5. METODY ANALÝZY  I:

POPULAČNĚ GENETICKÁ DATA
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úvod

Jedním z cílů, na které jsou zaměřena tato skripta, je aplikací vhodných technik odhadnout vnitropopulační a mezipopulační genetickou strukturu analyzovaných (výběrových) vzorků. Logickým krokem je zjistit, jaké síly ovlivňují strukturu získaných dat a zda jsou zjištěná data v souladu s teoreticky očekávaným modelem. Stejně jako Gregor Mendel budeme v této kapitole využívat mnohých matematických a statistických postupů k vysvětlení charakteru pozorovaných dat.

Od dob matematicko-statistického hodnocení štěpných poměrů hrachu nás dělí více jak jedno století a tomu odpovídá i nárůst více sofistikovaných přístupů analýzy genetických dat. Ty jsou většinou uschovány v algoritmech nesčíslných statistických programů dostupných buď komerčně, nebo volně jako shareware (či freeware) na webových stránkách. Jejich výstupem je přehršel různých indexů včetně statistické významnosti. Rozmanitost parametrů je výhodná pro uživatele, který je dostatečně seznámen s teorií a s výhodami a limitami použitých metod. V opačném případě může být uživatel alespoň částečně v rozpacích, který z uvedených parametrů použít.

Není účelem této kapitoly v daném rozsahu seznámit studenty s obecnými základy statistického hodnocení populačně-genetických nebo kvantitativně-genetických dat. Naší snahou je na vybraných příkladech demonstrovat krok za krokem postup hodnocení genetických dat, která byla získána některou z metod uvedených v předešlých kapitolách. Tímto způsobem se studenti mohou seznámit s postupem, který bývá ukryt v algoritmech statistických programů. Konečně, u každého příkladu je uvedeno i vysvětlení, proč je vybraný postup nejvhodnější, jaká jsou jeho omezení, a jak lze data interpretovat. Pokud to bylo možné, snažili jsme se vysvětlit příklady za použití nejdostupnějšího software, který snad většina studentů může mít – MS Excel.

Pro jednodušší orientaci v textu je kapitola dělena na čtyři základní části: 1. Polymorfismus na úrovni bílkovin (biochemická genetika), 2. Polymorfismus na úrovni DNA (molekulární genetika), 3. Polymorfismus na úrovni mtDNA (molekulární genetika), 4. Polymorfismus na úrovni chromosomů (cytogenetika).

Charakter genetických dat 

Statistické analýzy genetických dat vyžadují znalost jejich základních charakteristik (typ rozdělení, průměr a rozptyl dat v souboru), teoretických modelů (konstrukce nulových hypotéz nebo očekávaných frekvencí) a aplikaci vhodné statistické metody. V tomto úvodu je dobré si uvědomit, že genetická data nelze chápat jen jako soubor naměřených hodnot. K řešení problému je často nutno znát další informace o charakteru dat, např. o podílu genetické a negenetické složky, o způsobu dědičnosti studovaného znaku, vzniku nové proměnlivosti díky mutacím, rekombinaci nebo migraci. Prvotní náhled na genetická data je uveden v Boxu 5.1. Ačkoliv tento přehled není konečný, může napomoci při volbě vhodných statistických postupů, popř. při plánování experimentů genetických analýz.

Co je populační genetika?

Cílem populační genetiky je pochopení genetického složení populace a procesů, které tuto skladbu determinují a mění. Klíčový koncept je založen na pracích Gregora Mendela a Charlese Darwina a matematicky byl formalizován v 30. letech minulého století Ronaldem Fisherem. Ve zkratce, tento koncept vychází z poznatku, že mezi jedinci tvořícími populaci je pozorována proměnlivost ve fenotypu a přítomnost polymorfismu v morfologických, behaviorálních nebo fyziologických znacích. Potomstvo je fenotypově podobnější rodičům než nepříbuzným jedincům, část pozorované proměnlivosti musí tedy být založena dědičně. V daném prostředí některé fenotypy lépe přežívají do reprodukčního věku anebo se více rozmnožují než jedinci s jinými fenotypy. Jedinci s úspěšnějšími fenotypy mají v daném prostředí reprodukční výhodu (vyšší fitness) neboli jsou zvýhodněni přírodním výběrem. Poměrné změny v četnostech, ve kterých přispívají jednotlivé fenotypy do další generace, vedou ke změnám v genových (= alelových) frekvencích. Neustálé mezigenerační změny v genových (genotypových) frekvencích jsou základem evolučních procesů.

Polymorfismus na úrovni bílkovin

Veškerá proměnlivost vzniká mutacemi. Frekvence alel zkoumaného genu v dané populaci je ovlivněna rychlostí mutací, selekcí, migrací, náhodného genetického driftu, sociální strukturou a způsobem rozmnožování. Ještě do nedávné doby mohla být proměnlivost v populacích sledována pouze prostřednictvím viditelných odlišných morfologických forem znaků, např. morfologické odchylky (bezkřídlá mutace octomilek), barvě (bílá a červená barva květu hrachu) nebo nemocích (hemofilie u lidí). S nástupem molekulárních technik zhruba od 50. let byla odhalená obrovská úroveň polymorfismu, přítomná v přírodních populacích.

K tomu, aby mohly být jednotlivé geny a populace navzájem porovnávány mezi sebou, musí být genetická proměnlivost vhodným způsobem kvantifikována. V tomto úvodu se seznámíme se třemi vnitropopulačními odhady proměnlivosti.
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Obr. 5.1 Představme si, že jsme získali projekt na výzkum genetické proměnlivosti populace rypoušů sloních a bylo nám povoleno odstřelit 16 jedinců po obvodu ostrova “Asquare“. Odebrané vzorky jsme analyzovali metodou proteinové elektroforézy, popsané ve 3. kapitole. Na obrázku představují kroužky místa odchytu jedinců na ostrově. Uvnitř kroužků je informace o genotypu na jednom vyšetřeném lokusu. Pokračování příběhu je v tabulce 5.3.

Genové (alelové) a genotypové frekvence

Škrobovou elektroforézou kreatinkinázy (CK) byly na gelu zjištěny dvě elektromorfy: jedna blízko startu (alela A), druhá ve větší vzdálenosti (alela a). Lokus Ck leží na autozomálním chromosomu, každý jedinec bude tedy mít ve svém genotypu dvě alely. Možné zastoupení jednotlivých genotypů Ck v populaci rypoušů je znázorněno na obr. 5.1. Univerzálním typem kvantifikace proměnlivosti je genová (alelová) frekvence. Označme písmenem p frekvenci alely A, písmenem q frekvenci alely a a N bude označovat počet vyšetřených jedinců. Dále označme počty jedinců s genotypem AA, Aa a aa jako NAA, NAa a Naa. Konečně si označíme frekvence genotypů AA, Aa, aa jako P, H, Q. Vyjdeme-li z obr. 5.1, pak genové frekvence spočítáme následovně 

p = (2 NAA + NAa)/2N = (NAA + 1/2 NAa)/N = (4 + 4) / 16 = 0,5  (frekvence alely A)

q = (2 Naa + NAa)/2N = (Naa + 1/2 NAa)/N = (4 + 4) / 16 = 0,5   (frekvence alely a)

Protože jsou obě frekvence vztaženy k celkovému počtu alel (mluvíme o relativních hodnotách), musí platit p + q = 1.

Podobně genotypové frekvence získáme jako

P = NAA /N = 4/16 = 0,25  (frekvence homozygotů AA)

H = NAa /N = 8/16 = 0,5    (frekvence heterozygotů Aa)

Q = Naa /N = 4/16 = 0,25  (frekvence homozygotů aa)

a opět v relativních frekvencích musí platit P + H + Q = 1.

Úroveň polymorfismu

V naprosté většině případů budeme vyšetřovat proměnlivost většího počtu genů. Jednou z možností, jak tuto variabilitu kvantifikovat, je vyjádřit ji jako podíl polymorfních lokusů z celkového počtu zkoumaných znaků. Předtím, než bude následovat triviální vzorec pro její výpočet, je nutno si nejprve definovat, co budeme považovat za polymorfní lokus. Na jedné straně je jasné, že monomorfní je takový lokus, u kterého zjistíme přítomnost jen jedné alely. Na druhé straně bychom se intuitivně shodli, že ve výše uvedeném případě je gen pro kreatin kinázu hodně polymorfní. Co ale v případě, kdy z celkového počtu 50 jedinců (100 alel) zjistíme u jednoho přítomnost jedné odlišné alely (frekvence jednotlivých alel tedy budou p = 0,99 a q = 0,01)? V naprosté většině případů při dostatečném úsilí a dostatečném počtu vyšetřených jedinců najdeme v populacích přítomnost vzácných alel. Přítomnost vzácných alel je dána novými mutacemi, je většinou brzy eliminována náhodným driftem nebo selekcí a tudíž jejich význam pro evoluční změny je zanedbatelný. Z tohoto důvodu bylo zavedeno arbitrární kriterium, pomocí kterého je polymorfismu definován. Jako polymorfní označujeme takový lokus, u kterého frekvence nejpočetnější (obecné) alely dosahuje nejvýše 95% (p ( 0,95). V případě analýzy vzorků s vysokými počty jedinců bývá někdy aplikováno citlivější kriterium polymorfismu s frekvencí obecné alely 99%, p ( 0,99). Podíl polymorfních genů podle 0,95 kriteria je dán

P = N0,95/n ,

kde N0,95 je počet polymorfních genů a n je celkový počet vyšetřených genů. Příklad na výpočet podílu polymorfních genů je uveden za tabulkou 5.1. 

Heterozygotnost
Poslední charakteristikou uváděnou ve studiích alozymů je odhad podílu genů, které jsou u průměrného jedince heterozygotní. Pro tento, sic nejpřesnější, ale dosti krkolomný název je běžně používán termín průměrná heterozygotnost a označuje se písmenem 
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. Průměrnou heterozygotnost získáme sečtením všech heterozygotních jedinců pro každý gen, podělením tohoto součtu celkovým počtem jedinců a zprůměrováním výsledku přes počet všech zkoumaných genů. Matematickou formalizací, známe-li již, že podíl heterozygotů ve vzorku pro daný lokus je H = NAa /N, dostaneme:
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kde NAa je počet heterozygotních jedinců, N je celkový počet jedinců, n je počet jak polymorfních, tak monomorfních genů, a Hi,j je výskyt heterozygotnosti u i-tého jedince na j-tém lokusu. Tento vzorec je možné použít v případě, kdy známe genotypy u všech jedinců, a počty jedinců vyšetřených u jednotlivých lokusů jsou stejné. Není-li tomu tak, pak vypočítáme heterozygotnosti na jednotlivých lokusech a zprůměrujeme je přes všechny vyšetřené alozymy. Oba postupy jsou uvedeny v příkladu, který vychází z dat v tabulce 5.1. Uvedený postup je možné jednoduše rozšířit na případ, kdy je na určitém lokusu více jak dvě alely. Zatímco počet jednotlivých homozygotů bude odpovídat počtu zjištěných alel, počet jednotlivých heterozygotů bude narůstat podle vztahu k(k-1)/2, kde k je počet zjištěných alel. Například, pro tři alely A, B, C (k=3) budeme mít 3*2/2 = 3 různé typy heterozygotů (NAB, NAC, NBC), pro čtyři alely A, B, C, D (k=4) budeme mít 4*3/2 = 6 různých typů heterozygotů (NAB, NAC, NAD, NBC, NBD, NCD).

Tabulka 5.1 Celkem u 14 rypoušů se nám podařilo zjistit genotypy pro 6 lokusů. Dva lokusy jsou monomorfní (Ldh2, Sod), u tří byly zjištěny dvě alely (Ak, Ck, Idh), a u jednoho tři alely (Ldh1). Z dat v tabulce máme vypočítat podíl polymorfních lokusů a průměrnou heterozygotnost ve vzorku.
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Podíl polymorfních genů podle 0,95 kriteria je P = N0,95/n = 3/6 = 0,5. 

Podíl polymorfních genů podle 0,99 kriteria je P = N0,99/n = 4/6 = 0,67. 

Průměrná heterozygotnost je podle vzorce uvedeného výše
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podle druhého postupu
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Formulace modelů a základy testování

Předchozí tři odhady proměnlivosti nám umožňují popsat genetickou proměnlivost populací, studovanou v určitém místě a čase. Úkolem populační genetiky je popsání genů a zjištění jejich frekvencí v populacích s cílem vysvětlit jak se bude genetická struktura populací měnit v důsledku přírodní nebo umělé selekce, mutací, migrace, náhodného driftu či vazby mezi geny. Ačkoliv by mělo být naší snahou zjištění vlivu všech faktorů podílejících se na proměnlivosti populace, včetně jejich interakcí, k vysvětlení změn frekvencí genů je využíváno matematických modelů. Každý model představuje záměrné zjednodušení složité situace. Zjednodušení by mělo odstranit nepodstatné detaily a tím umožnit soustředit se na podstatu zkoumaného jevu. Typickým příkladem modelu je matematická analýza při hledání stability systému nebo počítačová simulace.

Jedním ze základních modelů, se kterými pracuje populační genetika, je ideální populace. Pod tímto pojmem si můžeme představit nekonečně velkou populaci jedinců, na kterou nepůsobí žádné síly schopné měnit genové frekvence. Každý příslušník populace má stejnou šanci pářit se s jakýmkoliv jiným jedincem v populaci. Tento způsob rozmnožování je znám jako náhodné páření a populaci s tímto způsobem rozmnožování označujeme jako panmiktickou. Vzpomeneme-li si ještě na faktory ovlivňující genové frekvence vyjmenované v předchozím odstavci, můžeme definovat podmínky ideální populace:

·   Jedinci v populaci mají diploidní počet chromosomů

·   V populaci se jedinci rozmnožují sexuálně

·   Jednotlivé generace se nepřekrývají

·   Páření jedinců je náhodné (panmixie)

·   Populace má velký počet jedinců 

·   Populace je geneticky izolována od jiných populací (nízká migrace)

·   Mutační rychlost je nízká, vliv mutací je zanedbatelný

·   Selekce nepůsobí na studovaný gen

Takto definovaná populace bývá označována jako mendelovská neboli Hardyho-Weinbergova populace podle autorů, kteří v roce 1908 nezávisle popsali princip vztahu mezi genovými a genotypovými frekvencemi platný v podmínkách ideální populace. 

Při platnosti výše uvedených předpokladů platí, že se alelové frekvence nemění z generace na generaci a zůstávají stejné. Rovněž genotypové frekvence zůstávají neměnné a jsou rovny p2, 2pq a q2. Jednou z nejdůležitějších podmínek Hardyho-Weinbergovy rovnováhy je platnost náhodného páření. Právě z této podmínky vyplývají dva důsledky: pravděpodobnost, že spermie ponese ve své výbavě alelu A je p, pro alelu a pak bude rovna q. Stejné důsledky platí i pro vajíčko. Nové frekvence genotypů při vzniku zygoty můžeme jednoduše odvodit podle tzv. Punnettova čtverce v tabulce 5.2.

	                                   
	spermie

	      Vajíčko
	alela
	
	A
	a

	
	
	frekvence
	P
	q

	
	A
	p
	AA

p2
	Aa

pq

	
	
	
	
	

	
	a
	q
	aA

pq
	aa

q2

	
	
	
	
	


Tabulka 5.2 Odvození genotypových frekvencí nově vznikající zygoty pomocí Punnettova čtverce. Zygoty vznikají náhodnou kombinací obou gamet s frekvencemi alel A = p, respektive a = q. Celková frekvence obou heterozygotů Aa a aA je pq + pq = 2pq. Uvedené schéma je možné rozšířit na větší počet alel přidáním odpovídajícího počtu řádků a sloupců.

