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Abstrakt

Sysel obecny (Spermophilus citellus) je podle zakona o ochrané ptirody i podle
Cerveného seznamu kriticky ohrozenym druhem. V Ceské republice, ktera piedstavuje
severozapadni okraj jeho aredlu rozsifeni, se sysel v soucasnosti vyskytuje na 34 lokalitach,
které jsou pomérn¢ malé a vzajemné izolované. Do stiedni Evropy se tento druh rozsifil
v souvislosti s neolitickou deforestaci. Disjunktni typ distribuce sysla byl zptisoben vyraznym
poklesem jeho pocetnosti béhem druhé poloviny 20. stoleti v disledku zmén polniho
hospodareni, fragmentace krajiny a dal§ich faktori. Lze ptedpokladat, ze tento proces
zanechal stopy na genetické struktuie nasich populaci.

Hlavnim cilem této prace byla podrobna analyza genetické variability populaci sysla
obecného na uzemi Ceské republiky a hledani korelaci s dostupnymi tidaji o jeho biologii
a demografii. Bylo pouzito 13 mikrosatelitovych lokusii a zpracovano celkem 408 vzorka
z 27 lokalit v CR a 3 vzorky z 1 lokality v Mad’arsku jako outgroup. Pomoci riiznych piistupt
byly odhaleny detaily o substruktuie a diferenciaci jednotlivych populaci, genetické
variabilité, mife inbreedingu a geografické distribuci genetické variability. Mezi studovanymi
populacemi byla nalezena signifikantni genetickd diferenciace, zapado-vychodni gradient
v genetickém slozeni populaci a zona prechodu mezi ¢eskymi a moravskymi populacemi.
Byla potvrzena nizka geneticka variabilita a zna¢na homogenita studovanych populacich sysla
v Ceské republice.

Vysledky jsou dale interpretovany v souvislosti s demografickou historii studovaného
druhu, moZnostmi genového toku a daldimi faktory. Populace sysla obecného v Ceské
republice mohou vykazovat redukci fitness diky inbredni depresi a dal$im jeviim spojenym

s nizkou pocetnosti a fragmentaci arealu druhu.

Kli¢ova slova: Spermophilus citellus, fragmentace populace, mikrosatelity, geneticka

variabilita a diferenciace, inbreeding.



Abstract

The European ground squirrel (Spermophilus citellus) (hereinafter EGS) is under the
Law on Nature Protection and is included as a critically endangered into the Red List of
Endangered Species. In the Czech Republic, which represents the northwestern border of the
species range, EGS currently occurs on 34 localities, which are relatively small and isolated
from each other. The spread of this species to central Europe was connected with neolithic
deforestation. Disjunctive type of distribution of EGS was caused by strong decline of its
abundance during the second half of the 20th century due to changes in field management,
fragmentation of landscape and other factors. It can be expected that this process left traces on
the genetic structure of EGS populations.

The major objective of this study was a detailed analysis of genetic variability of EGS
populations in the Czech Republic and searching for corelations with available data about its
biology and demography. It was used 13 microsatellite loci and in total were processed 408
samples from 27 localities in CZ and 3 samples from one Hungarian locality as an outgroup.
With aid of various methods, details of substructure and diferentiation of individual
populations, genetic variability, degree of inbreeding and geographic distribution of genetic
variability were revealed. Between studied populations was found significant genetic
differentiation, west-east gradient in genetic composition of populations and transition zone
between bohemian and moravian populations. Low genetic variability and considerable
homogeneity of studied populations EGS in the Czech Republic were confirmed.

Results are further interpreted in relation with demographic history, options of gene
flow and other factors. The EGS population in the Czech Republic may show fitness
reduction due to inbreeding depression and other phenomena connected with species low

abundance and range fragmentation.

Key words: Spermophilus citellus, fragmented populations, microsatellites, genetic

variability and differentiation, inbreeding.



1. Uvod

1.1. Fylogeneticka struktura tribu Marmotini

Tribus Marmotini, spole¢né s triby Protoxerini a Xerini, patii do podceledi Xerinae,
Celedi Sciuridae, podiadu Sciuromorpha a faddu Rodentia (Wilson & Reeder, 2005) a zahrnuje
ctyti rody: Ammospermophilus, Cynomys, Marmota a Spermophilus (Harrison et al., 2003;
Herron et al., 2004). Do rodu Spermophilus je zatazeno 41 druhii rozdélenych do Sesti
podroda: Callospermophilus, Ictidomys, Otospermophilus, Poliocitellus, Spermophilus
a Xerospermophilus. VSechny vySe jmenované podrody se vyskytuji v Severni Americe, ale
pouze zastupci podrodu Spermophilus jsou ptitomni i v Eurasii (Thorington & Hofmann,
2005). I kdyz patii zastupci tribu Marmotini mezi jedny z nejvice studovanych druhil savct,
fylogenetické vztahy uvnitt skupiny nebyly jesté donedavna dostatecné prostudovany. Ve své
praci potvrdili Steppan et al. (2004) postaveni tribu Xerini jako sesterské skupiny tribu
Marmotini a monofylii celého tribu Marmotini. Harrison et al. (2003) se pomoci
mitochondridlni DNA (kompletni sekvence cytochromu b) pokusili odhalit fylogenetické
vztahy mezi vSemi druhy syslt rodu Spermophilus a psount (Cynomys). Do této studie
zahrnuli také dva druhy svisti (Marmota) a jeden druh sysla rodu Ammospermophilus.
V ziskaném fylogenetickém strom& (Obr. 1) wvySly jako bazalni skupiny rody
Ammospermophilus a dva zastupci z podrodu Otospermophilus. Rod Spermophilus jako celek
je tedy zfejmé parafyleticky vzhledem k rodim Marmota a Cynomys, protoze rod Marmota,
ktery byl diive povazovan za jednu z ¢asnych fylogenetickych odnoZi tribu, se v této studii
zatadil mezi zéstupce rodu Spermophilus. 1 zéstupci z rodu Cynomys se podle soucasnych
poznatkll fylogeneticky nachdzeji na taxonomické hranici rodu Spermophilus (Harrison et al.,
2003; Herron et al., 2004).

Euroasijsti  zastupci podrodu Spermophilus, mezi které patii 1 sysel obecny
(Spermophilus citellus), tvoti monofyletickou skupinu uvnitt tribu Marmotini (Harrison et al.,
2003; Herron et al., 2004). Linie vedouci k této skupiné ma sviij pivod ve spolecném
pfedkovi ze Severni Ameriky, od které¢ho se oddélila pied nebo v obdobi hlavni diversifikace
severoamerickych zemnich veverek zhruba pted 10-13 mil let. Tato radiace zfejmé souvisi
s celosvétovymi zmeénami klimatickych podminek (Hewitt, 2004). V Eurasii se recentné
vyskytuje 12 druhti, které nékteti autofi rozdeluji jesté na tfi podrody: Colobotis, Urocitellus

a Spermophilus (Harrison et al., 2003). Palearkticky druh sysel dlouhoocasy (Spermophilus



undulatus) a sysel Parryav (S. parryii), ktery mé holarktické rozsiteni, byli ve fylogenetickém
strom¢ zatazeni do severoamerického kladu (Harrison et al., 2003).

Sesterskym druhem sysla obecného (S. citellus) je neddvno nové popsany sysel
taursky (S. taurensis) (Giindiiz et al., 2007). Tyto dva druhy se od sebe odstépily zhruba
pred 2,5 mil lety a jejyich spoleény predek se oddélil od sysla maloasijského
(S. xanthoprymnus) pied 5 mil lety (Giindiiz et al., 2007).
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Obr.1. Fylogeneticky strom, zalozeny na kompletnich sekvencich cytochromu b, znazoriiuje
vztahy mezi v§emi druhy sysli rodu Spermophilus a psount (Cynomys). Jsou zde zahrnuty
také dva druhy svisth (Marmota) a jeden druh sysla rodu Ammospermophilus. Hlavni klady
jsou oznaceny velkymi pismeny (A-F). Nami studovany S. citellus patii do kladu D (ptevzato

z Harrison et al., 2003).



1.2. Populacni struktura a socialni organizace zemnich veverek

Zemni veverky (tribus Marmotini) jsou velmi rozmanitd skupina co se tyce
ekologickych adaptaci, chovani, typli rozmnozovacich systémi i populaéni struktury.

Mizeme se u nich setkat s mnozstvim typli rozmnozovacich systémi
od monogamniho uspotfadani (Goossens et al., 1998) pies rizné typy polygynnich systému
(Antolin et al., 2001; Davis & Murie, 1985; Boellstorff et al., 1994) az po promiskuitu (Maher
& Duron, 2010). Pomérné Siroce rozsifenym jevem je také vyskyt mimoparového péieni
a vicendsobné paternity (Maher & Duron, 2010; Cohas et al., 2006; Boellstorff et al., 1994).
Typ rozmnozovaciho systému ovliviiuje hlavné distribuce samic a jejich stupen synchronizace
sexudlni receptivity béhem obdobi pafeni (Davis & Murie, 1985). Dalé pak hraji roli také
abiotické faktory jako je kvalita habitatu nebo prostorova distribuce zdroju.

Socialni organizace zaujima Siroké spektrum od spise solitérné zijicich druhti jako je
svist’ lesni Marmota monax (Armitage, 1981) az po kolonialni psouny prériové Cynomys
ludovicianus (Hoogland & Foltz, 1982) nebo v rodinach Zzijici svist€é horské Marmota
marmota (Goossens et al., 1998). Mezi témito krajnimi variantami se nachdzi rGzné
mezistupné, které Armitage (1981) ve své praci rozdéelil na pét skupin podle komplexity

socidlniho systému:

1. v podstaté solitérné Zijici druhy,
2. druhy, které agreguji (tvoii kolonie) ve vhodném habitatu, ale vSichni ¢lenové

cey

kolonie ziji individualng,
3. druhy, kde samci brani skupinu samic uvnitf teritoria, ale samice ziji jednotlive,
4. harém teritoridlniho samce, ve kterém samice sdili nory,

5. druhy tvofici multi-harémové kolonie.

Klicovym faktorem urCujicim rozdily v socialni komplexité svisth je vek disperze
mlad’at. Rozptyleni mlad’at se vétSinou odehrava bud’ v roce jejich narozeni, jako u svisté
lesniho (Marmota monax), nebo nasledujici rok po prvni hibernaci jako u stfedné socidlniho
svisté zlutobtichého (M. flaviventris). VSechny ostatni druhy svistd jsou vysoce socialni
a mlad’ata neopousti rodinnou skupinu pfed dosazenim pohlavni dospélosti, ke které dochazi

az po druh¢ hibernaci nebo né€kdy i pozd¢ji (Blumstein and Armitage 1998).



1.2.1. Rod Marmota

Za nejvice solitérné zijici druh svisté¢ je povazovan svist lesni (Marmota monax)
(Armitage, 1981). Jedinci se sice shlukuji do skupin, ale nevznikaji mezi nimi néjaké
stabiln€jsi nebo déle trvajici vazby (Maher & Duron, 2010). Studie, zamétfena
na charakteristiky rozmnozovaciho systému, ukdzala zna¢ny vyskyt vicenasobnych paternit
a tak za rozmnozovaci systém muze byt oznacena promiskuita (Maher & Duron, 2010).

Oproti tomu u svist€¢ horského (Marmota marmota) je zékladni socidlni jednotkou
rodina skladajicici se zrodiCovského (dominantniho) péru, juvenild, roc¢nich mlad’at
obhajovaného teritoria (Goossens et al., 1998). Co se tyCe rozmnozovaciho systému, jsou
svisti hor$ti pfevazné monogamni, ale pomérné Casta je u nich polyandrie, mimoparova paieni
a vicenasobné paternity (Cohas et al., 2006).

Nékde mezi nimi stoji svist’ Zlutobtichy (Marmota flaviventris), kde ptibuzné samice
tvofi rodinné skupinky (female kin clusters) s vice ¢i méné exkluzivnimi domovskymi okrsky
(home ranges) (Armitage, 1981). Takovato skupinka se vétSinou sklddd zjednoho samce,
dvou a vice dospélych samic, ro¢nich juvenili a mldd’at (Armitage, 1991). RozmnoZzovaci
systém tohoto druhu svist¢ se dd popsat jako prevazné haremové-polygynni usporadani

(Armitage, 1981).

1.2.2. Rod Cynomys

Psoun béloocasy (Cynomys leucurus) je jednim z méné kolonidln¢ Zzijicich druht
psount (Hoogland, 1981). Tito psouni maji dobie definované domovské okrsky, které se vsak
z¢asti vzajemné prekryvaji (Hoogland, 1981). Nevyskytuji se zde harémy ani jiné dalsi déleni
na men$i skupiny (Hoogland, 1981).

Na opacném konci spektra socidlniho uspofddani se nachézi psoun prériovy
(C. ludovicianus), ktery patfi mezi kolonialné zijici zastupce tribu Marmotini. Jedinci ziji
v kolonii v menSich teritorialnich skupinkach, které se oznacuji jako kotérie (coteries). Ty se
skladaji z rozmnoZzujicich se jedinct, jednoho samce, dvou az Ctyf samic a nerozmnozujicich
se jednoletych zvifat obou pohlavi (Manno et al., 2007). Kotérie ptedstavuji i zakladni
jednotku rozmnoZzovaciho systému, ktery ma harémové-polygynni usporadani (Hoogland &
Foltz, 1982). Dal§imi kolonialn¢ zijicimi druhy psouni jsou psoun Gunnisoniv
(C. gunnisoni) a psoun Allentiv (C. parvidens). Oba vySe jmenované druhy sdili podobné
socialni uspofadani s psounem prériovym (Hoogland, 1999; Hoogland, 2001). Kolonie je

rozdélena na jednotlivé skupinky — klany (clans). Ty tvofi nékolik samic, jejich mlad’ata

-10 -



a jeden az dva rozmnozujici se samci (Hoogland, 1999), ktefi se ale bézn¢ paii i se samicemi
ze sousednich kland. Nicméné piislusnost jedince do klanu neni tak pevna jako v pfipadé
kotérii psounil prériovych (Hoogland, 1999). I u téchto dvou druhii se vyskytuje pomérné

vysoké procento vicendsobné paternity (Haynie et al., 2003).

1.2.3. Rod Spermophilus

Spermophilus mollis je povazovan za jeden z mén¢ socialnich druht sysla i pfesto, Ze
ve vhodném habitatu agreguje v systémech nor (Armitage 1981). Jeho rozmnoZzovaci systém
by se dal charakterizovat jako lottery-polygyny (Antolin et al., 2001). Samci neobhajuji Zadné
teritorium a béhem obdobi rozmnozovani se snazi pafit s co nejvétsim poctem samic ve svém
Sir§im okoli.

Naopak sysel veveii (S. beecheyi) je kolonidln€ zijici druh, kde samci obhajuji
teritorium, které se prekryva s domovskymi okrsky nékolika samic, ale samci si nenarokuji
vyhradni pfistup k samicim (Boellstorff et al., 1994). Jako romnozovaci systém se udava bud’
female defence polygyny a nebo promiskuita (Boellstorff et al., 1994). Tato studie také
potvrdila velmi Casty vyskyt vicenasobné paternity ve vrhu.

Sysel Richardsontv (S. richardsonii) také patii mezi kolonialni druhy sysli. Jeho
rozmnozovacim systémem je ale male defense polygyny (Davis & Murie, 1985). Dominantni
samci si hdji teritoria, kde se nachdzi samice nebo zdroje pro jejich naldkani. Podfizeni samci
jsou neteritoridlni a béhem obdobi pafeni se pohybuji po Sirokém okoli (Davis & Murie,
1985).

Nami studovany druh sysel obecny (S. citellus) patii mezi kolonilané Zijici druhy
syslt. Kazdy dospély jedinec ma sviij domovsky okrsek (home range), kterému zlstava vérny
(Matéja et al., 2010a). RozmnoZzovaci systém druhu by se dal popsat jako tzv. scramble
competition polygyny (Millesi et al., 1998), kdy se béhem obdobi pafeni snazi samci

v co nejkratSim Case kontaktovat co nejveétsi pocCet samic.

1.3. Disperze a filopatrie

Schopnost a mira disperze pozemnich veverkovitych (tribus Marmotini) se lisi
v zé&vislosti na pohlavi jedince a na typu rozmnoZzovaciho a socidlniho systému druhu. Déle ji
ovlivituji ekologické faktory, které maji vliv na riist a dospivani jedince, populacni hustota

a slozeni socialni skupiny (Wolff, 1997; Armitage, 1999; Maher, 2006). U vétSiny socidlné
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cey

zijicich druhti hlodavct probiha disperze kratce po odstaveni mlad’at a je vyraznéjsi u samcu
(Wolff, 2007). Dokonce 1 u neteritorialnich sav¢ich druhii prakticky vSichni mladi samci
disperguji (Wolff, 1997). Teritorialita, hlavné pii vysoké hustoté¢ jedincl, mulze branit
imigraci a emigraci vytvoienim obtizn¢ prostupné bariéry z teritorii sousedd, tzv. social fence
(Wolff, 2007). Disperze muze v rtiiznorodém prosttedi zpomalit tempo popula¢niho ristu
(Wolff, 2007).

Srovnévaci studie, kterou provedli (Devillard et al., 2004) na 11 druzich zastupci tribu
Marmotini (2 druhy rodu Marmota, 2 Cynomys, 7 Spermophilus), ukazala, ze ve vSech
zkoumanych piipadech jsou vice dispergujicim pohlavim samci. Jedno z moznych vysvétleni
je, ze s rostoucim stupném sociality roste 1 kompetice samcii o samice a to vede ke zvySeni
samCi disperze, zatimco disperze samic zistava stejnd (Devillard et al., 2004). Emigrace
samcl z matetské populace (kolonie) zamezuje vzniku inbreedingu, ktery zfejmé hraje hlavni
roli v evoluci disperze (Devillard et al., 2004). Samice jsou oproti samcim vice filopatrické
a zustavaji v blizkosti mista svého narozeni, zde se potom vytvari skupiny piibuznych
jedinct, oznaCované jako kin clusters. Tak je tomu napiiklad u psouna Gunnisonova
(Cynomys gunnison), kde pouze 5% samcii setrvavalo v teritoriu rodného klanu i po roce
od odstavu, zatimco 95% samic zistavalo v teritoriu natrvalo (Hoogland, 1999). Filopatrie
samic a tvorba skupin piibuznych jedinci vede k vytvoreni substruktury v ramci populace,
kterd posléze ovlivni genetickou diversitu a efektivni velikost populace (Wolff, 2007).
Filopatrie samic a opozdéna disperze spojend skin selection jsou také bézné pouzivany
pii vysvétleni vzniku a evoluce sociality (Maher, 2006). Nepiatelské chovani je totiz vzdy
prednostné zaméefeno na mén¢ piibuzné nebo nepiibuzné klany (Armitage, 1981).

U n¢ektery druhti ale miizeme pozorovat disperzi juvenilnich jedinct obou pohlavi. Jde
predevsim o monogamni druhy hlodavcet, které tvoii dlouhodobéjsi svazky a nebo o druhy,
kde samec poskytuje paterndlni péci (Wolff, 2007). Uvadi se, ze pouze u svisté lesniho
(Marmota monax) je vegetaéni sezona dostateCné¢ dlouhda, takZze umoznuje mlad’atiim
dispergovat jesté pred prvni hibernaci (Armitage, 1999). Nasledujici rok tato zvitata dosahuji
pohlavni dospélosti a zacinaji se rozmnozovat (Armitage, 1999). Dal§im druhem, ktery se
za¢ind mnozit jiz v prvnim roce zivota je psoun béloocasy (Cynomys leucurus), ktery patii
mezi malo socialni druhy psounti (Hoogland, 1981). Studie, kterou provedla Maher (2006),
ukazuje, ze juvenilové M. monax ne vzdy disperguji v roce narozeni, ale dochazi zde
k oddaleni disperze az na nasledujici rok. V téchto ptipadech slouZzi disperze prevazné jako
prostfedek pro nalezeni vhodného mista a nepfibuzného partnera pro rozmnozovani (Wolff,

2007).
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Oddaleni disperze na néktery z nasledujicich rokt je u této skupiny pomérné béznym
jevem. Zadrzeni jedinct v socidlni skupiné snizuje jejich mortalitu (Armitage, 1981). U sviste
zlutobtichého (Marmota flaviventris) disperguji juvenilni samci vétSinou ndsledujici rok
po prvni hibernaci (Schwartz et al., 1998), samice jsou filopatrické a disperguji pouze
do blizkého okoli (Blumstein & Armitage, 1998), vSechny ostatni druhy svistd zistavaji
v okoli matetské nory jesté jeden nebo dalsi dva roky a teprve poté disperguji (Armitage,
1999).

