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Anotace
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1. Uvod

Téma mé bakalarské prace se fadi do oboru forenzni entomologie a navazuje na diplomovou
praci (Klojdova, 2018), ktera se zabyvala testovanim molekularnich markeri pro studium
genetické variability vyznamnych druhi much &eledi bzuéivkoviti (Calliphoridae)
a bakalarskou praci (Janova, 2021), ktera se zabyvala genetickymi markery pro druhovou
identifikaci a variabilitu forenzn€ vyznamnych druht masarek (Sarcophagidae). V mé praci
byly podobnym zpisobem otestovany dalsi druhy, které jsou vyznamné pro forenzni
entomologii. Konkrétné druhy z ¢eledi mouchoviti (Muscidae), které se bézné€ nachazi na tzemi
Ceské republiky.

1.1. Forenzni entomologie

Forenzni entomologie je védni disciplina, ktera se zabyva studiem cClenovci, predevs§im
forenzniho hmyzu dvoukfidlych a brouka, ktefi patii v tomto oboru mezi nejvyznamnéjsi a fadi
se mezi diukazni material pii kriminalistickych vySetfovanich. Tento obor zahrnuje studium
zivotniho cyklu hmyzu, vyvojovych stadii a chovani. Entomologové jsou schopni urcit dobu,
kdy hmyz zacal na télo prilétat a hmyz posléze analyzuji. Pomoci téchto metod dokazeme urcit,
kdy bezobratly zacali kolonizovat mrtvého (Durden & Mullen, 2002; Amendt et al., 2011). Pti
ziskavani diukazl se sbiraji vzorky jak ztéla mrtvoly, tak zjeho okoli: vajicka much, larvy

much, puparia much, dospéli jedinci atd. (Eliasova & Sulakova, 2012).

Forenzni entomologie se nemusi zabyvat pouze mrtvymi tély, ale da se naptiklad zjistit
zanedbani zvifeci péce, kdy hmyz klade vajicka do srsti zvifete, které neni schopno se larev
zbavit, tento problém se nejCastéji vyskytuje v takzvanych mnozirnach, kde neni zviratim

poskytnuta piislusna péce (Sulakova, 2014).

Vyznamnym faktem je i to, ze pomoci forenzniho hmyzu se da urcit misto imrti, nebot’ nékteré
druhy jsou vazany na konkrétni prostiedi. Pokud je télo nalezeno mimo jeho pfirozené
prostiedi, muze to byt znamkou toho, ze bylo pfemisténo (Greenberg & Kunich, 2002). Ve
zalezi na mnoha dalSich faktorech, jako je napfiklad teplota, ktera maze urychlit vyvo; hmyzu
(pti vysokych teplotach se procesy zrychluji a pii nizkych se v§e zpomaluje), dalsi faktory jsou

vlhkost nebo pritomnost dalSich organismi. Mezi dalsi dulezité aspekty patfi stav mrtvoly, a to



predevsim po jaké dobé bylo télo nalezeno, vék, pohlavi, pfitomnost toxickych latek, které
mohou ovlivnit vyvoj hmyzu, sexualni napadeni ¢i zptisob usmrceni a s nim spojené rtizné rany

na téle do kterych mohou byt poté kladeny vajicka hmyzu (Grzywacz et al., 2017).

Jako prvni pfipad, ve kterém byly pouzity poznatky z forenzni entomologie, se povazuje
vysetfeni vrazdy na ryzovém poli jiz ve 13. stoleti v Cin&. Vyzkumy provadéné v 17. a 18.
stoleti s cilem vysvétlit vyvoj hmyzu na té€lech riznych druha ZivocCichu a pfijeti systému
klasifikace druhii byly klicovym pokrokem, ktery umoznil rozvoj této oblasti. Na zakladé
identifikace druht, pochopeni zakonitosti kolonizace t€l hmyzu a Casového rozvrzeni mnoha
vyvojovych stadii v zivot¢ hmyzu tak mohl byt vytvoren systém, ktery umoznil urcit dobu smrti

(Gennard, 2007).

Ve 20. a 21. stoleti je jiz znamo mnoho pfipadd, ve kterém forenzni entomologie hrala zasadni
roli. Velice rozsitena je napiiklad v USA, kde je bézné povazovana jako soucast vySetfovani.
Jednou ze zajimavosti jsou naptiklad ,farmy tél“, kam jsou do terénu umistovany téla
zemrelych (jde o darovani vlastniho téla pro védecké ucely), kde je mozné pozorovat téla
v raznych castech rozkladu (University of Tennessee Knoxville, 2021, The Forensic

Anthropology Center - Forensic Anthropology Center (utk.edu)).

1.1.1. Post mortem interval (PMI) a sukcese hmyzu

Forenzni entomologie je hlavnim nastrojem stanoveni post mortem intervalu (PMI), tedy doby
mezi umrtim a nalezem mrtvého téla (kadaveru). Podle studii patfi entomologické postupy
k nejptesnéj§im pro ureni PMI, pokud jsou pouzity 72 hodin po umrti (Dan¢k, 1990). Je
dilezité mit na paméti, Ze muze dojit k nespravnym zavéram, protoze ¢as smrti a piistup k télu
hmyzu se ne vzdy shoduji. Napfiiklad pokud je mrtvola zakryta nebo pohibena, nemusi se k ni

hmyz dostat hned, coz zpozdi sukcesi a zptsobi jeji odlisny vyvoj (Greenberg & Kunich, 2002).