Představme si princip Hardyho-Weinbergovy rovnováhy v akci. Genetickou analýzou jedinců z námi studované populace zjistíme počty jednotlivých genotypů. Známým postupem vypočítáme genotypové a alelové frekvence. První otázkou zvídavého biologa bude, zda se zjištěné frekvence odlišují od očekávaných frekvencí. Očekávané frekvence odvodíme z právě popsaného modelu ideální populace (tabulka 5.3). Ke zjištění odlišnosti použijeme test shody pozorovaných a očekávaných genotypových frekvencí. 

Tabulka 5.3 Odvození očekávaných genotypových frekvencí. V prvním sloupci jsou očekávané genotypové frekvence odvozených v tabulce 5.2. Očekávané počty jedinců s jednotlivými genotypy v Hardyho-Weinbergově rovnováze získáme vynásobením očekávaných genotypových frekvencí počtem vyšetřených jedinců.


Očekávané frekvence
       Očekávané počty jedinců


E(P) = p2
E(NAA) = N* p2

E(H) = 2*p*q
E(NAa) = N*2*p*q

E(Q) = q2
E(Naa) = N* q2

Celkem
p2 + 2*p*q + q2  = 1
N* p2+ N*2*p*q + N* q2 = N
Test dobré shody ((2-test)

Statistiku (2-testu vypočteme podle vztahu
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kde O jsou pozorované a E očekávané počty jednotlivých genotypů i a suma je přes kategorie genotypů AA, Aa a aa. Bude-li námi studovaná populace v Hardyho-Weinbergově rovnováze, budou pozorované a očekávané počty jedinců u všech genotypů podobné a výsledný součet odchylek bude minimální. Naopak, hodnota (2-testu bude tím větší, čím větší budou odchylky pozorovaných počtů od počtů očekávaných. Nás bude zajímat, zda výsledná hodnota je statisticky významná. 

Předtím, než začneme testovat významnost součtu odchylek, musíme si stanovit úroveň, na které chceme testovat významnost odchylek pozorovaných a očekávaných frekvencí. Nejčastěji je tato úroveň stanovena na hranici 5% (stanovení chyby I. typu, α = 0,05). Dalším krokem je stanovení stupňů volnosti (d.f. z anglického degrees of freedom; jejich výpočet je popsán v dalším odstavci). Nemáme-li po ruce statistický program, který nám vypočítá příslušnou pravděpodobnost, můžeme porovnat spočítanou hodnotu testu s tabulkovou hodnotou (2 rozdělení. 

Jestliže námi odvozená hodnota (2 > (2df=1, (=0,05, populace není v Hardyho-Weinbergově rovnováze a jedna z výše uvedených podmínek je porušena. Stupně volnosti, nutné k vyhledání tabulkové hodnoty (2, získáme jako celkový počet genotypů (i = 3) mínus počet parametrů odhadovaných z dat (jeden pro alelovou frekvenci p nebo q) mínus 1; v našem případě d.f. = 3 – 1 – 1 = 1.

V tabulce 5.4 jsou uvedena data, pomocí kterých si budeme Hardyho-Weibergův princip demonstrovat.

Tabulka 5.4. Tři roky po prvním odchytu došlo na ostrově Asquare k výbuchu sopky Avolcano. K nové analýze bylo odchyceno sto rypoušů, nová data pozorovaných genotypových frekvencí NAA, NAa a Naa jsou 50, 10 a 40.

Genotyp
AA
Aa
aa
Celkem

Počet jedinců
  50
10
40
100

Počet alel A
100
10
  0
110

Počet alel a
    0
10
80
  90

Počet alel A + a
100
20
80
200

Alelová frekvence A :  p = (2NAA + NAa)/N = 110/200 = 0,55

Alelová frekvence a :  q = (2NAa + Naa)/N = 90/200 = 0,45 = 1 - p
Očekávané genotypové frekvence
p2=0,3025
2pq=0,495
q2=0,2025

Očekávaný počet jedinců
30,25
49,5
20,25

(2 = (50-30,25)2/30,25 + (10-49,5) 2/49,5 + (40-20,25) 2/20,25 =

= 12,89 + 31,52 + 19,26 = 63,67 >> (2df=1, (=0,05 = 3,841 (odečtená tabulková hodnota)

Interpretace: námi zjištěná hodnota (2-testu je mnohem vyšší než tabulková hodnota (P<0,05). Genotypové frekvence se významně odlišují od frekvencí genotypů, které bychom očekávali v případě, kdyby byla populace v Hardyho-Weinbergově rovnováze. Bohužel, tímto testem nemůžeme prokázat, která z podmínek byla porušena, a je na badateli, aby posoudil, která z podmínek mohla vést k vychýlení genotypových frekvencí z rovnováhy.

K přesnějšímu výpočtu pravděpodobnosti (2-testu můžeme využít např. funkce MS Excel. Ukázka připravených vstupních dat je v tabulce 5.5. Kurzor nastavíme na buňku D4. V editačním řádku vzorců klepneme na znamínko „=“, v rozbalovacím okénku vybereme statistické funkce a z nich funkci CHITEST. Poté v nabídkovém okně vyplníme požadované rozsahy hodnot. Po odsouhlasení správného výběru hodnot odklepnutím tlačítka „OK“ by se mělo na editačním řádku objevit výraz funkce  =CHITEST(B2:D2,B3:D3) a v poli D4 výsledná pravděpodobnost testu.

Nutno podotknout, že (2-test je citlivý v případě extrémně nízkých nebo vysokých genových frekvencí. V tomto případě může dojít k odvození nízkých očekávaných hodnot jednoho genotypu s počty menším jak 1. Protože je očekávaný počet vždy v čitateli, dostaneme vysokou hodnotu (2-testu. Tuto skutečnost si může každý prokázat spočítáním následujícího případu. V populaci myší z vesnice Nesmysly bylo odchyceno 128 jedinců. Z nich byli 3 jedinci na lokusu Sod1 homozygotní pro alelu Sod180 a 125 jedinců pro alelu Sod100, ve vzorku nebyl zjištěn žádný heterozygot. Kdo předchozí text pochopil, měl by vědět, proč hodnota testu je větší jak 125.

Tabulka 5.5. Tabulkový editor MS Excel s daty z tabulky 5.4. Pozorovaná data jsou v buňkách B2-D2, námi odvozená očekávaná data jsou v buňkách B3-D3. V případě správně provedeného postupu by se měla v poli D4 objevit přesná hodnota pravděpodobnosti (P = 1,49-14).

	
	A
	B
	C
	D

	1
	
	AA
	Aa
	aa

	2
	pozorovaný počet
	50
	10
	40

	3
	očekávaný počet
	30,25
	49,5
	20,25

	4
	
	
	
	1,49E-14


Polymorfismus na úrovni jaderné DNA

Předpokládejme, že jsme u N jedinců zjistili sekvenci úseku DNA o celkové délce, kterou označíme L. Nejjednodušším odhadem genetické proměnlivosti je počet segregujících (polymorfních) míst, NS, který vyjadřuje počet míst s odlišnými sekvencemi nukleotidů ve vzorku sekvencí. Vztáhneme-li počet segregujících míst na délku fragmentu DNA, dostaneme podíl segregujících míst na nukleotidové místo S = NS /L. Podíl segregujících míst, který bychom mohli u vyšetřené DNA očekávat ve vzorku velikosti N jedinců, označovaný jako nukleotidový polymorfismus, je dán vztahem
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(hodnota jmenovatele například pro N = 5 je 1/1 + 1/2 + 1/3 + 1/4 = 2,083333).

Především proměnná S je závislá na velikosti vzorku, při porovnání hodnot S mezi jednotlivými studiemi je dobré na tento fakt pamatovat a porovnávat například hodnoty odvozené z podobně velkých vzorků. 

Další statistikou odhadu polymorfismu DNA je průměrný počet rozdílných nukleotidů mezi dvěma sekvencemi DNA. V literatuře je známá jako nukleotidová diverzita a bývá označována π. Při odhadu nukleotidové diverzity můžeme postupovat tak, že nejdříve stanovíme průměrný počet párových nukleotidových rozdílů (average number of pairwise nucleotide differences) podle vzorce
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kde n je počet sekvencí DNA ve vzorku a Πij je rozdíl mezi sekvencemi i a j (index sčítání i<j v praxi znamená, že budeme porovnávat první sekvenci s druhou, třetí, čtvrtou až n-tou, poté druhou s třetí, čtvrtou až n-tou, atd.). Jmenovatel v prvním členu ve vzorci označuje celkový počet párových porovnání sekvencí n(n-1)/2. Standardizací průměrného počtu rozdílů Π přes celkovou délku sekvence DNA dostaneme odhad nukleotidové diverzity

π = Π/L
Za předpokladu, že páření jedinců v populaci je náhodné (panmiktické), nukleotidová diverzita je odhadem heterozygotnosti na molekulární úrovni.

Od všech rypoušů jsme odebrali tkáň, z ní izolovali DNA, a na sekvenátoru zjistili sekvenci DNA intronu jaderného genu Agene. Díky nešikovnosti studenta se nám podařilo získat sekvenci pouze z pěti jedinců (n = 5). Proměnlivá místa nukleotidů na 10., 20., 30., 40. a 50. pozici jsou zvýrazněna rámečky.
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  ACCGTGATCATAACTGCCAATAGCCCTAACCGCTTAGCCGGTACCCGGTAAGCTCCATGG

ACCGTGATCATAACTGCCATTAGCCCTAAGCGCTTAGCCGGTACCCGGTTAGCTCCATGG

ACCGTGATCCTAACTGCCATTAGCCCTAAGCGCTTAGCCGGTACCCGGTAAGCTCCATGG

ACCGTGATCCTAACTGCCATTAGCCCTAAGCGCTTAGCCCGTACCCGGTTAGCTCCATGG

ACCGTGATCCTAACTGCCATTAGCCCTAACCGCTTAGCCCGTACCCGGTCAGCTCCATGG

Řešení: Celkově bylo zjištěno pět pozic, na kterých je polymorfismus nukleotidů. Počet segregujících míst je tedy NS = 5 a podíl segregujících míst na nukleotidové místo je S = NS /L = 5/60 = 0,083. Nukleotidový polymorfismus vypočítáme jako θ = 0,083/2,0833 = 0,0399. Při výpočtu nukleotidové diverzity se většinou sestavuje n ( n-1 (nebo jinak i ( j) matice párových porovnání počtů míst s odlišnými nukleotidy:
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5.
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ΣΠij je 30, Π = (1/10)30 = 3, π = Π/L = 3/60 = 0,05

Polymorfismus na úrovni mitochondriální DNA

Při analýze mitochondriální DNA často zjistíme větší počet typů mtDNA, označovaných jako haplotypy. Haplotyp je obecné označení chromosomu s jedinečnou kombinací znaků. Začněme tím, že v našich vzorcích budeme mít dva haplotypy mtDNA. Nejčastěji řešenou otázkou je, zda jsou zjištěné haplotypy rozdílné mezi dvěma (popř. n) vzorky. Máme-li dostatečný počet jedinců ve vzorcích (N ≥ 10 na vzorek), pak vhodným testem je test dobré shody, v případě menšího počtu měření G-test nezávislosti. 

Test dobré shody ((2-test)

S testem dobré shody jsme se již setkali při testování Hardyho-Weinbergovy rovnováhy. Postup, který jsme použili výše, může být však aplikován pouze na jednu populaci. V případě porovnání mezi více populacemi musíme použít odlišný postup odvození očekávaných frekvencí. V tabulce 5.6 jsou data, která nám celý postup ozřejmí. V prvních čtyřech buňkách, označených a až d, jsou pozorovaná data. Po jejich pravé a dolní straně jsou takzvané marginální četnosti, a+b, a+c, atd.

Tabulka 5.6. Analýzou alozymů jsme prokázali, že po výbuchu vulkánu Avolcano byla populace na ostrově Asquare vychýlena z Hardyho-Weinbergovy rovnováhy. Došlo k vychýlení rovnováhy pouze na úrovni alozymů? Nešikovný student prošel zahraniční stáží, což se projevilo ve zvýšení efektivity molekulárních analýz. Navíc, během stáže navštívil ostrov Acircle, který je blízko ostrova Asquare, a kde získal vzorky DNA z trusu 34 rypoušů. Analýzou mtDNA byla v obou lokalitách zjištěna přítomnost dvou haplotypů, označených A a B. 


Haplotyp A 
Haplotyp B
Celkem

Acircle
a=12
b=22
a+b=34

Asquare
c=16
d=50
c+d=66

Celkem
a+c=28
b+d=72
N=100

Očekávané frekvence jednotlivých haplotypů v obou populacích vypočítáme podle vztahů: 

E(a) = (a+b) (a+c) /N = (12+22) (12+16)/100 = 9,52

E(b) = (a+b) (b+d) /N = 24,48

E(c) = (a+c) (c+d)/N = 18,48

E(d) = (b+d) (c+d)/N = 47,52.

Test dobré shody pak podle již známé formule 

(2 = (12-9,52)2/9,52 + ... + (50-47,52)2/47,52 = 1,359 < (2df=1, (=0,05 = 3,841

Vzhledem k tomu, že výsledná hodnota testu je menší než tabulková hodnota, můžeme odvodit, že zastoupení obou haplotypů je s poměrně vysokou pravděpodobností mezi zkoumanými populacemi shodné.

Tabulka 5.6 je typickým příkladem tzv. 2 ( 2 tabulky (prezentuje data dvou populací a dvou haplotypů). Obecně je možné testovat více populací a více haplotypů. V tom případě takovou tabulku označujeme jako R x C tabulku (row ( column table) s R řádky (populacemi) a C sloupci (haplotypy). Stupně volnosti vypočítáme podle vzorce d.f. = (R – 1)(C – 1). Uvedená data v tab. 5.6 bychom mohli počítat pomocí MS Excel převedením hodnot do tvaru

	
	H
	I
	J
	K
	L

	10
	12
	22
	
	9,52
	24,48

	11
	16
	50
	
	18,48
	47,52


Vyvoláním funkce „=CHITEST(H10:I11,K10:L11)“ dostaneme hodnotu P = 0,2436.

Test: 2(2 G-test nezávislosti (kontingenční tabulky)

Další možností testování shodností frekvencí haplotypů mezi populacemi je využití G-testu. Jeho výhodou je možnost použití i v případě, kdy počet měření na populaci je menší jak 10 (nesmí být ale ani v jednom případě roven 0). 

K demonstrování G-testu použijeme hodnoty uvedené v tabulce 5.6. K výpočtu potřebujeme pouze pozorované počty (a = 12, b = 22, c = 16, d = 50), jejich marginální četnosti a celkový počet měření. Hodnotu G-testu dostaneme podle

G = 2[a*ln(a) + b*ln(b) + c*ln(c) + d*ln(d) + n*ln(n) - (a+b)*ln(a+b) - (c+d)*ln(c+d) - (a+c)*ln(a+c) - (b+d)*ln(b+d)] = 2[337,78+460,52-797,64] = 2*0,66 = 1,32

Stupně volnosti jsou dány vztahem d.f. = (R-1)(C-1) = 1.

Distribuce G-testové charakteristiky je podobná distribuci (2, tudíž můžeme využít tabulek pro (2 rozdělení a zjistit

G = 1,32 < (2 df=1, (=0,05 = 3,841

a přijmout nulovou hypotézu, že výskyt haplotypů A a B je nezávislý na místě sběru. Pro výpočet přesné pravděpodobnosti testu můžeme využít další funkce MS Excelu, která vrací jednostrannou pravděpodobnost (2 rozdělení. Tuto funkci vyvoláme příkazem „=CHIDIST(X,d.f.)“, kde za X doplníme hodnotu, pro kterou chcete zjistit pravděpodobnost rozdělení, a za d.f. počet stupňů volnosti. Po zadání hodnot z příkladu dostaneme CHIDIST(1.32,1) = 0,2437.

Analýza polymorfismu mtDNA: problém malých vzorků

Výše uvedené testy mají určité podmínky použití a z toho vyplývající omezení:

1. Počet jedinců ve většině polí (>80%) musí být větší jak 5.

2. Pokud se některý haplotyp v určitém vzorku nevyskytuje, pak je jeho frekvence nulová a G-test nelze použít, neboť ln(0) není definován.