Disperze adultnich jedincti a nebo masova migrace jsou méné bézné, ale vyskytuji se
spise v dusledku vyc€epani zdroji nebo velmi vysokych populacnich hustot (Wolff, 2007) jako
je tomu naptiklad u lumika norského (Lemmus lemmus) (Kausrud et al., 2008).

Disperze, filopatrie a s tim souvisejici piibuznost jedincii v populaci (kolonii) ma také
zasadni vliv na dynamiku vzniku novych populaci (kolonii). Manno et al. (2007) provedli
studii, ve které se zamcfili na vznik novych kotérii u psount prériovych (Cynomys
ludovicianus). Z vysledki je patrné, ze s rostoucim poctem clenti roste 1 pravdépodobnost
rozdéleni kolonie. Oproti tomu populacni hustota a spole¢ny ptvod jedincl (coancestry)
zfejm¢e nema na rozSté€peni kolonie vliv (Manno et al., 2007).

Poznatky o disperzi piibuznych jedincti jsou velmi dualezité pro zjistovani role

inbreedingu pii odhadu efektivni velikosti populace (Wolff, 2007).

1.4. Fragmentace populaci vznik substruktury a souvisejici jevy

Na genetickych rozdilech uvnitf a mezi jednotlivymi populacemi se podili nejen
frekvence a mira disperze jedinct, ale také typ rozmnozovaciho systému (Chesser, 1991). Ten
totiz zasadn¢ ovliviiuje, které z pohlavi bude dispergovat a ovlivni vice genovy tok.
V ziskanych genetickych datech muize byt tedy genovy tok podhodnocen pravé v zéavislosti
na tom, které pohlavi a do jaké miry disperguje. To také ukazala prace Okella et al. (2008)
zamétena na slona afrického (Loxodonta africana), kde je disperze ovlivnéna ve prospéch
samci. Pfevazujicim uspofaddnim u savcli (Mammalia) je samici filopatrie a sam¢i disperze
(Wolff, 1997).

U tribu Marmotini jsou dispergujicim pohlavim samci, zatimco samice jsou
filopatrické (Devillard et al., 2004) a zlstavaji blizko mista svého narozeni. Tak dochézi
k tvorbé ptibuznych skupin jedincti (Hoogland, 1999). Nasledkem toho je vznik substruktury

v ramci populace, ktera ovlivni jak genetickou diversitu tak i efektivni velikost populace
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(Wolff, 2007). Prostorova geneticka struktura je vice ziejma u semisocidlnich druhti jako jsou
pravé zemni veverky (Wolff, 2007).

Substruktura populaci zavisi také na tom, kde v aredlu druhu se populace nachdzi,
protoZze populace na jeho okraji mohou vykazovat niz$i genetickou diversitu nez populace
v centru. U okrajovych populaci je snizen genovy tok, ktery probihd jakoby z jednoho sméru,
z malého poctu sousednich populaci, zatimco v centru arealu probiha z vice stran (Schwarz et
al., 2003). To potvrdila i studie, kterou provedli Garner et al. (2005) na druhu Spermophilus
brunneus, kde okrajové populace vykazuji nizky stupen mikrosatelitové diversity a vysokou
divergenci. V tomto piipadé¢ mohou c¢asteéné hrat roli i1 geografické faktory prostiedi,
zvysujici pravdépodobnost izolace (Garner et al., 2005). Dalsim moZnym vysvétlenim je nizsi
efektivni velikost populace u subpopulaci na okraji areélu.

Proti vzniku substruktury, genetické diferenciace a sniZzeni genetické variability
v populaci ptisobi genovy tok prostiednictvim dispergujicich jedinci. Napiiklad u druhu
Spermophilus mollis prokazala genetickd studie nizkou uroven genetické diferenciace
mezi subpopulacemi a zadny inbreeding pravé diky vysokému stupni genového toku (Antolin
et al., 2001). Fragmentace velké populace na mensi a izolované subpopulace naopak pisobi
ve prospéch vzniku substruktury. Dochazi ke sniZzeni intenzity genového toku
mezi jednotlivymi subpopulacemi a zesileni vlivu genetického driftu (Pierpaoli et al., 2003),
ktery snizuje celkovou genetickou variabilitu postupnou fixaci alel. Jeho efekt je Casto vyssi
u mitochondridlni DNA ve srovndni sjadernou DNA (Okello et al., 2008). Jak vzrista
geografickd vzdalenost mezi jednotlivymi fragmenty populace, nebo doba od jejich izolace,
genetickd diversita uvnitf subpopulaci postupné klesd a dochéazi kjejich rozraznéni
(Biedrzycka & Konopinski, 2008). Malé populace se také stavaji nachyln€jsimi k problémim
souvisejicim s nartstem inbreedingu (Garner et al., 2005), ktery vede k vzrlstajici
homozygotnosti a k projeviim spojenym s inbredni depresi (Hedrick & Kalinowski, 2000).
Skodlivy vliv homozygotnosti zkoumali ve své praci Da Silva et al. (2005) na populaci svisté
horského (Marmota marmota). Nevyhody homozygoti byly vice patrné za zvySenych
stresovych podminek v klimaticky neptiznivych letech, kdy se vice projevi inbredni deprese
a spojeni mezi genetickou diversitou a fitness (Da Silva et al., 2005). Ztrata genetické
diversity negativné ovliviiyje fitness a evolu¢ni potencial druhu (Garner et al., 2005), a proto
je jeji udrzeni prioritou pii zachovani vzacnych nebo ubyvajicich druhi.

Vyse popsané jevy byly v poslednich letech studovany u mnoha riznych zivocisnych
druhti. Napiiklad Saura et al. (2006) popisuji genetickou variabilitu obnovenych populaci

lososa obecného (Salmo salar), Campos et al. (2006) studovali genetickou variabilitu
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izolovanych populaci pstruha obecného (Salmo trutta), Pierpaoli et al. (2003) se zabyvali
genetickymi rozdily mezi evropskymi populacemi kocky divoké (Felis silvestris). Avsak ne
vSechny déle izolované populace vykazuji snizeni genetickou substrukturu a zvyseni stupné
inbreedingu. Napfiklad studie, kterou provedli Milton et al. (2009) na viestanu plastikovém
(Alouatta palliata) neprokézala vyskyt ani jednoho z vySe jmenovanych jevi. Ve studované
izolované populaci se neprokazal ani vyskyt recentniho bottlenecku, prestoze doslo k poklesu
pocetnosti populace (Milton et al., 2009).

Zajimavou srovnavaci studii provedli Garner et al. (2005) na severnim
(S. b. brunneus) a jiznim (S. b. endemicus) poddruhu sysla Spermophilus brunneus. Tento
druh byl vneddavné dobé vystaven znacnému poklesu pocetnosti a izolaci jednotlivych
populaci nasledkem plosnému omezeni a fragmentaci habitatu (Yensen 1999) a tak se stal
nachylnym k inbreedingu a ztraté genetické variability v diisledku genetického driftu. Severni
poddruh ale vykazoval oproti ofekavani vySsi stupent mikrosatelitové genetické diversity,
1 kdyz byl izolovany delsi dobu nez jizni poddruh. Jednim z moznych vysvétleni tohoto jevu
je delsi doba izolace jizniho poddruhu nebo zna¢ny bottleneck efekt predtim, nez doslo
k izolaci populaci (Garner et al., 2005). Rozsah ztraty genetické variability v populaci
podstupujici bottleneck zavisi na mnoha faktorech: doba trvani bottlenecku, velikost populace
a pfitomnost ¢i absence jemn¢j$i genetické struktury.

Pii Sifeni druhu se projevuje tzv. efekt zakladatele zpiisobeny fragmentaci habitatu
a vytvofenim bariér omezujicich disperzi, ktery miize signifikantné ovlivnit genetickou
diversitu v izolovanych populacich (Hedrick & Kalinowski, 2000). Studie provedena
Brodersem et al. (1999), kterd se zabyvala efektem zakladatele a jeho vlivem na genetickou
variabilitu losa (4lces alces), prokédzala, ze po zalozeni populace z né€kolika jedinci doSlo
ke ztraté genetické variability. BEhem jedné takovéto udélosti doslo k primérné redukei 22%
pozorované heterozygozity a ztraté témet 46% pro dvé po sobé jdouci udéalosti (Broders et al.,
1999). I kdyz doslo ke zna¢né redukci genetické variability, nebyly nalezeny Zadné negativni
nasledky na fitness, které by ovlivnily Zivotaschopnost populaci. Recentné vzniklé populace
losa maji srovnatelné mnozstvi genetické variability jako nékteré dlouho ustavené populace,
které neprosly redukci pocetnosti (Broders et al., 1999). Manno et al. (2007) zkoumali
genetické rozdily mezi nové vytvofenymi koteriemi psouna prériového (Cynomys
ludovicianus), které vznikly rozs$tépenim pavodni koterie. Genetické rozdily nebyly
signifikantni ihned vroce po rozdéleni a byly ekvivalentni genetickym rozdilim

mezi ostatnimi koteriemi az po 3 az 4 letech (Manno et al. 2007).
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1.5. Ovlivnéni habitatu a rozSifeni Zivo¢ichu v minulosti

Molekularni hodiny kalibrované podle fosilii Casto koreluji divergenci druht
a podruhti s paleoklimatickymi, orogenickymi nebo tektonickymi zménami, které na né¢ mély
podstatny vliv (van Tuinen et al., 2004). Rod Spermophilus je holarkticky rozsiten, vyskytuje
se pfes temperatni a arktickou Eurasii od centralni Evropy do Ciny, Mongolska a Sibife,
a pres zapadni ¢ast Severni Ameriky od AljaSky po Mexiko (Thorington & Hoffmann, 2005).
Z roz§iteni rodu vyplyva, ze hlavnimi paleoklimatickymi zménami, které mély v minulosti
vliv na izolaci a divergenci populaci, byly nartst a ubytek kontinentalniho ledového pokryvu
béhem Kvartéru (Hewitt, 2004). Na rozsifeni jednotlivych druhi béhem tohoto obdobi mély
nejvetsi vliv zeméEpisnd Sitka a topografie oblasti jejich vyskytu (horské hiebeny, feky, velka
jezera, apod.) Pfi naristu ledového pokryvu opakované dochédzelo k posunu temperatnich
a tropickych oblasti smérem k rovniku a s klesajicim mnozstvim srazek se redukovaly
tropické lesy a nartistaly pousté (Hewitt, 2004). Tento pohyb vegetacnich pasem nasledovaly
zivoC¢isné druhy (Whorley et al., 2004; Krystufek et al., 2009; van Tuinen et al., 2008).
Ledovy pokryv dosahl posledniho glacidlniho maxima pted 23 000 - 18 000 lety (Hewitt,
1999).

V Evropé v této dobé dosahoval ledovec az k 52° severni Sitky a permafrost k 47°
severni Sitky (Hewitt, 1999). Po tstupu ledovce dochazelo k rychlé postglacialni rekolonizaci
z jizné poloZenych refugii smérem na sever (Hewitt, 1999), kterd mohla vytvofit oblasti
s redukovanou genetickou variabilitou vlivem opakovaného efektu zakladatele (Hewitt,
2000). V Evropé byla tfi hlavni refugia na velkych poloostrovech: Pyrenejském, Apeninském
a Balkanském. Druhy se také do Evropy Sifily z ptilehlych oblasti jako je okoli Kaspického
mote a Kavkazu (Hewitt, 1999). Nékteré druhy ale mohly pfezit 1 v severnéji poloZenych
refugiich, v oblasti stfedni Evropy to byly napf. Karpaty (Kotlik at al., 2006). Rada taxonii
v téchto oblastech dodnes vykazuje vysS$i taxonomickou a genetickou variabilitu (Hewitt,
2004), protoze mély dostatek Casu divergovat a nahromadit genetické rozdily (Hewitt, 1999).

Situace v Severni Americe béhem zalednéni se od Evropy pomérné lisila. Ledovcovy
pokryv zde zasahoval az k 40° severni Sitky (Hewitt, 2000). Velky vliv na rozsifeni druha
méla, a stdle ma, odliSnd orientace severoamerickych pohofi, kterd jsou prevdzné v severo-
jiznim sméru, zatimco v Evropé pfevlada smér zapado-vychodni. Proto je vhodnéjsi vnimat
Severni Ameriku jako nékolik regiont liSicich se geografii, klimatem a s tim spojenou historii
druht (Hewitt, 2000). Situaci v severozdpadni casti Severni Ameriky lze analogizovat

s Evropou, ale postglacidlni rekolonizace regionu probihala z vice smérti: ze severu, jihu
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a vychodu (Hewitt, 2004). Jihovychodni ¢ast Severni Ameriky, ktera plnila funkci refugia, se
zda byt druhove bohatsi nez Jizni Evropa (Hewitt, 2000).

O glacidlni historii evropskych stepnich druht obratlovct je doposud velmi malo
znamo. Béhem obdobi glaciali dochazelo k expanzi stepnich biotopil a zivo¢ichll vazanych
na tyto habitaty, zatimco béhem interglacialu se Sifily porosty teplomilnéjSich dievin a stepi
se fragmentovaly a ustupovaly (Roebroeks et al., 1992). Existence balkédnského refugia
pro stepni druhy byla potvrzena v praci KryStufka et al. (2009), kde se pomoci
mitochondridlni DNA podafilo odhalit tfi hlavni fylogeografické linie sysla obecného
(Spermophilus citellus). Prvni hlavni linie je Jizni linie zahrnujici jizni okraj arealu druhu
(Recko, Evropska ¢ast Turecka, Bulharsko, Rumunsko a Ukrajina), druha hlavni linie se déli
na dvé sublinie. Linii Jakupica, kterd je okrajovym izolatem na vysokohorském stepnim
ostrove v centradlni Makedonii a Severni linii zahrnujici severni populace v prostoru od Srbska
az po Slovensko a Ceskou Republiku (Krystufek et al., 2009). K oddéleni Jizni a Severni
linie dosSlo zhruba pted 0,58 mil. let, odStépeni linie Jakupica od Severni linie se odehralo
o néco pozdéji, pred 0,30 mil. let (Krystufek et al., 2009). Tato doba odpovida i odhadiim
Casové divergence mezi péti fyloskupinami sysla maloasijského (Spermophilus
xanthoprymnus) (Glindiz et al., 2007). Nejpravdépodobnéjsi scénai evolucni historie sysla
obecného od stfedniho pleistocenu je brzka vikariance ancestralnich populaci do dvou
hlavnich fylogeografickych linii (Severni a Jizni), které zlstaly pozdéji efektivné izolované
(Krystufek et al., 2009). V kazd¢ z hlavnich linii byly populace pravdépodobné opakované
fragmentovany tehdy, kdyz se kratkostébelnd step zmenSovala béhem expanze
vysokostébelné stepi, keti a nebo lesi (Krystufek et al., 2009). Populace tak ptezivaly
v izolovanych habitatech a diferenciovaly se diky genetickému driftu nebo rozdilné selekci
(Krystufek et al., 2009). Ztejmé uz v této fazi Sifeni doSlo k redukci genetické variability
vlivem efektu zakladatele, genetického driftu a po sob¢€ nasledujicich bottleneck.

Van Tuinen et al. (2008), kteti studovali fylogeografii severoamerického sysla
horského (Spermophilus armatus), odhalili 3 fylogeografick¢ linie: Severovychodni,
Severozapadni a Jizni, kterd je nejrozsifenéjsi a také nejvice geneticky variabilini. Oddéleni
dvou severnich liniii od Jizni se udalo pomérné brzy v historii druhu, zhruba pted 0,43 mil. let
a k rozstépeni severnich linii doslo pred 0,33 mil. let, coz odpovida posledni velké sopecné
aktivité v oblasti. Zjistény demograficky signal expanze v Jizni a Severovychodni linii se
shoduje s odlednénim v pozdnim Pleistocenu a naslednou postglacialni rekolonizaci
nekterych severnéji polozenych oblasti (van Tuinen et al.,, 2008). Tento pattern rozpadu

na linie vlivem méniciho se prostiedi koreluje se studii Krystufka et al. (2009). K podobnym
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vysledkim dospéli  také Whorley et al. (2004), kteti studovali fylogeografii

severoamerického sysla béloocasého (Ammospermophilus leucurus).

1.6. Ovlivnéni habitatu a rozsifeni Zivo¢ichu v historické dobé a v soucasnosti

V historické dobé€ 1 v soucasnosti mélo nejvetsi vliv na rozsifeni mnoha zivociSnych
druhii piisobeni clovéka. At uz se jedna o zavleceni neptivodnich druht (Peacock et al., 2009)
nebo o ovlivitovani jejich zivotniho prostiedi (Milton et al., 2009). U mnoha druht zivoc¢ichi
muzeme v souc¢asné dob¢ pozorovat fragmentaci habitatu, izolaci populaci a nasledkem toho
1 snizovani genetické variability (Saura et al., 2006; Campos et al., 2006; Pierpaoli et al.,
al., 2005).

Jiz od pocatku existence lidské civilizace ovliviioval ¢lovek prostredi, ve kterém zil.
Za prvni vyznamny milnik je povaZovana neolitickd zemédé€lska revoluce, ktera se zacala §ifit
z oblasti Blizkého Vychodu pted cca 9 000 - 5 000 lety (Hewitt, 2000). Od dob antiky byly
v Evropé¢ pro ziskdni zemédélské pudy kaceny obrovské plochy lesnich porostii (Cremene et
al., 2005) a tak dochazelo k vytvafeni a rozSifovani kulturni stepi. Tim vznikaly vhodné
podminky pro Sifeni stepnich druht z vychodni az do stfedni Evropy. Béhem 20. stoleti vSak
postupné nartstal tlak na vynosy v zemé&délstvi a tak dochazelo ke zméndm ve zpisobu
hospodateni a vyuzivani krajiny. Tyto zmény (napi. zcelovani malych poli do vétSich celkd,
hluboka orba, ruseni nebo zarGstdni mezi) mély za nasledek redukci stepnich biotopa
ve vychodni Evropé (Cremene et al., 2005).

V soucasnosti je zfejm¢ nejveétsim problémem jak evropskych tak i severoamerickych
stepnich ploch jejich stale pokracujici fragmentace vlivem lidské Cinnosti. Souvisejicim
problémem je pfeména puvodnich habitatl, zejména pro zemédé€lské ucely. To mlze vyustit
az vizolaci jednotlivych subpopulaci okolnim nevhodnym habitatem. Napiiklad
u severoamerického sysla horského (Spermophilus armatus) doslo k lokalni extinkci jedné
z mitochondridlnich linii v disledku klimatickych zmén a pfeméné habitatu (van Tuinen et
al., 2008). Také ve vychodni Evropé vedl rapidni vyvoj industrializace a zemédélstvi k velmi
rychlé ztrat€ vhodnych habitath a dramatické redukci v rozSifeni a pocetnosti sysla
perli¢kového (Spermophilus suslicus) v zapadni €asti jeho aredlu na Gzemi Polska a Ukrajiny
(Biedrzycka & Konopinski, 2008). Na poklesu pocetnosti se mohou podilet i dalsi faktory,

jako naptiklad zavleCeni neplvodnich druhtt rostlin, jak tomu bylo v pfipadé
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severoamerického sysla Spermophilus brunneus, kde invaze neptivodnich druhii trav narusila
piirozené cykly pozart (Yensen, 1991).

Stepni biotopy jsou dilezité z hlediska vyskytu mimotadné vysoké diversity rostlin
a bezobratlych zivocichii s mnozstvim endemickych druhti. Jsou také povazovany za refugia
mnoha ohrozenych zivocisnych druhti, které jsou vazany na oteviené habitaty (Cremene et al.,

2005).
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2. Material a metodika

2.1. Ochranarsky status druhu

Sysel obecny (Spermophilus citellus) je dle narodni legislativy fazen mezi kriticky
ohrozené druhy nasi fauny. V téZe kategorii je uveden v Cerveném seznamu ohroZenych
druhii obratlovcti Ceské republiky. Proto byla pro twdely tohoto vyzkumu, podpofeného
grantem Ministerstva Zivotniho prostfedi CR — projekt &. SP/2d4/61/08, udélena vyjimka
(01658/CK/2008) ze zakona ¢. 114/1992 Sb., o ochrané ptirody a krajiny, ve znéni pozdéjsich
predpist.