Sukcese probiha vtzv. sukcesich vlnach, kdy dochazi ke stiidani organismi na mrtvole
a kolonizuji na téle postupné. Sukcesi popsal F. E. Clements v roce 1916 jako nesezonni,
smérovany a kontinualni proces kolonizace a zaniku populaci druhti na jednom misté. Uvadi se
4-8 sukcesnich vin, jako optimalni se uvadi 7 sukcesnich fazi. Ztetel se musi brat predevsim na
misto nalezu (mrtvoly volné€ exponované, v uzavieném prostiedi, pohfbené nebo ve vodnim

prostiedi). Pro kazdé prostiedi plati jiné podminky rozkladu a vyskyt hmyzu na mrtvém téle


http://utk.edu

(Eliajova & Sulakova, 2012). Jednotlivé faze jsou podle prace Eliaova a Sulakova (2012)

charakterizovany nasledovné:

Prvni faze — zélezi, zda je t€lo netknuté nebo ma na sobé€ krvavé rany. Pokud ¢loveék zemfe
pfirozenou smrti, uduSenim nebo mrtvici (t€lo je bez znamek zranéni), hmyz nerozpozna, ze
jde o potencialni zdroj a pfilakaji ho az uvolfiované plyny pii rozkladu. Pokud mé na sobé
mrtvola krvavé zranéni v prvni fazi se na Cerstvém téle vyskytuje mouchy celedi
bzucivkovitych (Calliphoridae) a kolonizace muze zacit téméf okamzité (v téchto pripadech je

Cas smrti téméf shodny).

Druha faze — télo zacCind pachnout a nadouvat. Tento uvolfiovany plyn pfitahuje Celedi

bzucivkovitych (Calliphoridae) a masarkovitych (Sarcophagidae).

Treti faze — zacinaji se uvoliiovat mastné kyseliny, coz je silnym atraktantem pro mouchy

z Celedi mouchovitych (Muscidae).

Ctvrta faze — ve Gtvrté fazi se vyskytuji predevsim octomilky (Drosophila) a syrohlodky
(Piophila).

Pata a Sesta faze — v paté fazi to jsou drobné musky hrbilky (Phoridae). V Sesté fazi zacina
dochézet k vysychani tkani, coz prestava byt pro hmyz atraktivni, ale stale se vyskytuji mouchy

z Celedi syrohlodkovitych (Piophilidae) a hrbilkovitych (Phoridae).

Sedma faze — a zaroven posledni faze nelaka zadny hmyz, jelikoz z mrtvého téla zistali pouze

kosterni zbytky, na kterych se vyskytuji brouci (Coleoptera) a roztoci (Acari).

Nova imaga, které se na mrtvole vyvinou, odlétaji dale, protoze pro né kon¢i vhodné podminky
pro preziti a na kladeni si vybiraji jiny objekt. Samoziejme se setkame s pfipady, kdy dochazi
k opétovnému kladeni a vyskytu nékolika po sobé jdoucich generaci, coz se vyskytuje
predevsim v pozdé&jsich fazich sukcese, a muze to byt dano tim, ze se rozklad zpomaluje.
Vsechny zminéné faze jsou propojeny, tudiz se na téle vyskytuje vice druhti z riznych fazi.

(Eliasova & Sulakova, 2012).



1.1.2. Mouchoviti (Muscidae) — forenzné vyznamné druhy

Mouchoviti (Muscidae) se fadi do kmene ¢lenovci (Arthropoda), tfida hmyz (Insecta), tad
dvoukftidly (Diptera). Jedna se o jednu z hlavnich dvoukitidlych skupin uznavané pro
medicinsko-pravni ucely. Hraji vyznamnou roli pii rozkladu organické hmoty, jsou jedny
z nejbéznéjsich Clenovcy, ktefi se vyskytuji na lidskych mrtvolach nebo zvifecich mrsinach.
Jedna se o velice riznorodou skupinu, kdy bylo popsano téméf 400 druhti ve vice nez 100
rodech. Tato skupina je kosmopolitni od arktického pasu az po pas tropicky, jednad se
v davné historii (Hodacek et al. 2023). V mnoha ohledech se 1isi jak vzhledové, tak ekologicky
(Grzywacz, 2017). Jejich velikost se pohybuje od 2 do 8 mm. Mouchoviti se mohou zivit drave,
hematofagné ¢i saprofagné. Dale také mohou byt pfitahovany pomoci riznych télnich tekutin
a vymeéska (napf. pot, slzy nebo krev, coz souvisi s faktem, ze dospé€li jedinci mohou byt pasivni
prenaseCi patogen, jako je napfiiklad bfisni tyfus, uplavice nebo spava nemoc. (Gennard, 2007;

Povolny, 1978).