Jak testovat rozdílnost zjištěných haplotypů mezi dvěma (popř. n) vzorky v případě malého počtu jedinců ve vzorcích? S další možností, jak mohou být obě podmínky porušeny, se nejčastěji můžeme setkat právě u analýzy mtDNA. Důvodem je, že zatímco je ve většině případů ve vzorcích přítomen jeden obecně zastoupený haplotyp, zhusta ve vyšetřených vzorcích zjistíme přítomnost většího počtu početně málo zastoupených haplotypů. Dříve se tento problém řešil tím, že se málo početně zastoupené haplotypy slučovaly do jedné třídy až byl počet vzorků na buňku roven alespoň pěti. 

Tento postup je znázorněn v tabulkách 5.7 a 5.8. Poté bylo možné aplikovat test dobré shody, který takovou kumulaci dat umožňuje. Jak už to v životě bývá, zisk na jedné straně bývá vykoupen ztrátou na straně druhé. V našem případě naplněním podmínek testování ztrácíme zároveň informaci o jemnější genetické struktuře obou populací. Inspekcí dat v tabulce 5.7 vidíme, že zastoupení haplotypů A až C je na lokalitě 1 a 2 přibližně stejné. Obě lokality se však liší přítomností odlišného haplotypu D v populaci 1 a haplotypu E v populaci 2. Sloučením obou typů haplotypů do jedné třídy budou tyto poměrně značné rozdíly po sloučení v tabulce 5.8 zamaskovány.

S rozvojem randomizačních testů se objevily techniky, jak tento problém překonat. Celý postup si předvedeme na datech v tabulce 5.9, představující případ, kdy se potýkáme celkově s malou velikostí vzorků v jednotlivých buňkách. Algoritmus popsaný níže je převzat z práce  QUOTE "(Roff and Bentzen 1989)" 
Roffa and Bentzena (1989)
 a může být v případě nejasností konzultován. 

Tabulka 5.7 Zastoupení jednotlivých haplotypů ve vzorku mtDNA.


Haplotyp A 
Haplotyp B
Haplotyp C
Haplotyp D
Haplotyp E        Celkem

Lokalita 1
a=15
b=3
c=3
d=5
e=0
r1=26

Lokalita 2
f=20
g=6
h=0
i=0
j=7
r2=33

Celkem
c1=35
c2=9
c3=3
c4=5
c5=7
N=59

Tabulka 5.8 Data po shloučení vzácnějších haplotypů.


Haplotyp A 
Haplotyp B+C
Haplotyp D+E
Celkem

Lokalita 1
a=15
b=6
c=5
r1=26

Lokalita 2
f=20
g=6
h=7
r2=33

Celkem
c1=35
c2=12
c3=12
N=59

Monte Carlo randomizační test kontingenčních tabulek

Tabulka 5.9. Konzervační genetik dostal za úkol zjistit, zda se od sebe liší dvě populace vzácných motýlů, žijících pouze na dvou malých lokalitách. Molekulární analýzou DNA zjistil přítomnost dvou haplotypů mtDNA. Bohužel, celou analýzu mohl provést jen na celkově pěti jedincích. Pomocí konvenčních postupů je tento problém neřešitelný, jedinou možností je aplikace randomizačních technik.


Haplotyp A 
Haplotyp B
Celkem

Lokalita 1
a=1
b=2
r1=3

Lokalita 2
c=2
d=0
r2=2

Celkem
c1=3
c2=2
N=5

Postup:

1. Spočítáme (2obs z pozorovaných dat 

(2obs = (1-1,8)2/1,8 + ... + (0-0,8)2/0,8 = 2,222

2. Randomizace N ( 2 matice dat, kde ve sloupci 1 je postupně n náhodných čísel, sloupec 2 je naplněn jedničkami a dvojkami (případ dvou haplotypů; jedničkou kódujeme haplotyp A, dvojkou haplotyp B).

[2017 
1]

[7449 
2]

[9470 
2]

[2215 
1]

[9329 
1]

Ke generování náhodných čísel můžeme použít Generátor pseudonáhodných čísel programu MS Excel. Generátor je ukryt v rozbalovacím okénku Nástroje pod položkou Analýza dat. Pokud příkaz Analýza dat v nabídce Nástroje chybí, je třeba v aplikaci Microsoft Excel nainstalovat doplněk Analytické nástroje. Instalace doplňku Analytické nástroje provedeme tak, že v nabídce Nástroje klepněte na příkaz Doplňky. Pokud není doplněk Analytické nástroje uveden v dialogovém okně Doplňky, musíme klepnout na tlačítko Procházet a najít jednotku, název složky a název souboru s doplňkem Analýza dat, Analys32.xll , který se obvykle nachází ve složce Microsoft Office\Office\Library\Analysis. Po instalaci rozbalíme nabídku Nástroje a v nich zaškrtneme políčko Analytické nástroje. V dialogovém okně Analytické nástroje vybereme Generátor pseudonáhodných čísel. Do editačního okna Počet proměnných zadáme požadovaný počet opakování sérii (počet sloupců výstupní tabulky), které mají být vyplněny hodnotami (viz bod 6 dole). Do editačního okna Počet náhodných čísel zadáme počet datových bodů, které chcete zobrazit. V našem případě toto číslo bude rovno 5 (celkový počet měření). V rozbalovacím poli Typ rozložení vybereme rovnoměrné a chceme-li generovat čísla v jiném intervalu než od 0 do 1, změníme rozsah parametru do například na 10000. Konečně v možnostech výstupu zaškrtneme výstupní oblast a do editačního pole napíšeme A1. 

3. Vzestupné uspořádání náhodných čísel ve sloupci 1, přičemž při jejich posunu se posouvají i přiřazená čísla ve druhém sloupci

[2017 
1]

[2215 
1]

[7449 
2]

[9329 
1]

[9470 
2]

4. Vytvoření randomizované tabulky s daty: Při zachování marginálních četností r1, r2 jsou odečítány příslušné typy haplotypů a doplňovány do nové tabulky

Tabulka 5.10 Nově sestavené zastoupení frekvencí haplotypů v lokalitách.


Haplotyp A 
Haplotyp B
Celkem

Lokalita 1
a=2
b=1
r1=3

Lokalita 2
c=1
d=1
r2=2

Celkem
c1=3
c2=2
N=5

5. Spočítáme (21 (indexem jedna značíme výsledek prvního testu, další test v pořadí bude mít index 2, atd.) z náhodně vytvořené tabulky: (21 = (2-1,8)2/1,8 + ... + (1-0,8)2/0,8 = 0,138. Tuto hodnotu porovnáme s (2obs spočítanou v bodě 1. Před postupem k bodu 6, je dobré si uvědomit, co jednotlivé výsledky testu znamenají. Je-li (21 ( (2obs, můžeme si představit, že nové uspořádání haplotypů je méně pravděpodobné než námi pozorované frekvence haplotypů v populacích. V opačném případě, je-li (21 < (2obs usuzujeme, že se nové uspořádání příliš od pozorovaných dat neliší.
6. Celý postup 1-5 opakujeme alespoň 10 000krát (r=10 000). Odhadnutá pravděpodobnost hypotézy, že se v našem případě frekvence dvou haplotypů liší mezi vzorky, je dána počtem, kdy 

     (21,2..r ( (2obs  a odsud P = (((21,2..r ( (2obs)/r.
Odhad vlivu populační struktury na genetický make-up populace

Model: Wrightova F-statistika na jednom lokusu o dvou alelách

Předpoklady modelu

Panmiktická populace je rozdělena podle schématu na obr. 5.2. Jak je uvedeno v záhlaví, celý aparát rozdělení genetické proměnlivosti v závislosti na populační struktuře odvodil S. Wright (1931) pro dvě alely na jednom lokusu. Zobecnění modelu na více alel dokončil M. Nei (např. 1987). V následujícím textu se budu držet nejdříve původního Wrightova modelu, v dalším textu pak uvedu obecnější model Neiův.

Do jaké míry jsou jednotlivé subpopulace diferencované? Jak se na diferenciaci podílí vliv příbuzenského páření a omezení toku genů?

[image: image36.wmf]Apodemus flavicollis - vliv hmotnosti
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Obr. 5.2 Schématické rozdělení populace do tří úrovní. Celková populace (úroveň T) je rozdělena na x subpopulací (úroveň S), x = 1 až k; zde, k = 3. Každá subpopulace má Nx jedinců (úroveň I). Tři fenotypy, AA, Aa, a aa jsou označeny odlišným tvarem (velké kulaté, malé kulaté a šišaté). Označení I1-13 označuje 13. jedince z první subpopulace, I2-7 označuje 7. jedince z druhé subpopulace, atd.

Terminologie:

HI – pozorovaná heterozygotnost jedince v subpopulaci

HS - očekávaná heterozygotnost jedince v subpopulaci za předpokladu náhodného páření

HT - očekávaná heterozygotnost jedince v celé populaci za předpokladu náhodného páření

Postup

1. Z genetické analýzy zjistíme průměrnou heterozygotnost HX u zkoumaného lokusu na úrovních S1 až S3. Průměrná heterozygotnost (koncept heterozygotnosti byl probrán v kapitole „Polymorfismus na úrovni bílkovin“) je:



,  

kde  Hx je pozorovaná heterozygotnost v subpopulaci x

2. Očekávaná heterozygotnost v subpopulaci je
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kde pi,x2 je frekvence i-té alely v subpopulaci x. Tento vztah platí, očekáváme-li, že subpopulace x je v Hardyho-Weinbergově rovnováze. Sčítání je pro všechny alely i (od 1 po j) zjištěných na genu. Logicky v modelu pro jeden lokus a dvě alely bude j = 2. Průměr HS ze všech subpopulací je
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3. Je-li frekvence alely A v celé populaci p0 a alely a q0 pak očekávaná heterozygotnost v celé populaci bude
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Základní rozdíl mezi Wrightovým a Neiovým modelem je právě ve výpočtu průměrné očekávané heterozygotnosti v celé populaci. Zjevně v modelu pro více alel na lokusu je nutné použít obecnější vztah k výpočtu heterozygotnosti. Definujme průměrnou frekvenci alely i v celé populaci jako 
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Průměrnou očekávanou heterozygotnost v celé populaci vypočítáme podle vztahu
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Součty jsou přes všechny očekávané frekvence homozygotních kombinací (
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4. Snížení heterozygotnosti jedince kvůli nenáhodnému páření v subpopulaci je možno odhadnout jako
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5. Vliv rozdělení populace na subpopulace a genetického driftu je možné odhadovat jako 
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6. Celkový koeficient inbreedingu FIT zahrnuje podíl nenáhodného páření v subpopulaci a vliv genetického driftu. FIT měří redukci heterozygotnosti jedince ve vztahu k celkové populaci:
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V následujícím příkladě (tabulka 5. 11) jsou data analýzy čtyř alozymů získaných na dvou lokalitách. Typická studie zahrnuje větší počet lokalit, pro naše účely se však spokojíme se dvěma. Data pro každý lokus byla účelově vybrána tak, aby odpovídala zcela odlišným poměrům v genetické struktuře. První lokus (A) splňuje podmínky Hardyho-Weinbergovy rovnováhy na obou lokalitách. Lokusy B a C představují odchylky od Hardyho-Weinbergovy rovnováhy se sníženým, respektive zvýšeným počtem heterozygotů na obou lokalitách. Konečně lokus D je zafixovaný pro alelu B na lokalitě 1 a pro alelu A na lokalitě 2.

Tabulka 5.11 Pomocí elektroforézy byly vyšetřeny dva vzorky s N1 = 40 a N2 = 20 jedinci. Výsledky analýzy čtyř lokusů shrnuje tabulka.


Vzorek 1 (N1=40)
Vzorek 2 (N2=20)

Lokus
AA
AB
BB
p1(j)
AA
AB
BB
p2(j)
p0(j)
poznámka

A
10
20
10
0,5
5
10
5
0,5
0,5
H-W rovnováha

B
16
8
16
0,5
4
4
12
0,3
0,4
deficit heterozygotů

C
12
28
0
0,65
6
12
2
0,6
0,625
přebytek heterozygotů

D
0
0
40
0.0
20
0
0
1,0
0,5
alternativně fixované
                                                                                                       alely

1. Výpočet genových frekvencí:

A. Vzorek 1

p1(A) = (2N1(AA) + N1 (AB))/2N1 = (20 + 20)/80 = 0,5, q1 (A) = 1 - p1(A) = 0,5 

p1(B) = (32 + 8)/80 = 0,5, q1(B) = 0,5

p1(C) = (24 + 28)/80 = 0,65, q1(C) = 0,35

p1(D) = (0 + 0)/80 = 0,0, q1(D) = 1,0 

B. Vzorek 2

p2(A) = (10 + 10)/40 = 0,5, q2(A) = 0,5, 

p2(B) = (8 + 4)/40 = 0,3, q2(B) = 0,7, 

p2(C) = (12 + 12)/40 = 0,6, q2(C) = 0,4, 

p2(D) = (40 + 0)/40 = 1,0, q2(D) = 0,0

2. Odvození průměrných genových frekvencí:

p0 (A) = (p1(A) + p2(A))/k = (0,5 + 0,5)/2 = 0,5

p0 (B) = (p1(B) + p2(B))/k = (0,5 + 0,3)/2 = 0,4

p0 (C) = (p1(C) + p2(C))/k = (0,65 + 0,6)/2 = 0,625

p0 (D) = (p1(D) + p2(D))/k = (0,0 + 1,0)/2 = 0,5

3. Výpočet pozorované heterozygotnosti ve vzorcích 1 a 2 (pro lokus A):

H1 (A) = N1 (AB)/N1 = 20/40 = 0,5

H2 (A) = N2 (AB)/N2 = 10/20 = 0,5

4. Výpočet očekávané heterozygotnosti ve vzorcích 1 a 2 (pro lokus A):
HI (A) = (H1 (A) + H2 (A))/k = (0,5 + 0,5)/2 = 0,5
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HT (A) = 2 * p0 (A) * (1 - p0 (A)) = 2 * 0.5 * (1-0,5) = 0,5

5. Odvození F statistik (pro lokus A):

FIS (A) = (

(A) - HI (A))/ 

(A) = (0,5 – 0,5)/0,5 = 0,0

FIT (A) = (HT (A) - HI (A))/ HT (A) = (0,5 – 0,5)/0,5 = 0,0

FST (A) = (HT (A) - 

(A))/HT (A) = (0,5 – 0,5)/0,5 = 0,0

Tabulka 5.12 Přehled výsledků


Pozorovaná heterozygotnost
Očekávaná heterozygotnost
Wrightova F-statistika

Lokus
H1 (j)
H2 (j)
HI (j)
HS (j)
HT (j)
FIS (j)
FST (j)
FIT (j)
A
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,0
0,0
0,0

B
0,2
0,2
0,2
0,46
0,48
0,565
0,042
0,583

C
0,7
0,6
0,65
0,4675
0,46875
-0,39
0,0027
-0,387

D
0,0
0,0
0,0
0,0
0,5
----
1,0
1,0

Průměr
0,058
0,261
0,300

Závěry:

· FIS  je citlivá na odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnováhy

· FST  je citlivá na rozdíly mezi subpopulacemi

· FIT  je výsledkem obou procesů

· Průměrné hodnoty F statistiky pro studované lokusy mohou maskovat odlišnou evoluční historii na různých lokusech

Polymorfismus na úrovni chromosomů

Tato kapitola doplňuje text 2. kapitoly o chromosomální proměnlivosti (viz „Aplikace studia chromosomů“), zejména část věnovanou populačním studiím. Na příkladu analýzy výskytu B chromosomů v karyotypu myšic si budeme demonstrovat novou techniku analýzy dat – logistickou regresi. Její uplatnění je však daleko širší než vybraný případ analýzy proměnlivosti na úrovni chromosomů. Nejdříve si tedy probereme obecně koncept logistické regrese, uvedeme si případy její použitelnosti a tím i možnosti jejího dalšího použití.