2.2. Odchyty a odbér genetického materialu

Sbér vzorkll pro molekularni studie probihal v letech 2008, 2009 a 2010 na Uzemi
Ceské republiky a Madarska. Kazdy vzorek, tak jak jsou dale zmifiovany v této préci,
predstavuje jednoho jedince sysla obecného. Sysli byli odchytavani za pouziti stahovacich ok
nebo zivochytnych pasti, do kterych byla umisténa navnada (kus jablka). Nastrazené pasti
a oka byly kontrolovany zhruba kazdych 15 minut, aby se zamezilo zbytecnému stresovani
chycenych zvitat (zdkon ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozd¢jSich
pfedpisti). Chycenému syslovi byla zastfiZzena srst na Spi¢ce ocasu, aby nedoSlo
k opakovanému odbéru vzorku ze stejného jedince. K ziskani genetického vzorku bylo
zvoleno pouziti minimaln¢ invazivnich metod — biopsie z usniho boltce nebo stér bukani
sliznice pomoci nylonovych odbérovych §tétecki pouzivanych ve forenzni genetice (4N6
DNA swabs, Copan). Geneticky material byl uchovavan v 1,5 ml mikrozkumavkach v ¢istém
ethanolu — kratkodobé (v terénu) pii pokojové teploté¢ a nasledn¢ dlouhodobé pii teploté -
20°C. Celkem bylo ziskano 408 vzorkii ze 27 lokalit v Ceské republice a 3 vzorky z 1 lokality
v Mad’arsku — letisté v Szegedu (Tab. 1 a Obr. 2 a 3).
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pocet pocet
lokalita zkratka vzorki lokalita zkratka vzorki
Letnany LE 19 | Medlanky ME 20
Trhovky TR 14 | Bofitov BO 21
Lichovy LI 1 | PR.Nad fekami NR 14
Kyjov KY 18 | HruSovany HR 10
Vyskov VY 21| Velké Pavlovice VP 7
Kolin KO 17 | Hodkovice HO 2
Lomy LO 2 | Roudnice n. L. RL 24
Lodénice LOD 48 | Rana - Hradek RH 21
Jamolice JA 22 |Rana RA 18
Strakonice ST 10 | Olsova Vrata ov 3
Debr DE 15 | Mohelno MO 18
Ivancice v 5 | Biskoupky BI 1
Karlovy Vary KV 34| Albet AL 10
Bezdécin BE 13 | Mad’arsko-Szeged HU 3
Tab. 1. Seznam lokalit, kde byl proveden odchyt sysli, jejich zkratky a pocet ziskanych
vzorku.
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Obr. 2. Piehled lokalit, na kterych byl sbiran nas material na izemi CR (mapa pievzata

a upravena podle Matéju et al. 2010a).
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Obr. 3. Poloha madarské lokality, kde byl sbirdn material (mapa pifevzata a upravena

z http://www.budarentals.com/Apartments/budapest/Budapest/Budapest-Map.aspx).

2.3. Charakteristika studovanych koloni sysla obecného

V soudasné dobé se sysel obecny vyskytuje na tizemi Ceské republiky na cca 35
vzajemné izolovanych lokalitdch, z nichz nékteré jsou jiz blizko svému zaniku. Posledni
publikovany odhad pocetnosti sysla byl proveden v roce 2008 a v této dobé dosahovalo pouze
12 kolonii podtu 100 a vice jedinct. Celkovy podet sysli na tzemi CR, odhadovany
na zakladé letnich stavi (tedy vcetné tohoro¢nich mlad’at) tehdy cCinil cca 3600 jedinca

(Matgjt et al. 2008). Podrobné;jsi udaje o vyvoji pocetnosti jednotlivych kolonii a pfirodnich
podminkach jejich lokalit podavaji Matéju et al. (2008, 2010a).

2.4. I1zolace DNA
Izolace byla provedena komeréné dodavanymi kity - DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) a NucleoSpin (Macherey Nagel). Byl dodrzen postup podle protokolu dodavaného

vyrobci. Pro ziskani DNA byla pouzita vzdy jen polovina odebraného vzorku (u tkan¢) nebo

byly pro izolaci pouzity bunky ziskané jako peleta po centrifugaci lihu, ve kterém byl uloZen
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nylonovy odbérovy Stétecek. Originalni protokol od vyrobce kitu (Qiagen) byl upraven ve 3
bodech:

1. ve druhém kroku izolace bylo rozdéleno ptidani proteindzy K do dvou krokt.
Pro samotnou lyzi tkan¢€ bylo pouzito misto pfedepsanych 20 ul pouze 15ul. Po uplynuti doby
potiebné pro lyzi (6-8 hodin) bylo pfidano zbylych 5 pl a vzorek se dal jest€ na 10 minut

inkubovat. Tim se omezila mira autodigesce enzymu,

2. v sedmém kroku protokolu bylo snizeno mnozstvi elu¢niho pufru AE z ptivodnich

200 pl na 150 pl, aby byla ziskdna DNA o vétsi koncentraci,

3. krok osm (opakovani eluce) byl vynechan, protoZe pifi pouZzitém mnozstvi tkané

byla vétSina izolované DNA ziskéana pfi prvnim promyti pufrem AE.

Uspésnost izolace byla ovéfena provedenim gelové elektroforézy. Koncentrace
a Cistota ziskané DNA byla zjiSténa méfenim absorpcniho spektra na Spektrofotometru

ND-1000 (Nanodrop®) v sekvenacni laboratofi biologické sekce PfF UK. Dle potiteby byla
ziskand DNA nafedéna na koncentraci 1-10 ng/ul podle tabulky 2.

ng/ul | DNA (ul) | H,O (ul)
1-10 20 0
10 — 20 10 10
20 - 30 6,7 13,3
>30 4 16

Tab. 2. Redéni vyizolované DNA v zavislosti na koncentraci zjiiténé spektrofotometrem.

2.5. Crosspecies analyza

Nejdiive byla provedena reSerSe ¢lankt zabyvajicich se identifikaci mikrosatelitovych
lokust a vytvofeny vhodné primery k jejich amplifikaci u zéastupcti podceledi Marmotinae
(Stevens et al., 1997; Da Silva et al., 2003; Gondek et al., 2006; Hanslik & Kruckenhauser,
2000; Jones et al., 2005; Kyle et al., 2004; May et al., 1997). Pfi vybéru mikrosatelitovych
lokust pro druh Spermophilus citellus byla vzata v ivahu fylogeneticka pozice druhu v ramci

podceledi (Harrison et al., 2003). Pro zjiSténi pouzitelnosti vybranych primert byla provedena
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crosspecies analyza na souboru 24 jedinct zriznych populaci Ceské republiky

a ze srovnavaci populace z Mad’arska. Na zakladé ziskanych vysledki bylo vybrano 13

mikrosatelitovych lokusti pro nasledujici analyzy (Tab. 3). Podle publikovanych Ta,

a zjiSténych délek alel byly lokusy rozdéleny do tii sad, tak aby se PCR a fragmentacni

analyzy daly provést v multiplexech. Byly nasyntetizovany fluorescentn¢ znacené primery

amplifikujici tyto lokusy.

Sada 1 — ST10, Ssu7, Ssul7, Ssul5, MA066 (Ta=52°C)
Sada 2 — Ssul3, MS56, IGS-110b, Ssu8, MS41 (T.,=53°C)
Sada 3 — MA091, Ssu5, Ssul, (Ta\=59°C)

pristupové
lokus cislo jednotka opakovani sekvence primeru (5°—>3') fluorescen¢ni
GeneBank znaceni

ST10 AF254436 |(CA)12 F: TTGTGATCCTCCAGGGAGTT 6FAM™
R: GTGATTTCCAAACCCCATTC

Ssu7 DQ227412 |(GA)I3 F: TTTGAGGACCAGGACATCGT PET®
R: GCCACTACACCTCTCCTTGC

Ssul7 DQ227417 |(GAT)14 F: CCCAAAAGGGAACAAAGCTA 6FAM™
R: TGATTCAAAGATGCAAACATCC

Ssul5 DQ227415 |(TC)3G(TC)3G(CT)10 | F: CTAAGCACCACATACAAAGATG VIC®
R: TCCCTTCCACCCATTGAC

MAO066 |AY197783 |(CA)l4 F: AATATGTTAAGGCAGTTCTAGC PET®
R: GTTTCTTCCTGATATGGAAAGATGATGT

Ssul3 DQ227414 [(CA)11 F: GCATTTGAGAAGGTCTGGTGAG 6FAM™
R: CTGAGGGAAAGCGAGGAGAG

MS56 AF259377 |(CA)l14 F: CAGACTCCCACCAGTGACC NED™
R: CCTGATCTATGTAGGTTCCAT

IGS-110b | U73698 (TGC)9 F: CCATGGAAGCATGTCTGGTG PET®
R: TGCTTCCTGATTTCAAAGTTGC

Ssu8 DQ227413 |(AC)17 F: AGTCGTGTCCAGCTTGTGTG NED™
R: AAATTGGGATGATAAGCAGAGG

MS41 AF259373 |(GT)11 F: GGTGTATATGGGAATAGGGGG PET®
R: GCCTTCAAATCAAAGCAGGTTG

MA091 |AY197784 |(CA)20 F: CCTGTGTGAGTCCTGGAGTC VIC®
R: AGCCATTTAGGTTACATCTGC

SsuS DQ227411 |(AG)12 F: CAACATAGTGAGACCCCATC NED™
R: AAGTCATCCCTGCCCTAAT

Ssul DQ227409 |(AC)10 F: AGGTGGGTGTGAGAACTTGC NED™
R: AACTCAGGCTGGTGTTGTGA

Tab. 3. Piehled mikrosatelitovych primerd, jejich pfistupovych ¢isel do GeneBank, jednotek

opakovani a fluorescen¢niho znaceni.
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2.6. PCR

Vlastni PCR reakce probihaly v termocykleru iCyclerTM Thermal Cycler (BIO-RAD)
za pouziti kitu Multiplex PCR (Qiagen). Slozeni reak¢ni smési pro PCR je uvedeno v tabulce
4. a pomér slozek (forward a reverse primer, pufr TE) jednotlivych multiplexovych sad
v tabulce 5. Objem DNA v reakéni smési byl optimalizovan podle sily fluorescencniho
signalu a mnozstvi vyskytujicich se artefaktli po provedeni fragmentaéni analyzy. Nastaveni
teplot a poctu cykla termocykleru pro multiplexy je v tabulkdch 6, 7 a 8. Byly provedeny

predbézné analyzy, kde se ovéfovala uspéSnost amplifikace pomoci PCR gelovou

elektroforézou.

V finar (D)
PCR master mix 5
primer mix A 1
primer mix B 1
Rnase-free water 2

DNA

1 (1-10 ng/ul)

celkem

10

Tab. 4. Koncentrace reakéni smési pro PCR mikrosatelitti.

sada lokus F (ul) R (ul) TE (ul)

1A ST10 2,5 2,5
Ssu7 2,5 2,5

doplnéno 240
Ssul? 2,5 2,5
1B Ssuls 2,5 2,5
MA066 5 5

doplnéno 230
Ssul3 2,5 2,5
2A MS56 2,5 2,5
IGS-110b 2,5 2,5

doplnéno 235
7B Ssu8 2,5 2,5
MS41 2,5 2,5

doplnéno 240
3A MAO091 2,5 2,5
SsuS 2,5 2,5

doplnéno 240
3B |Ssul | 2,5 2,5

doplnéno 245

Tab. 5. Mnozstvi forward (F), reverse primerti (R) a pufru TE v jednotlivych primer mixech.
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cyklus krok T (°O) t (min)

1 (1x) 1 95 15:00

2 (30x) 1 94 0:30
2 52 1:30
3 72 1:00

3 (1x) 1 60 45:00

4 (1x) 1 20 0:00

Tab. 6. Nastaveni programu termocykleru pro PCR mikrosatelitd — multiplex 1.

cyklus krok T (°C) t (min)

1 (1x) 1 95 15:00

2 (30x) 1 94 0:30
2 53 1:30
3 72 1:00

3 (1x) 1 60 45:00

4 (1x) 1 20 0:00

Tab. 7. Nastaveni programu termocykleru pro PCR mikrosatelitd — multiplex 2.

cyklus krok T (°C) t (min)

1 (1x) 1 95 15:00

2 (30x) 1 94 0:30
2 59 1:30
3 72 1:00

3 (1x) 1 60 45:00

4 (1x) 1 20 0:00

Tab. 8. Nastaveni programu termocykleru pro PCR mikrosatelitd — multiplex 3.

2.7. Fragmentacni analyza

Smés pro fragmentacni analyzu obsahovala 7,5 pl formamidu, 0,5 ul velikostniho
standardu (Gene Scan™ 500 LIZ Size Standard, Applied Biosystems) a 2 ul PCR produktu.
Tato smés byla denaturovdna v termocycleru iCyclerTM Thermal Cycler (BIO-RAD)
pii teploté 95°C po dobu 5 minut. Nasledné byla zchlazena na teplotu 4°C nebo skladovana
pii teplot¢ -20°C. Fragmentdcni analyza probc¢hla v sekvenénim centru PiF UK
na sekvenatoru ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) s polymerem
POP4.
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2.8. Analyza dat

V programu GeneMarker VI1.80 (www.softgenetics.com) byly odeéteny délky
jednotlivych alel. Béhem odecitani bylo pfihlédnuto k moznému vyskytu artefaktd in vitro
amplifikace. Celkem bylo zpracovano 408 jedincti z Ceské republiky a 3 jedinci z Mad’arska
(délky alel v ptiloze 1). V nasledujicich analyzach, pokud neni uvedeno jinak, byl pouzit
dataset vSech 411 jedincti.

Vyskyt moznych chyb pfi genotypovani jedincti, jako je vyskyt nulovych alel
a artefaktd vzniklych in vitro amplifikaci, byl testovan v programu Micro-Checker (van
Oosterhout et al., 2004).

Zakladni popisné charakteristiky jednotlivych mikrosatelitovych lokusi a populaci
byly vypocitany pomoci programu GenePop V4 (Rousset, 2008) a Genetix 4.0.5.2 (Belkhir et
al., 2004). Byla zjisténa distribuce frekvenci alel v kazdém lokusu, frekvence vyskytu
nulovych alel a vazebna rovnovaha. Dale byly vypocitany hodnoty Fsr (fixa¢ni index) a Fig
(koeficient inbreedingu) v programu FSTAT (Goudet, 2001). Fixa¢ni index (Fst) méfi snizeni
heterozygozity subpopulaci, ke kterému dochéazi vlivem genetického driftu u subpopulaci
pii snizeni genového toku. Mize nabyvat rozmezi od 0, kdy se zadna diferenciace
nevyskytuje, az do 1, kdy jsou v subpopulacich fixovany odlisné alely. Hodnoty pod 0,05
muzeme povazovat za slabou genetickou diferenciaci, rozmezi od 0,05 do 0,15 povazujeme
za stfedni genetickou diferenciaci, hodnoty od 0,15 do 0,25 poukazuji na silnou genenetickou
diferenciaci, hodnoty nad 0,25 znamenaji velmi silnou genetickou diferenciaci. Koeficient
inbreedingu (Fis) popisuje také snizeni heterozygozity, ale v disledku piibuzenského kiizeni
mezi jedinci. Rozsah moznych hodnot je od -1, kdy v populaci nejsou pfitomni Zadni
homozygoti, az do +1, kdy nejsou ptitomni Zadni heterozygoti.

Dale byl pouzit program Cervus 3.0 (Kalinowski et al., 2007) pro zji§téni poctu
jednotlivych alel, vypocet ocekdvané (H.) a pozorované heterozygozity (H,) jednotlivych
lokust.

Ke zhodnoceni genetické variability populacemi byla pouzita allelic richness zahrnutéa
v programu FSTAT (Goudet, 2001). Vyhodou této statistické metody je, Ze srovnava
genetickou variabilitu nezavisle na po¢tu vzorkl z jednotlivych populacich. Do této analyzy
nebylo zahrnuto 6 vzorka (TR-8, TR-14, VY-3, BO-11 , BE-7, KO-1) s chybéjicimi daty
u nékterého z lokusi.

Pro prvni ndhled na ziskand mikrosatlitovd data byla zvolena koresponden¢ni

faktoridlni analyza (AFC) provedena programem Genetix 4.0.5.2. (Belkhir et al., 2004), ktera
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patii mezi mnohorozmérné klastrové analyzy zdiraznujici kovarianci mezi daty (v tomto
piipadé genotypy).

Data byla dale analyzovana pomoci hierarchické Bayesidnské klastrové analyzy
v programu Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000), kterd dokaze 1épe znazornit substrukturu
obsazenou v datech. Pocet zadanych K (klastrii) byl od 2 do 28 a vyjadiuje pocet subpopulaci,
pro které byla hledana podpora v datech. Pfi nastaveni programu byl zadan admixture model,
independent allel frequency model, délka burn-in periody 100 000 krokti a pocet opakovani
MCMC 1000 000 krokii. Podporu vysledkl pro jednotlivd K jsme znazornili vynesenim
hodnoty L(K) a upravené statistiky AK podle Evanno et al. 2005. Nejdiive byly vypocteny
hodnoty L'(K) = L(K) — L(K — 1), potom hodnoty |[L"(K)| = [L'(K + 1) — L'(K)| a v poslednim
kroku hodnoty AK = |L"(K)| / variance L(K).

V ziskanych datech byla také testovana pfitomnost jevu ,,isolation by distance* (IBD).
Projevem IBD je vyssi geneticka podobnost geograficky blizSich populaci oproti populacim
vzdalenéj$im. Sledovany znak ma v takovém piipadé¢ klinalni charakter rozsifeni ve sledované
oblasti. Matice pairwise Fst byla vypocitana za pomoci programu GenePop V4 (Rousset,
2008) a matice geografickych vzdalenosti v Geographic distance matrix generator 1.2.3.
(Ersts, 2011). IBD byla znazornéna vynesenim parametru Fsr / (1-Fst) oproti logaritmu
geografické vzdalenosti. Byla spoctena regresni pfimka pomoci metody RMA (Reduced
Major Axis), signifikance vztahu mezi obéma maticemi byla testovana pomoci Mantelova
testu pies Isolation By Distance Web Service V3.16 (Jensen et al., 2005).

Data byla déle testovana v programu Bottleneck (Cornuet & Luikart, 1996), ktery
detekuje vliv recentniho (2Ne - 4Ne populaci) bottlenecku na genetickou diversitu pomoci
detekce poméru He a equilibrium gene diversity (Heq). Parametry byly nastaveny
podle doporuceni autori pro mikrosatelitova data (TPM - two-phase mutation model, 95%
single-step mutations, 5% multi-step mutations, variance among multiple steps = 12, 10 000
opakovani pro kazdy run). Pfevaha He byla testovana pomoci one-tailed Wilcoxonova testu.
Nékteré populace byly z analyzy vytazeny z diivodu nizkého poctu jedinca (LI, LO, IV, VP,
HO, OV, BI, HU).

I kdyz pouzité vzorkovani neodpovidalo typické landscape genetics studii, testovali
jsme analyzu prostorové distribuce genetické variability pomoci pfistupu tesselation, ktery je
soucasti softwaru Geneland (Guillot et al., 2008) a tadi se také mezi Bayesianské klastrové
analyzy. Tato metoda hledd subpopulace, které jsou pfiblizn€¢ v Hardy-Weinbergoveé
rovnovaze a graficky znazornuje jejich prostorové rozmisténi. Byl nastaven corelated model,

spatial model, null allel model, pocet opakovani MCMC 1 000 000 krokt a byla ukladana
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kazda 100. generace. V této analyze byl z datasetu vypuStén monomorfni lokus Ssul3
(Gondek et al., 2006) a vzorky z mad’arské populace z duvodu pfili§ vysoké geografické

vzdalenosti.
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3. Vysledky

3.1. Detekce nulovych alel

Vysledky ziskané analyzou datasetu v programu Micro-Checker ukazuji na ptitomnost
nulovych alel ve vétSin€ polymorfnich lokusti, kromé monomorfniho Ssul3 (Tab. 9). Grafy
pozorovanych a oc¢ekavanych frekvenci homozygoti pro jednotlivé lokusy jsou v ptiloze 2.
Nadbytek homozygoti mlzZe byt pfipsan spiSe silnému Wahlundové efektu, jako nasledek

genetické fragmentace populaci, nez nadmérnému vyskytu nulovych alel.

3.2. Geneticka variabilita lokust a populaci

Celkem byly Uspésné zanalyzovany genetické vzorky ziskané¢ z 408 jedinci sysla
obecného (Spermophilus citellus) z 28 lokalit v Ceské republiky a vzorky ze 3 jedincii
v jedné madarské populaci, kterd ndm v nasledujicich analyzach poslouZila jako outgroup.
Tyto vzorky tvorily vysledny dataset (n = 411). Dvanact ze tfindcti vybranych
mikrosatelitovych lokust bylo polymorfnich s po¢tem alel od 2 do 7 (primérné 3,77). Lokus
Ssul3 (Gondek et al., 2006) je ziejmé ve vétsiné populaci v Ceské republice monomorfni,
pouze s jednou alelou. Distribuce frekvenci alel v jednotlivych mikrosatelitovych lokusech je
uvedena v ptiloze 3.