Ackoli spojeni dospelych much s rozkladajicimi se lidskymi a zvifecimi mrtvolami bylo
celosvétove dolozeno u priblizné 200 taxon, kadavery vSak predstavuji mista rozmnozovani
pro podstatné méné druhti. Druhy, které kolonizuji mrtva lidska téla, tak mohou ¢init za riznych
podminek prostiedi, a za urcitych okolnosti mohou byt Muscidae jedinymi kolonizatory téla.
(Byrd & Castner, 2009). Kvuli obtizim s identifikaci byly v mnoha studiich identifikovano
nedospélé nebo dospélé muscidy pouze na urovni rodu nebo Celedi. Tento nedostatek detailni
identifikace na druhové wrovni brani podrobnému zkoumani jejich medicinsko-pravni
vyuzitelnosti odborniky zaméfenymi na sukcesi kadavert. Byl proveden dukladny piehled
druhové identifikace tfetich instard forenzné vyznamnych Muscidae a uziteCnosti
morfologickych znakt larev pro taxonomické ucely (Greenberg & Kunich, 2002). Celkove lze
fict, Ze Muscidae jsou vyznamng¢ zastoupeny v kriminalistickych ptipadech. Jsou ¢asto nalezeny
v miste trestného Cinu, mohou byt nalezeny v riznych typech prostiedi diky jejich adaptaci na
prostiedi. Jsou Casto vyuzivany k odhadovani dob€ umrti (Povolny, 1978).
K nejvyznamnéjsim forenznim zastupctm &eledi mouchovitych (Muscidae) na tizemi CR patii
nasledujici druhy (Obr. 1):
a) moucha leskla (Hydrotaea ignava) - druh se nejvice vyskytuje v okoli lidskych sidel a
zemedelskych oblasti, kde se miize zivit exkrementy zvifat a organickym materialem.
Od mouchy domaci se odliSuje mensim vzhledem a typickym zptsobem letu (Hodacek

et al., 2003).



b)

d)

/)

moucha domaci (Musca domestica) - je kosmopolitni druh, ktery se vykytuje v okoli
Clovéka a jeho sidlech, zeyména v mistech, kde jsou potravni zdroje. Samice kladou
vajicka na hnilobné organické latky, hnoje nebo organické zbytky, které se vykytuji
v okoli nalezu téla. M. domestica se vyskytuje nejCastéji na mrtvolach v uzavienych
prostorach, jako jsou pudy, byty nebo sklepy, a to predevsim kvuli tomu, ze tento druh
je synantropni a Zije v blizkosti ¢lovéka. (EliaSova & Sulakova, 2012; Moon, 2002).

Muscina prolapsa — tento druh se vyskytuje v okoli lest, pastvin nebo méstskych
oblasti. Svoje larvy nejcastéji klade na mista jako je hntij, kompost nebo hnijici material

(Byrd, 2018).

Muscina pascuorum — nejvetsi vyskyt v oblastech jako jsou pastvy, louky a pole. Jejich
larvy se vyviji ve vlhké ptdé. Dospéli jedinci se predevsim zivi nektarem a pylem (Byrd,

2018).

Muscina levida — vyskytuje se v okoli luk, poli a lest. Larvy M. levida jsou saprofagové,

coz znamena, zZe se zivi rozkladajicimi organickymi latkami (Moon, 2002).

moucha domovni (Muscina stabulans) - vyskytuje se v okoli hospodarskych zvitat
zejména v jejich stajich. Preferuje stinna a temnd mista a je povazovana za jednu

z nejvice vyznamnych forenznich much (Benecke, 2001).

Vyse zvedené mouchy rodu Muscina. (c-f) se Casto vykytuji na mrtvolach, které jsou

pohibené. Samicky tohoto rodu kladou vajicka na povrch a larvicky prolézaji pudou

k pohibenému t&lu. (ElidSova & Sulakova, 2012).



Obr. 1: Vybrané druhy forenzné vyznamnych mouchovitych (Muscidae); a) Hydrotaea ignava
(4-6mm) b) Musca domestica, (7mm) c) Muscina prolapsa, (6-9mm) d) Muscina pascuorum
(9mm) e) Muscina levida, (9mm) f) Muscina stabulans (6-9mm). Fotografie prevzaty

z https://www.biolib.cz/.
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1.2. Molekularni markery ve forenzni entomologii

Molekularni marker v nejobecnéjSim pojeti je molekula, kterd ndm déavéa informaci o svém
puavodci. Napomahaji pii feseni ekologickych, fylogenetickych ¢i evoluénich problému. Typy
genetickych markerti mizeme rozdé€lit na dvé skupiny — proteinové (alozymy) a DNA markery
(Loxdale & Lushai, 1998; Nordborg et al., 2002), coz mohou to byt riizné useky genomu nebo
konkrétni sekvence kodujicich DNA geni. Markery na urovni DNA muzeme rozdélit na
mitochondrialni a jaderné, podle toho odkud vybrany markerovy lokus pochéazi. Techniky
pouzivané pro detekci variability pak v podstaté kopiruji jejich postupny vyvoj a zavadéni do
molekularni biologie a evolucni genetiky — od PCR-RFLP, RAPD az k sekvenovani vybranych
gentl ¢i SNP a mikrosatelitim (Wells & Stevens, 2008).

Ve forenzni entomologii se molekularni markery pouzivaji predevsim k identifikaci druht
hmyzu nalezeného na misté ¢inu, posléze k urCeni Casu smrti na zakladé vyvoje larev hmyzu

(Loxdale & Lushai, 1998).

V praci Wallmana a Adamse (2001) byla GspéSné€ vyuzita alozymova analyza ve forenzni
entomologii ke spolehlivé identifikaci druhti Celedi Calliphoridae. Alozymy maji vSak tadu
nevyhod, zejména potiebu Cerstvého biologického materialu. Dal§i nevyhodou je, Ze enzymové

lokusy maji casto jen nizkou miru detekované variace. (Loxdale & Lushai, 1998).