Logistická regrese

Většině studentů je z kurzů statistiky notoricky známá lineární regrese. Lineární regresí odhadujeme významnost vztahu mezi dvěma kontinuálními proměnnými, např. délkou a šířkou listu, výškou těla a nadmořskou výškou. Co však v případě, kdy závislá proměnná může nabývat jen dvou hodnot? Typickými případy může být odpověď na anketní otázku „ano – ne“, porodní bába po porodu radostně volá chlapeček, nebo holčička, přepínač je zapnutý, nebo vypnutý, po krutých mrazech je jedinec buď živý, nebo mrtvý, zamilovaný může mít u své vyvolené úspěch, nebo neúspěch, student látku pochopí, nebo nepochopí. Provádíme-li výzkum na větším počtu jedinců, můžeme spočítat frekvenci jednotlivých typů hodnot ve vzorku. Na čem jednotlivé typy odpovědi, popřípadě jejich zastoupení ve vzorku, závisí? Otázka napovídá, že k vysvětlení pravděpodobnosti typu odpovědi můžeme použít další nezávislé proměnné, které budeme současně s nezávisle proměnnou sledovat. Obrovskou výhodou metody je možnost využít k vysvětlení dat jakýchkoliv proměnných s kontinuálním, ordinálním i nominálním rozdělením (Box 5.1.). Jak tomu rozumět? 

Jedním z typických případů aplikace logistické regrese může být sledování časových změn v poměru pohlaví. Klasický postup by zahrnoval odchyt jedinců na lokalitě, u nichž by bylo určeno pohlaví, a po vypočítání poměru mezi samci a samicemi by byla testována odchylka od poměru 1 : 1 pomocí (2-testu. Po pěti letech by proběhlo další sčítání a tentokrát již pomocí 2 ( 2 kontingenční tabulky by byly testovány možné časové změny v poměru pohlaví. Takový přístup, jakkoliv akceptovatelný, bude nutit badatele k následující úvaze. Za předpokladu, že odchylky od poměru 1 : 1 budou malé, je třeba shromáždit co největší soubor jedinců s určeným pohlavím. Diktát reprezentativnosti vzorku mnohdy může vést k rozšiřování zkoumané oblasti. Extrémní situací může být stav, kdy se dohromady spojí různé vzorky, z nichž každá byla v minulosti ovlivněna jinými historickými procesy. Známou paralelou tohoto přístupu je populární příměr statistiky: „Sním-li jedno kuře a ty žádné, oba dva jsme průměrně nasyceni“. Dokonce i v případě, kdy bude dostatečně početný materiál dostupný na jedné jasně definované lokalitě, celý systém hodnocení (2-testem zahalí individuální rozdíly (věk matek, nerovnoměrnost příspěvku jednotlivých matek, věk potomků, u kterých poměr pohlaví zkoumáme, atd.). Zvolíme-li analýzu poměru pohlaví logistickou regresí, můžeme navíc odhadovat vliv všech těchto individuálních proměnných včetně jejich interakcí. V modelu logistické regrese se pak může objevit u každého individua s určeným pohlavím také jeho věk a věk matky (kontinuální proměnné), pořadí vrhu, ve kterém byl jedinec porozen (ordinální proměnná) a nutriční kondice matky během gravidity - nedostatek vs. dostatek potravy (nominální proměnná). Co si pod modelem logistické regrese můžeme představit?

[image: image37.wmf]Apodemus flavicollis - vliv pohlaví, hmotnosti a jejich interakce
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Logistická regrese dává do vztahu frekvenci nominální (závislé) proměnné vůči nezávislé proměnné X. Přenesme se do myší laboratoře, kde výzkumný tým má zjistit, jaké faktory ovlivňují pohlavní dospívání samců. Celkově 100 myší bylo vyšetřeno na přítomnost spermií v nadvarleti a klasifikovány do dvou tříd: nedospělí (bez spermií v nadvarleti, označíme jako NN) a dospělí (se spermiemi v nadvarleti, ND). Označme frekvenci dospělých samců ve vzorku z určitého dne jako pt. V den porodu (den 0) bude p(t=0) = ND(t=0) /(ND( t=0) + NN( t=0)) a bude nejspíše 0. Na druhé straně poměr dospělých samců například 100. den bude (pomineme-li vliv mutací vedoucích ke sterilitě) p(t=100) = 1. 

Jak však sestrojit model, který by vysvětloval přechod od jednoho stavu (nedospělí samci) do druhého (dospělí samci)? Funkci přechodu mezi oběma třídami samců můžeme analyzovat pomocí lineární regrese, kterou na obr. 5.3 představuje přímka s rovnicí a + b*X, kde a je intercept přímky (průsečík přímky s osou y v bodě x = 0) a b je směrnice přímky (v našem případě b = (y2 – y1)/(x2 – x1)). Po spočítání směrnice bychom mohli zpětně určit očekávaný počet samců za předpokladu, že budeme znát jejich stáří. Takto odvozený vztah má několik omezení. Prvním omezením takto konstruovaného modelu je porušení předpokladu normálního rozdělení proměnných. Počet samců nemůže být kontinuální proměnnou. Druhým omezením musí být, že takto modelovaný vztah není přímo úměrný do nekonečna. Od nějakého dne budou všichni samci dospělí a jejich počet se nemůže se vzrůstajícím počtem dnů zvyšovat. Očekávané počty bychom mohli tedy porovnávat jen mezi vzorky se stejným počtem jedinců. Tento nedostatek bychom ale mohli odstranit převedením absolutního počtu jedinců ND na relativní počty, p(t) = ND(t) /(ND( t) + NN( t)), a tyto relativní frekvence vynést na osu y místo absolutních počtů. Tím sice vymezíme rozsah povolených hodnot od 0 do 1 (nebo od 0 do 100 %), současně se ale vzdáváme informace o početnosti jednotlivých vzorků, ze kterým jsme relativní hodnoty odvodili (p bude 0,5 ve vzorku 2 samců s jedním dospělým stejně jako ve vzorky 100 samců s 50 dospělci; druhý případ je však daleko robustnější).

Konečně třetím omezením je předpoklad linearity vztahu, neboť pohlavní dospívání nemusí být na stáří jedince závislé lineárně. Intuitivně bychom u samců myší očekávali, že do 30. dne budou ve vzorcích pouze nedospělí samci, mezi 30. až 40. dnem se objeví první dospělí samci, zhruba mezi 50. až 70. dnem většina samců pohlavně dospěje a v dalších dnech bude postupně dospívat i zbylý počet samců, u kterých byla produkce spermií z jakýchkoliv příčin opožděna. Vyjádříme-li poměry dospělých a nedospělých samců (ND : NN) v geometrické posloupnosti s členem řady 2, můžeme celou sérii v čase popsat např. 1: 16, 1: 8, 1: 4, 1: 2, 1: 1, 2: 1, 4: 1, 8: 1, 16: 1. Převedeno na frekvenci pt, dostaneme sérii ve tvaru (0,058; 0,111; 0,2; 0,333; 0,5; 0,667; 0,8; 0,889; 0,941). Ačkoliv jsme celou geometrickou řadu odvodili s konstantním členem, vztah mezi odpovídajícími frekvencemi pt není lineární. Lineární měřítko geometrické posloupnosti odvodil R. A. Fisher zavedením logitové transformace z = log2[p/(1 – p)] v kapitole věnované měření genových frekvencí ( QUOTE "(Fisher 1930)" 
(Fisher 1930)
.

Matematickou formalizací výše uvedené linearizace geometrické posloupnosti logitovou transformací dostaneme
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Zaměníme a + bx = X. Odlogaritmováním vztahu a následnou úpravou dostáváme
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a v konečné verzi je rovnice logistické regrese dána vztahem
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Tímto vzorcem je dán vztah mezi frekvencemi závislé proměnné (v našem případě analýzy pohlavního dospívání to budou frekvence pohlavně dospělých samců pt ve vzorcích z různých dnů stáří samců) a nezávislou proměnnou X, která bude představovat stáří jedinců ve dnech. Jak již bylo v úvodu kapitoly zmíněno, obrovskou výhodou logistické regrese je možnost v nezávislé proměnné modelovat vliv nejrůznějších faktorů, které se mohou na studovaném jevu podílet bez ohledu na typ dat. Pro pohlavní dospělost samců bychom mohli konstruovat model X = a + b1x1 + b2x2 + b3x3, kde x1 je stáří samce ve dnech, x2 je pořadí vrhu, ve kterém byl narozen,  x3 je stáří matky, a a, b1, b2, b3 jsou parametry, které máme odhadovat. 

Prvním krokem testování modelu je odvození nulového modelu. Takový model udává, že pravděpodobnost studovaného jevu nezávisí na žádných faktorech. Verbálními formulacemi nulových modelů mohou být následující příklady. Pravděpodobnost události, že náhodně vybraný samec bude dospělý, nezávisí na ročním období; přítomnost snůšek skokana hnědého ve vodě nezávisí na pH vody; pravděpodobnost přežití rypouše po výbuchu sopky nebude závislé na jeho vzdálenosti od sopky; pravděpodobnost výskytu klíšťat na ještěrce nezávisí na pohlaví. Máli-být výskyt nějakého jevu konstantní, musí být proložení jeho funkce rovnoběžné s osou x (na které jsou nezávislé proměnné). Tudíž směrnice takového proložení musí být rovna 0. Doplněním této úvahy do výše odvozené rovnice získáme matematické vyjádření nulového modelu
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S tímto modelem jsou porovnávány všechny další modely, do kterých jsou postupně přidávány jednotlivé parametry. Vliv parametrů pak odhadujeme podle toho, jak se zlepší proložení modelu po přidání parametru(ů) oproti nulovému modelu. Celý postup je znám jako kroková logistická regrese (stepwise logistic regression). Postupné přidávání jednotlivých parametrů jeden po druhém do modelu (včetně jejich interakcí) provádíme až do doby, kdy přidání dalších parametrů nezlepší proložení logistické regrese.

Až dosud jsme se zabývali typem odpovědi nabývající pouze dvou možných hodnot (ano-ne, úspěch-neúspěch, 1, nebo 2). Tento základní model je možné rozšířit také na ordinální typy závislé proměnné. Kdybychom zůstali u modelu pohlavního dospívání samců, mohli bychom, např. kvůli zvýšení počtu jedinců v jednotlivých vzorcích, sloučit samce do věkových tříd ti=1 = 0-10 dnů, ti=2 = 11-20 dnů, atd. Logistickou regresí bychom pak testovali odhadovaná pravděpodobnost výskytu pohlavní dospělosti v i-té skupině podle modelu:
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,

kde pi je pravděpodobnost nálezu určité charakteristiky v dané třídě i u studovaného jedince, x1 ... xn jsou proměnné měřené na daném jedinci (mohou mít charakter nominálních, ordinálních i kvantitativních znaků), a a ... bn jsou odhadované parametry pravděpodobnostní funkce.

Maximalizace proložení

Je-li v i-té skupině ni jedinců, z nichž Yi jedinců má určitou vlastnost a ni - Yi ji nemá, pak pravděpodobnost výskytu této vlastnosti ve skupině je dána výše uvedeným modelem. Parametry jsou odhadovány iteračně maximalizací pravděpodobnosti pomocí minimalizace logaritmické pravděpodobnostní (log-likelihood) funkce, nazvané loss function:
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kde  pi = odhadovaná pravděpodobnost výskytu vlastnosti v i-té skupině.

Celý proces prokládání se provádí iteračním postupem pomocí vhodného programu (GENSTAT, JMP, SAS, STATISTICA, …) a bude podrobněji vysvětlen na příkladu analýzy chromosomální proměnlivosti.

U 92 jedinců myšice byl vyšetřen diploidní počet chromosomů, který je polymorfní díky přítomnosti B chromosomů. Zároveň byla u každého jedince změřeny základní morfometrické údaje. Jeden z těchto údajů (hmotnost těla) je na obr. 5.4 zobrazen odděleně pro pohlaví proti diploidnímu počtu chromosomů. Bude nás zajímat, jaký je vztah mezi těmito proměnnými. 
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Obr. 5.4. Vztah mezi diploidním počtem chromosomů (2N), rozdělených podle pohlaví a hmotnosti těla u myšice lesní (Apodemus flavicollis). Čtverce označují samce, kroužky samice.
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Obr. 5.5 Vstupní data a jejich příprava pro analýzu v programu JMP. Načtení dat z tabulkového editoru MS Excel s originálními daty bylo provedeno nejprve převedením souboru Apodemus.xls na formátovaný text oddělený mezerami (*.prn) příkazem Soubor/ Uložit jako. Nově formátovaný soubor byl načten v JMP sledem kroků File/ Import/ Text…. Aby se ve vyhledávacím okénku zobrazil soubor typu *.prn, je nutné v rozbalovacím okénku typ souboru vybrat All files (*.*). Po menších úpravách (přepsání záhlaví sloupců: Sex, Mass a 2N z prvního řádku tabulky a jeho následným odstraněním), bude importovaný soubor vypadat podobně jako na obrázku, a je možné jej uložit jako speciálně formátovaný soubor programu JMP, např. Apodemus.JMP. Jedinou úpravou, která zbývá, je přiřazení každé proměnné typ dat. To se provádí nastavením odpovídajících hodnot ve dvou čtverečcích v záhlaví každého sloupce. V levém se volí typ dat (nominální, ordinální nebo kontinuální), v pravém se přiřazuje role proměnné v modelu. Po importu bude v levém čtverci N, pravý čtverec bude prázdný. Změna např. proměnné Mass na kontinuální data provedeme výběrem záhlaví sloupce (barva celého záhlaví se změní na černou) a poté vyvoláním kontextuálního okna poklepáním na pravé tlačítko myši a výběrem Column Info vyvoláme dialogové okno (to samé lze provést klávesovou zkratkou Ctrl + I). V něm v rozbalovacím okénku Data Type vybereme Numeric a v okénku Modeling Type zvolíme Continuous. Podobným způsobem změníme proměnnou 2N na typ dat Numeric a Ordinal. V pravém čtverci můžeme nadefinovat, které proměnné budou v modelu. Jsou-li tyto proměnné nadefinovány, objeví se již vyplněné ve statistickém modulu pod příkazem Analyze. Na obrázku je znázorněn krok definovaní závislé proměnné Y. Poklepáním pravého tlačítka na čtvereček se objeví výběrový panel, ve kterém vybereme řádek s Y a toto písmeno se objeví ve čtverci. Tímto způsobem označíme programu, aby v jakémkoliv testu použil proměnnou 2N jako závislou proměnnou. Shodným postupem byla definována proměnná pohlaví, tentokrát ale jako faktor, jehož vliv budeme zkoumat (nezávislá proměnná).

Z charakteru vstupních dat je jasné, že nelze aplikovat lineární regresi, neboť závisle proměnná nesplňuje předpoklady kontinuálního rozložení. Jednou z možností by bylo převést data o počtu chromosomů na nominální proměnnou (definovanou jako „jedinec bez B chromosomů“ a „jedinec s B chromosomy“) a použít nominální logistickou regresi. Tímto způsobem bychom ale přišli o možnost zkoumat, zda například neexistuje vztah mezi počtem B chromosomů a jakýmkoliv měřeným parametrem.

Druhou možností je aplikace ordinální logistické regrese. V celém dalším postupu bude použit statistický program JMP (viz Box 5.2). Příprava dat, včetně jejich převedení z tabulkového editoru MS Excel, je popsána na obr. 5.4. Data byla uspořádána do tří sloupců. V prvním je pohlaví jedince (m = samec, f = samice), ve druhém hmotnost a ve třetím diploidní počet chromosomů.