Pozorovana (H,) a ocekavana (H.) heterozygozita vSech lokust dosahovala hodnot
H, = 0,161 - 0,348 (prumérné¢ 0,2388) a H. = 0,294 — 0,701 (pramérn¢ 0,4529).
Ke zhodnoceni genetické rozdilnosti mezi jednotlivymi lokusy byl pouzit fixa¢ni index (Fsr)
a koeficient inbreedingu (Fis). Byla nalezena signifikantni geneticka diferenciace mezi vSemi
studovanymi lokusy. Hodnoty Fst nabyvaly rozsahu od 0,3304 do 0,5388 (pramérné 0,437),
coz zna¢i velmi silny stupen diferenciace mezi studovanymi lokusy. Rozsah hodnot
koeficientu inbreedingu dosahoval od -0,1323 do 0,4463 (primérné 0,0852), coz naznacuje
monomorfni Ssul3 (1,000), primérnd hodnota vypocitand ze vSech lokusii byla 1,2692.
Rozsah velikosti alel, pocet alel na lokus, hodnoty o¢ekavané a pozorované heterozygozity,
fixatniho indexu, koeficientu inbreedingu a allelic richness jednotlivych mikrosatelitovych

lokusti jsou v tabulce 10.
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Lokusy

ST10 Ssu7 Ssul7 Ssul5 MAO066 |Ssul3 |[MS56 IGS-110b | Ssu8 MS41 MAO091 |Ssu5 Ssul
LE 0] -0,2053| -0,2745| 0,0241| -0,0267 0] 0,0856 0,0579| 0,2027 0] -0,0823] -0,1636| 0,0878
TR 0] -0,0026| -0,0026| 0,2782] -0,0742 0] -0,1292 0] 0,0326] -0,1548]| -0,3453 0] 10,0232
KY 0,2758| 0,1498| 0,1486| -0,0384| 0,0972 0] -0,0398 -0,0871| -0,0673| 0,0978]| -0,0016| 0,0488| 0,1536
VY 0,1182 0,178 -0,2763| 0,1235] 0,1229 0] -0,0482 -0,0742| -0,2714| -0,1003| 0,2556| 0,0812] 0,0225
KO 0,3276 | 0,0792 0 0] -0,4059 0] -0,1255 -0,0597 0] -0,1598| -0,1147| 10,0618 0,0762
LOD -0,067 0| -0,0321| -0,1587 0 0] -0,0211 0] -0,1372] 0,0908]| 0,1475 0] 0,0821
JA 0,4142| 0,1078] 0,0435 0] 0,1023 0] 0,1006 0,1335 0 0] 0,1619] -0,0483 0,232
ST 0 0| -0,2929| -0,6838| -0,2929 0 0 0 -0,136| 0,0487| -0,1056| -0,1056| 0,2649
DE 0] -0,0575 0] 0,0937] -0,1191 0] -0,0881 -0,2697 0] -0,2946| 0,0259| -0,1093| -0,2697
§ v 0] -0,5528| 0,0797| 0,0395 0 0] -0,3675 0 0| -0,1056| -0,1056| -0,1056| -0,1056
2 | KV 0,0384| -0,0925 0 0] 0,1034 0 0 -0,0148 0 0] -0,0607 0] 10,2823
£ | BE -0,1229| 0,1598 0] 0,0351] 0,1544 0] -0,1679 -0,069| -0,1679| 0,0702| 0,0459 0] 0,1375
ME 0,3844 0| -0,2929| 0,3093| -0,0513 0| 0,1723 -0,0253 | -0,1056| -0,0253| -0,1633 0] -0,1127
BO 0 0] -0,0013 0,17] -0,0317 0 0 0,0653| -0,0756| -0,1548| -0,1548| -0,0013] 0,0326
NR 0,3797| 0,0851] -0,0742 0] -0,0256 0] -0,1136 0,0605| -0,0364| -0,1136| -0,2346 0 0
HR 0,2361| -0,2366| 0,2218| 0,1142] 0,1593 0] 10,0487 0,0233| -0,0837| -0,3442| 0,0649 0] -0,0513
VP 0] -0,2441| -0,1548| -0,1548| -0,2441 0] -0,0549 -0,036| -0,0875| 0,1892| -0,4655 -0,622| 10,1339
RL 0 -0,134| -0,0341| 0,3251| -0,0211 0] -0,2094 0,177 -0,2362 0] -0,0871 0 0
RH -0,0488 | -0,0488 | -0,1341| 0,2606| -0,0241 0] -0,0259 -0,2763 | -0,0688| 0,0529| -0,1111 0] 10,0404
RA 0,1486 0] -0,0893 0,241| 0,1785 0] -0,1463 -0,0572| -0,0871| -0,1181] -0,0025 0 0
MO 0,3769| -0,1181] 0,2761| -0,0563| 0,0174 0] -0,0572 -0,0647 0] -0,0282| -0,0282 0] 0,176
AL 0] -0,1056 0 0] 0,0797 0] 0,0908 -0,2254| -0,0513 0] -0,1056 0 0

Tab. 9. Odhady frekvence nulovych alel ziskané pomoci programu Micro-Checker, pro jednotlivé lokusy a populace. Zluté oznaéené hodnoty
znaci vyskyt nulové alely. Do analyzy nebyly zahrnuty populace s nizkym poc¢tem vzorkt (LI, LO, HO, BI, OV, HU).
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rozsah allelic
lokus velikosti | pocet alel He Ho Fsr Fis richness
ST10 122 - 127 4 0,425 0,161 0,3304 0,4463 1,221
Ssu7 165 - 167 2 0,443 0,229 0,4626 0,0633 1,298
Ssul7 196 - 199 2 0,497 0,319 0,3907 -0,0306 1,289
Ssul5 188 - 191 3 0,587 0,251 0,4705 0,2141 1,330
MAO066 238 - 248 4 0,576 0,348 0,3586 0,0754 1,338
Ssul3 175 1 - - - - 1
MS56 108 - 116 4 0,467 0,263 0,4485 0,0045 1,312
IGS-110b | 130 - 151 7 0,485 0,280 0,4105 0,0433 1,299
Ssu8 225 -233 5 0,530 0,321 0,4779 -0,1323 1,312
MS41 197 - 203 5 0,426 0,202 0,5388 0,0021 1,260
MAO091 150 - 174 6 0,701 0,341 0,4902 0,0711 1,344
Ssu5 143 - 150 3 0,294 0,170 0,4510 -0,0305 1,202
Ssul 210-217 3 0,456 0,220 0,3986 0,2142 1,247
primérné 3,77 0,4529 0,2388 0,437 0,0852 1,2692
Tab. 10. Charakteristiky mikrosatelitovych lokusiti. Rozsah velikosti alel, pocet alel,

He = ocekavana heterozygozita, Ho = pozorovand heterozygozita, Fsr = fixa¢ni index,

Fis = koeficient inbreedingu a hodnoty allelic richness.

Pozorovana (H,) heterozygozita zkoumanych populaci nabyvala rozmezi
od H, = 0,4923 (HU) do 0,0718 (OV), druhé nejvyssi hodnoty po mad’arském vzorku (HU)
dosahuje populace z Velkych Pavlovic (VP) s hodnotou 0,4252. Ocekavana heterozygozita
(He) dosahovala H, = od 0,0598 (OV) do 0,4103 (HU), druhé nejvysSi hodnoty dosahla
populace z Kyjova (KY) s hodnotou 0,3935. Primérmé H,= 0,2668 a H. = 0,2440. Vypocet
pairwise Fsr pro dvojice studovanych populaci odhalil signifikantni genetickou diferenciaci
mezi populacemi (Pfiloha 4). Hodnoty nabyvaly rozsahu od 0,0127 (LI — HU), to znaci
slabou genetickou diferenciaci, do 0,8125 (LI — BI), coz ukazuje na velmi silnou genetickou
diferenciaci. Pro cCeské populace je priméméd hodnota pirwise Fsr 0,4346
a po zahrnuti madarskych vzork 0,4293. V obou pfipadech se jednd o velmi silnou
genetickou diferenciaci. Koeficient inbreedingu (Fis) pro jednotlivé populace dosahoval
hodnot od -0,333 (HO) do 0,343 (JA) (primérné 0,0601), po vylouceni mad’arskych vzorki
byl primér 0,0506. To naznacuje vyskyt inbreedingu ve studovanych populacich. Rozsah
hodnot pro alellic richness se pohyboval od 1,072 (OV) do 1,492 (HU), prumér byl 1,267.
Druhé nejvyssi hodnoty po mad’arském vzorku (HU) dosahuje populace z Velkych Pavlovic
(VP) s hodnotou 1,425. Z;isténé hodnoty ocekavané a pozorované heterozygozity, koeficientu

inbreedingu a allelic richness pro jednotlivé populace jsou shrnuty v tabulce 11.
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allelic
populace zkratka He Ho Fig richness
Letnany LE 0,2594 0,2664 0,013 1,266
Trhovky TR 0,2627 0,2726 0,039 1,273
Lichovy LI 0,0769 0,1538 0 1,154
Kyjov KY 0,3935 0,4048 0,181 1,405
Vyskov VY 0,3603 0,3691 0,196 1,367
Kolin KO 0,2690 0,2772 0,068 1,278
Lomy LO 0,1827 0,2436 0,077 1,244
Lod¢nice LOD 0,2112 0,2134 -0,029 1,213
Jamolice JA 0,2786 0,2851 0,343 1,285
Strakonice ST 0,2169 0,2283 -0,155 1,228
Debt DE 0,3347 0,3462 -0,131 1,346
Ivancice v 0,2615 0,2906 -0,067 1,291
Karlovy Vary KV 0,1136 0,1152 0,237 1,115
Bezdécin BE 0,2951 0,3070 0,134 1,309
Medlanky ME 0,2055 0,2107 0,183 1,211
Boftitov BO 0,2534 0,2595 0,007 1,259
PR.Nad fekami NR 0,2341 0,2428 0,145 1,243
HruSovany HR 0,3819 0,4020 0,126 1,402
Velké Pavlovice VP 0,3948 0,4252 -0,122 1,425
Hodkovice HO 0,0962 0,1282 -0,333 1,128
Roudnice n. L. RL 0,2181 0,2227 0,110 1,223
Rana - Hradek RH 0,3248 0,3327 -0,002 1,333
Rana RA 0,2577 0,2651 0,133 1,265
Olsova Vrata oV 0,0598 0,0718 -0,091 1,072
Mohelno MO 0,1992 0,2049 0,233 1,205
Biskoupky BI 0,1538 0,3077 0 1,308
Alber AL 0,1254 0,1320 0,071 1,132
Madarsko-Szeged HU 0,4103 0,4923 0,317 1,492
primérné 0,2440 0,2668 0,0601 1,267

Tab. 11. Popisné charakteristiky studovanych populaci. He = ocCekavana heterozygozita,
Ho = pozorovana heterozygozita, Fis = koeficient inbreedingu a hodnoty allelic richness.

Charakteristiky pro nékteré populace nebyly vypocitany z divodu nizkého poctu vzorkda.
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3.3. Koresponden¢ni faktorialni analyza (AFC)

Pro vizualizaci genetickych vztahii mezi jednotlivymi populacemi byla zvolena
korespondencni faktoridlni analyza (AFC). V analyze byl pouzit cely ziskany dataset
(n = 411). Vysledky potvrdily vyskyt signifikantni genetické diferenciace mezi jednotlivymi
zkoumanymi populacemi (Obr. 4 a 5). Jedinci tvofi shluky, které odpovidaji jejich
geografickému plvodu. Z grafu je také patrnd genetickd exklusivita nékterych demd,
napiiklad populace z lokality Albet (skupina bodli v pravém hornim rohu), kterd je viditelné

oddélena od ostatnich vzorku.
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Obr. 4. Faktoridlni korespondencni analyza vizualizuje kovarianci v mnohorozmérnych
datech (mezi jednotlivymi genotypy). Zde ukazuje vztah prvniho versus druhého hlavniho
faktoru variability. Nékteré populace v grafu jsou vyznaCeny stejnymi barvami, protoze

v programu nelze nastavit vice nez 16 barev.
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Obr. 5. Faktoridlni korespondencni analyza vizualizuje kovarianci v mnohorozmérnych
datech (mezi jednotlivymi genotypy). Zde ukazuje vztah prvniho versus druhého hlavniho
faktoru variability. Nékteré populace v grafu jsou vyznaCeny stejnymi barvami, protoze

v programu nelze nastavit vice nez 16 barev.

3.4. Hierarchicka Bayesianska klastrova analyza

Dalsi pouzitou analyzou, kterd vizualizuje substrukturu v genetickych datech, byla
hierarchickd Bayesidnska klastrova analyza zahrnuta v programu Structure. Tato metoda
uruje posteriorni pravdépodobnost zafazeni individudlnich genotypli do urcitého klastru
pro rtizna K (pocet klastrit).

Vypocitali jsme pravdépodobnost zatazeni do subpopulaci pii nastaveni K = 2 az 28.
Rozd€leni jednotlivych genotypii do klastrt pti rostouci komplexité pouzitého modelu (K = 2
az 8) je znazornéno na obrazku 6. Kazdy jedinec je predstavovan vertikalnim sloupcem, ktery
je rozdélen na K barevnych segmentii, odpovidajicich posteriorni pravdépodobnost zatazeni
jedince do urcité subpopulace.

Po vyneseni hodnot pro Ln probability of data a AK do grafii (Obr. 7 a 8) se jevi jako

nejvhodné;si pocet klastri K = 2.
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Obr. 6. Sloupcovy graf Bayesidnské klastrové analyzy, pro K = 2 az 8, kazdy barevny
segment odpovida posteriorni pravdépodobnosti zatazeni kazdého ze 411 jedinch (genotypii)

do dané subpopulace.
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Obr. 7. Hodnoty Probability Ln likelihood pro testovany pocet K.
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Obr. 8. Vynesené hodnoty AK pro testovany pocet K.
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Vyneseni genetické struktury studovanych populaci do map pii riznych hodnotach

K umoznuje vizualizovat geografickou distribuci genetické variability sysla obecného

v Ceské republice (Obr. 9 az 15). Pro K = 2 je viditelna relativné nahla zéna prechodu,

odpovidajici zhruba oddé€leni hercynské a panonské oblasti (v zapadni subpopulaci je déle

viditelna klinalni variabilita), s rostoucim poctem K je patrnd jemnéjsi geograficka struktura

populaci na daném uzemi. Pfi nizkém poctu K je zfetelny prfedev§im gradient genetického

slozeni populaci od jihovychodu na severozapad a rozdilny status hercynské oblasti, naopak

pii vyS§im poctu K je dobie viditelna exklusivita nékterych demt, napt. populace na lokalité

Albef.
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Obr. 9. Segmenty koldCovych grafi na mapé znadzoriuji sumy pfislusnych posteriornich
pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pfi K = 2 (mapovy podklad pfevzat z Matéji et al.
2010a).

Jablones [
padNisoli | r
e 0 25 50 75 100
"} Trutnov Tk
Jigin S
by
g &5 MNeenod ) g \'k"\/ :
Hradec ¥/ %
2 E e~ Kknéznou 1% ,
ety 5% 5/
B ¢ e [ {
jin © Pardubice’y e ~
i [Sumperk
a Hora Chiudim Usti nad Orlici 3

Svitavy LY

R 1 i .
. N t K

o (

Havlichuy Brod =~ %

Zdarnad )

Peinfimov Sazavou

4 dihlava > 1
s

- 'f

Visetin

\' # Uherské
*;-? Hradisté

/ Madrarsko

e

Obr. 10. Segmenty kolaCovych grafli na mapé znazoriiuji sumy pfislusnych posteriornich

iy

pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pfi K = 3 (mapovy podklad ptevzat z Matéji et al.
2010a).
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Obr. 11. Segmenty kolacovych grafi na mapé znazoriiuji sumy piislusnych posteriornich
pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pii K = 4 (mapovy podklad pievzat z Matéju et al.
2010a).
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Obr. 12. Segmenty kolaCovych grafli na mapé znazoriiuji sumy piislusnych posteriornich
pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pii K = 5 (mapovy podklad ptevzat z Matéji et al.
2010a).

-39



50 75 100

1km

Obr. 13. Segmenty kolaCovych grafli na mapé¢ znazoriuji sumy ptisluSnych posteriornich
pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pfi K = 6 (mapovy podklad pfevzat z Matéji et al.

2010a).

Madarsko

Obr. 14. Segmenty kolacovych grafl na mapé zndzorfiuji sumy pftislusnych posteriornich
pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pii K = 7 (mapovy podklad pievzat z Matéju et al.

2010a).
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Obr. 15. Segmenty kolacovych grafi na mapé znazoriiuji sumy piislusnych posteriornich
pravdépodobnosti pro jednotlivé kolonie pii K = 8 (mapovy podklad pievzat z Matéju et al.
2010a).
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3.5. Allelic richness

Po vyneseni allelic richness proti zemépisné Sitce (Obr. 16) a délce (Obr. 17) je patrny
trend poklesu smérem k okrajim aredlu (na sever a zapad). Signal je ale slaby v disledku

nizkého poctu alel na jednotlivych lokusech.
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Obr. 16. Zavislost allelic richness na zemépisné Siice.
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Obr. 17. Zavislost allelic richness na zemé&pisné délce.
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3.6. Isolation by distance (IBD)

V nasich datech jsme také testovali vyskyt isolation by distance (IBD). Signifikantni
korelace mezi maticemi nebyla nalezena. Manteliiv test naznacCuje absenci isolation by

distance u ¢eskych populaci sysla (r = 0.0990, p= 0.1154; Obr. 18).
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Obr. 18. Vztah genetické a geografické vzdalenosti studovanych populaci.
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3.7. Geneland - analyza Tesselation

Tato analyza je soucasti softwaru Geneland (Guillot et al., 2008) a patfi
mezi Bayesidnské klastrové analyzy. Na ziskaném obrazku €. 19 mizeme vidét ptislusnost

jednotlivych populaci do 25 klastrt a jejich prostorové usporadani na daném tzemi.
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Obr. 19. Piislusnost studovanych populaci k jednotlivym klastrim zjiSténd v programu
Geneland.
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3.8. Detekce recentniho bottlenecku

V programu Bottleneck jsme testovali pfitomnost vlivu recentnich redukei efektivni
velikosti populace v jednotlivych koloniich. Signifikalantni signal existence recentniho
bottlenecku (p-value < 0,05) jsme nalezli ve dvou populacich: v Kolin¢ (KO) a v Debii (DE)
(Tab. 12).

populace zkratka p-value
Letiiany LE 0,11621
Trhovky TR 0,15039
Kyjov KY 0,33862
Vyskov VY 0,28467
Kolin KO 0,02441
Lodénice LOD 0,15625
Jamolice JA 0,28516
Strakonice ST 0,37109
Debf DE 0,00195
Karlovy Vary KV 0,50000
Bezdééin BE 0,13770
Medlanky ME 0,53906
Bofitov BO 0,08203
PR.Nad fekami NR 0,24805
HruSovany HR 0,55078
Roudnice n. L. RL 0,23047
Rana - Hradek RH 0,44922
Rana RA 0,36719
Mohelno MO 0,57715
Albef AL 0,71875

Tab. 12. Hodnoty p-value studovanych populaci. Zluté vyznaceny jsou hodnoty, signifikantné
naznacujici vyskyt bottlenecku. Vytfazeny populace (LI, LO, IV, VP, HO, OV, BI, HU)

z divodu nizkého poctu vzorki.
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4. Diskuze

V této genetické studii jsme se zaméfili na podrobné zhodnoceni genetické variability
zbytkovych populaci sysla obecného (Spermophilus citellus) na uzemi Ceské republiky.
Z celkového poétu 35 lokalit, které jsou na tzemi CR znamy (Matdji et al., 2008), jsme
ziskali genetické vzorky z 408 jedincli odchycenych na 27 lokalitach a jako outgroup jsme
pouzili 3 vzorky ze 3 jedinct ziskanych na jedné lokalité¢ v Mad’arské republice.

Ke zkoumani genetick¢é diversity naseho modelového druhu jsme pouzili
mikrosatelity, které v soucCasné dob& patii mezi nejpouzivancj$i molekularni markery
v populacné genetickych studiich (Oliveira et al., 2006). Uplatiiuji se naptiklad ve studiich
zaméfenych na populaéni strukturu, demografii, landscape genetics, individualni identifikaci
a urovani paternity. Maji mnoho vyhodnych vlastnosti - hojny vyskyt v genomu vétSiny
organismu, vysoky stupenl polymorfismu a heterozygozity (Baker et al., 1999). U druht, kde
zatim mikrosatelitové lokusy nebyly lokalizovéany, lze pouzit primery vyvinuté pro blizce
piibuzné druhy (tzv. cross-species amplifikace; Jaarola et al., 2007). S rostouci
fylogenetickou vzdalenosti ale pravdépodobnost UspéSné¢ho pouziti klesd. Navic mohou
mikrosatelitové lokusy, v takovém piipad¢, vykazovat niz§i variabilitu. Tento jev je zndm
jako ascertainment bias (Webster et al., 2002). V souCasné dobé se d4 pro vyhledavani
mikrosatelitovych lokusii pouZit i next generation sequencing.