Jako prvni se o zavedeni druhové identifikace forenzné vyznamného hmyzu na zakladé DNA
marker(i prosazovali (Sperling et al. 1994). K dal§im vyznamnym jménim patii naptiklad
Schroeder et al. (2003), ktefi jako jedni z prvnich ve forenzni entomologii potvrdili odli§nost
tii druht (L.sericata, C.vomitoria a C.vicina), které byly nalezeny na mrtvém téle. K odliseni
doslo pomoci vyuziti restrikéni endonukleazy, které st€pi molekulu DNA na urcitych mistech
a dochazi k tvorbé fragmetu DNA, coz mizeme poté sledovat na naneseném gelu (Loxdale &

Lushai, 1998).



1.2.1. Mitochondrialni markery

Mitochondrie jsou organely, které se nachazi v cytoplazmé bunék eukaryotickych organismu.
V kazdé buiice je nékolik mitochondrii a v kazdé mitochondrii je mnoho kopii mtDNA (Birky,
1978). Mitochondrialni DNA ma vyhodu v tom, ze je diky svym cCetnéj$im kopiim v buiice
nasledné Iépe detekovatelna (Loxdale & Lushai, 1998; Caterino et al., 2000).

Mitochondrialni genom je u hmyzu pomérmé maly a ma velikost zhruba 15-16 kbp (Alberts,
2002). Je tvoten typickou kruhovou molekulou obsahujici 13 gent koédujici proteiny, 2
ribozomalni RNA, 22 transferovych RNA a nekodujici kontrolni oblasti (Obr. 2). Kazdy

z téchto lokusti ma jinou Groven variability, a proto mize byt markerem pro rizné

taxonomické urovné (Ren, 2018; Gemmellaro et al., 2019).

[ 1 1 I

J /
Hydrotaca spinigera
Mitechondrial genome
15517 bp

Obr. 2: Schéma mitochondridlniho  genomu  Hydrotaea  spinigera.  zdroj:

Characterizationofthecompletemitochondrial  genome  ofHvydrotaeaspinigera  (Diptera:

Muscidae) withphylogeneticimplications - ScienceDirect




1.2.1.1. Cytochromoxidaza I (COI) (,,DNA barcoding*)

Prvni zminka o metodé DNA barcoding byla roku 2003 v Casopise Proceeding sof the Royal
Society of London Hebert et al. Jeji podstatou je porovnani vnitrodruhové a mezidruhové
variability vybraného lokusu. Marker, ktery spliiuje podminku, Ze jeho mezidruhova variabilita
je nasobné vyssi nez vnitrodruhova, pak muze byt pouzit pro pfifazeni — urCeni jedince do

urcitého druhu (Hebert et al., 2003; Meyer & Paulay, 2005).

Hlavnim predpokladem je srovnani s referencni knihovnou podobnych DNA usekt, ktera
vznika osekvenovanim DNA z morfologicky dobfe popsanych druhii (Hebert et al. 2003). Pro
hmyz je pouzivana ¢ast mitochondrialniho genu pro cytochromoxidazu I (COI) (Caterino et al.,
2000). Tato metoda ziskala v poslednich letech vyznamnou roli i ve forenzni entomologii,
protoze urcuje rychlé a spolehlivé ur€eni druhu hmyzu nalezeného na misté ¢inu, coz muze hrat

kli¢ovou roli pii urCeni geografického pivodu obéti nebo casu smrti ( Chimeno et at., 2018).

1.2.2. Jaderné markery

Pfi srovnani s mitochondrialnim genomem je nuklearni genom mnohem vétsi. Obsahuje vice
moznosti nez mitochondrialni, protoze se v ném nachazi kodujici i nekodujici sekvence, které
mohou byt vyuzity k riznym studiim a analyzam. (Parker et al., 1998). Nevyhodou u jadernych
markert muze byt rychla degradace. Heterozygotnost jadernych markert je obvykla, protoze
organismy maji dvé kopie kazdého chromozomu. Tito jedinci jsou duleziti pro genetickou

variabilitu v populaci (Loxdale & Lushai, 1998).

Mezi jaderné markery, které se Casto pouzivaji ve forenzni entomologii, patii napiiklad:
mikrosatelity — jedna se o kratké opakovani se sekvencemi DNA v jaderném genomu, mohou
byt vyuzity pro analyzu genetické variability. SNP (single nucleotide polymorphism) —
polymorfismy jsou mista v DNA, kde se vyskytuje variabilita v jednom nukleotidu mezi
jednotlivci, mohou se pouzivat pro genetické analyzy, VNTR (variable number tandem repeat)
— jsou oblasti DNA, ve kterych se opakuji kratké sekvence nukleotidi, AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism) — tato technika umoznuje analyzu genetické variability mezi

jednotlivci nebo populacemi na zakladé rozdilti v délce fragment DNA amplifikovanych PCR.



1.2.2.1. Internal Transcribed Spacer (ITS)

Lokus ITS je u nékterych druht pouzivany pro DNA barcoding (napt. houby nebo hlistovky)
jindy jako marker pro DNA barcoding komplementarni. Jde o je isek DNA, ktery se nachazi
mezi geny pro ribozomalni RNA (rRNA) v jaderném genomu eukaryotnich organismi,
konkrétné v kodujici oblasti mezi 18S a 28S. ITS zahrnuje oblasti /7S], ktera se nachazi mezi
18S a 5.8S rRNA geny a ITS2 v oblasti mezi 5.8S a 28S rRNA geny (Gerbi, 1985). U
dvoukiidlého hmyzu se dale vyskytuje 2S ribozomalni RNA, ktera je pro tento hmyz typicka
(Stage & Eickbush, 2015) (Obr. 3).