V následujícím postupu si předvedeme postupnou (krokovou) logistickou regresi, ve které postupně budeme odvozovat jednotlivé modely od nejjednoduššího až po složitější včetně interakce.

Model 1: Výskyt 2N je závislý na pohlaví

Matematickým vyjádřením Modelu 1 je
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V Modelu 1 je pi (počet chromosomů) závisle proměnnou, pohlaví nezávisle proměnnou. Po zadání proměnných, popsaných v legendě k obr. 5.5, můžeme začít se statistickou analýzou. Kurzorem najedeme a klikneme na ikonu Fit Model (stejný postup je proveden po rozbalení roletky Analyze a výběrem nabídky Fit Model). Na obr. 5.6 je vidět vyvolaný modul, který by se měl objevit po vykonání popsaných příkazů. Povšimněme si, že předem nadefinované proměnné se již objevily v příslušných polích: ordinální závislá proměnná 2N je v poli za Y, tedy tam, kde se závislé proměnné přidávají. Podobně sex byl přidán do pole nezávislých proměnných.

Jak je patrné z obrázku 5.6, program JMP nám nabízí typ statistické analýzy – v našem případě je to ordinální logistická regrese. Nezbývá, než kliknout na tlačítko Run Model a odhadovat vliv pohlaví. 

Jak bylo uvedeno výše, maximalizace proložení logistické regrese se provádí iteračním postupem. Hodnoty celého iteračního postupu je skryt v prvním okénku Iteration History. Tabulka 5.13 podává přehled nejdůležitějších údajů. První iterace je odhadem nulového modelu, další iterace odhadují vliv parametru pohlaví postupnou minimalizací loss funkce. Iterační proces se provádí Newtonovou metodou a zastaví se po dosažení kritické hodnoty, po které již prokládaní nebude podstatně zlepšovat vliv parametrů (Delta-Criterion). Shrnutí celého procesu a odhad jednotlivých parametrů je skryto v okénku Whole-Model Test (tabulka 5.14).

Obr. 5.6 Výběr modulu Fit Model a jeho nastavení v programu JMP.
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Tabulka 5.13 Iterační postup (Iteration History).

Iterace
LogLikelihood
 Step
Delta-Criterion

1
-166.7661389
Základní
142477354

2
-166.4764224
Newton
0.03158264

3
-166.4721891
Newton
0.01033761

4
-166.472159
Newton
0.00026881

Tabulka 5.14 Testové charakteristiky modelu (Whole-Model Test).

Model
-LogLikelihood
DF
ChiSquare
Prob>ChiSq

Rozdíl
0.29398
1
0.58796
0.4432

Parametr (sex)
166.47216

Základní model
166.76614

Obr. 5.7 Okno s výsledky testu. Data s výsledky čtyř testů se objeví ve sbalené formě, v rozbalené formě se objeví pouze okénko se statistikou testovaného parametru. K hodnotám testů se dostaneme kliknutím na záhlaví odpovídajících okének. 
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Rozdíl 0.29398 je rozdíl mezi hodnotou první a poslední iterace. Dvojnásobek rozdílu odpovídá Χ2 rozdělení; tato hodnota je použita k odhadu pravděpodobnosti zlepšení proložení modelu s parametry oproti nulovému modelu. Zobrazení proložení dat logistickou regresí Modelu 1 je na dalším obrázku. 
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Obr. 5.8 Vztah mezi počtem chromosomů v závislosti na pohlaví a hmotností těla myšic. U samic můžeme pozorovat tendenci mít větší počet přídatných chromosomů v karyotypu, tento rozdíl však není významný (P = 0.44).

Model 2: Výskyt 2N je ovlivněn hmotností

Matematickým vyjádřením Modelu 2 je rovnice
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Postup testování je obdobný jako u Modelu 1, zobrazení vztahu je na obr. 5.9.

Iterační postup

Iterace
LogLikelihood
 Step
Delta-Criterion

1
-166.7661389
Základní
57804228.4

4
-164.2678894
Newton
0.00015488

Testové charakteristiky modelu

Model
-LogLikelihood
DF
ChiSquare
Prob

Rozdíl
2.49825
1
4.996499
0.0254

Parametr (hmotnost)
164.26789

Základní model
166.76614

Obr 5.9 Vztah mezi počtem B chromosomů a hmotností těla myšic. U těžších zvířat je větší pravděpodobnost nálezu vyššího počtu B chromosomů. Tato závislost je významná (P = 0.025).

Model 3: Výskyt 2N je ovlivněn oběma parametry a jejich interakcí
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Iterační postup

Iterace
LogLikelihood
 Step
Delta-Criterion

1
-166.7661389
Základní
1338674008

2
-162.3037697
Newton
0.47370084

3
-162.0396688
Newton
0.35862712

4
-162.0376636
Newton
0.02301903

5
-162.0376225
Newton
0.01009007

Testové charakteristiky modelu

Model
-LogLikelihood
DF
ChiSquare
Prob

Rozdíl
4.72852
3
9.457033
0.0238

Parametr (hmotnost)
162.03762

Základní model
166.76614
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Obr. 5.10 Model proložení originálních dat (šedé symboly) pomocí logistické regrese (černé symboly). Model 3 potvrzuje již známou tendenci o zvyšování B chromosomů se vzrůstající hmotností těla. Tato tendence je závislá na pohlaví, markantně se projevuje především u samců.

BIOSYS-1: Swofford, D. L., Selander, R. B., 1981: BIOSYS-1: a FORTRAN program for the comprehensive analysis of electrophoretic data in population genetics and systematics. J. Hered., 72: 281-283. [distribuováno prostřednictvím Illinois Natural History Survey]

biosys-2: W. C. Black; extenze původního programu D. L. Swofforda, který již není v současnosti distribuován. [volně anonymním ftp z Anonymním ftp z lamar.colostate.edu v knihovně pub/wcb4]

genepop: Raymond, M., Rousset, H., 1995: GENEPOP (version 1.2): population genetics software for exact test and ecumenicism. J. Hered., 86: 248-249. [volně na http://www.cefe.cnrs-mop.fr]

genetix: Bonhomme, F. [volně na http://www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix.htm]

popgene: Yeh, F. C., Yang, R., Boyle, T., 1999: POPGENE Version 1.31. Microsof Windows-based freeware for population genetic analysis. [volně na ftp://ftp.microsoft.com/Softlib/ MSLFILES/HPGL.EXE].

fstat: Goudet, J., 1995: FSTAT version 1.2: a computer program to calculate F-statistics. J. Hered., 86: 485-486. [volně na ftp://oracle.bangor.ac.uk/pub/fstat]

migrate: Beerli, P., 1997-2001: MIGRATE: documentation and program, part of LAMARC. Version 1.1. 

[volně na http://evolution.genetics.washington.edu/lamarc/migratedoc/migratedoc.html]

arlequin: Excoffier, L., 1995-1998: ARLEQUIN. A software for population genetic data analysis. [volně na http://anthropologie.unige.ch/arlequin]

GENSTAT: Alvey, N.G. et al., 1977. GENSTAT: A general statistical program. Rothamsted Experimental Station, Harpenden.
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Obr. 5.3 Závislost počtu dospělých samců v závislosti na stáří, modelovaný lineární regresí.
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Rámeček 5.1 Charakter genetických dat





A. Vlastnosti genetických dat


Statistické atributy - rozdělení dat, průměr, variance


Data často složena ze dvou složek – genetické a environmentální


Časový rozměr - přenos z generace na generaci


Generace nové proměnlivosti - mutace, rekombinace


Data tvarována v čase - vliv struktury populací


Nutnost aplikace nejen vhodné statistiky, ale i matematického modelu k vysvětlení pozorované variability





B. Typy genetických dat


Kontinuální znaky


Znaky s normálním rozdělením ovlivněné jak dědičně, tak prostředím, kódovány více geny


Metrické znaky.  Příklad: výška, hmotnost, dojivost


             Měření a analýza těchto dat je podrobněji probrána v kapitole 1. Analýza fenotypu


Indexy podobnosti/odlišnosti. Příklad: Neiovy genetické vzdálenosti


Štěpné poměry. (3 : 1 - fenotypové třídy jednoho dominantního znaku, 1 : 2 : 1 : 2 : 4 : 2 : 1 :2 : 1 - genotypové frekvence dvou kodominantních znaků)





Ordinální znaky


Počitatelné znaky, u kterých můžeme sestavit pořadí v sérii měření (xn-1 < xn < xn+1), ale mezi jednotlivými měřeními nemůžeme kvantifikovat rozdíly


Časové údaje.  Příklad: roky (2001 je po r. 2000, ale před r. 2002), měsíce, dny v týdnu


Počet chromosomů v karyotypu





Nominální znaky


Znaky ovlivněné dědičně bi- až polynomiálním rozdělením, kódovány jedním nebo jen několika geny (Mendelovské znaky), kvalitativní znaky


Morfologické znaky.  Příklad: barva květů, povrch semene (hladký - svraštělý)


Fyziologické znaky.  Příklad: plešatost, hemofilie, 


Genotypové třídy. Počty jednotlivých genotypů, např. AA, Aa, a aa. Převodem genotypů na relativní frekvence ve vzorku se z nich stávají kontinuální znaky. To samé platí pro počty alel A a a a odvozené alelové frekvence


Fenotypové třídy. Počty jednotlivých fenotypů. Obecnější kategorie, zahrnující jak morfologické a fyziologické znaky, tak genotypové třídy. Např. proužky alozymů na gelu jsou fenotypovým projevem mobility jednotlivých proteinů v elektrickém poli. Víceméně na základě obecného konsensu je kódujeme jako jednotlivé genotypy 


Struktura DNA.  Výskyt jednotlivých nukleotidů A, C, T, G
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		f		parity		31		93		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		93		51		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		94		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		34		106		53		50.3735		50.64179		-2.5227		0.079054		0.262104		0.543767		0.789883		0.873263		0.929679		0.957866		0.985941		0.079054		0.18305		0.281664		0.246115		0.08338		0.056416		0.028187		0.028075		0.014059		50		50.57844

		f		parity		36		106		50		50.3735		50.75196		-2.58073		0.074931		0.251036		0.529338		0.780089		0.8667		0.925789		0.955461		0.985114		0.074931		0.176105		0.278302		0.250751		0.086611		0.059089		0.029671		0.029653		0.014886		50		50.63154

		f		parity		37.5		102		50		50.3735		50.83596		-2.62425		0.071969		0.242942		0.518483		0.772532		0.861591		0.922743		0.953572		0.984462		0.071969		0.170973		0.275541		0.254049		0.089059		0.061152		0.030828		0.03089		0.015538		50		50.67171

		f		parity		41		108		50		50.3735		51.03657		-2.72581		0.065474		0.224754		0.493103		0.754194		0.84903		0.915186		0.948863		0.98283		0.065474		0.15928		0.268349		0.261092		0.094835		0.066156		0.033677		0.033967		0.01717		50		50.76657

		f		parity		54		109		50		50.3735		51.83525		-3.10301		0.045844		0.165844		0.400161		0.67785		0.794099		0.88095		0.927139		0.975158		0.045844		0.12		0.234318		0.277688		0.116249		0.086852		0.046188		0.048019		0.024842		51		51.13296

		f		virgin		9		67		49		50.3735		49.44206		-1.79731		0.150602		0.423194		0.711136		0.885908		0.93435		0.964674		0.979148		0.993144		0.150602		0.272592		0.287942		0.174772		0.048442		0.030324		0.014475		0.013996		0.006856		50		49.95784

		f		virgin		11		81		48		50.3735		49.52574		-1.85534		0.143328		0.409095		0.699071		0.87991		0.930699		0.962642		0.97793		0.992737		0.143328		0.265767		0.289975		0.180839		0.050789		0.031943		0.015288		0.014807		0.007263		50		50.00459

		f		virgin		13.5		86		48		50.3735		49.63345		-1.92788		0.13465		0.391683		0.683594		0.872031		0.925872		0.959944		0.976309		0.992195		0.13465		0.257033		0.291911		0.188437		0.053841		0.034072		0.016365		0.015886		0.007805		50		50.06372

		f		virgin		14		76		52		50.3735		49.6554		-1.94239		0.132968		0.388231		0.680448		0.870403		0.92487		0.959382		0.975971		0.992082		0.132968		0.255263		0.292216		0.189956		0.054467		0.034512		0.016589		0.016111		0.007918		50		50.07564

		f		virgin		14.5		76		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		14.5		75		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		17		83		50		50.3735		49.78994		-2.02943		0.12325		0.367769		0.661231		0.860264		0.918593		0.955851		0.973843		0.991368		0.12325		0.244519		0.293462		0.199033		0.05833		0.037258		0.017992		0.017525		0.008632		50		50.14783

		f		virgin		18		80		54		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		49		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		50		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18.5		88		55		50.3735		49.85901		-2.07296		0.118623		0.357709		0.651414		0.854949		0.915279		0.953978		0.972711		0.990988		0.118623		0.239086		0.293705		0.203536		0.060329		0.038699		0.018733		0.018277		0.009012		50		50.18435

		f		virgin		19.5		90		48		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		19.5		86		51		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		20		86		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		20		92		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		21.5		92		50		50.3735		50.00071		-2.16		0.10982		0.337966		0.631397		0.843818		0.90828		0.950001		0.970303		0.990176		0.10982		0.228146		0.29343		0.212421		0.064463		0.041721		0.020301		0.019873		0.009824		50		50.25824

		f		virgin		22		95		51		50.3735		50.02479		-2.17451		0.10841		0.334728		0.628014		0.841896		0.907065		0.949308		0.969882		0.990034		0.10841		0.226318		0.293286		0.213883		0.065168		0.042243		0.020574		0.020152		0.009966		50		50.27066

		f		virgin		23		89		51		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		89		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		93		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23.5		97		48		50.3735		50.0978		-2.21803		0.104274		0.325107		0.617791		0.836016		0.90333		0.947172		0.968584		0.989595		0.104274		0.220833		0.292684		0.218226		0.067314		0.043842		0.021412		0.021011		0.010405		50		50.30813

		f		virgin		24		95		51		50.3735		50.1224		-2.23254		0.102927		0.321932		0.614359		0.834018		0.902056		0.946441		0.96814		0.989445		0.102927		0.219005		0.292428		0.219658		0.068038		0.044385		0.021699		0.021305		0.010555		50		50.32068

		f		virgin		25		91		50		50.3735		50.17199		-2.26156		0.100278		0.315631		0.607463		0.829962		0.899462		0.944951		0.967232		0.989137		0.100278		0.215352		0.291832		0.2225		0.0695		0.045489		0.022281		0.021905		0.010863		50		50.34588

		f		virgin		26		88		51		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		m				14		77		48		50.11915		49.6554		-0.2974		0.442758		0.766783		0.91689		0.972064		0.984563		0.991894		0.99527		0.998462		0.442758		0.324025		0.150107		0.055175		0.012499		0.007332		0.003376		0.003192		0.001538		48		48.93132

		m				17.5		86		49		50.11915		49.81283		-0.75579		0.334396		0.675209		0.874618		0.956525		0.975803		0.987241		0.99254		0.99757		0.334396		0.340813		0.199409		0.081907		0.019278		0.011438		0.005299		0.005029		0.00243		49		49.2061

		m				18		85		49		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				18		88		50		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				19.5		85		50		50.11915		49.90572		-1.01773		0.278823		0.615361		0.842969		0.944233		0.968783		0.983483		0.990328		0.996844		0.278823		0.336538		0.227608		0.101264		0.024551		0.0147		0.006845		0.006516		0.003156		49		49.37917

		m				21		86		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21		93		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21.5		92		48		50.11915		50.00071		-1.27967		0.229304		0.551805		0.805111		0.928724		0.959811		0.978643		0.987468		0.995903		0.229304		0.322501		0.253306		0.123613		0.031088		0.018832		0.008825		0.008435		0.004097		49		49.56323

		m				22		84		48		50.11915		50.02479		-1.34515		0.217937		0.53556		0.79463		0.924265		0.957208		0.977231		0.986632		0.995627		0.217937		0.317623		0.25907		0.129635		0.032943		0.020023		0.009401		0.008995		0.004373		49		49.61091

		m				23		96		56		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		90		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		88		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		93		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23.5		91		49		50.11915		50.0978		-1.54161		0.186308		0.48651		0.760716		0.909316		0.948398		0.972424		0.983777		0.994683		0.186308		0.300203		0.274206		0.1486		0.039082		0.024026		0.011352		0.010906		0.005317		49		49.75787

		m				24		90		49		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		92		52		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		98		51		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		90		50		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				25		92		51		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				25		93		49		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				26		100		49		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				26		100		51		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				27		97		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		96		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		92		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		97		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		49		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				28		93		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		95		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		100		52		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				29		91		50		50.11915		50.37556		-2.26194		0.100244		0.315549		0.607372		0.829909		0.899428		0.944931		0.96722		0.989133		0.100244		0.215305		0.291823		0.222536		0.069519		0.045504		0.022289		0.021913		0.010867		50		50.34621

		m				29.5		104		51		50.11915		50.40159		-2.32742		0.094491		0.30158		0.591651		0.820464		0.893347		0.941423		0.965079		0.988406		0.094491		0.207089		0.290072		0.228813		0.072883		0.048075		0.023657		0.023327		0.011594		50		50.40356

		m				31		100		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				31		95		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				32		102		49		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				32		102		54		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				33		100		49		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		96		48		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		103		53		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				34		102		51		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		103		49		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		106		48		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		105		52		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				36		96		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		110		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		100		55		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36.5		105		49		50.11915		50.77983		-3.2442		0.040049		0.14722		0.366796		0.646277		0.770054		0.865328		0.917006		0.971498		0.040049		0.107171		0.219575		0.279481		0.123777		0.095274		0.051679		0.054491		0.028502		51		51.27577

		m				39		100		51		50.11915		50.92115		-3.57163		0.029193		0.110662		0.294545		0.568391		0.707069		0.822422		0.888442		0.960888		0.029193		0.08147		0.183883		0.273846		0.138678		0.115352		0.066021		0.072446		0.039112		51		51.61839
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		26		14		26		14

