_22_USA_Alaska_Fajrbanks_Creamers_Fields 
freija_LH3_l i_Canada 
frel|a_LHi_9_USA_Al3ska_Fairbanks_Creamers_Fieids 
frelta_LHI_3_USA_Alaska_Wood_Rtver_Buttes 
frelja_LH l_18_USA_Aiaska_Fairbanks_CreamerJIields 
freija_UH3_47_Canada_H3lfW3y_l_3kes_Mt_H3ldane_tT3il 
frei)a_LH t _ 19_USA_Al3Sk3_F3irb3nks_Cre3mer_Fields 
freija_LHi_20_USA_Aiaska_Fairbanks_Cfeamer_Fieids 
rreija_i_H t_2 i_uSA_Aiaska_Fatrbanks_Creamers-Fieids 
frelja_LH1_e_USA_Al3Ska_FairD3nks_ne3r_Y3nkavich_road 
freija_LHI_i 1_USA_Alaska_Fairbanks_Creamers_Fields 
freijaJJH I J 5_USA_Al3Sk3_Murpby_Dome 
rreija_Uil_l4_USA_Al3sk3_F3trbanks_Creamers_Flelds 
rretja_UH!_!3_USA_A[3sk3_Fairbanks_Creamers_Flelds 
freija_LH 1 _4_USA_Al3Ska_Fairbanks_Cream ers_Flelds 
natazhati_EZI20lCMC_K3ttierine_Creek_Mackenzie_Mts 
freija_LH3_21_C anada 
frelja_EZ0254CNC_Siiver_City_St_EUas_Range Canada 
natazriati_CSG24274_MorH3na_Mountain_ridge_to_west_of_saddle 
natazhati_EZ1203CNC Katrienne_Creek_Mackenzle_Mts 
freija_CSG23836_Montana_Moiinta[n_Sugarloaf_Hil!_west_access_road__Canada 
natazhati_EZ0261 CNC_White_Mts 
frelja_CSG23269_Wnitehorse_Flsh_Lake_Road_at_Jackson_L3ke_Road_Canad3 
natazbati_CSG24275_Montana_Mount3in_ridge_to_west_of_saddle 
nataihati_EZi202CNC_Dodo_Canyon_Mackenzie_Mtns 
freija_EZ0253CNC_Silver_City_St_Elias_R3nge_Canada 
frelja_KWEnto37l9l_Bonanza_Creek_Exp_FDrest_ofr_mi_33865_Part\S_Hwy_iJSA 
freiia_EZ0255CNC_Sitver_city_st_EHas_Range Canada 
frelja_LHt_5_USA_Alaska_Kenai_penlnsul_Sterling_Hwy 
freija_LH1_26_USA_Alaska_Alasl<a_peninsuta_King_Salmon 
freija_LHl_29_USA_Alaska_AJaska_penjnsula_King_Saimon 
fretia_LHI_45_USA_ALASKA_Brooks_Range_Dietricn_riv 
rretja_LHl_3t_uSA_Alaska_A)ask3_peninsu!3_King_saimon 
rret(a_LHl_34_USA_Al3ska_Alask3_peninsul3_King_Salmon 
freija_LH3_2 6_R Lissia_Poiar_Urai_Mountains_s ob_rtver 
Finland 
freija JCt_MW5014071 _cds_QUAG34751 _ 1 _Alta_Norway 
frelja_LH3_i 5_Norsko_Kvikne 
rrelja_LH3_4 9_Russia_C_Sakn3lin_Tumovs k_distr_Paievo_vlil 
freijaJ_H3_3 8_Russia_Polar_Ural_Mounta ins_S ob_R(ver 
freija_LH3_44_Norsko_Kvikne 
freija_CSG16846_South_Siberia_SE_Tuva_UlirvKhan_River_he3dW3ters_Eussia 
frel(ajcl_HM3868a6!_cds_ADJ3022l1_l_Kiruna_Municipality_Sweden 
frelja>iM23877_saanaj=inland 
freija_MM04096_Finland 
freija_VED19B2G6_N_of_Kattilava3ra_bog_Finl3nd 
fretja_MM04095_Finland 
freija_RVco!ll6H102_PaddusJo_Lapporten_patri_Sweden 
rreija_MM06344_Utso)W_f:inl3nd 
freija_MM23876_Ajligas_Fmland 
freija_MM23879_Finl3nd 
freija_NHMO-DAR-11919_Alta_Norway 
frelja_RVcoll 16H170_Kafjord_Norway 
f re Ija^MM 238 78_Pikku-Malla_Fini3nd 
freija_ici_MW501211 i_cds_QUA032791_ 1 _Priur3iskv_Distnct_Yam3lo-Nenets_Autonomou: 
freijaJcl_MW50l3G01_cds_QUA034281_1_Priuralsky_Dismct_Yamalo-Nenets_Autonomou! 
freija_LH3_1_Russia_N_Siberia_L3ma_lake 
rrelta_LH3_51_Russia_C_S3kti3ljn_Tumovsk_distr_P3levo_vlil 
rret|a_LH3_3_Russla_c_Sakri3lin_Palevo_vlll 
freija_KN00848_Krasnyi_Kamen_Russia 
freiia KN00847 Krasnyi Kamen Russia 
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Finland 
freJja_lcl_MW5001341_cds_QUA022021_1_PrJuralsky_DJstnct_Yamalo-Nenets_Autonomou! 
frelja_KNG0846_Krasnyi_Kamen_Russia 
freija_2017nl<22_Novaya_Chara_Russia 
freija_20l7nk26_nr_Susuman_Russia 
freija_LH3_l 3_Russia_N_Siberia_l_ama_lake 
freija_LH3_l 4_Russia_Yakutia_the_valley_of_the_rive_Ogania 
frelja_LH3_42_Russia_Yakutia_Suntar_Khaya_rang_the_valley_of_the_rlver_Oganla 
freija_CSG16810_Chukotka_Province_Anadyr_Russia 
ľreija_CSG168G9_Chukotka_Pravince_Anadyr_Russia 
freíja_2015nk18_14_km_NE_olLorino_Russia 
freija_2G15nk17_13_km_NE_ofLorino_Russia 
ľreija_2015nk19_15_km_NE_ofLorino_Russia 
freljajcl_HQ1612731_cds_ADW539361_1_Chara_dJstrlct_Russia 
freija_LH3_25_RussJa_NE_SJberia_Susuman_town_suburbs 
rreija_LH3_43_Russja_Yakutia_Suntar_Khaya_rang_ttie_valley_of_trie_rjver_Oganja 
freija_LH3_48_Russia_Yakutia_Aldan_distr_Tommot_vill 
freija_LH3_9_Russia_Yakutia_the_valley_of_the_rive_Ogania 
frelja_LH3_26_Russia_SE_Sibena_Novay_Cnara 
freija_LH3_3l_Russia_Yakutia_Suntar_Khayat_range_the_valley_of_the_river_Ogani3 
freija_LH3_8_Russia_Yakutia_the_val!ey_of_the_river_Lena 
freija_2017nk24_Novaya_Chara_Russia 
freija_2017nk28_nr_Susuman_Russia 
freija_2017nk23_Novaya_Chara_Russia 
freija_2017nk25_nr_Susuman_Russia 
freija_2017nk27_nr_Susuman_Russia 
rre ija_LH3_5_Ru ssia_NE_Siberi a_Susuma n_town_suburbs 
H0161287.1_Closslana_dla_NWl56-24 
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