IGS ETS ITS1 ITS2

1kb

Obr. 3: Schéma ribozomalnich genl spolecné s ITS). IGS je tsek mezi dvéma geny v RNA.
ITS se sklada ze dvou regiont, ITS1 a ITS2, oddélenych timto internim transkribovanym
prostorem (IGS). ETS usek mezi genem rRNA a genem tRNA v ribosomalnim RNA (rRNA).
ETS se nachazi pted genem rRNA a je oddélen od né&j transkripénim startovnim mistem (Stage

& Eickbush, 2015).

V minulosti byla vyzkumna pozornost ¢asto zametena predevsim na ITS2, protoze se ukazalo,
Ze tento usek je Casto méné konzervovany a poskytuje vys$i miru variability mezi druhy
a jedinci (Douglas & Haymer, 2001). ITS2 byl také pouzivan pro svou schopnost poskytovat
rozliSeni mezi blizce piibuznymi druhy, cozje uzite¢né pro taxonomické a fylogenetické studie.
Avsak, v poslednich letech se zvySuje zajem o ITS1, protoze se ukazalo, Ze i tento usek muze
byt velmi variabilni a obsahuje informace relevantni pro fylogenetické analyzy a taxonomii
(Stage & Eickbush, 2015). ITS1 nebylo diive sekvenovano pro mouchy z divodu, Ze tato oblast
je vysoce variabilni a byla amplifikovana s velkymi obtizemi (vysoka variabilita mize byt

vyhodna naptiklad pro vnitrodruhové analyzy, ale mize predstavovat problémy pfi interpretaci
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dat (Nelson, 2008). Kromé nukleotidové variability mize mit I7S i délkovou variabilitu. Coz
se tyka rozdila v délce ITS regionti mezi druhy nebo jedinci téhoz druhu. Divodem je fakt, ze
ITS regiony nejsou v jaderném genomu pevné dané délky (napfiklad mohou mit rizny pocet

nukleotidii nebo rizny pocet opakujicich se sekvenci).
Shrnuti popsanych vyhod a nevyhod tohoto markeru je shrnuto v tabulce 1.

Tab. 1: Prehled vyhod a nevyhod ITS (podle praci Song et al., 2008; Loxdale & Lushai, 1998).

vyhody ITS nevyhody ITS

vy§3§i variabilita pfitomnost inverznich opakovani pfi
amplifikaci

univerzalnost primeu heterogenita v ramci ITS regioni u
jednoho jedince

Snazi§ amplifikace a sekvenovani — ITS | obtiznost porovnat ITS regiony mezi
oblasti jsou obvykle kratsi nez ribozomalni | riznymi taxony, kvili vysoké variabilité
geny
ITS geny se mohou ménit rychleji nez jiné | rychlejsi degradace jaderné DNA
casti genomu

poskytnuti informaci o fylogenetickych
vztazich mezi riznymi druhy dvouktidlych

Dal§i zajimavosti u ITS je tvorba sekundarni struktury v obrazku 4., které zviditelfiuji
konzervované oblasti a muaze nam poskytnout informace o evolucnich wvztazich a
fylogenetickém vyvoji. Tato oblast neni moc probadana a zajimalo se o ni pouze par védcu.
V praci Schlotterer et al. (1994) byly poprvé popsany sekundarni struktury u Drosophila
melanogaster. Analyzou sekundarni struktury I7S u Dipter se zabyvali také Young & Coleman

(2004) a Song et al. (2008), ti se vSak soustfedili jen na fragment I7S2.
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Obr. 4: Graf zakladnich prvka sekundarnich struktur /7S (upraveno podle Dr. Kevin Weeks: a
MaP of RNA structural landscapes. https://misciwriters.com/2021/03/26/dr-kevin-weeks-a-

map-of-rna-structural-landscapes/).

1.2.3. Molekularni markery pro studium forenznich druhi mouchovitych

(Muscidae)

Praci pouzivajicich molekularni markery pro studium Muscidae a zejména forenzni druhy neni
mnoho a daji se rozdélit na fylogenetické a zaméfené na druhovou identifikaci.
S fylogenetickymi souvisi predevsim sekvenovani celych mitogenomil — napt. M. stabulans
(Lan et al., 2015), H. ignava (Karazoglu et al. 2017) a M. pascuorum (Huang et al., 2021). Ren
et al. (2019) osekvenovali a porovnal 4 mitogenomy vybranych zastupci Muscidae, pfitom
porovnali fylogenetické vztahy v ramci Celedi s pfidanim dfive pouzivanych markert /752 a
elongacni faktor 1-alpha (EF-Ia). Tato kombinace vedla ke zpfesnéni dfive nerozliSenych

skupin, a proto mitogenomiku hodnotili jako velmi zadouci.