		26		17.5		26		17.5

		26		18		26		18

		28.5		18		28.5		18

		29		19.5		29		19.5

		29		21		29		21

		29		21		29		21

		30		21.5		30		21.5

		30		22		30		22

		31		23		31		23

		31		23		31		23

		31		23		31		23

		34		23		34		23

		36		23		36		23

		37.5		23		37.5		23

		41		23.5		41		23.5

		54		24		54		24

		9		24		9		24

		11		24		11		24

		13.5		24		13.5		24

		14		25		14		25

		14.5		25		14.5		25

		14.5		26		14.5		26

		17		26		17		26

		18		27		18		27

		18		27		18		27

		18		27		18		27

		18.5		27		18.5		27

		19.5		27		19.5		27

		19.5		27		19.5		27

		20		28		20		28

		20		28		20		28

		21.5		28		21.5		28

		22		29		22		29

		23		29.5		23		29.5

		23		31		23		31

		23		31		23		31

		23.5		32		23.5		32

		24		32		24		32

		25		33		25		33

		26		33		26		33

				33				33

				34				34

				34				34

				34				34

				34				34

				36				36

				36				36

				36				36

				36.5				36.5

				39				39



males

females

m

f

females

males

female data

male data

body weight

2N by sex and weight

Apodemus flavicollis - effect of sex, weight and their cross effect

50.37121

48.93132

50

48

50.37121

49.2061

49

49

50.37121

49.24831

52

49

50.43509

49.24831

51

50

50.44796

49.37917

51

50

50.44796

49.51621

52

49

50.44796

49.51621

51

49

50.4738

49.56323

48

48

50.4738

49.61091

50

48

50.49977

49.70823

50

56

50.49977

49.70823

51

48

50.49977

49.70823

50

49

50.57844

49.70823

53

49

50.63154

49.70823

50

48

50.67171

49.70823

50

49

50.76657

49.75787

50

49

51.13296

49.80815

50

49

49.95784

49.80815

49

52

50.00459

49.80815

48

51

50.06372

49.80815

48

50

50.07564

49.91064

52

51

50.0876

49.91064

50

49

50.0876

50.01569

50

49

50.14783

50.01569

50

51

50.17215

50.12329

54

50

50.17215

50.12329

49

50

50.17215

50.12329

50

51

50.18435

50.12329

55

50

50.20885

50.12329

48

51

50.20885

50.12329

51

49

50.22115

50.23347

50

51

50.22115

50.23347

50

51

50.25824

50.23347

50

52

50.27066

50.34621

51

50

50.29561

50.40356

51

51

50.29561

50.57951

49

53

50.29561

50.57951

49

53

50.30813

50.70011

48

49

50.32068

50.70011

51

54

50.34588

50.82337

50

49

50.37121

50.82337

51

48

50.82337

53

50.9493

51

50.9493

49

50.9493

48

50.9493

52

51.20916

50

51.20916

50

51.20916

55

51.27577

49

51.61839

51



ApodLecture

		sex		sex activity		Weigth		LC		2N		E(2N) by sex		E(2N) by W		Linear		Cum[48]		Cum[49]		Cum[50]		Cum[51]		Cum[52]		Cum[53]		Cum[54]		Cum[55]		Prob[48]		Prob[49]		Prob[50]		Prob[51]		Prob[52]		Prob[53]		Prob[54]		Prob[55]		Prob[56]		MostLikely 2N		E(2N) by sex & W

		f		parity		26		94		50		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		26		97		49		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		26		98		52		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		28.5		97		51		50.3735		50.34965		-2.36311		0.091481		0.294116		0.583001		0.815146		0.889899		0.939423		0.963856		0.98799		0.091481		0.202635		0.288885		0.232146		0.074752		0.049525		0.024433		0.024134		0.01201		50		50.43509

		f		parity		29		93		51		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		29		95		52		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		29		106		51		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		30		86		48		50.3735		50.42776		-2.40664		0.087927		0.285161		0.572383		0.808498		0.885561		0.936899		0.962309		0.987463		0.087927		0.197234		0.287222		0.236115		0.077063		0.051337		0.025411		0.025153		0.012537		50		50.4738

		f		parity		30		93		50		50.3735		50.42776		-2.40664		0.087927		0.285161		0.572383		0.808498		0.885561		0.936899		0.962309		0.987463		0.087927		0.197234		0.287222		0.236115		0.077063		0.051337		0.025411		0.025153		0.012537		50		50.4738

		f		parity		31		93		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		93		51		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		94		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		34		106		53		50.3735		50.64179		-2.5227		0.079054		0.262104		0.543767		0.789883		0.873263		0.929679		0.957866		0.985941		0.079054		0.18305		0.281664		0.246115		0.08338		0.056416		0.028187		0.028075		0.014059		50		50.57844

		f		parity		36		106		50		50.3735		50.75196		-2.58073		0.074931		0.251036		0.529338		0.780089		0.8667		0.925789		0.955461		0.985114		0.074931		0.176105		0.278302		0.250751		0.086611		0.059089		0.029671		0.029653		0.014886		50		50.63154

		f		parity		37.5		102		50		50.3735		50.83596		-2.62425		0.071969		0.242942		0.518483		0.772532		0.861591		0.922743		0.953572		0.984462		0.071969		0.170973		0.275541		0.254049		0.089059		0.061152		0.030828		0.03089		0.015538		50		50.67171

		f		parity		41		108		50		50.3735		51.03657		-2.72581		0.065474		0.224754		0.493103		0.754194		0.84903		0.915186		0.948863		0.98283		0.065474		0.15928		0.268349		0.261092		0.094835		0.066156		0.033677		0.033967		0.01717		50		50.76657

		f		parity		54		109		50		50.3735		51.83525		-3.10301		0.045844		0.165844		0.400161		0.67785		0.794099		0.88095		0.927139		0.975158		0.045844		0.12		0.234318		0.277688		0.116249		0.086852		0.046188		0.048019		0.024842		51		51.13296

		f		virgin		9		67		49		50.3735		49.44206		-1.79731		0.150602		0.423194		0.711136		0.885908		0.93435		0.964674		0.979148		0.993144		0.150602		0.272592		0.287942		0.174772		0.048442		0.030324		0.014475		0.013996		0.006856		50		49.95784

		f		virgin		11		81		48		50.3735		49.52574		-1.85534		0.143328		0.409095		0.699071		0.87991		0.930699		0.962642		0.97793		0.992737		0.143328		0.265767		0.289975		0.180839		0.050789		0.031943		0.015288		0.014807		0.007263		50		50.00459

		f		virgin		13.5		86		48		50.3735		49.63345		-1.92788		0.13465		0.391683		0.683594		0.872031		0.925872		0.959944		0.976309		0.992195		0.13465		0.257033		0.291911		0.188437		0.053841		0.034072		0.016365		0.015886		0.007805		50		50.06372

		f		virgin		14		76		52		50.3735		49.6554		-1.94239		0.132968		0.388231		0.680448		0.870403		0.92487		0.959382		0.975971		0.992082		0.132968		0.255263		0.292216		0.189956		0.054467		0.034512		0.016589		0.016111		0.007918		50		50.07564

		f		virgin		14.5		76		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		14.5		75		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		17		83		50		50.3735		49.78994		-2.02943		0.12325		0.367769		0.661231		0.860264		0.918593		0.955851		0.973843		0.991368		0.12325		0.244519		0.293462		0.199033		0.05833		0.037258		0.017992		0.017525		0.008632		50		50.14783

		f		virgin		18		80		54		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		49		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		50		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18.5		88		55		50.3735		49.85901		-2.07296		0.118623		0.357709		0.651414		0.854949		0.915279		0.953978		0.972711		0.990988		0.118623		0.239086		0.293705		0.203536		0.060329		0.038699		0.018733		0.018277		0.009012		50		50.18435

		f		virgin		19.5		90		48		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		19.5		86		51		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		20		86		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		20		92		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		21.5		92		50		50.3735		50.00071		-2.16		0.10982		0.337966		0.631397		0.843818		0.90828		0.950001		0.970303		0.990176		0.10982		0.228146		0.29343		0.212421		0.064463		0.041721		0.020301		0.019873		0.009824		50		50.25824

		f		virgin		22		95		51		50.3735		50.02479		-2.17451		0.10841		0.334728		0.628014		0.841896		0.907065		0.949308		0.969882		0.990034		0.10841		0.226318		0.293286		0.213883		0.065168		0.042243		0.020574		0.020152		0.009966		50		50.27066

		f		virgin		23		89		51		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		89		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		93		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23.5		97		48		50.3735		50.0978		-2.21803		0.104274		0.325107		0.617791		0.836016		0.90333		0.947172		0.968584		0.989595		0.104274		0.220833		0.292684		0.218226		0.067314		0.043842		0.021412		0.021011		0.010405		50		50.30813

		f		virgin		24		95		51		50.3735		50.1224		-2.23254		0.102927		0.321932		0.614359		0.834018		0.902056		0.946441		0.96814		0.989445		0.102927		0.219005		0.292428		0.219658		0.068038		0.044385		0.021699		0.021305		0.010555		50		50.32068

		f		virgin		25		91		50		50.3735		50.17199		-2.26156		0.100278		0.315631		0.607463		0.829962		0.899462		0.944951		0.967232		0.989137		0.100278		0.215352		0.291832		0.2225		0.0695		0.045489		0.022281		0.021905		0.010863		50		50.34588

		f		virgin		26		88		51		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		m				14		77		48		50.11915		49.6554		-0.2974		0.442758		0.766783		0.91689		0.972064		0.984563		0.991894		0.99527		0.998462		0.442758		0.324025		0.150107		0.055175		0.012499		0.007332		0.003376		0.003192		0.001538		48		48.93132

		m				17.5		86		49		50.11915		49.81283		-0.75579		0.334396		0.675209		0.874618		0.956525		0.975803		0.987241		0.99254		0.99757		0.334396		0.340813		0.199409		0.081907		0.019278		0.011438		0.005299		0.005029		0.00243		49		49.2061

		m				18		85		49		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				18		88		50		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				19.5		85		50		50.11915		49.90572		-1.01773		0.278823		0.615361		0.842969		0.944233		0.968783		0.983483		0.990328		0.996844		0.278823		0.336538		0.227608		0.101264		0.024551		0.0147		0.006845		0.006516		0.003156		49		49.37917

		m				21		86		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21		93		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21.5		92		48		50.11915		50.00071		-1.27967		0.229304		0.551805		0.805111		0.928724		0.959811		0.978643		0.987468		0.995903		0.229304		0.322501		0.253306		0.123613		0.031088		0.018832		0.008825		0.008435		0.004097		49		49.56323

		m				22		84		48		50.11915		50.02479		-1.34515		0.217937		0.53556		0.79463		0.924265		0.957208		0.977231		0.986632		0.995627		0.217937		0.317623		0.25907		0.129635		0.032943		0.020023		0.009401		0.008995		0.004373		49		49.61091

		m				23		96		56		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		90		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		88		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		93		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23.5		91		49		50.11915		50.0978		-1.54161		0.186308		0.48651		0.760716		0.909316		0.948398		0.972424		0.983777		0.994683		0.186308		0.300203		0.274206		0.1486		0.039082		0.024026		0.011352		0.010906		0.005317		49		49.75787

		m				24		90		49		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		92		52		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		98		51		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		90		50		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				25		92		51		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				25		93		49		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				26		100		49		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				26		100		51		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				27		97		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		96		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		92		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		97		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		49		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				28		93		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		95		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		100		52		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				29		91		50		50.11915		50.37556		-2.26194		0.100244		0.315549		0.607372		0.829909		0.899428		0.944931		0.96722		0.989133		0.100244		0.215305		0.291823		0.222536		0.069519		0.045504		0.022289		0.021913		0.010867		50		50.34621

		m				29.5		104		51		50.11915		50.40159		-2.32742		0.094491		0.30158		0.591651		0.820464		0.893347		0.941423		0.965079		0.988406		0.094491		0.207089		0.290072		0.228813		0.072883		0.048075		0.023657		0.023327		0.011594		50		50.40356

		m				31		100		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				31		95		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				32		102		49		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				32		102		54		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				33		100		49		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		96		48		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		103		53		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				34		102		51		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		103		49		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		106		48		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		105		52		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				36		96		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		110		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		100		55		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916
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ApodLecture

		sex		sex activity		Weigth		LC		2N		E(2N) by sex		E(2N) by W		Linear		Cum[48]		Cum[49]		Cum[50]		Cum[51]		Cum[52]		Cum[53]		Cum[54]		Cum[55]		Prob[48]		Prob[49]		Prob[50]		Prob[51]		Prob[52]		Prob[53]		Prob[54]		Prob[55]		Prob[56]		MostLikely 2N		E(2N) by sex & W

		f		parity		26		94		50		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		26		97		49		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		26		98		52		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		28.5		97		51		50.3735		50.34965		-2.36311		0.091481		0.294116		0.583001		0.815146		0.889899		0.939423		0.963856		0.98799		0.091481		0.202635		0.288885		0.232146		0.074752		0.049525		0.024433		0.024134		0.01201		50		50.43509

		f		parity		29		93		51		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		29		95		52		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		29		106		51		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		30		86		48		50.3735		50.42776		-2.40664		0.087927		0.285161		0.572383		0.808498		0.885561		0.936899		0.962309		0.987463		0.087927		0.197234		0.287222		0.236115		0.077063		0.051337		0.025411		0.025153		0.012537		50		50.4738

		f		parity		30		93		50		50.3735		50.42776		-2.40664		0.087927		0.285161		0.572383		0.808498		0.885561		0.936899		0.962309		0.987463		0.087927		0.197234		0.287222		0.236115		0.077063		0.051337		0.025411		0.025153		0.012537		50		50.4738