Soucasné rozsifeni a variabilita sysla obecného (Spermophilus citellus) odrazi
pleistocenni a holocenni alopatrické jevy souvisejici s tstupem stepnich biotopii pocatkem
holocenu, neolitickou expanzi spojenou s rozsifenim kulturni stepi i zmensSeni a fragmentaci
aredlu sysla ve 20. stoleti v dasledku zmén krajiny vlivem moderniho zemédelstvi
a urbanizace. Tento druh se proto stavd modelovym taxonem pro vyzkum vySe zminénych
jevu.

Zjisténé hodnoty popisnych charakteristik jednotlivych populaci a lokusi naznacuji
snizenou genetickou variabilitu a heterozygotnost popsanou jiz Hulovou & Sedla¢kem
(2008). Priimérna pozorovana (H,) heterozygotnost ¢eskych populaci byla 0,2585. Oc¢ekavana
heterozygotnost (H.) zkoumanych populaci dosahovala H, = od 0,0598 (OV) do 0,4103 (HU),
druhé nejvyssi hodnoty dosahla populace z Kyjova (KY) s hodnotou 0,3935, primérné
H. = 0,2440. Primérnad hodnota H, pouze pro ¢eské populace je 0,2378, Hulova & Sedlacek
(2008) ve své praci uvadi hodnotu He = 0,332.
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Pairwise Fst pro dvojice studovanych populaci odhalil signifikantni genetickou
diferenciaci mezi populacemi. Hodnoty nabyvaly rozsahu od 0,0127 (LI — HU), to znaci
slabou genetickou diferenciaci, do 0,8125 (LI — BI), coz ukazuje na velmi silnou genetickou
diferenciaci. Pro ceské populace je primérnd hodnota pairwise Fsr 0,4346 a po zahrnuti
mad’arskych vzorka dosahuje hodnoty 0,4293. V obou piipadech se jedna o velmi silnou
genetickou diferenciaci. Nase vysledky ukazuji na vySSi stupent genetické difrenciace
nez popsali ve své praci Hulova & Sedlacek (2008), kde byl rozsah hodnot Fsr od 0,0609
(LET — KYJ) do 0,3561 (KV — TR) a prumér pro ceské populace byl 0,158. Vzhledem
k vy$Simu poctu studovanych populaci v nasi praci, se rozdil ve vysledcich predpokladal.

Naopak koeficient inbreedingu (Fis) ndm vysel nizs$i nez Hulové & Sedlackovi (2008).
Rozmezi hodnot bylo od -0,333 (HO) do 0,343 (JA) (prumérné 0,0601), bez mad’arskych
vzorkd byl primér 0,0506. Vyskyt ptibuzenského kiizeni je pravdépodobny v koloniich
s pozitivni hodnotou koeficientu inbreedingu. Silna inbredni deprese se v malych populacich
neocekava (protoze recesivni alely se siln¢ negativnim vlivem na fitness se nemohou udrzet
v heterozygotnich genotypech). Kolonie s vyskytem inbreedingu mohou byt ale ovlivnény
genetickou zatézi, ztratou heterozygotnosti a hromadénim alel s mirn¢ negativnim vlivem
na fitness, coz muze potencialné vyustit v jevy oznaCované jako ,mutational meltdown*
a ,.extinction vortex“.

Rozsah hodnot pro alellic richness se pohyboval od 1,072 (OV) do 1,492 (HU),
primérné 1,267. KdyZz nebudeme brat v ivahu vzorky z Mad’arska, dosahuje druhé nejvyssi
hodnoty 1,425 populace z Velkych Pavlovic (VP). Priméma hodnota allelic richness
pro populace vzrasta smérem od zépadu na vychod. Signal je sice slaby z diivodii nizkého
poctu alel na mikrosatelitovych lokusech, ale i tak nase vysledky potvrzuji klinalni charakter
variability. To odpovida i vysledkiim prace Biedrzycky & Konopinského (2008).

Signifikantni vyskyt recentniho bottlenecku jsme nalezli pouze u dvou studovanych
¢eskych populaci sysla (KO a DE) z dvaceti testovanych. Biedrzycka & Konopinski (2008)
ve své studii nalezli nadbytek heterozygoti u 6 z 10 nejzapadngjSich populaci sysla
perlickového (S. suslicus). Je mozné, ze nase vysledky jsou ovlivnény nizkym poctem
studovanych jedincti ve vétSing€ testovanych populaci.

U zkoumanych populaci nebyl nalezen signifikantni vyskyt isolation by distance
(IBD), to odpovida vysledkim prace Hulové & Sedlacka (2008). Ziejmé vlivem fragmentace
a ztraty habitatu spojenym se snizenim nebo zamezenim genetického toku, geneticky drift

pusobil nezdvisle v kazdé populaci (Hulova & Sedlacek, 2008).
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Provedena korespondencni faktoridlni analyza (AFC) 1 hierarchickd Bayesianska
klastrova analyza ukazuji vyskyt genetické diferenciace mezi studovanymi populacemi. To se
shoduje s predeslymi vysledky studie provedené Hulovou & Sedlackem (2008). Vzhledem
k nizkym disperznim moznostem druhu se urcity stupen diferenciace mezi populacemi
predpoklada, ale vypocitané hodnoty fixa¢niho indexu naznacuji velmi silnou genetickou
diferenciaci a nepfitomnost genového toku. Genetickd diferenciace je dusledkem procest
probihajicich v malych populacich jako je efekt zakladatele, Wahlundav efekt, geneticky drift
a inbreeding. Nahodny drift mize byt v populacich snizkou efektivni velikosti velmi
intenzivni a vede krychlé ztrat¢ genetické variability. K podobnym zavérim dospéli
1 Biedrzycka a Konopinski (2008), ktefi porovnavali genetickou variabilitu sysla perlickového
(Spermophilus suslicus) ve dvou oblastech s rozdilnym stupném spojitosti habitatu. Negativni
dopad vyse jmenovanych jevi je navic znasoben fragmentaci a izolaci jednotlivych populaci.
Stupent genetické diversity uvnitf a divergence mezi populacemi souvisi se stupném
fragmentace aredlu rozsifeni druhu (Garner et al., 2005). Siln4 populacni struktura a snizena
geneticka diversita zjiSt€énd v nasi praci je pravdépodobné zplisobena relativné recentni
expanzi druhu a naslednou fragmentaci jeho aredlu rozsifeni. K té dochazi u obou
studovanych stfedoevropskych druhti sysli zhruba v poslednich 50ti letech a souvisi
s rozvojem industrializace a zeméd¢€lstvi (Biedrzycka & Konopinski, 2008; Hulova &
Sedlacek, 2008). Landscape genetics pfistup v programu Geneland zdUraznil signal
souvisejici s diferenciaci a genetickou exkluzivitou jednotlivych kolonii.

Izolace a fragmentace aredlu ale nemusi vést k vySe uvedenym jevim ve vSech
piipadech. Studie, kterou provedli Garner et al., 2005 na dvou poddruzich severoamerického
sysla Spermophilus brunneus, ukazala, Ze severni poddruh (S. b. brumneus) vykazuje,
oproti ocekavani, vysokou mikrosatelitovou diversitu a pouze nizkou az stfedni diferenciaci
mezi populacemi. A to i pfesto, Ze jsou populace severniho poddruhu izolované déle nez
populace jizniho poddruhu (S. b. endemicus). To naznacuje spiSe stary bottleneck nebo efekt
zakladatele nez recentni redukci genetické variability, zfejm¢& lze urcity stupenn izolace
tolerovat bez ztraty genetické diversity. V souladu s pfedeslymi vysledky prace Hulové &
Sedlacka (2008) je genetickd variabilita sysla obecného v populacich Ceské republiky nizka.
To muze byt zptasobeno nékolika faktory. K prvnimu ochuzeni genetické variability
ancestralnich populaci ziejmé doSlo jiz béhem S§ifeni druhu z balkanského refugia vlivem
efektu zakladatele a opakovanych bottleneckti (Krystufek et al., 2009). Podobny pattern nizké
mikrosatelitové diversity zpisobené vlivem bottlenecku ukazuji i populace jizniho poddruhu

S. brunneus (Garner et al., 2005). Niz§i pozorovanou heterozygotnost v nové zalozenych
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populacich, v porovnani se zdrojovymi populacemi, vlivem efektu zakladatele potvrdila prace
Broderse at al. (1999), kteti studovali kanadské populace losa (Alces alces).

DalSim faktorem ovlivilujicim genetickou variabilitu populaci je jejich geograficka
pozice vramci aredlu druhu. Populace na okraji ardlu totiz mivaji snizenou genetickou
variabilitu oproti populacim vyskytujicim se blize k centru vlivem rozdilné intenzity
genového toku (Schwartz et al., 2003). Tomu odpovida i nizky stupenn genetické diferenciace
mezi centralnimi populacemi (Garner et al., 2005). Ceska republika piedstavuje nejzapadngjsi

okraj aredlu sysla obecného (Obr. 20) a tak lze predpokladat, Ze i tento fakt se mohl podepsat

na snizené genetické variabilit€ nasich populaci.
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Obr. 20. Aredl rozsifeni sysla obecného (Spermophilus citellus) (IUCN, 2008).
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Z pohledu fylogeografické historie patii populace sysla obecného (S. citellus) v Ceské
republice k severni mitochondrialni linii (Krystufek et al., 2009). Ri¢anova et al., 2011
rozdelili na zaklad¢é studia MHC gent a mikrosateliti tuto Severni linii sysla obecného jesté
na Zapadni a Vychodni linii. Zapadni populace, obyvajici pfiblizné tizemi Ceské republiky,
jsou vysoce fragmentované s nizkym nebo Zadnym genovym tokem, snizenou genetickou
variabilitou a vysokym stupném inbreedingu. Oproti tomu Vychodni populace, obyvajici
Slovensko a Madarsko, maji vys§i genetickou variabilitu s vy$§im stupném disperze
a vykazuji nizsi vliv inbreedingu (Ri¢anova et al., 2011). Tato zji§téni odpovidaji charakteru
rozsifeni sysla obecného v Ceské republice (Mat&ji et al. 2008) — kompletné isolované
populace a na Slovensku — misty jeSté zbytky vice-méné souvislého vyskytu, jinde jiz
nastupujici fragmentace (Ambros, 2008). Podobny pattern rozdéleni miizeme pozorovat
i u populaci sysla perlickového (S. suslicus) v Polsku a na Ukrajiné. Zapadni isolaty na uzemi
Polska vykazuji nizs$i genetickou diversitu nez souvislé populace na Ukrajin¢ (Biedrzycka
& Konopinski, 2008).

Z naSich vysledkl vyplyva, Ze zjiSt€na geneticka variabilita ma do jisté miry klinalni
(jihovychod - severozapad) charakter. Pfedél mezi hercynskymi a panonskymi populacemi
vede na arovni hranic Cech a Moravy, pfi¢emz lokality Lomy a Albef na Jindfichohradecku
jiz patii do panonskych populaci. S rostoucim poctem K je patrnd jemnéjsi geneticka struktura
populaci na daném tizemi a mizeme sledovat postupnou diferenciaci populaci a exklusivitu
nékterych demi — napf. lokalita Albef. Tato lokalita se od vSech ostatnich odliSuje velmi
brzy, coz naznacuje jeji mozny puvod z rakouskych populaci, které dodnes obyvaji niziny
a prilehlé pahorkatiny kolem Dunaje v Dolnim Rakousku. Nejblizsi lokality sysla zde lezi jen
cca 50 km od Albefe (Spitzenberger, 2001). Podobnosti mezi geograficky blizkymi
populacemi jsou ziejmé dusledkem spole¢ného ptivodu at’ uz ptirozeného (napt. Rand a Rana
— Hréadek) nebo zplisobeného umélym transferem (napt. Karlovy Vary — letist¢ a OlSova
Vrata). Kolonie nalokalit¢ Karlovy Vary byla téméf jist¢ zalozena jedinci, ktefi byli
odchyceni z lokality OlSova Vrata pro projekt reintrodukce sysla na lokalitu Vitkiv vrch
v CHKO Slavkovsky les v letech 2000 — 2001. Lokalita Vitkiiv vrch pozdéji zanikla a sysli se
odtud odst¢hovali na Karlovarské letisté, které se nachazi zhruba 350 metrt od této lokality

(Matéjt et al. 2010b). Ziskana geneticka data tuto hypotézu podporuji.

Porozumét zékonitostem genetické diversity a divergence mezi zbyvajicimi

populacemi sysla obecného (Spermophilus citellus) v Ceské republice je duleZité proto, aby
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bylo mozné designovat strategii ochranaiského managementu tak, aby byly co nejvice
omezeny dals$i ztraty jeho genetické variability pisobenim genetického driftu, inbreedingu

a Wahlundovu efektu.
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5. Zavéry

e Pomoci riznych pfistupi byla prokazala velmi silnd genetickd diferenciace
mezi studovanymi populacemi sysla obecného (primér pairwise Fsr pro Ceské
populace byl 0,4346).

e Diferenciace mezi koloniemi je diisledkem procest probihajicich v malych populacich
(efekt zakladatele, geneticky drift, Wahlundiv efekt, inbreeding aj.), které jsou jeste
zesileny vlivem fragmentace aredlu rozSifeni a vzédjemné izolace kolonii.

e Genetick4 variabilita vykazuje klindlni pokles smérem k severu a zapadu, tedy k okraji
arealu rozsifeni sysla.

e Byl zistén nahly zlom v genetickém sloZeni populaci, zhruba odpovidajici hranici
mezi hercynskou a panonskou c¢asti arealu.

e Populace na lokalit¢ Albef (okr. J. Hradec) se v pouzitych analyzach odd¢€luje
od ostatnich velmi brzy, coZ naznacuje jeji mozny pivod zrakouskych populaci
obyvajich niziny a pfilehlé pahorkatiny kolem Dunaje.

e Podobnosti mezi nékterymi geograficky blizkymi populacemi jsou ziejmé disledkem
spole¢ného ptivodu (napt. Rana a Rana — Hradek).

e (Geneticka data potvrdila ptavod populace na lokalit¢ Karlovy Vary zjedinct
odchycenych na lokalit¢ OlSova Vrata pro ucel reintrodukce na lokalitu Vitkiv vrch

v CHKO Slavkovsky les v letech 2000 — 2001.
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7. Ptilohy

Ptiloha 1. Délky mikrosatelitovych alel. Chybé¢jici data jsou vyznacena nulou.

IGS-
ST10 Ssu7 | Ssul7 | Ssul5 | MA066 | Ssul3 | MS56 | 110b Ssu8 | MS41 | MA091 | SsuS Ssul