Bez zahrnuti forenznich druhti byla provedena fylogeneticka studie Muscoidea i s odvozenim
evolucnich ¢asti Dingem et al. (2015). Obdobna prace na arovni Muscidae (Li et al., 2023) uz

zahrnovala forenzné vyznamné zastupce rodt Hydrotaea a Muscina.
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Praci zabyvajicich se druhovou identifikaci forenznich much z ¢eledi Muscidae je o néco vice.
K prvnim lze tadit napt. Bhakdeenuan et al. (2012), kde byla pro analyzu veterinarné a
medicinsky vyznamnych druhti v Thajsku pouzita PCR-RFLP fragmentu /7S2. DNA barcoding
se standardnim markerem COI pouzili Kim et al. (2014) pro identifikaci nekrofagnich much
v Koreji, Ren et al. (2018) analyzovali tyto mouchy v Cin&. Chimeno et al. (2018) sestavili
prehled nejvice zastoupenych druhi ve forenznich souvislostech a navrhnul vytvoreni
referen¢ni knihovny DNA barcodl. Za nejvétsi 1ze povazovat studii Hodecek et al., (2023),
vniz je shrnuta frekvence vyskytu dvoukiidlych v kriminalnich piipadech ve Svycarsku
v letech 1993-2007. Muscidae byly nalezeny ve tfetin€ piipadd, s nejvétSim druhovym

zastoupenim, coz podtrhuje vyznam jejich studia.

DNA barcoding na zakladé COI byl také pouzit pro studium druhové diverzity jako takové.
Renaud et al. (2012) se zaméfili na ¢eled Muscidae v Nearktickém arealu (Kanada a Aljaska)
a potvrdili souhlasnost morfologické a molekularni identifikace. Obdobné mapovani druhové
diverzity Diptera provedli v Bavorsku Chimeno et al. (2021), kde bylo detekovani daleko vice
druht, nez bylo predpokladano.
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2. Cil prace

- Na zaklad¢ publikaci a predchozich praci vybrat molekularni markery pro detekci genetické

variability u forenzné vyznamnych druhti hmyzu z ¢eledi mouchovitych (Muscidae).

- Analyzovat vybrané markery u zvolenych druhti typickych pro Ceskou republiku a vyhodnotit

jejich genetickou variabilitu v celém arealu jejich rozsifeni.
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3. Material a metody

3.1. Material

V laboratofi jsem pracovala se vzorky, které pochazi z Ceské republiky, konkrétng z lokality
Praha-Petfin (soufadnice lokality 50,085S 14,386V) a jsou soucasti experimentdl s prasecimi
kadavery, které provadi v ramci své vyzkumné &innosti Kriminalisticky ustav PCR Praha.
Odbér a prvotni morfologické ur&eni provedla plk. Ing. Hana Sulakova Ph.D. Prvni &ast vzorkd
byla usuSena a uskladnéna v lednici pfti teploté 4 °C, zbylé vzorky byly ulozeny v ¢istém ETOH
taktéz v lednici. Celkem bylo analyzovano 42 jedinct z 6ti druht z Celedi mouchovitych:
Hydrotaea ignava (14 jedincii), Musca domestica (10 jedincii), Muscina stabulans (35 jedincii),
Muscna prolapsa (8 jedincu), Muscina levida (5 jedinci).
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3.2. Laboratorni metody

3.2.1. Extrakce DNA

Izolace DNA byla provadéna z nohou a zadeckd jednotlivych much. Se vzorky, které byly
ususené, se mohlo ihned pracovat. U vzorkt uskladnénych v etanolu predchazelo jeho odpateni.
Prvni zptsob je vlozeni vzorku na filtracni papir a pockat, dokud papir neni suchy. Druhy
zpusob je zahtati tkané, kdy je Cast téla vlozena do 1,5 ml zkumavky a zahfivana v termobloku
(Thermomixer comfort, Eppendorf), na 40 °C pfiblizn€ 5-10 minut, dokud neni vzorek zbaven

etanolu.

K extrakci DNA byly pouzity 2 komer¢ni kity, DNeasy Blood & Tissuekit (QIAGEN) pro tkan
ze zadecku a DEP — 25 Extraction Kit (Top — Bio s.r.0.) pro tkar z nohou. Bylo postupovano
presné podle protokold vyrobca. Pro kontrolu byla méfena koncentrace DNA pomoci Nano
Dropu (Thermo Scientific Nano Drop 2000 C Spectrophoto meter). U vzorkl, kde vysla nizka
koncentrace, bylo zapotiebi vyextrahovat znovu DNA. V takovém pftipadé byla tkan ve
zkumavce s lyzacnim pufrem a proteinazou K ponechana na 24 hodin v termobloku na 40 °C a

nasledna prace probihala podle protokolu vyrobce.
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3.2.2. Polymerazova ietézova reakce (PCR) a optimalizace profilu
a) vybrané markery

Na zéakladé literatury a zejména predchozi diplomové a bakalaiské prace zabyvajici se markery
pro genetickou variabilitu pfibuznych forenzné vyznamnych dvoukfidlych druhii jsem se
soustiedila na markery, u nichz bylo ziskavani dat nejuspé€snéjsi. Piehled markert a primert

pouzitych pro jejich amplifikaci je zaveden v tabulce 2.