		f		parity		31		93		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		93		51		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		94		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		34		106		53		50.3735		50.64179		-2.5227		0.079054		0.262104		0.543767		0.789883		0.873263		0.929679		0.957866		0.985941		0.079054		0.18305		0.281664		0.246115		0.08338		0.056416		0.028187		0.028075		0.014059		50		50.57844

		f		parity		36		106		50		50.3735		50.75196		-2.58073		0.074931		0.251036		0.529338		0.780089		0.8667		0.925789		0.955461		0.985114		0.074931		0.176105		0.278302		0.250751		0.086611		0.059089		0.029671		0.029653		0.014886		50		50.63154

		f		parity		37.5		102		50		50.3735		50.83596		-2.62425		0.071969		0.242942		0.518483		0.772532		0.861591		0.922743		0.953572		0.984462		0.071969		0.170973		0.275541		0.254049		0.089059		0.061152		0.030828		0.03089		0.015538		50		50.67171

		f		parity		41		108		50		50.3735		51.03657		-2.72581		0.065474		0.224754		0.493103		0.754194		0.84903		0.915186		0.948863		0.98283		0.065474		0.15928		0.268349		0.261092		0.094835		0.066156		0.033677		0.033967		0.01717		50		50.76657

		f		parity		54		109		50		50.3735		51.83525		-3.10301		0.045844		0.165844		0.400161		0.67785		0.794099		0.88095		0.927139		0.975158		0.045844		0.12		0.234318		0.277688		0.116249		0.086852		0.046188		0.048019		0.024842		51		51.13296

		f		virgin		9		67		49		50.3735		49.44206		-1.79731		0.150602		0.423194		0.711136		0.885908		0.93435		0.964674		0.979148		0.993144		0.150602		0.272592		0.287942		0.174772		0.048442		0.030324		0.014475		0.013996		0.006856		50		49.95784

		f		virgin		11		81		48		50.3735		49.52574		-1.85534		0.143328		0.409095		0.699071		0.87991		0.930699		0.962642		0.97793		0.992737		0.143328		0.265767		0.289975		0.180839		0.050789		0.031943		0.015288		0.014807		0.007263		50		50.00459

		f		virgin		13.5		86		48		50.3735		49.63345		-1.92788		0.13465		0.391683		0.683594		0.872031		0.925872		0.959944		0.976309		0.992195		0.13465		0.257033		0.291911		0.188437		0.053841		0.034072		0.016365		0.015886		0.007805		50		50.06372

		f		virgin		14		76		52		50.3735		49.6554		-1.94239		0.132968		0.388231		0.680448		0.870403		0.92487		0.959382		0.975971		0.992082		0.132968		0.255263		0.292216		0.189956		0.054467		0.034512		0.016589		0.016111		0.007918		50		50.07564

		f		virgin		14.5		76		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		14.5		75		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		17		83		50		50.3735		49.78994		-2.02943		0.12325		0.367769		0.661231		0.860264		0.918593		0.955851		0.973843		0.991368		0.12325		0.244519		0.293462		0.199033		0.05833		0.037258		0.017992		0.017525		0.008632		50		50.14783

		f		virgin		18		80		54		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		49		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		50		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18.5		88		55		50.3735		49.85901		-2.07296		0.118623		0.357709		0.651414		0.854949		0.915279		0.953978		0.972711		0.990988		0.118623		0.239086		0.293705		0.203536		0.060329		0.038699		0.018733		0.018277		0.009012		50		50.18435

		f		virgin		19.5		90		48		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		19.5		86		51		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		20		86		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		20		92		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		21.5		92		50		50.3735		50.00071		-2.16		0.10982		0.337966		0.631397		0.843818		0.90828		0.950001		0.970303		0.990176		0.10982		0.228146		0.29343		0.212421		0.064463		0.041721		0.020301		0.019873		0.009824		50		50.25824

		f		virgin		22		95		51		50.3735		50.02479		-2.17451		0.10841		0.334728		0.628014		0.841896		0.907065		0.949308		0.969882		0.990034		0.10841		0.226318		0.293286		0.213883		0.065168		0.042243		0.020574		0.020152		0.009966		50		50.27066

		f		virgin		23		89		51		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		89		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		93		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23.5		97		48		50.3735		50.0978		-2.21803		0.104274		0.325107		0.617791		0.836016		0.90333		0.947172		0.968584		0.989595		0.104274		0.220833		0.292684		0.218226		0.067314		0.043842		0.021412		0.021011		0.010405		50		50.30813

		f		virgin		24		95		51		50.3735		50.1224		-2.23254		0.102927		0.321932		0.614359		0.834018		0.902056		0.946441		0.96814		0.989445		0.102927		0.219005		0.292428		0.219658		0.068038		0.044385		0.021699		0.021305		0.010555		50		50.32068

		f		virgin		25		91		50		50.3735		50.17199		-2.26156		0.100278		0.315631		0.607463		0.829962		0.899462		0.944951		0.967232		0.989137		0.100278		0.215352		0.291832		0.2225		0.0695		0.045489		0.022281		0.021905		0.010863		50		50.34588

		f		virgin		26		88		51		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		m				14		77		48		50.11915		49.6554		-0.2974		0.442758		0.766783		0.91689		0.972064		0.984563		0.991894		0.99527		0.998462		0.442758		0.324025		0.150107		0.055175		0.012499		0.007332		0.003376		0.003192		0.001538		48		48.93132

		m				17.5		86		49		50.11915		49.81283		-0.75579		0.334396		0.675209		0.874618		0.956525		0.975803		0.987241		0.99254		0.99757		0.334396		0.340813		0.199409		0.081907		0.019278		0.011438		0.005299		0.005029		0.00243		49		49.2061

		m				18		85		49		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				18		88		50		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				19.5		85		50		50.11915		49.90572		-1.01773		0.278823		0.615361		0.842969		0.944233		0.968783		0.983483		0.990328		0.996844		0.278823		0.336538		0.227608		0.101264		0.024551		0.0147		0.006845		0.006516		0.003156		49		49.37917

		m				21		86		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21		93		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21.5		92		48		50.11915		50.00071		-1.27967		0.229304		0.551805		0.805111		0.928724		0.959811		0.978643		0.987468		0.995903		0.229304		0.322501		0.253306		0.123613		0.031088		0.018832		0.008825		0.008435		0.004097		49		49.56323

		m				22		84		48		50.11915		50.02479		-1.34515		0.217937		0.53556		0.79463		0.924265		0.957208		0.977231		0.986632		0.995627		0.217937		0.317623		0.25907		0.129635		0.032943		0.020023		0.009401		0.008995		0.004373		49		49.61091

		m				23		96		56		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		90		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		88		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		93		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23.5		91		49		50.11915		50.0978		-1.54161		0.186308		0.48651		0.760716		0.909316		0.948398		0.972424		0.983777		0.994683		0.186308		0.300203		0.274206		0.1486		0.039082		0.024026		0.011352		0.010906		0.005317		49		49.75787

		m				24		90		49		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		92		52		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		98		51		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		90		50		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				25		92		51		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				25		93		49		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				26		100		49		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				26		100		51		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				27		97		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		96		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		92		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		97		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		49		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				28		93		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		95		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		100		52		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				29		91		50		50.11915		50.37556		-2.26194		0.100244		0.315549		0.607372		0.829909		0.899428		0.944931		0.96722		0.989133		0.100244		0.215305		0.291823		0.222536		0.069519		0.045504		0.022289		0.021913		0.010867		50		50.34621

		m				29.5		104		51		50.11915		50.40159		-2.32742		0.094491		0.30158		0.591651		0.820464		0.893347		0.941423		0.965079		0.988406		0.094491		0.207089		0.290072		0.228813		0.072883		0.048075		0.023657		0.023327		0.011594		50		50.40356

		m				31		100		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				31		95		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				32		102		49		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				32		102		54		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				33		100		49		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		96		48		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		103		53		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				34		102		51		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		103		49		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		106		48		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		105		52		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				36		96		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		110		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		100		55		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36.5		105		49		50.11915		50.77983		-3.2442		0.040049		0.14722		0.366796		0.646277		0.770054		0.865328		0.917006		0.971498		0.040049		0.107171		0.219575		0.279481		0.123777		0.095274		0.051679		0.054491		0.028502		51		51.27577

		m				39		100		51		50.11915		50.92115		-3.57163		0.029193		0.110662		0.294545		0.568391		0.707069		0.822422		0.888442		0.960888		0.029193		0.08147		0.183883		0.273846		0.138678		0.115352		0.066021		0.072446		0.039112		51		51.61839






_1081112783.xls
2N by W data

		26		14

		26		17.5

		26		18

		28.5		18

		29		19.5

		29		21

		29		21

		30		21.5

		30		22

		31		23

		31		23

		31		23

		34		23

		36		23

		37.5		23

		41		23.5

		54		24

		9		24

		11		24

		13.5		24

		14		25

		14.5		25

		14.5		26

		17		26

		18		27

		18		27

		18		27

		18.5		27

		19.5		27

		19.5		27

		20		28

		20		28

		21.5		28

		22		29

		23		29.5

		23		31

		23		31

		23.5		32

		24		32

		25		33

		26		33

				33

				34

				34

				34

				34

				36

				36

				36

				36.5

				39



males

females

body weight

2N

2N proti hmotnosti (Apodemus flavicollis)

50

48

49

49

52

49

51

50

51

50

52

49

51

49

48

48

50

48

50

56

51

48

50

49

53

49

50

48

50

49

50

49

50

49

49

52

48

51

48

50

52

51

50

49

50

49

50

51

54

50

49

50

50

51

55

50

48

51

51

49

50

51

50

51

50

52

51

50

51

51

49

53

49

53

48

49

51

54

50

49

51

48

53

51

49

48

52

50

50

55

49

51



E(2N by W)

		26		14

		26		17.5

		26		18

		28.5		18

		29		19.5

		29		21

		29		21

		30		21.5

		30		22

		31		23

		31		23

		31		23

		34		23

		36		23

		37.5		23

		41		23.5

		54		24

		9		24

		11		24

		13.5		24

		14		25

		14.5		25

		14.5		26

		17		26

		18		27

		18		27

		18		27

		18.5		27

		19.5		27

		19.5		27

		20		28

		20		28

		21.5		28

		22		29

		23		29.5

		23		31

		23		31

		23.5		32

		24		32

		25		33

		26		33

				33

				34

				34

				34

				34

				36

				36

				36

				36.5

				39



f

f

m

m

females

males

body weight

2N by weight

Apodemus flavicollis - effect of weight

50.2221

49.6554

50.2221

49.81283

50.2221

49.83585

50.34965

49.83585

50.37556

49.90572

50.37556

49.97677

50.37556

49.97677

50.42776

50.00071

50.42776

50.02479

50.48048

50.07333

50.48048

50.07333

50.48048

50.07333

50.64179

50.07333

50.75196

50.07333

50.83596

50.07333

51.03657

50.0978

51.83525

50.1224

49.44206

50.1224

49.52574

50.1224

49.63345

50.1224

49.6554

50.17199

49.67749

50.17199

49.67749

50.2221

49.78994

50.2221

49.83585

50.27273

49.83585

50.27273

49.83585

50.27273

49.85901

50.27273

49.90572

50.27273

49.90572

50.27273

49.92927

50.32388

49.92927

50.32388

50.00071

50.32388

50.02479

50.37556

50.07333

50.40159

50.07333

50.48048

50.07333

50.48048

50.0978

50.53372

50.1224

50.53372

50.17199

50.58749

50.2221

50.58749

50.58749

50.64179

50.64179

50.64179

50.64179

50.75196

50.75196

50.75196

50.77983

50.92115



E(2N by sex)

		26		14

		26		17.5

		26		18

		28.5		18

		29		19.5

		29		21

		29		21

		30		21.5

		30		22

		31		23

		31		23

		31		23

		34		23

		36		23

		37.5		23

		41		23.5

		54		24

		9		24

		11		24

		13.5		24

		14		25

		14.5		25

		14.5		26

		17		26

		18		27

		18		27

		18		27

		18.5		27

		19.5		27

		19.5		27

		20		28

		20		28

		21.5		28

		22		29

		23		29.5

		23		31

		23		31

		23.5		32

		24		32

		25		33

		26		33

				33

				34

				34

				34

				34

				36

				36

				36

				36.5

				39



samice

samci

females

males

hmotnost těla

2N

Apodemus flavicollis - vliv pohlaví

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.3735

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915

50.11915



2N by sex

		26		14

		26		17.5

		26		18

		28.5		18

		29		19.5

		29		21

		29		21

		30		21.5

		30		22

		31		23

		31		23

		31		23

		34		23

		36		23

		37.5		23

		41		23.5

		54		24

		9		24

		11		24

		13.5		24

		14		25

		14.5		25

		14.5		26

		17		26

		18		27

		18		27

		18		27

		18.5		27

		19.5		27

		19.5		27

		20		28

		20		28

		21.5		28

		22		29

		23		29.5

		23		31

		23		31

		23.5		32

		24		32

		25		33

		26		33

				33

				34

				34

				34

				34

				36

				36

				36

				36.5

				39



males

females

females

males

body weight

2N by sex

Apodemus flavicollis - effect of sex

50

48

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

50

49

51

49

50

49

50

49

50

49

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

51

50

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51



2N by sex and W

		26		14		26		14

		26		17.5		26		17.5

		26		18		26		18

		28.5		18		28.5		18

		29		19.5		29		19.5

		29		21		29		21

		29		21		29		21

		30		21.5		30		21.5

		30		22		30		22

		31		23		31		23

		31		23		31		23

		31		23		31		23

		34		23		34		23

		36		23		36		23

		37.5		23		37.5		23

		41		23.5		41		23.5

		54		24		54		24

		9		24		9		24

		11		24		11		24

		13.5		24		13.5		24

		14		25		14		25

		14.5		25		14.5		25

		14.5		26		14.5		26

		17		26		17		26

		18		27		18		27

		18		27		18		27

		18		27		18		27

		18.5		27		18.5		27

		19.5		27		19.5		27

		19.5		27		19.5		27

		20		28		20		28

		20		28		20		28

		21.5		28		21.5		28

		22		29		22		29

		23		29.5		23		29.5

		23		31		23		31

		23		31		23		31

		23.5		32		23.5		32

		24		32		24		32

		25		33		25		33

		26		33		26		33

				33				33

				34				34

				34				34

				34				34

				34				34

				36				36

				36				36

				36				36

				36.5				36.5

				39				39



males

females

m

f

females

males

female data

male data

body weight

2N by sex and weight

Apodemus flavicollis - effect of sex, weight and their cross effect

50.37121

48.93132

50

48

50.37121

49.2061

49

49

50.37121

49.24831

52

49

50.43509

49.24831

51

50

50.44796

49.37917

51

50

50.44796

49.51621

52

49

50.44796

49.51621

51

49

50.4738

49.56323

48

48

50.4738

49.61091

50

48

50.49977

49.70823

50

56

50.49977

49.70823

51

48

50.49977

49.70823

50

49

50.57844

49.70823

53

49

50.63154

49.70823

50

48

50.67171

49.70823

50

49

50.76657

49.75787

50

49

51.13296

49.80815

50

49

49.95784

49.80815

49

52

50.00459

49.80815

48

51

50.06372

49.80815

48

50

50.07564

49.91064

52

51

50.0876

49.91064

50

49

50.0876

50.01569

50

49

50.14783

50.01569

50

51

50.17215

50.12329

54

50

50.17215

50.12329

49

50

50.17215

50.12329

50

51

50.18435

50.12329

55

50

50.20885

50.12329

48

51

50.20885

50.12329

51

49

50.22115

50.23347

50

51

50.22115

50.23347

50

51

50.25824

50.23347

50

52

50.27066

50.34621

51

50

50.29561

50.40356

51

51

50.29561

50.57951

49

53

50.29561

50.57951

49

53

50.30813

50.70011

48

49

50.32068

50.70011

51

54

50.34588

50.82337

50

49

50.37121

50.82337

51

48

50.82337

53

50.9493

51

50.9493

49

50.9493

48

50.9493

52

51.20916

50

51.20916

50

51.20916

55

51.27577

49

51.61839

51



ApodLecture

		sex		sex activity		Weigth		LC		2N		E(2N) by sex		E(2N) by W		Linear		Cum[48]		Cum[49]		Cum[50]		Cum[51]		Cum[52]		Cum[53]		Cum[54]		Cum[55]		Prob[48]		Prob[49]		Prob[50]		Prob[51]		Prob[52]		Prob[53]		Prob[54]		Prob[55]		Prob[56]		MostLikely 2N		E(2N) by sex & W