LE-1 123 123 ] 165] 167|196 | 196 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114| 151 | 151|231| 231|197 197 172 172| 147| 147 | 210| 216
LE-2 123 123 | 167] 167|196 | 199 | 191 | 191 | 238|242 | 175| 175| 112 114| 142| 151 | 231| 231|197 | 197 | 172 172| 143 | 147 216 216
LE-4 123 123 | 167] 167|196 | 196 | 191 | 191 ] 238|238 | 175| 175| 114 114| 145| 145|231 | 231|197 197 170 172| 143 | 147| 216 216
LE-5 123 123 | 167] 167|196 | 196 | 191 | 191 | 238|238 | 175| 175| 112 114| 145 | 145|231 | 231|197 | 197 172 172| 143 | 147 | 216 216
LE-6 123 123 | 167] 167|196 | 199 | 188 | 191 | 238|238 175| 175| 112 114| 151 | 151|231| 231|197 197 172 172| 143 | 147 216 216
LE-7 123 123 | 165] 167|196 | 199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114| 151 | 151|231| 231|197 197 170 172| 147| 147 210] 210
LE-8 123 123 | 167] 167|196 | 196 | 191 | 191 ] 238|238 | 175| 175] 112 114] 145| 145|231 | 231|197 197 172 172| 143 | 143 | 216 216
LE-9 123 123 | 165] 167|196 | 196 | 188 | 191 | 238|238 175| 175| 114 | 114| 151 | 151]231| 231|197 197 172 172| 143 | 147 216 216
LE-10 123 123 ] 167] 167] 196 | 196 | 191 | 191 ] 238|238 | 175| 175] 114 | 114] 145| 151|231 | 231|197 197 172] 172| 143 | 147 216 216
LE-11 123 123 ] 165] 167|196 | 199 | 191 | 191 | 238|238 | 175| 175] 112 112] 142| 145|231 | 231|197 | 197 170 170| 147| 147 | 216 | 216
LE-12 123 123 | 167] 167|196 | 196 | 191 | 191 ] 238|238 175| 175] 112 114] 145| 151|231 | 231|197 197 170 172| 143 | 147 210] 216
LE-13 123 123 | 167] 167|196 | 196 | 191 | 191 | 238|238 175| 175| 114 | 114| 145| 145|231| 231|197 197 170 172| 143 | 147| 216 216
LE-14 123 123 ] 165] 167|196 | 196 | 191 | 191 ] 238|238 | 175| 175] 112] 112] 142| 151|231 | 231|197 197 170 172| 147 147 216 216
LE-15 123 123 | 167] 167|196 | 199 | 188 | 191 | 238|238 175| 175| 114 | 114| 142| 151 | 231| 231|197 197 172 172| 143 | 147 | 210| 216
LE-16 123 123 | 167] 167|196 | 196 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114| 142| 145|231| 231|197 | 197 170 172| 147| 147 | 216 216
LE-17 123 123 | 167] 167|196 | 199 | 191 | 191|238 238 175| 175| 112] 112] 142 | 151 | 231| 231|197 197 172 172| 147| 147 216 216
LE-18 123 123 | 167] 167|196 | 199 | 191 | 191 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114| 142| 145|231 | 231|197 | 197 170| 172| 147| 147 | 216 | 216
LE-19 123 123 ] 165] 167|196 | 199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175] 112 114] 142| 151]229| 229|197 | 197 170 172| 143 | 147 210] 216
LE-20 123 123 | 165] 167|196 | 199 | 191 | 191 | 238|238 175| 175| 112] 114| 142| 151 | 231| 231|197 197 170 172| 143 | 147| 216 216
TR-1 123 123 ] 165] 167|196 | 199 | 191 | 191 ] 238|238 175| 175] 114 116] 151 | 151 ] 227| 231|197 197 170 172| 147| 147 210] 216
TR-2 123 123 ] 165] 167|196 | 199 | 190 | 190 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114| 151 | 151|231| 231|197 197 170 172| 147| 147 216 216
TR-3 123 123 ] 165] 167|196 | 199 | 191 | 191 ] 238|238 175| 175] 114 | 114] 151 | 151 ] 227| 231|197 197 170 172| 147| 147 216 216
TR-4 123 123 | 165] 165|196 | 199 | 190 | 190 | 238|238 | 175| 175| 114 | 116| 151 | 151 | 227| 231|197 201| 170 170| 147| 147 | 210| 216
TR-5 123 123 | 167] 167|199 199 | 190 | 190 | 238|238 | 175| 175] 112 114] 151 | 151 ] 227| 231|197 197 170 170| 147| 147 | 216 216
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TR-6 1231123167 167|196 199|190 190 | 238|238 | 175 175|114 | 114|151 | 151231231197 197|170]170| 147| 147|216 216
TR-7 1231123 ]165]165|196| 196| 190| 190 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|151 151227227 197]201| 170|172 | 147| 147|216 216
TR-8 1231123 ]165|167| 199|199 190 0238|238 175]175| 112|114 151|151 |231|231|197|197|170|170|147| 147|216 216
TR-9 1231123 ]1165]167|199|199]190| 190| 238|238 | 175] 175|114 | 116|151 1511231231 197]197|170|170|147| 147|216 216
TR-10 1231123 ]1165|165| 199|199 190| 190| 238|238 | 175| 175|112 | 116|151 | 151|227 231|197 197|170| 172 | 147|147|210| 216
TR-11 1231123 165]165| 196|199 190|190 | 238|238 | 175| 175|112 | 114|151 151227227 197|197|170|170| 147| 147]| 210| 216
TR-12 1231123167 167|196 199|190 190 | 238|242 | 175 175|112 114 151 | 151231231 197201 170|172 147| 147|216 216
TR-13 1231123 ]165|167|196|196| 190| 190| 238|238 | 175] 175|114 | 114|151 151227231 197]201|170|172|147|147]|210]| 210
TR-14 1231123 ]165|167| 196| 196 | 188 0]238(242|175|175| 114|116 | 151 | 151 | 231|231 | 197|197 | 170| 172 | 147 | 147 | 210| 216
LI-1 12311231 165]167| 199|199 191|191 |242|242|175| 175|114 | 114|142 142231231 |197]197|170| 170|143 | 147|217 217
KY-1 1231123 | 167 | 167|199 | 199| 188 | 191 | 238|248 | 175| 175| 112 114|142 | 142| 225|229 | 197|197 | 172|172 | 143 | 143 | 210| 210
KY-2 12311231 167]167|199|199| 188 | 191|248 248 | 175| 175|112 | 116|142 151]229|233|197]202|170| 172|143 147|210 210
KY-3 122126 | 167 | 167|199 | 199|191 | 191 | 238|238 | 175| 175|112 112| 142 | 142| 225|231 | 201|201 | 172 | 172 | 147 | 147| 210 210
KY-4 1231123 165|165 199|199 188|191 | 238|238 | 175 175|112 112|142 | 142| 225|231 197201 | 152] 172|143 | 143|216 216
KY-5 12211221 165]167| 199|199 188 190|238 238 | 175] 175|112 | 112|142 142225229197 197|172| 172|143 | 147]|210]| 216
KY-6 1231123167 167|196 | 196| 188 | 191 | 238|238 | 175 175|112 112|142 | 142| 225|229 197|197 | 172|172 143 | 147| 210 210
KY-7 1221126 167|167 | 199|199 | 188 | 188|238 248 | 175] 175|112 | 114|142 1421233233 197|197|172|172|143|143]|210]| 210
KY-8 1231123 165] 167|199 199|188 | 188|238 238 | 175 175|112 112|142 | 142| 225229197202 | 172 | 172|143 | 147|210 210
KY-9 1221126167 167| 199|199 190|190 | 238|238 | 175] 175|112 | 114|142 142225231 197]201|172|172|143|143]|210] 210
KY-10 1231123 165|167 199|199 188|191 | 238|242 | 175 175|112 112|142 | 142| 229|233 | 197|197 | 152|172 | 147| 147| 210| 216
KY-11 12311231167 167| 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|112 | 114|142 151225229 197|197 172|172 | 147| 147|210 216
KY-12 122126 | 167 | 167|199 | 199| 188 | 191 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 233|233 | 197| 197 | 152| 172 | 143 | 147| 210 210
KY-13 1231123 | 165| 165|199 | 199| 188 | 191 | 238|242 | 175| 175| 112 114| 142 | 142| 229|233 | 197| 197 | 152| 172 | 143 | 147| 210| 210
KY-14 1231 123|167 | 167|199 | 199| 188 | 188 | 238|242 | 175| 175|112 114|142 | 142| 225|231 | 197|197 | 170| 172 | 147 | 147| 210| 216
KY-15 1221122167 167|199 199 188|191 | 238|248 | 175 175|112 112|142 |142|229]|229| 197|197 | 172|172 143 | 147| 210 216
KY-16 1231123167 167| 196|199 191 | 191242242 | 175] 175|112 |116| 142|142 225[229|201|201|172|172|143| 143|216 216
KY-17 1231123 165|167 196 199| 188|190 | 238|238 | 175 175|112 112|142 | 142|225 225|197 201 | 152|172 143 | 147| 216 216
KY-18 12311231 167]167|199|199] 191|191 |238|238 | 175] 175|112 | 112|142 151]225[229|197]200|170| 170|143 143|210 210
VY-1 1231123 165|165 196 196|191 | 191238238 | 175 175|114 114|142 142231231 197|197 172|172 147| 147| 210]| 216
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VY-2 1231123167 167|196 199|188 | 191238240 | 175 175|114 | 114|142 | 142227227197 197|170] 172 143 | 143|210 216
VY-3 1231126 165|167 196| 199 188 01238240 175]175| 114|114 142142227231 |197]197[170|172|143| 150|216 216
VY-4 1231126 165|167 196|199 | 188|191 | 238|242 | 175 175|114 | 114|142 |142| 227|231 197][201|170] 170| 143 | 147| 210]| 216
VY-5 1231 126]165]165| 196| 196| 188 190|242 242 | 175] 175|114 | 114|142 1421231231 |197]197|170|170| 143| 150|210 210
VY-6 1231123 ]1165|165| 196|199 | 188|190 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231197 197 172|172 | 143|143 210| 210
VY-7 1231123 165|165| 196|199 | 188 | 188|238 242 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 197]201|170|170| 147|150| 210| 216
VY-8 1231123 165] 165|196 | 196| 188 | 188 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231|197 197|172 172|143 | 143|210 216
VY-9 1231123167 167| 196|199 | 188 | 188238240 | 175] 175|114 | 114|142 1421227231197 197|172|172|143| 143|216 216
VY-10 126 126 | 165| 165| 196 | 199| 188 | 191 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142 227|231 | 197|197 | 172|172 | 143 | 143 | 210| 216
VY-11 1231126 167|167 | 196| 196|191 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 116| 142|142 231|231 197|197 172|172| 143| 143|210 210
VY-12 1231123 | 165|167 196 | 196 | 188 | 190 | 240|240 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 227|231 | 197|201 | 172 | 172 | 143 | 143 | 210| 216
VY-13 1231126 165|167 | 196| 196| 188 | 190| 238|240 | 175| 175|114 | 114|142 151225231 197|197|172|172|143|150| 210]| 210
VY-14 1231126 | 167 | 167|196 | 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 227|231 | 197|197 | 172|172 | 143 | 143 | 210 216
VY-15 1231123 165|165 196|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175 175|112 114|142 | 142|227 231 | 197|201 | 152|152 143 | 143| 216 216
VY-16 12211221 165|167 | 196| 196| 188 | 188|238 238 | 175| 175|114 | 114|142 1511227231 |197]197|170| 172|143 143|216 216
VY-17 1221126 165|165 196 | 196 | 188 | 188 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142 227|231 | 197|197 | 172|172 143 | 147| 210]| 216
VY-18 1231123167167 | 196|196 191 | 191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 1421227231197 197|172|172|143|143]|210]| 210
VY-19 1221122165 167|196 | 196| 188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 151227231197 197|170] 172 143 | 143|216 216
VY-20 1231123 165]165|196| 196| 188 | 188240240 | 175] 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|172|172|143|147|210]| 216
VY-21 1231126 165|165 196 199|190 190 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231|197 197|152 152 143 | 143 | 216 216
KO-1 1231123 ]1165]167| 199|199 191|191 |238|242|175] 175|108 | 112|151 151231231 |197]197|170|172| 147|147 210 0
KO-2 1231123 | 165| 165|199 | 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|108 | 112| 141 | 151| 231|231 | 197|197 | 172 | 172| 143 | 147| 210| 210
KO-3 123123 | 165| 167|199 | 199| 191 | 191 | 238|242 | 175| 175|108 | 112| 142 | 142| 231|231 | 197|201 | 172| 172 | 143 | 147| 216| 216
KO-4 1231123 165|167 199 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|112 | 112|151 | 151| 231|231 | 197|201 | 172 | 172| 143 | 147| 210| 216
KO-5 1231123165 167|199 199191191 2421242 175 175|112 112|151 | 151231231197 197|172] 172|143 | 147| 210]| 216
KO-6 12211221167 167|199|199| 191 | 191238242 | 175| 175|112 | 112|142 151231231 |197]197|170|172|147|147|210]| 210
KO-7 1231123167 167199199 191|191 2421242 175 175|112 112|142 | 151231231197 197|170] 172|143 | 143|216 216
KO-8 12311231 167]167|199|199] 191 | 191238242 | 175] 175|112 112|151 151231231 197]201|170|172|147|147]|216]| 216
KO-9 1231123167 167|199 199191191 |2421242| 175 175|112 112|151 | 151231231197 197|170] 172 147| 147|216 216
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KO-10 1231123165 167|199 199191191 2421242175 175|112 112|142 | 151|231]|231]197[201|170]170| 147| 147|210]| 216
KO-11 1231123 ]165]165|199|199| 191|191 |238|242|175] 175|112 | 112|142 151231231 197]201|170|170|143|143]|216]|216
KO-12 1231123 165|165 199199191191 |2421242| 175 175|112 112|151 | 151231231197 197|170] 172| 147| 147| 210]| 216
KO-13 12311231 165]167|199|199] 191 | 191238242175 175|112 | 112|142 1511231231 197]197|172|172|143| 147|216 216
KO-14 1231123167 167|199 199191191 238|242 175 175|112 112|151 | 151231231197 197|170] 172|147 147| 210]| 216
KO-15 1231123 | 167 | 167|199 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|112 | 112 151 | 151|231 231 | 197|197 |170| 172 | 143 | 147| 210| 216
KO-16 1221122 165|165 199 199|191 1912421242 | 175 175|108 | 112|142 | 151231231197 197|170] 172|143 | 143|216 216
KO-17 1221 1221165] 167199199191 | 191238242 | 175] 175|112 | 112|142 1511231231 197]197|170|172|143| 147|216 216
LO-1 1231123 ]1165|167| 196|199 191|191 | 238|238 | 175|175|116| 116|151 | 151227231 197|197|170|170| 147| 147|216 216
LO-2 12311231 165]165| 196|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175|175|116| 116|142 151227233 197|197|170|170| 147| 147|216 216
LOD-2 1231126 | 167 | 167| 196 | 199 | 188 | 188 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 227|231 | 197|197 | 172 | 172 | 147 | 147| 216 | 216
LOD-3 1231126 167|167 | 196|199 191 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227227 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-+4 1231126 | 167 | 167|196 | 196 | 188 | 191 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 227|227 | 197|197 | 172 | 172 | 147 | 147| 216 | 216
LOD-5 126 126 | 167 | 167|196 | 199 | 188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142 227|227 197|197 | 172|172 | 147| 147| 216 | 216
LOD-6 1231123167167 | 196|199 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227227 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-7 126 126 | 167 | 167|196 | 199 | 188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142 227|231 | 197|197 | 172|172 | 147| 147| 216 | 216
LOD-10 126|126 167|167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 1421231231 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-13 1231123167 167|196 199 | 188|191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142227227 197|197 | 170|172 | 147| 147| 210]| 216
LOD-14 126|126 167|167 | 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227231 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-15 1231126 167|167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142|227 231|197 197[170| 170 | 147| 147| 216 | 216
LOD-16 1231126 167|167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 142 227|231|200|200| 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-17 126 | 126 | 167 | 167|199 | 199| 188 | 191 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 227|231 | 197|197 | 170| 172 | 147 | 147| 216 | 216
LOD-18 1231126 | 167| 167|199 | 199| 191 | 191 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114| 142 | 142| 227|231 | 197|197 | 170| 172 | 147 | 147| 216 | 216
LOD-19 1231126 | 167 | 167|199 | 199| 188 | 191 | 238|238 | 175| 175| 112 114|142 | 142| 227|231 | 197|200| 170 | 172 | 147 | 147| 216 | 216
LOD-20 126 126 | 167 167|196 | 199 188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142227231 | 197|197 172|172 | 147| 147| 216 216
LOD-21 1231123167 167| 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227227 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-22 1231126167 167|199 199 | 188 | 188 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231|197 197|172 172 | 147| 147| 216 216
LOD-23 1231126167 | 167| 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 1421227227197 197|170|170| 147| 147|216 216
LOD-24 126 126 167 167|199 199|188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231|197 197|152 170| 147| 147|216 216
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LOD-25 1231126167 167|199 199 | 188|191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142227231 | 197|197 172|172 | 147| 147| 216 216
LOD-26 1231123 167|167|199|199| 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 142227231 197]200| 170|172 |147| 147|216 216
LOD-27 1231126167 | 167|199 | 199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 | 197|197 170|172 | 147| 147| 210| 216
LOD-28 12311231167 167| 199|199 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227231 197]197|170|172|147| 147|216 216
LOD-29 1231126 167|167 | 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227227 197]200| 170|172 | 147| 147| 216 | 216
LOD-30 1231123167167 | 196|199 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|112 | 114|142 142227231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
LOD-31 1231126167 | 167|199 | 199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227227197 197|170| 172 | 147| 147|216 | 216
LOD-32 126|126 167|167 | 196| 196| 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227231 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-33 1231126 167|167 | 199|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227227 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-34 1231126167 167| 199|199 191|191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
LOD-35 1231126 | 167 | 167| 196 | 199 | 188 | 188 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 172 | 172 | 147 | 147| 216 | 216
LOD-36 1231123167167 | 196|199 191|191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 197|197 172|172 | 147|147]| 210]| 210
LOD-37 1231123167 167|199| 199|191 | 191238238 | 175] 175|114 | 114|142 1421227231 |197]197|170|172|147|147]|210]| 216
LOD-38 1231123 1167|167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231197 197|170| 172 | 147|147| 210| 216
LOD-39 1231126167 167|199 199 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 1141421421227 231 197|197 172|172|147| 147|216 216
LOD-40 1231126 167|167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227227 197|197 170|172 | 147| 147| 210| 216
LOD-42 1231126 167|167 | 196|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227231 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-43 1231126167 167|196 | 199 | 188|191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142227231 | 197|197 | 172|172 | 147| 147| 216 216
LOD-44 1231123 167|167|199|199| 191 | 191|238 238 | 175| 175|114 | 114|142 142227227 197|197|170|170| 147|147|210]| 210
LOD-45 126 126|167 | 167|199 | 199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 | 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-46 1231126 167|167 | 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 197]200| 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-47 1231126 167|167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227227 197|197 172|172 | 147| 147|216 216
LOD-49 1231126 167|167 | 199|199 191 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227227197 197|170| 170| 147| 147| 216 216
LOD-50 1231126 167|167 | 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231197 | 197|152 | 152 | 147| 147| 210| 216
LOD-51 1231126167 167|199 199|188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231|197 197|152 | 172| 147| 147| 216 216
LOD-52 1231123167 167| 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197|197| 152|152 |147|147]|210]| 216
LOD-53 1231126167 167|199 199|191 | 191238238 | 175 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 152|172 | 147| 147| 216 216
LOD-54 1231126167 167|199 199|191 | 191238238 | 175] 175|114 | 114|142 142227231 197]197|150| 152 | 147|147]|210]| 216
LOD-55 1231123 167|167 | 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 1421227231197 | 197|152|172| 147| 147]| 210]| 216
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JA-1 1231123 165] 167|199 199|188 | 188|238 238 | 175 175|116 116|151 | 151231231197 197|170] 172| 147| 147|216 216