Tab. 2: Prehled markerti a pouzitych primerd. mtDNA — mitochondrialnich marker, COI —
Cytochrom c oxidaza I, CR — kontrolni oblast, nDNA - jaderné markery, I7S — internal

transcribed spacer.

marker |lokus | Primery smér |sekvence 5" — 37 autor
mtDNA |COI |LCO-1410 |F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al., 1944
HCO-2198 |R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA  |Folmer et al., 1944
LCOa F TTTCWACAAATCRTAAAGATATYGG Paul et al., 2003
HCOb R CTCCWGTWGGGATAGCAATAAT Paul et al., 2003
LCO-1490L |F GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG Folmer et al., 1944
HCO-2198L |R TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA |Folmer et al., 1944
LCO1490-J] |F CHACWAAYCATAAAGATATYGG Ivanova et al., 2006
HCO2198-1J |R AWACTTCVGGRTGVCCAAARAATCA Ivanova et. al., 2006
CR |SR-J-14612 |FE AGGGTATCTAATAATCCTAGTT Simon et al., 1994
TM-N-193 |R GCTACTGGGTTCATACCCCA Simon et al., 1994
SR-J-14753 |F AAGAGCGACGGGCGATGTGT Simon et al., 1994
TIN-24 R ATT TAC CCT ATC AAG GTA A Simon et al., 1994
N-2-N-CallR |R ACTTTAATGAGGCTTCTGTTC Zurovcova, 2017
nDNA |I7S |ITSfl F TACACACCGCCCGTCGCTACTA Ji, Zhang & He, 2003
ITSrl R CTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGC ji, Zhang & He, 2003
1975F F TAACCCAAGGTTTCCGTAGGTG Retcliffe et al., 2003
52R R GTTACTTTCTTTTCCTCCCCT Retcliffe et al., 2003
18S | 18Sa3.5F F TGGTGCATGGCCGYTCTTAGT Whiting et al., 2002
18S9R R GATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC Whiting et al., 2002
28S |28SRd1.2a |F CCCSSGTAATTTAAGCATATTA Whiting et al., 2002
28SRd3.2b  |R CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGG Whiting et al., 2002
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b) ptiprava PCR reakce

Veskera prace s materialem a komponenty probihala na ledu ve 0,2 ml zkumavkach. Standardni
reakce méla nasledujici slozeni: 7,25ul ultracisté vody ddH20, 1,25pul reakéniho pufru (10x
PCR Blue buffer nebo Green buffer, Top-Bio s r.0.), 1ul mix deoxyribonukleotidi dNTPs
(2,5mM, Top-Bio s r.0.), 0,75ul forward (5uM) a 0,75ul revers primeru (S5uM) a 0,1ul DNA
polymerazy (TaqUnis , Top-Bio s r.0.). V poslednim kroku se ptfidalo 1.5 pl templatové DNA.
Béhem optimalizace bylo také vyzkouseno ptidavani 0,5ul BSA (Sng/mL, Thermo Fisher

Scientific).
c) optimalizace amplifikacnich profilt

PCR byla provadéna v termocykleru TProfessional TRIO Thermocycler (Biometra). Profily
byly pfevazné prevzaty z predchozich praci (Janova 2021, Klojdova 2018) nebo z publikaci.
Pokud tyto profily nevedly k uspé$né amplifikaci, bylo potieba zapocit optimalizaci pro
jednotlivé druhy mouchovitych. Optimalizace byla provadéna predevsim u teploty nasedani
primeru (,,annelingu®), kde dochazelo k postupnému zvySovani a snizovani teploty, dokud
nebyla nalezena nejlepS§i varianta. U markeru I7S byla kromé teploty nasedani primeru

optimalizovana doba elongace. Jednotlivé profily jsou zaznamenény v tabulce 3.
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Tab. 3: Usp&sné pouzité PCR profily.

COI LCO- COI LCO- COI 1490- ITS f1,rl ITS CR
1490, 1490L, JJ, 1975F,
HCO-2198 HCO2198L HCO2198- 82R
JJ
1.Predenaturace | 94 °C/2 min 94 °C/2 min 94 °C/2 min | 95 °C/3 95 °C/3 94 °C/3
min min min
2. Denaturace 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s 95°C/30s | 95°C/30 |94 °C/1
S min
3. Annealing 49 °C/45 s 47 °C/45 s 43 °C/45 s 57°C/30s | 55°C/30 | 40°C/1
S min
4 Elongace 72 °C/1 min | 72 °C/1 min 72 °C/1 min | 68 °C/3 68 °C/3 60 °C/ 2
min min min
5. Postelongace 72 °C/2 min 72 °C/2 min 72 °C/2 min 68 °C/10 min | 68 °C/10 60°C/ 10
min min
6. Uchovani 4 °C/eo 4 °C/eo 4 °C/eo 4 °C/eo 4 °C/eo 4 °Cfoe
Pocet cykli 2-4 35 35 35 35 35 35

3.2.3. Gelova elektroforéza

Ovéfeni uspésnosti amplifikace PCR produkti bylo provedeno pomoci standartni agarové

elektroforézy. Ptiprava a provedeni probihalo podle nasledujiciho postupu:

a) priprava 2 % agarozového gelu:

- Rozpustit 4g agarozy v 200 ml 1x TAE pufru (50x TAE pufr: 2M TRIS, 1M kyseliny

octové, 0,05M EDTA) zahtatim v mikrovlnné troubé, zahfivame tak dlouho, dokud

nebude agaroza uplné€ rozpusténa.

- Po rozpusténi zchladit roztok pod proudem studené vody na teplotu kolem 55 °C za

stalého michani.

- Pfidat k roztoku 15 pl ethidium bromidu a dobfe promichat.

- Nalit vychladly roztok do pfipravené formy, pfidat hiebinky pro vytvoreni jamek na

nanaseni produkta.

- Ponechat gel tuhnout zhruba 30 minut ve tmé a poté roziezat gel na jednotlivé dily a

uskladnit ho do uzaviratelné nadoby s 1x TAE pufrem v lednici pfi teploté 4 °C.
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b) Elektroforeticka separace vzorku a vizualizace:
- Nejprve gel umistit do elektroforetické vanicky tak, aby byl cely ponofeny, ve vanicce

je nality 1x TAE puft.