		f		parity		26		94		50		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		26		97		49		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		26		98		52		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		f		parity		28.5		97		51		50.3735		50.34965		-2.36311		0.091481		0.294116		0.583001		0.815146		0.889899		0.939423		0.963856		0.98799		0.091481		0.202635		0.288885		0.232146		0.074752		0.049525		0.024433		0.024134		0.01201		50		50.43509

		f		parity		29		93		51		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		29		95		52		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		29		106		51		50.3735		50.37556		-2.37762		0.090282		0.291113		0.57947		0.81295		0.888469		0.938592		0.963348		0.987817		0.090282		0.200831		0.288357		0.233481		0.075519		0.050123		0.024755		0.024469		0.012183		50		50.44796

		f		parity		30		86		48		50.3735		50.42776		-2.40664		0.087927		0.285161		0.572383		0.808498		0.885561		0.936899		0.962309		0.987463		0.087927		0.197234		0.287222		0.236115		0.077063		0.051337		0.025411		0.025153		0.012537		50		50.4738

		f		parity		30		93		50		50.3735		50.42776		-2.40664		0.087927		0.285161		0.572383		0.808498		0.885561		0.936899		0.962309		0.987463		0.087927		0.197234		0.287222		0.236115		0.077063		0.051337		0.025411		0.025153		0.012537		50		50.4738

		f		parity		31		93		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		93		51		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		31		94		50		50.3735		50.48048		-2.43565		0.085628		0.279284		0.565267		0.803965		0.882588		0.935161		0.961243		0.987098		0.085628		0.193656		0.285983		0.238699		0.078623		0.052573		0.026081		0.025856		0.012902		50		50.49977

		f		parity		34		106		53		50.3735		50.64179		-2.5227		0.079054		0.262104		0.543767		0.789883		0.873263		0.929679		0.957866		0.985941		0.079054		0.18305		0.281664		0.246115		0.08338		0.056416		0.028187		0.028075		0.014059		50		50.57844

		f		parity		36		106		50		50.3735		50.75196		-2.58073		0.074931		0.251036		0.529338		0.780089		0.8667		0.925789		0.955461		0.985114		0.074931		0.176105		0.278302		0.250751		0.086611		0.059089		0.029671		0.029653		0.014886		50		50.63154

		f		parity		37.5		102		50		50.3735		50.83596		-2.62425		0.071969		0.242942		0.518483		0.772532		0.861591		0.922743		0.953572		0.984462		0.071969		0.170973		0.275541		0.254049		0.089059		0.061152		0.030828		0.03089		0.015538		50		50.67171

		f		parity		41		108		50		50.3735		51.03657		-2.72581		0.065474		0.224754		0.493103		0.754194		0.84903		0.915186		0.948863		0.98283		0.065474		0.15928		0.268349		0.261092		0.094835		0.066156		0.033677		0.033967		0.01717		50		50.76657

		f		parity		54		109		50		50.3735		51.83525		-3.10301		0.045844		0.165844		0.400161		0.67785		0.794099		0.88095		0.927139		0.975158		0.045844		0.12		0.234318		0.277688		0.116249		0.086852		0.046188		0.048019		0.024842		51		51.13296

		f		virgin		9		67		49		50.3735		49.44206		-1.79731		0.150602		0.423194		0.711136		0.885908		0.93435		0.964674		0.979148		0.993144		0.150602		0.272592		0.287942		0.174772		0.048442		0.030324		0.014475		0.013996		0.006856		50		49.95784

		f		virgin		11		81		48		50.3735		49.52574		-1.85534		0.143328		0.409095		0.699071		0.87991		0.930699		0.962642		0.97793		0.992737		0.143328		0.265767		0.289975		0.180839		0.050789		0.031943		0.015288		0.014807		0.007263		50		50.00459

		f		virgin		13.5		86		48		50.3735		49.63345		-1.92788		0.13465		0.391683		0.683594		0.872031		0.925872		0.959944		0.976309		0.992195		0.13465		0.257033		0.291911		0.188437		0.053841		0.034072		0.016365		0.015886		0.007805		50		50.06372

		f		virgin		14		76		52		50.3735		49.6554		-1.94239		0.132968		0.388231		0.680448		0.870403		0.92487		0.959382		0.975971		0.992082		0.132968		0.255263		0.292216		0.189956		0.054467		0.034512		0.016589		0.016111		0.007918		50		50.07564

		f		virgin		14.5		76		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		14.5		75		50		50.3735		49.67749		-1.95689		0.131305		0.384791		0.677285		0.868758		0.923856		0.958813		0.975628		0.991967		0.131305		0.253487		0.292494		0.191473		0.055098		0.034957		0.016815		0.016339		0.008033		50		50.0876

		f		virgin		17		83		50		50.3735		49.78994		-2.02943		0.12325		0.367769		0.661231		0.860264		0.918593		0.955851		0.973843		0.991368		0.12325		0.244519		0.293462		0.199033		0.05833		0.037258		0.017992		0.017525		0.008632		50		50.14783

		f		virgin		18		80		54		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		49		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18		90		50		50.3735		49.83585		-2.05845		0.120148		0.361049		0.654701		0.856739		0.916397		0.95461		0.973093		0.991116		0.120148		0.2409		0.293652		0.202038		0.059658		0.038213		0.018483		0.018023		0.008884		50		50.17215

		f		virgin		18.5		88		55		50.3735		49.85901		-2.07296		0.118623		0.357709		0.651414		0.854949		0.915279		0.953978		0.972711		0.990988		0.118623		0.239086		0.293705		0.203536		0.060329		0.038699		0.018733		0.018277		0.009012		50		50.18435

		f		virgin		19.5		90		48		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		19.5		86		51		50.3735		49.90572		-2.10197		0.115623		0.35107		0.644797		0.851314		0.913002		0.952687		0.97193		0.990725		0.115623		0.235447		0.293726		0.206517		0.061688		0.039685		0.019243		0.018795		0.009275		50		50.20885

		f		virgin		20		86		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		20		92		50		50.3735		49.92927		-2.11648		0.114148		0.347772		0.641467		0.849468		0.911842		0.952029		0.971531		0.99059		0.114148		0.233625		0.293695		0.208001		0.062374		0.040186		0.019503		0.019059		0.00941		50		50.22115

		f		virgin		21.5		92		50		50.3735		50.00071		-2.16		0.10982		0.337966		0.631397		0.843818		0.90828		0.950001		0.970303		0.990176		0.10982		0.228146		0.29343		0.212421		0.064463		0.041721		0.020301		0.019873		0.009824		50		50.25824

		f		virgin		22		95		51		50.3735		50.02479		-2.17451		0.10841		0.334728		0.628014		0.841896		0.907065		0.949308		0.969882		0.990034		0.10841		0.226318		0.293286		0.213883		0.065168		0.042243		0.020574		0.020152		0.009966		50		50.27066

		f		virgin		23		89		51		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		89		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23		93		49		50.3735		50.07333		-2.20353		0.105637		0.328298		0.621211		0.837996		0.90459		0.947893		0.969023		0.989743		0.105637		0.222661		0.292913		0.216785		0.066594		0.043303		0.02113		0.020721		0.010257		50		50.29561

		f		virgin		23.5		97		48		50.3735		50.0978		-2.21803		0.104274		0.325107		0.617791		0.836016		0.90333		0.947172		0.968584		0.989595		0.104274		0.220833		0.292684		0.218226		0.067314		0.043842		0.021412		0.021011		0.010405		50		50.30813

		f		virgin		24		95		51		50.3735		50.1224		-2.23254		0.102927		0.321932		0.614359		0.834018		0.902056		0.946441		0.96814		0.989445		0.102927		0.219005		0.292428		0.219658		0.068038		0.044385		0.021699		0.021305		0.010555		50		50.32068

		f		virgin		25		91		50		50.3735		50.17199		-2.26156		0.100278		0.315631		0.607463		0.829962		0.899462		0.944951		0.967232		0.989137		0.100278		0.215352		0.291832		0.2225		0.0695		0.045489		0.022281		0.021905		0.010863		50		50.34588

		f		virgin		26		88		51		50.3735		50.2221		-2.29057		0.097691		0.309397		0.600523		0.825828		0.896808		0.943422		0.9663		0.988821		0.097691		0.211706		0.291125		0.225305		0.07098		0.046614		0.022878		0.022521		0.011179		50		50.37121

		m				14		77		48		50.11915		49.6554		-0.2974		0.442758		0.766783		0.91689		0.972064		0.984563		0.991894		0.99527		0.998462		0.442758		0.324025		0.150107		0.055175		0.012499		0.007332		0.003376		0.003192		0.001538		48		48.93132

		m				17.5		86		49		50.11915		49.81283		-0.75579		0.334396		0.675209		0.874618		0.956525		0.975803		0.987241		0.99254		0.99757		0.334396		0.340813		0.199409		0.081907		0.019278		0.011438		0.005299		0.005029		0.00243		49		49.2061

		m				18		85		49		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				18		88		50		50.11915		49.83585		-0.82128		0.319982		0.660687		0.867259		0.953719		0.974208		0.986389		0.99204		0.997406		0.319982		0.340705		0.206572		0.08646		0.020488		0.012182		0.00565		0.005366		0.002594		49		49.24831

		m				19.5		85		50		50.11915		49.90572		-1.01773		0.278823		0.615361		0.842969		0.944233		0.968783		0.983483		0.990328		0.996844		0.278823		0.336538		0.227608		0.101264		0.024551		0.0147		0.006845		0.006516		0.003156		49		49.37917

		m				21		86		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21		93		49		50.11915		49.97677		-1.21418		0.241081		0.56794		0.815181		0.932939		0.962263		0.97997		0.988253		0.996162		0.241081		0.326859		0.247241		0.117758		0.029324		0.017707		0.008283		0.007908		0.003838		49		49.51621

		m				21.5		92		48		50.11915		50.00071		-1.27967		0.229304		0.551805		0.805111		0.928724		0.959811		0.978643		0.987468		0.995903		0.229304		0.322501		0.253306		0.123613		0.031088		0.018832		0.008825		0.008435		0.004097		49		49.56323

		m				22		84		48		50.11915		50.02479		-1.34515		0.217937		0.53556		0.79463		0.924265		0.957208		0.977231		0.986632		0.995627		0.217937		0.317623		0.25907		0.129635		0.032943		0.020023		0.009401		0.008995		0.004373		49		49.61091

		m				23		96		56		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		90		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		96		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		88		48		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23		93		49		50.11915		50.07333		-1.47612		0.196439		0.502878		0.772432		0.914573		0.95151		0.974127		0.984789		0.995018		0.196439		0.306439		0.269554		0.142141		0.036937		0.022617		0.010662		0.010229		0.004982		49		49.70823

		m				23.5		91		49		50.11915		50.0978		-1.54161		0.186308		0.48651		0.760716		0.909316		0.948398		0.972424		0.983777		0.994683		0.186308		0.300203		0.274206		0.1486		0.039082		0.024026		0.011352		0.010906		0.005317		49		49.75787

		m				24		90		49		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		92		52		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		98		51		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				24		90		50		50.11915		50.1224		-1.60709		0.176584		0.470171		0.748594		0.903769		0.945098		0.970613		0.982698		0.994325		0.176584		0.293588		0.278422		0.155176		0.041328		0.025516		0.012085		0.011627		0.005675		49		49.80815

		m				25		92		51		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				25		93		49		50.11915		50.17199		-1.73806		0.158339		0.437719		0.723153		0.891761		0.937892		0.966638		0.980324		0.993536		0.158339		0.279379		0.285434		0.168608		0.046131		0.028746		0.013686		0.013212		0.006464		50		49.91064

		m				26		100		49		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				26		100		51		50.11915		50.2221		-1.86903		0.141656		0.40579		0.696183		0.878456		0.929811		0.962146		0.977633		0.992638		0.141656		0.264135		0.290393		0.182273		0.051355		0.032335		0.015486		0.015005		0.007362		50		50.01569

		m				27		97		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		96		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		92		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		50		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		97		51		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				27		99		49		50.11915		50.27273		-2		0.126466		0.374639		0.667793		0.863765		0.920768		0.957077		0.974582		0.991616		0.126466		0.248174		0.293153		0.195972		0.057003		0.036309		0.017505		0.017034		0.008384		50		50.12329

		m				28		93		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		95		51		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				28		100		52		50.11915		50.32388		-2.13097		0.112691		0.344493		0.638128		0.847606		0.910671		0.951363		0.971128		0.990454		0.112691		0.231802		0.293635		0.209478		0.063064		0.040692		0.019765		0.019326		0.009546		50		50.23347

		m				29		91		50		50.11915		50.37556		-2.26194		0.100244		0.315549		0.607372		0.829909		0.899428		0.944931		0.96722		0.989133		0.100244		0.215305		0.291823		0.222536		0.069519		0.045504		0.022289		0.021913		0.010867		50		50.34621

		m				29.5		104		51		50.11915		50.40159		-2.32742		0.094491		0.30158		0.591651		0.820464		0.893347		0.941423		0.965079		0.988406		0.094491		0.207089		0.290072		0.228813		0.072883		0.048075		0.023657		0.023327		0.011594		50		50.40356

		m				31		100		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				31		95		53		50.11915		50.48048		-2.52387		0.078968		0.261876		0.543475		0.789687		0.873133		0.929602		0.957819		0.985925		0.078968		0.182908		0.281599		0.246212		0.083445		0.05647		0.028216		0.028106		0.014075		50		50.57951

		m				32		102		49		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				32		102		54		50.11915		50.53372		-2.65484		0.069952		0.23736		0.510842		0.767112		0.857902		0.920534		0.952198		0.983987		0.069952		0.167407		0.273482		0.25627		0.090791		0.062632		0.031664		0.031789		0.016013		50		50.70011

		m				33		100		49		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		96		48		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				33		103		53		50.11915		50.58749		-2.78581		0.061897		0.214472		0.478115		0.742901		0.841176		0.91041		0.945871		0.981787		0.061897		0.152575		0.263643		0.264787		0.098275		0.069234		0.035461		0.035916		0.018213		51		50.82337

		m				34		102		51		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		103		49		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		106		48		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				34		105		52		50.11915		50.64179		-2.91678		0.054714		0.193231		0.445575		0.717103		0.822888		0.899138		0.938761		0.979291		0.054714		0.138517		0.252344		0.271527		0.105785		0.07625		0.039622		0.04053		0.020709		51		50.9493

		m				36		96		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		110		50		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36		100		55		50.11915		50.75196		-3.17872		0.042644		0.155633		0.382133		0.661099		0.781444		0.872778		0.921856		0.973256		0.042644		0.112989		0.2265		0.278966		0.120345		0.091334		0.049078		0.0514		0.026744		51		51.20916

		m				36.5		105		49		50.11915		50.77983		-3.2442		0.040049		0.14722		0.366796		0.646277		0.770054		0.865328		0.917006		0.971498		0.040049		0.107171		0.219575		0.279481		0.123777		0.095274		0.051679		0.054491		0.028502		51		51.27577

		m				39		100		51		50.11915		50.92115		-3.57163		0.029193		0.110662		0.294545		0.568391		0.707069		0.822422		0.888442		0.960888		0.029193		0.08147		0.183883		0.273846		0.138678		0.115352		0.066021		0.072446		0.039112		51		51.61839
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