JA-2 12211221 165|167 | 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175]175|116| 116|151 1511231231 197]197|170| 170|143 | 147|216 216
JA-3 1231123 1165|167 | 196|196 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 116|151 | 151231231 |197|197[170|170| 147| 147|216 216
JA-4 12211221 165]165|196| 196| 188 | 188 | 238|238 | 175] 175|114 | 116|142 1421231231 |197]197|170|170| 147| 147|216 216
JA-5 1231123 ]1165|165| 196|199 | 188 | 188|242 | 248 | 175| 175|116 | 116|151 | 151231231 |197|197[170|172|147| 147|216 216
JA-6 1231123 165|165|196| 196| 188 | 188|248 248 | 175| 175|116 | 116|142 151231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
JA-T7 1231123 ]1165| 165|196 | 196 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|116 | 116|151 | 151231231 |197|197[170|170| 143|147 | 216]| 216
JA-8 1231123 ]165]165| 199|199 | 188 | 188|248 248 | 175] 175|114 | 114|142 1511231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
JA-9 1231123 167|167 | 196| 196| 188 | 188 | 248|248 | 175| 175|114 | 116|151 | 151231231 |197|197|170|170| 147| 147| 210]| 216
JA-10 12311231 165]165| 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|114 | 116|151 151231231 197]197|170|170| 143 | 147|216 216
JA-11 122122 165| 165|199 | 199 | 188 | 188 | 248 | 248 | 175| 175| 114 | 114|142 | 151| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
JA-12 12311231 165|165|196| 196| 188 | 188 | 238|248 | 175]175|116| 116|151 151231231 197]197|170| 170|143 | 147|216 216
JA-13 12211221 165|165| 196| 196| 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|151 1511231231 197|197|150| 152 | 147| 147|216 216
JA-14 12311231 165| 165|196 | 196 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 |116| 142|142 231|231 197|197|170| 170 | 147|147 | 216| 216
JA-15 1221 122]1165|167| 196|199 | 188 | 188|238 248 | 175] 175|114 | 116|142 1511231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
JA-16 1221122 167|167 | 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|114 | 116| 142|142 231|231 197|197[170| 170 | 143|147 | 216 216
JA-17 12211221 167|167 | 196|199 | 188 | 188|248 248 | 175] 175|114 | 116|142 1511231231 197]197|170|170| 143 | 143|216 216
JA-18 1221122 165|165 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175 175|116 116|142 | 151231231197 197|170]170| 147| 147|216 216
JA-19 12211221 165|167| 196|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175|175| 116|116 151 1511231231 197]197|170|170|143| 147|216 216
JA-20 12211221 165| 167|196 | 196 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|116 | 116|142 142|231 | 231|197 | 197|150 | 152 | 143|147 | 216| 216
JA-21 12311231 165|165| 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|114 | 114|151 151 231|231 |197|197|170| 170|143 | 147|217 217
JA-22 12211221 165|167| 196| 196| 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|116 | 116|142 151 231|231 |197|197|170| 170|143 | 147|217 217
ST-1 12311231167 167| 199|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142 227|231|202]202| 168 | 170 | 143 | 147|217 | 217
ST-2 1231 123|167 | 167|196 | 199| 188 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 201|201 | 170| 170| 147 | 147| 216 | 216
ST-3 1231123167 167|199 199|188 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142 | 142227231 |197[202|170] 170| 147| 147|216 216
ST-5 12311231167 167|199|199| 188 | 191238242 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 197]202|170|170| 147| 147|216 216
ST-6 1231123167167 | 199|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142 227|231|202|202|170| 170 | 147| 147|216 | 216
ST-7 12311231 167|167|199|199| 188 | 191238242 | 175] 175|114 | 114|142 142]231|231]202]202|170|170| 147| 147|216 216
ST-8 1231123 ]167|167| 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142 227|227]202]202|170| 170| 143 | 147|216 216
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ST-9 1231123167 167|196 199 188|191 | 238|242 | 175 175|114 | 114|142 |142| 227|231 197[202| 168 | 170| 147| 147|216 216
ST-10 1231123 167|167| 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 197]201|170|170| 147| 147|216 216
ST-11 1231123167 167|196 | 199|188 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231 197[202|170| 170| 147 | 147| 216 216
DE-1 1231123 ]1165]167|199|199| 188191240242 | 175] 175|114 | 116|142 151231231 197]201|170|170|143|147]|210]| 216
DE-2 1231123 165] 167|199 199|188 | 191238242 | 175 175|114 | 114|151 | 151231231 ]197[201|170]170] 143 | 143|216]| 216
DE-3 1231123 165|167 199|199 | 188 | 188 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 151| 231|231 | 197|201 | 152 152 | 143 | 147| 210 216
DE-4 1231123 165] 167|199 199|188 | 191238240 | 175 175|112 114|151 | 151|231]|231]201|201|152|170| 147| 147|210]| 216
DE-5 1231123 ]1165]165| 199|199 | 188 | 188242242 | 175] 175|114 | 116|151 1511231231 197]197|152|170|143| 147|216 216
DE-6 1231123 ]1165|165| 199|199 | 188 | 191 |238|242|175| 175|114 |116| 151|151 231|231|197|197|152|170|143| 147|216 216
DE-7 1231123 ]1165]167| 199|199 | 188 | 188 | 238|242 | 175] 175|114 | 116|142 151 231|231 | 197|201 | 152| 152|143 | 147|210 216
DE-8 1231123 | 165|167 199 | 199| 188 | 191 | 240|242 | 175| 175| 114 | 116| 151 | 151| 231|231 | 197|201 | 152 | 170| 143 | 143 | 216 | 216
DE-9 1231123 ]1165]165| 199|199 | 188 | 188|238 242 | 175| 175|114 | 114|151 151231231 197|201 | 150|152 |143| 147|216 216
DE-10 1231123 | 165|165 199 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 151| 231|231 | 197|201 | 152 152 | 143 | 143 | 210| 216
DE-11 1231123 165] 165|199 199191191 238238 | 175 175|112 116|142 | 151231231 |197[201|152]170] 143 | 143|210 216
DE-12 12311231167 167|199|199| 188 | 191238242 | 175] 175|112 | 114|142 151231231 197|201 |152|152|143|143]|216]|216
DE-13 1231123 165|167 199 199] 191191240242 | 175 175|112 114|151 | 151231231197 197|170] 172|143 | 147|216 216
DE-14 1231123 165]167|199|199| 191|191 |238|238|175] 175|114 | 114|142 151231231 197]201|152|170|143|143]|210]|216
DE-15 1231123167 167|199 199191191 238242175 175|112 116|151 | 151|231]|231]197[201|170] 170|143 | 147|216]| 216
V-1 1231123 ]165]167| 199|199 188 | 190| 238|238 | 175] 175|112 | 116|151 1511231231 197]197|170|172|143|147|210]| 216
V-2 1231123 1165|167| 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|112 | 112 151 | 151 231| 231|203 |203|172|172|147|147|210| 216
V-3 12311231 165]167|199|199]190| 190| 238|238 | 175| 175|112 | 116|151 151 231|231 197]203|172|172|147| 147|210 210
V4 1231123 ]1165|167| 196|199 191 | 191|238 238 | 175| 175|112 | 116|151 151231231 |197]203|172|172|147| 147|216 216
IV-5 12311231 165|165|196| 196| 188 | 191 | 238|238 | 175| 175|112 | 112 151|151 231|231 197|203 | 172|172 | 147|147]|210]| 216
KV-1 1231123 | 167 | 167|196 | 196| 191 | 191 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
KV-2 126 126 | 167 | 167 196|196 | 191|191 2421242 | 175 175|114 | 114|142 | 142231231197 197|170| 170| 147| 147|217 217
KV-3 1231126 167|167 | 196|196 191|191 | 248|248 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 |197|197|170|170| 147| 147|217 217
KV-4 1231126 167|167 196|196 | 191 | 191|242 248 | 175 175|114 | 114|142 | 142231231 |197|197|170| 170| 147 | 147|217 | 217
KV-5 1231 126]165|167| 196|196 191|191 242|248 | 175| 175|114 |114]| 130|142 231|231 |197|197|170|170| 147| 147|217 217
KV-6 1231123167 167|196 196|191 | 191|248 248 | 175 175|114 | 114 142| 142231231 ]197[197|170]170| 147| 147|216 216
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KV-41 1231126167 167|196 196| 191|191 | 248|248 | 175 175|114 | 114|142 | 142231231197 197|170]170| 147| 147|216 216
KV-42 1231126 167|167 | 196|196 191 | 191242242 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-43 1231126 167 167|196 196|191 | 191|242 248 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147 | 147| 216 216
KV-44 1231126 167|167 | 196|196 191 | 191248248 | 175] 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-45 1231126167 167|196 196|191 | 1912421242 | 175 175|114 | 114|142 |142| 231|231 197[197|170]170| 147| 147|216 216
KV-46 1231126 | 167 | 167|196 | 196| 191 | 191 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
KV-47 126 126 | 167 167|196 | 196 | 191|191 242|242 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147 | 147| 216 216
KV-48 12311231167 167| 196|196 191 | 191242242 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-49 126 126 | 167 | 167| 196 | 196 | 191 | 191 | 242|248 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
KV-50 126 126 | 167|167 | 196|196 191 | 191242248 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 197]197|170| 170 | 147| 147|216 216
KV-51 126 | 126 | 167 | 167| 196 | 196 | 191 | 191 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
KV-52 12311231 167|167 |196| 196|191 | 191242248 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-53 1231123 | 167 | 167|196 | 196 | 191 | 191 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
KV-54 126 126 | 165|167 196 | 196 | 191|191 | 248|248 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147| 147| 216 216
KV-55 126|126 167|167 | 196|196 191 | 191242242 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-56 1231126167 167|196 196|191 | 191|242 248 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147| 147| 216 216
KV-57 1231123 165]167| 196|196 191 | 191242242 | 175] 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-58 1231126167 167|196 196|191 | 1912421248 | 175 175|114 | 114 142|142 231|231 197[197|170]170| 147| 147|216 216
KV-59 126|126 165|167 | 196|196 191 | 191242248 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
KV-60 126 126 | 167 | 167|196 | 196 | 191|191 242|242 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147 | 147| 216 216
KV-61 126 126 165|167 | 196| 196 191 | 191 | 248|248 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 197]197|170| 170| 147| 147|216 216
KV-62 126 126 | 165| 167| 196 | 196 | 191 | 191 | 248 | 248 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 170| 170 | 147 | 147| 216 | 216
KV-63 123|126 | 167| 167|196 | 196| 191 | 191 | 242|248 | 175| 175| 114 | 114| 142 | 142| 231|231 | 197|197 | 168 | 170| 147 | 147| 216 | 216
KV-64 126 126 | 167 | 167|196 | 196 | 191 | 191 | 242|248 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 168 | 170| 147 | 147| 216 | 216
KV-65 1231126167 167|196 196|191 | 191|248 248 | 175 175|114 | 114|142 | 142231231197 197|168 | 170| 147| 147|216 216
KV-66 1231126 167|167 | 196|196 191 | 191242248 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197] 197|168 |170| 147| 147|216 216
KV-67 126 126 | 167 | 167|196 | 196 | 191|191 242|242 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147 | 147| 216 216
KV-68 1231126 167|167 | 196|196 191 | 191242248 | 175] 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
BE-2 1231123 165] 165|199 199|188 190|242|242| 175 175|112 114|151 | 151231231 ]201|201 | 152| 152|147 147|210]| 210
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BE-7 1231123 165|167 199|199 | 188 | 1882421242 175 175|114 | 114|142 | 151231231197 197|150| 152|147 | 147|210 0
BE-8 1231123167 167| 199|199 188| 190|242 |242|175| 175|114 | 114|142 151231231 |197|197|170|170|147| 147|217 217
BE-9 1231123167 167|199 199|188 | 190|242 242|175 175|114 | 114|142 | 151227231 | 197|201 170| 170| 147 | 147|217 217
BE-11 12311231 167]167|199|199]190|190|242|242|175] 175|114 | 114|139 151227231 |197]201|152|170|147| 147|217 217
BE-13 1231123 165] 167|199 199 | 188 | 188242242 | 175 175|114 | 114|142 | 151227231 |197| 197|150 | 152 147| 147|210 217
BE-14 1231123 | 167 | 167|199 | 199| 188 | 190 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|139 | 151 | 231|231 | 201|201 | 152 | 170| 147 | 147| 217 217
BE-16 1231123167 167|199 199 | 188 | 188|242 242|175 175|114 | 114|151 | 151231231 | 197|201 152|170| 147| 147|210 217
BE-17 1231126 165|167| 199|199 190| 190|238 238 | 175] 175|114 | 114|142 142231231 | 197|201 | 152|152 |147| 147|217 217
BE-19 1231123 165| 165|199 | 199|190 | 190 | 238|242 | 175| 175| 112 | 114| 151 | 151 | 231|231 | 201 | 201 | 152 | 152| 147 | 147| 217 | 217
BE-20 1231123 ]1165]167|199|199]190| 190| 238|242 | 175| 175|112 | 114|151 | 151 231|231 | 197|201 | 152|152 |147| 147|217 217
BE-21 1231126 | 167 | 167|199 | 199 | 188 | 190 | 242|242 | 175| 175| 112 | 114| 142 | 151 | 231|231 | 201 | 201 | 152 | 152| 147 | 147| 210]| 217
BE-24 1231126 165|165| 199|199 188|190| 242|242 | 175| 175|114 | 114|151 | 151227231 |197]200| 152|170 | 147| 147|217 217
ME-1 1231123 | 167|167 196 | 199|191 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 233|233 | 197| 197 | 152| 152 | 147 | 147| 216 | 216
ME-2 1231123167 167|196 199|191 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142 |142| 233|233 | 197|197 152|152 147| 147| 210]| 216
ME-3 12311231167 167| 196|199 191|191 |238|238|175] 175|114 | 114|142 142233233 197]202|150| 152|147|147]|210]| 210
ME-4 1231123167 167|196 196| 191|191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|233 233 | 197|197| 152|152 | 147| 147| 210]| 216
ME-5 1231123167 167| 196|199 191 | 191238242 | 175] 175|114 | 114|142 142233233 197|197|150| 152 |147| 147|216 216
ME-6 1231123167 167|196 199|191 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142 |142| 231|233 197|197 152|152 147| 147|216 216
ME-7 12211221 167|167| 196|199 190|190 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 142233233197 | 197|152 |152|147| 147|216 216
ME-8 1231123167 167|196 196| 191|191 | 238|242 | 175 175|114 | 114|142 | 142|233 233|197 197|152 | 152| 147| 147| 210| 216
ME-9 12211221 167|167 |196| 196|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 142231233197 | 197|152 | 152 | 147| 147|210 216
ME-10 1231123 | 167 | 167|196 | 196| 191 | 191 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114| 142 | 142| 233|233 | 197 | 197 | 152| 152 | 147 | 147| 210| 216
ME-11 1231123 167|167|196|199]| 190| 190| 238|238 | 175| 175|114 | 116| 142|142 233|233 | 197|197 | 150| 152 | 147| 147| 210]| 216
ME-12 1231 123|167 | 167|196 | 196 | 191 | 191 | 242|242 | 175| 175|116 | 116| 142 | 151 | 233|233 | 197| 197 | 152| 152 | 147 | 147| 210| 216
ME-13 1231123167 167|196 196|191 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142|142| 233|233 | 197 197|150| 152 147| 147| 210]| 210
ME-14 1231123 167|167|196| 196]| 190|190 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 142231233197 | 197|152 | 152|147|147]|210]| 216
ME-15 1221122167 167|196 | 196 191|191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142| 233|233 | 197|197 152|152 | 147 | 147| 210| 216
ME-16 12211221167 167| 196|199 191|191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 142233233 197|197|150| 152 |147|147]|210]| 216
ME-17 1221122167 167|196 199 191|191 |2381242| 175 175|114 | 114|142|142| 233|233 | 197|197 152|152 147| 147|210 216
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ME-18 1231123167 167|196 199|191 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142|142|233|233 | 197|197 152|152 147| 147|216 216
ME-19 1231123167167 | 196|196 191 | 191242242 | 175| 175|114 | 114|142 142233233 197|197|150| 152 | 147|147|210]| 216
ME-20 1221122167 167|196 | 196|191 | 191 | 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 142| 231|233 | 197| 197|152 | 152| 147| 147| 210]| 210
BO-1 12311231 165]165| 196|199 191|191 |238|238|175] 175|114 |114| 142|142 231|233|201|201|152|152|150|150]210]|216
BO-2 1231123 165|165 196|199 191|191 238|240 175 175|114 114|142|142|231]|233 197|201 | 152| 152|147 147|216 216
BO-3 123123 | 165|165 196 | 199|191 | 191 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|151 | 151| 231|233 | 201|201 | 152| 152 | 147 | 147| 210| 216
BO-4 1231123 165|165 199|199 191|191 |238238| 175 175|114 | 114|142 | 151| 231|231 ]201|201|152| 152|147 147|210]| 216
BO-5 1231123 ]1165]165| 196|199 191|191 |238|240| 175] 175|114 | 114151 151]231|233|201|201|150|152|147|150]|216]|216
BO-6 1231123 | 165| 165|196 | 199|191 | 191 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 231|231 | 201 | 201 | 152| 152| 147 | 150| 210 | 210
BO-7 12311231 165]165|196| 196|191 | 191|238|240| 175] 175|114 | 114|142 151 231| 233|201 |201| 150|152 | 147| 150|216 216
BO-8 1231123 | 165| 165|199 | 199|191 | 191 | 238|240 | 175| 175| 114 | 114| 151 | 151| 231|233 | 197|201 | 150| 152 | 147 | 150| 210| 210
BO-9 12311231 165]165|196| 196|191 | 191|238|242|175] 175|114 | 114|151 151]233|233|201|201|152|152|147|150]|210]| 216
BO-10 1231123 | 165|165 196 | 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 151|231 | 231|201 | 201 | 150| 152 | 147 | 150| 210| 216
BO-11 1231123 165| 165|196 | 196 | 190 01238238 175|175 114 114|142 | 151|231|233| 197|201 | 150|152 147| 147|216 216
BO-12 12311231 165]165| 196|196 191191240242 | 175] 175|114 | 114|142 151 231|233|201|201|152|152|147|147]|216]|216
BO-13 1231123 165|165| 196|196 191 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|151 | 151231233 | 197|201 | 152|152 | 147|150| 210| 210
BO-14 1231123 165]165| 196|196 191 | 191238242 | 175] 175|114 | 114|142 151 231|233|201|201|152|152|147|150]|210]|216
BO-15 1231123 165] 165|196 199|191 191238242175 175|114 | 114|151 | 151|233]|233 197|201 | 152|152| 147| 147|216]| 216
BO-16 1231123 165]165| 196|196 191|191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114 151|151 231|231|201|201| 152|152 |147|147]|210| 216
BO-17 1231123 1165|165| 196|199 191 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142|233 | 233|201 | 201|152 | 152 | 150| 150| 216 216
BO-18 12311231 165]165| 196|199 191|191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142|233 | 233|201 | 201 | 152| 152| 147| 150|216 216
BO-19 1231123 ]165|165|196|196| 191|191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 151 233|233|201|201| 150|152 |147|147]|210]| 216
BO-20 123123 | 165| 165|196 | 196| 191 | 191 | 238|242 | 175| 175| 114 | 114| 142 | 151| 231|233 | 201 | 201 | 152 | 152 | 147 | 147| 216| 216
BO-21 1231123 165|165 196 | 196| 191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 151| 231|233 | 197|201 | 152| 152 | 147 | 147| 210| 216
NR-1 1221122167 167|196 | 196 | 188 | 188 | 248|248 | 175 175|116 116|142 | 151231231 197200 170|172 147| 147|216 216
NR-2 1231123 ]165]167| 199|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175]175|116| 116|142 151231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
NR-3 1221122 ]1165| 165|196 | 199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|114 | 116|151 | 151231231 |197|197[170|170| 147| 147|216 216
NR-4 1231123 165]165| 196|199 | 188 | 188|238 238 | 175]175|116| 116|142 151231231 197]197|152|170| 147| 147|216 216
NR-5 1231123 ]165|165| 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175]175|116| 116|142 142 231|231 |197]200| 152 | 170| 147| 147|216 216

-69 -




v

NR-6 1231123 165|165 196 199| 188 | 188 | 238|248 | 175 175|116 116|151 | 151231231 197[197|170]170| 147| 147|216 216
NR-7 1231123 165|165| 196|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175] 175|114 | 116|142 1511231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
NR-8 1231123 1165|167 | 196|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|116 | 116| 151 | 151 231|231 | 197|197 152|170| 147| 147|216 216
NR-9 1231123 165]165| 196|199 | 188 | 188|238 238 | 175] 175|114 | 116|151 1511231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
NR-10 1231123 ]1165|167| 196|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|116 | 116|151 | 151231233 |197|197[170|170| 147| 147|216 216
NR-11 1231123 ]1165]167| 199|199 | 188 | 188|238 248 | 175]175|116| 116|142 1421231231 197]197|152|170| 147| 147|216 216
NR-12 1221122 ]1165|165| 199|199 | 188 | 188 | 238|238 | 175| 175|116 | 116| 142|142 231|231 197|197[170| 170 | 147|147 | 216| 216
NR-13 1231123 ]1165|167|196| 196| 188 | 188|238 248 | 175|175|116| 116|142 151231231 197]197|152|170| 147| 147|216 216
NR-14 1221122 167| 167|196 | 196| 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|116 | 116|142 151 231|231 197]200| 170|170 | 147| 147|216 216
HR-1 1231123 ]1165]167| 199|199 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|112 | 114|142 151 231| 233|201 |202|152|172|147| 147|210 210
HR-2 1231126 | 165|167 196 | 196| 191 | 191 | 238|238 | 175| 175|112 | 116| 142 | 142| 231|233 | 197|201 | 170| 172 | 147 | 147| 210| 210
HR-3 1231126167 167| 199|199 | 188 | 190| 238|248 | 175] 175|114 | 114|142 151 227| 227|201 | 201 | 152|152 | 147| 147]| 210]| 210
HR-4 1231123 | 167|167 196 | 199|190 | 190 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 116| 142 | 142| 227|231 | 201 | 202 | 150 | 152 | 147 | 147| 210 210
HR-5 1231123 165] 165|196 | 196| 188|191 | 238|242 | 175 175|112 112|151 | 151231231 ]201|201| 152| 152|147 147|210]| 216
HR-6 1231123 ]1165] 167|199 199|188 | 190| 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 142]231|231|201|202|152|152|147|147]|210] 210
HR-7 1231123 165|167 199 199|188 | 190|238 238 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231]201|201|170] 172| 147| 147| 210]| 210
HR-8 12211221 165|167 | 196|199 191|191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 151227231201 |202| 152|152 |147|147]|210]| 210
HR-9 1231123165 167|199 199191191 238|238 | 175 175|112 114|142 | 151| 227|233 ]201|201| 152| 152|147 147| 210]| 210
HR-10 12211221 165|167|199|199| 191 | 191242242 | 175| 175|112 | 114|142 142|227 231|201 |202|152|172|147|147|210]| 210
VP-1 1231123167 167|196 196| 191|191 | 238|242 | 175 175|112 114|148 | 151|227 231197202 | 152 | 172| 147| 150| 216 216
VP-2 1231123 ]165|167| 196|199 | 188 | 191 | 238|238 | 175] 175|112 | 112|142 151227231 197]202|172|172|147| 150|210 210
VP-3 1231123 | 165|167 196 | 196 | 191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 116| 142 | 148 | 227|231 | 202|202 | 152 | 172 | 147 | 150| 216 | 216
VP-4 123123 | 165| 165|196 | 199| 188 | 191 | 242|242 | 175| 175| 112 114| 151 | 151 | 227|227| 202|202 | 152 | 172| 150 | 150| 216 | 216
VP-5 1231123 | 165|167 196 | 196| 191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 116| 142 | 148 | 231|231 | 202|202 | 152 | 172| 147 | 150| 216 | 216
VP-6 1231123 165|167 196 196|191 | 191238242 | 175 175|112 112|148 | 151227231197 197|152 172 147|150| 210 216
VP-7 1231123 ]1165|167| 196|196 191 | 191238242 | 175| 175|114 | 116|142 1421231231 197]197|172|172|147|150| 210|216
HO-1 1231126 167 167|196 | 199 | 188 | 191 | 248|248 | 175 175|112 112 142|142 231|231 | 197|197 | 172|172 | 147| 147| 216 216
HO-2 126|126 167|167 | 196| 196| 188 | 191|248 248 | 175 175|112 | 112|142 1421231231197 197 172|172 | 147| 147|216 216
RL-1 1231123167 167|196 196|190 190 | 238|242 | 175 175|114 | 114 151 | 151227231 | 197|197 152|152 | 147| 147|216 216
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RL-2 1231123167 167|196 196|190 190 | 238|242 | 175 175|114 | 114|142 | 151 227|227 197|197 | 152 | 152 | 147| 147| 216 216
RL-3 1231123167 167| 196|199 190|190 | 238|238 | 175| 175|112 | 114|142 151227227197 | 197|152 | 152 | 147| 147|216 216
RL-4 1231123167 167|199 199|190 190 | 238|242 | 175 175|114 | 114|151 | 151 227|227 197|197 | 152|152 | 147| 147| 216 216
RL-5 12311231167 167| 196|196 190| 190|242 242 | 175| 175|112 | 114|142 142227227 197|197 | 152|152 | 147| 147|216 216
RL-6 1231123 165] 167|196 199|190 190| 238|242 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 227|197 197|152 | 152 | 147| 147| 216 216
RL-7 123123 | 165|167 196 | 196 | 190 | 190 | 242|242 | 175| 175| 114 | 114 | 142 | 142| 227|227 | 197 | 197 | 152| 152 | 147 | 147| 216 | 216
RL-8 1231123167 167|196 199|190 190 | 238|242 | 175 175|114 | 114|151 | 151|227 231|197 197|152 | 152 | 147| 147| 216 216
RL-9 12311231167 167| 196|199 190| 190| 238|242 | 175] 175|112 | 114|142 151227227197 | 197|152 | 152 | 147| 147|216 216
RL-10 1231123 | 167 | 167|196 | 196 | 190 | 190 | 240|242 | 175| 175| 114 | 114|142 | 142| 227|231 | 197| 197 | 150 | 152 | 147 | 147| 216 | 216
RL-11 1231123 ]1165]167|196| 199|191 | 191238242 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 | 197|197 | 152|152 | 147| 147|216 216
RL-12 1231123 | 167 | 167|196 | 196 | 190 | 190 | 238 | 238 | 175| 175| 112| 114|142 | 142| 227|231 | 197 | 197 | 152 152 | 147 | 147| 216 | 216
RL-13 12311231 165|167|196|196]| 190|190 | 238|242 | 175| 175|112 | 114|142 142227227197 | 197|152 | 152 | 147| 147|216 216
RL-14 1231123 | 167 | 167|196 | 199|190 | 190 | 242|242 | 175| 175| 114 | 114 | 151 | 151| 227|227 | 197|197 | 152 152 | 147 | 147| 216 | 216
RL-15 1231123167 167|199 199|191 | 191|238 238 | 175 175|114 | 114|151 | 151|227 231|197 197|152 | 152| 147| 147|216 216
RL-16 12311231167 167| 196|199 191|191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|142 1511227231 197]197|150| 152 |147| 147|216 216
RL-17 1231123 165|167 196 199|188 | 190| 238|242 | 175 175|112 114|142 | 142|227 231|197 197| 150| 152 147 | 147| 216 216
RL-18 12311231167 167| 196|199 190| 190|242 242 | 175| 175|114 | 114|151 | 151227227 197|197 | 152|152 | 147| 147|216 216
RL-19 1231123 165|167 196 196|190 190 | 238|242 | 175 175|112 114|142 | 142 227|231 | 197|197 | 152 | 152 | 147| 147|216 216
RL-20 1231123167167 |196|196]| 190| 190|242 242 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 197|197 | 152|152 | 147| 147|216 216
RL-21 1231123167 167|196 199]190| 190 | 238|238 | 175 175|112 | 114|142 | 142 227|227 | 197|197 | 152 152 | 147| 147| 216 | 216
RL-22 12311231167 167|199|199| 191 | 191238242 | 175| 175|112 | 114|142 151227227197 | 197|152 | 152 | 147| 147|216 216
RL-23 1231123 | 167 | 167|196 | 199| 191 | 191 | 238 | 238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 151 | 227|227 | 197 | 197 | 152| 152 | 147 | 147| 216 | 216
RL-24 1231123 | 167| 167|196 | 199| 190 | 190 | 238|242 | 175| 175| 114 | 114| 142 | 151| 227|227 | 197| 197 | 150| 152 | 147 | 147| 216 | 216
RH-1 1231 123|167 | 167|196 | 199|191 | 191|242 242 | 175| 175|116 | 116| 142 | 151 | 231|231 | 201|202 | 152 | 170| 147 | 147| 216 | 216
RH-3 1231123 165|167 196 199|188 | 191|238 238 | 175 175|114 | 114|142 | 142227231 | 197201 | 152|174 147| 147| 216 216
RH-4 1231123167 167| 196|196 191 | 191238242 | 175] 175|114 |116| 142|142 231|231 197|201 | 152|152 |147| 147|216 216
RH-5 1231123167 167|196 199|191 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142 | 151|227 231|197 197|152|170| 147| 147| 210| 216
RH-6 12311231167 167| 196|196 191 | 191238242 | 175] 175|114 | 116|142 142231231 197]197|152|170| 147|147]|210]| 216
RH-7 1231123167 167|196 199|191 191238242175 175|114 116|142 |142|231|231 197|201 152| 152|147 147|210 216
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RH-8 1231123167 167|196 199| 188|190 | 238|238 | 175 175|114 | 116|142 | 142|231 231|197 197|152 | 152| 147| 147| 210]| 210
RH-9 1231123167 167|196| 199|191 | 191238242 | 175| 175|114 | 114|142 151227227 197|197 | 152|152 |147|147]|210]| 216
RH-10 1231123167 167|196 199| 188|190 | 238|242 | 175 175|114 | 114|142 | 142|227 231|197 197|152 170| 147 | 147| 216| 216
RH-11 1231123167167 | 196|199 191 | 191238242 | 175] 175|114 | 116|142 142227231 197|201 | 152|152 |147|147]|210]| 216
RH-12 1231123167 167|199 199191191 238|238 | 175 175|114 | 114|142 | 151231231 197201 152|174| 147| 147|210]| 216
RH-13 123123 | 167 | 167|196 | 199|191 | 191|242 242 | 175| 175|114 | 116| 142 | 142| 227|231 | 202|202 | 152 | 172 | 147 | 147| 217 | 217
RH-14 1231126167 167|196 199]190| 190 | 238|242 | 175 175|114 | 116|142 | 151 | 227|231 | 197|197 | 152|172 | 147| 147| 216 216
RH-15 12311231 167]167|199|199| 191191242242 175| 175|114 | 114|142 1421227231197 | 197|152 |152|147| 147|216 216
RH-16 1231123 | 167 | 167|196 | 199| 191|191 | 242|242 | 175| 175|114 | 116| 142 | 151 | 227|231 | 197|201 | 152| 172 | 147 | 147| 216 | 216
RH-17 1231123167167 | 196|199 191 | 191238242 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 | 197|197 | 152|152 | 147| 147| 210]| 216
RH-18 1231123 | 167 | 167|199 | 199|191 | 191|242 242 | 175| 175|114 | 114|142 | 151| 231|231 | 197|197 | 152|172 | 147 | 147| 210| 216
RH-19 12311231 165|167|196| 196]| 190| 190 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142227227 197|201 | 172|174 | 147| 147|216 216
RH-20 1231123 | 167|167 196 | 199|191 | 191 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 151| 227|231 | 197|197 | 152| 152 | 147 | 147| 216 | 216
RH-21 1231123167 167|199 199|188 | 190| 238|242 | 175 175|114 | 114|142 | 151|227 233|201 | 201|152 | 172| 147| 147|216 216
RH-22 1231126167 167| 199|199 191 | 191238242 | 175] 175|114 | 114|142 151227231 197|201 | 152|152|147|147]|216]| 216
RA-1 1231123167 167|196 199 | 188 | 188 | 238|242 | 175 175|112 114|142 | 151 231|231 | 197|197 | 152|172 | 147| 147| 216 216
RA-2 126|126 167|167 | 196|199 191 | 191238242 | 175] 175|114 | 114|142 151231231 197]197|150| 152 | 147| 147|216 216
RA-3 1231126167 167|196 199|191 | 191|238 238 | 175 175|114 | 114|151 | 151231231 | 197|197 152|152 147| 147|216 216
RA-4 1231123167167 | 196|199 191 | 191238242 | 175| 175|114 | 114|142 151231231 197|197 152|172|147| 147|216 216
RA-5 1231123167 167|196 199|191 | 1912421242 | 175 175|114 | 114|142 | 142 227|231 | 197201 | 172|174 | 147| 147| 216 216
RA-6 1231126167 167| 199|199 191|191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 142231231 | 197|197 | 152|152 | 147|147|216]| 216
RA-7 12311231167 167|199 199|188 | 191 | 238|238 | 175| 175|114 | 114|142 151231231 |197|197|150|152|147| 147|216 216
RA-8 1231123 | 167| 167|199 | 199| 188 | 190 | 238|242 | 175| 175| 114 | 114| 142 | 151| 231|231 | 197|197 | 152| 172 | 147 | 147| 216 | 216
RA-9 1231123 | 167 | 167|196 | 199| 188 | 191 | 242|242 | 175| 175|114 | 114|142 | 142| 231|231 | 197|197 | 168 | 172 | 147 | 147| 216 | 216
RA-10 1231123167 167|199 199]190| 190242242 | 175 175|114 | 114|142 | 142231231197 197|172 | 174| 147| 147|216 216
RA-11 1231123167167 | 196|196 191 | 191242242 | 175| 175|114 | 114|142 142227231 197|201 | 152|172 |147| 147|216 216
RA-12 1231123167 167|199 199|191 1912421242 175 175|112 114|142 | 142| 231|231 | 197|201 | 152|152 147| 147| 216 216
RA-13 1231123167 167| 196|199 | 188 | 191242242 | 175| 175|114 | 114|142 1511227231197 197|172|174|147| 147|216 216
RA-14 1231123167 167|196 199|191 191238238 | 175 175|114 116|142 |142| 231|231 197 197| 152|152 147| 147|216 216
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RA-15 1231123167 167|196 199|191 | 191238242 | 175 175|112 114 142|142| 231|231 197201 | 152| 152| 147| 147|216 216
RA-16 1231123167 |167|196| 196| 188 | 188|242 242 | 175| 175|114 | 114|142 151231231 197|197 172|172 |147| 147|216 216
RA-17 1231123167 167|196 199|190 190|242 242 | 175 175|112 114|142 | 142 231|231 | 197|197 | 152|172 | 147| 147| 216 216
RA-18 12311231 167]167|199|199| 188 190|242|242|175| 175|114 | 114|142 1511231231 197]197|172|174|147| 147|216 216
OVv-1 1231126167 167|196 196 191|191 242|248 | 175 175|114 | 114|142 |142| 231|231 197[197|170]170| 147| 147|216 216
Oov-2 126|126 167|167 | 196|196 191 | 191 | 238|248 | 175| 175|114 | 114|142 1421231231 197]197|170|170| 147| 147|216 216
Oov-3 126 126 | 167 | 167|196 | 196 | 191|191 | 248|248 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231|197 197|170] 170| 147 | 147| 216 216
MO-1 1231123 ]1165]165| 199|199 188 | 188|248 248 | 175] 175|114 | 116|142 151231231201 |201|172|172|147|147]|210] 210
MO-2 1231123 | 165| 165|196 | 196 | 188 | 188 | 248 | 248 | 175| 175|116 | 116| 142 | 142| 231|231 | 197|201 | 172 | 172 | 147 | 147| 216 | 216
MO-3 1231123 ]1165]167| 199|199 | 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|114 | 116|142 151 231| 231|201 |201|172|172|147|147|210]| 216
MO-4 1231123 | 165| 165|199 | 199| 188 | 188 | 238|248 | 175| 175| 114 | 114|142 | 151 | 231|231 | 201|201 | 172|172 | 147 | 147| 210| 210
MO-5 12311231 165]167|199|199| 188 | 188 | 238|248 | 175] 175|114 | 116|151 151 231|231|201|201|172|172|147|147]|210] 210
MO-6 123123 | 165] 165|199 | 199| 188 | 188 | 238|238 | 175| 175| 114 | 114|142 | 151| 231|231 | 201|201 | 172 | 172| 147| 147| 210]| 210
MO-7 1221122 165|165 199|199 | 188 | 188|248 248 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231]201|201|172|172| 147| 147| 210]| 210
MO-8 1231123 ]1165]167| 199|199 188 | 188|248 248 | 175] 175|114 | 116|142 151231231201 |201|172|172|147|147]|210] 210
MO-9 1231123 165|165 199 199|188 191|248 248 | 175 175|114 | 114|142 | 142|231 231]201[201|172|172| 147| 147| 210]| 216
MO-10 12211221 165]165| 199|199 | 188 | 188|248 248 | 175] 175|114 | 116|142 151|231 231|201|201|172|172|147|147]|210]| 210
MO-11 1221122 165|165 196 | 196| 188 | 188 | 248|248 | 175 175|114 116|142 | 142|231 231]201[201|172|172| 147| 147| 210]| 216
MO-12 1231123 ]1165]167| 199|199 | 188 | 188|248 248 | 175| 175|114 | 116| 151|151 231|231|201|201|172|172|147|147]|210]| 210
MO-13 1231123 165|165 199 199| 188 | 188 | 238|248 | 175 175|114 116|142 | 151231231 ]201[201|172|172| 147| 147|210]| 210
MO-14 12211221 165]165| 199|199 | 188 | 188 | 248|248 | 175|175|116| 116|142 142|231 | 231|201 |201|172|172|147| 147|210 210
MO-15 1231123 | 165| 165|199 | 199| 188 | 190 | 238 | 248 | 175| 175| 114 | 116| 142 | 151 | 231|231 | 201|201 | 172 | 172| 147 | 147| 210| 210
MO-16 1231123 | 165| 165|199 | 199| 188 | 188 | 248|248 | 175| 175| 114 | 116| 142 | 151| 231|231 | 201|201 | 172| 172 | 147 | 147| 210| 210
MO-17 122122 165|165 199 | 199| 188 | 188 | 238|248 | 175| 175|116 | 116| 142 | 151 | 231|231 | 201|201 | 170| 172 | 147 | 147| 210| 210
MO-18 1231123 165] 165|199 199 | 188 | 188248248 | 175 175|116 116|151 | 151|231]|231]201[201|172|172| 147|147|210]| 210
BI2-1 1231123 165|165| 196| 196| 188 | 188 | 238|238 | 175] 175|114 | 116|151 151231233 197]200|168|170| 147| 147|216 216
AL-1 1221122167 167|199 199|191 | 1912421242 | 175 175|112 114|151 | 151|225]|227]200| 200 | 152 | 152 147 | 147| 210| 210
AL-2 12211221167 167|199|199] 191191242242 | 175] 175|112 | 112|142 151 225|225]200|200| 152|152 | 147|147]|210]| 210
AL-3 1221122165 167|199 199 191|191 |238242| 175 175|112 114|151 | 151|225]225]200] 200 152 | 152 147| 147| 210]| 210
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AL-4 1221122167 167|199 199|191 | 191|238 238 | 175 175|112 114|142 | 151|225]|225]200| 200 152 | 152 147| 147| 210]| 210
AL-5 12211221167 167|199| 199|191 | 191238242 | 175| 175|114 | 114|151 151 225|225]200|200| 150| 152 | 147| 147|210 210
AL-6 1221122167 167|199 199|191 | 191|238 238 | 175 175|114 | 114|151 | 151|225]|225]200| 200 | 152| 152 147 | 147| 210| 210
AL-7 12211221167 167|199|199| 191|191 | 238|238 | 175] 175|114 | 114|151 151]225|225]200|200| 152|152 |147|147]|210]| 210
AL-8 1221122 165|167 199199 191|191 |238|238 | 175 175|114 | 114|151 | 151|225]225]200] 200 152| 152 147| 147| 210]| 210
AL-9 122122 167 167|199 | 199|191 | 191 | 238|242 | 175| 175|114 | 114| 142 | 151 | 225| 225|200| 200 | 150 | 152 | 147 | 147| 210| 210
AL-10 1221122167 167|199 199|191 | 191238242 | 175 175|114 | 114|142 | 151|225]|225]200| 200 | 152 | 152 147 | 147| 210]| 210
HU-2 1231123 ]1165] 167199199191 191|242|242|175] 175|114 | 114|142 145]1227[231[197]200|172|172|147| 150|210 216
HU-5 122122 165| 165|199 | 199| 188 | 190 | 242|242 | 175| 175|112 112|142 | 151| 231|231 | 197|197 | 168 | 168 | 147 | 147| 210| 216
HU-13 1221127165 165] 199199191191 ]2421248 | 175 175|114 116|142 | 151|225]225]197[200| 172|172 150| 150| 210 210
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Ptiloha 2. Porovnani pozorované a o¢ekdvané frekvence homozygott v programu Micro-

Checker.

Homozygote Frequencies (Cl: 95%)

Fopulation: LE-1 * Dbserved wvalue
Locus: Lokl (ST10) *+ hean expected value
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Homozygote allele sizes

Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 #* Observed walue
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Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 * Dbserved wvalue
Locus: Lok3 (S=ul?) *+ hean expected value
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Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
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Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 * Dbserved wvalue
Locus: Lokb (MADEE) *+ hean expected value
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Homozygote allele sizes

Homozygote Frequencies (Cl: 95%)

Fopulation: LE-1 #* Observed walue
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Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 * Dbserved wvalue
Locus: Lok? (MSEE) *+ hean expected value
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Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 #* Observed walue

Locus: LokB (1G3-1100)  + Mean expected value
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Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 * Dbserved wvalue
Locus: Lokd (Ssud) *+ hean expected value
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Homozygote allele sizes

Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Fopulation: LE-1 #* Observed walue
Locus: Lok10 (MZ41) *+ Mean expected value
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Ptiloha 3. Distribuce frekvenci alel v jednotlivych mikrosatelitovych lokusech. Neni zde

uveden monomorfni lokus Ssul3.
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Ptiloha 4. Pairwise Fgr pro studované populace.

Populace |LE TR LI KY VY KO LO LOD |JA ST DE v KV BE

LE

TR 0,2784

LI 0,4411| 04753

KY 0,3092| 0,3830] 0,2865

VY 0,2451| 03491| 0,2755| 0,2263

KO 0,3097| 0,3676] 0,3250] 0,2754| 0,3986

LO 0,3584| 02126] 0,5316] 0,3447| 0,3406] 0,4120

LOD 0,3444| 04431] 0,5241| 03361] 0,3201] 0,5017| 0,4824

JA 0,3614| 03183] 0,4338]| 04148] 0,3243] 0,4369| 0,1607| 0,4885

ST 0,3818] 04135 04223] 0,3490| 0,3402| 0,4743| 04541 002844 0,4264

DE 03164] 0,2989] 0,2488] 0,2995| 0,2914| 0,2169| 0,3066| 0,4698| 03068 0,3543

v 0,2622] 0,2337] 0,5366] 0,2762] 0,3527| 0,2571| 0,3329| 0,5163| 0,3703| 0,5259]| 02973

KV 0,5096| 0,6214] 0,5995| 0,5958| 0,4973| 0,6134| 0,7070| 0,5162| 0,5542| 0,5509| 0,5992| 0,7339

BE 0,4722| 0,3553| 0,2184] 03813| 04162] 0,3997| 04647| 0,5124| 04418| 04162] 0.2544| 04137| 0,6449

ME 0,4280| 0,5126] 0,5369]| 0,3815| 0,3954| 0,5444| 0,5483| 0,4157| 0,5450| 0,4694| 0,4932] 0,5839| 0,5545| 0,5144
BO 04422] 04355 0,5137] 04528] 0,3884| 0,4928| 0,4744| 0,5554| 0,5060| 0,5053| 03372 0,4730]| 0,6406| 0,4452
NR 0,3973| 0,3345| 0,5343| 0,4170] 0,3826| 0,4574| O0,1111| 0,4909| 0,0378| 0,4445| 03256 03765 0,6326] 04612
HR 0,3782] 03302 03172] 0,2086] 0,2930] 0,3720| 0,3410| 0,4037| 0,4340| 0,3282] 002794| 002835| 0,6275| 0,2594
VP 0,2301| 03302] 0,3352] 0,2757| 0,2394] 0,2999| 002847| 04427 03953| 0,3690] 0,2920| 0,2490| 0,5760| 0,3992
HO 0,4072| 0,5533] 0,7857| 02948 0,3717| 0,4403| 0,6607| 04715| 04486| 0,5823| 0,4983]| 04989| 0,6118| 0,5547
RL 0,4156| 03486] 0,5516] 04337| 0,3951| 0,5119] 04739] 0,3982] 0,5030| 04347| 0,4319]| 0,5223| 0,5896| 0,4118
RH 0,2563| 0,3035| 02714] 02868 0,2868| 0,3371| 0,3249| 0,2536| 0,4010| 02223 02580| 03654 0,4168] 002798
RA 0,2451| 03526] 0,3286] 0,3283| 0,3162| 0,3323| 0,4302| 0,2684| 0,4082| 002834 02791| 0,4073| 04239| 0,3203
oV 0,4185| 0,5288] 0,7706] 04515 03715 0,5402| 0,6933| 0,4477| 0,4410| 04861 04972 0,6471]| 0,269] 0,5628
MO 0,5638| 0,5377| 0,6310] 0,4155| 0,4514] 0,5335| 0,5949| 0,5950| 0,4687| 0,5955| 04336] 04623| 0,7512] 04666
BI 0,3520| 02362] 0,.8125] 03657| 002750 0,4926| 0,0682] 0,5571| 0,0602] 0,5130] 0,3140| 0,2991| 0,7409| 0,4322
AL 0,6455| 0,6412] 0,7700| 04623| 0,5868| 0,5992| 0,7611| 0,6442| 0,6584| 0,6881| 0,5611| 0,6740| 0,8042] 0,5710
HU 04161 03991] 0,0127] 0,1910] 0,2766] 0,2362] 0,3081| 0,4967| 0,4095| 04770| 02672 03002 06750 03162
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ME BO NR HR VP HO RL RH RA ov MO BI2 AL HU
0,4271
0,5695| 0,5246
0,3572| 0,2666| 0,4278
0,4076| 0,3152| 0,4102| 0,2414
0,5848| 0,6292| 0,5175| 0,4322| 0,3561
0,3553| 04774 0,5143| 0,3944| 0,3666| 0,5684
0,2058| 0,3198| 0,3861| 0,1896| 0,2054| 0,3940| 0,1683
0,3153| 0,4256| 0,4144| 0,3258| 0,2750] 0,3799| 0,2404| 0,0567
0,5021| 0,5779| 0,5402| 0,4673| 0,4309| 0,6596| 0,5442| 0,3374| 0,3657
0,6676| 0,5280| 0,4950| 0,3379| 0,5118| 0,6096| 0,6590| 0,4989| 0,5513| 10,7024
0,5662| 0,3893| 0,1189| 0,3043| 0,2493| 0,7500] 0,5113| 0,3729| 0,4422| 0,7947| 0,5495
0,6096| 0,6082| 0,7023| 0,4236| 0,5883| 0,8077| 0,6530| 0,5001] 0,6038| 0,8087| 0,7033| 0,7749
0,5086| 0,4299| 0,4541| 0,2246| 0,1980| 0,3610] 0,5041| 0,3129| 10,3537, 0,5071| 0,4180| 0,1900| 0,5061
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