- Kazdy vzorek (3ul PCR produktu) smichat s 1 pl nanaseciho pufru (700 ulddH20, 300
ul glycerolu, 0,5 mg bromfenolové modfi) a nanést do prislu§nych jamek v gelu; do
prvni jamky je nanesen velikostni marker — ladder (slouzi k ur€eni velikosti daného
fragmentu, marker Lambda DNA/EcoRI+Hind III (Thermo Fischer Scientific), do
ostatnich jamek nanést vzorek s pufrem a do posledni jamky negativni kontrola vzorku.

- Spustit elektroforézu na 120 V po dobu 20-30 minut, po dobéhnuti elektroforézy gel
vlozit pod UV svétlo, které zobrazi fragmenty.

- Poftidit snimek pomoci CCD kamery (postupujeme podle priloZzeného navodu).

3.2.4. PreciSténi vzorku a sekvenovani

PCR produkty vhodné pro dalsi analyzu byly preciStény pifidanim enzymatické smési
ExoFastAP (0,5ulExonukle4zal (20 U/ul Thermo Fisher Scientific) a 1 pl FastAP (1U / pl
Thermo Fisher Scientific) do kazdého vzorku a naslednou inkubaci na termoblokul5 minut pfi
37 °C a 15 minut pii 80 °C.

Pro sekvenovani pak bylo smichano 5 pl preci§téného PCR produktu s 5 pl primeru pouzitého
prodany vzorek. Pripravené sekvenacni reakce byly zaslany bud’ do laboratore

Kriminalistického tstavu PCR Praha, nebo do firmy Eurofins Genomics.

3.2.5. Klonovani

Chromatogramy, které byly ziskany z pfimého sekvenovani PCR produkti markeru I7S méli
prili§ malou kvalitu a Citelnost, proto bylo nezbytné jejich zaklonovani. Pti klonovani je velmi

dulezité pracovat ve sterilnim prostfedni. Bylo postupovano nasledujicim zptisobem:

a) Priprava agarozovych misek pro kultivaci bakterii

Priprava misek s agarovym médiem:

- Smichat 15 g agaru, 10 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 10 g NaClve 1000 ml
destilované vody, potom promichat a sterilizovat smés klavovanim po dobu 60 minut,

aby se rozpustili slozky agarového media, po uplynuti ¢asu nechat smés zchladnout.
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- Ptidat 100 pl ampicilinu v koncentraci 1 pl amp/1 ml média (coz je antibiotikum, které
zabranuje rast bakterii, které neobsahuji plazmid s odpovidajici rezistenci).

- Nalit agarovou smés do sterilizovanych Petriho misek a ponechat v pokojové teploté az
do ztuhnuti média.

- Na kazdou misku pfidat 64 pl X-galu (12,5 mg/ml) a 3,5 pl IPTG (250 pl/ml) a rozetfit

tuto latku pomoci sterilni klicky na povrch agaru.

Takto bylo vytvofeno agarové médium, které obsahuje ampicilin pro selekci bakterii s
odpovidajicim rezistence, a X-gal s IPTG pro identifikaci bakterii, které exprimuji geny na

plazmidu.

b) Ligace PCR produktu do vektoru a transformace do bakterialnich bunék E.coli
DHS5alpha (Thermo Fisher Scientific, Inc.)

V této Casti jsem pouzila standardni postup dle protokold vyrobce.
- pro ligaci do vektoru byl pouzit kit pPGEM — T Easy Vector SystemsTM (PromegaTM),
pro transformaci bylo misto SOC média piidano LB médium ve slozeni (10 g tryptonu,

5 g kvasinkového extraktu, 10 g NaCl na 1 litr destilované vody).

¢) Modro — bila selekce a ovéreni klonu nesouci inzertni DNA

Prii selekci je nutné oddélit klony, které obsahuji klonovaci vektor s vlozenym (inzertnim)
fragmentem DNA od klond, které obsahuji prazdny klonovaci vektor, tedy bez vlozeného
inzertu. Tzv. modro-bil4 selekce, kdy nas zajimaji selekce bilé barvy obsahujici zminény vektor
s inzertem, zatimco modré selekce nikoli. Klony bilé bary byly pfeneseny pomoci sterilni
Spicky 50 pl ddH20 a v termobloku zahtat na 10 minut, 95 °C. Vysledny templat DNA byl

zchlazen a mohl se pouzit pro novou PCR.
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3.3. Praces databazemi

Kromé vlastnich dat jsem pro dalsi analyzy pouzila DNA sekvence z vetfejné dostupnych
zdroju. Z databaze evidujici DNA sekvence markerd pro ,,DNA barcoding (BOLD) jsem
vybrala sekvence COI pro zkoumané druhy mouchovitychs délkou sekvence >550bp.
Vzhledem k tomu, Ze pro druh M. Pascuorum vyskytujici se v CR nebyly k dispozici zadné
vzorky z terénu, byly pro dal§i analyzy pouzity pouze sekvence z databaze. Pro analyzy

vyzadujici kofen (,,outgroup®) byla pouzita Fannia scalaris (KY511219.1).

Pro zkoumani sekundarni struktury markeru /7S byly vyuzity genomy vybranych druht celedi
Muscidae a pro porovnani i z ¢eledi Calliphoridae (Tab.4). Jelikoz nejsou genomy zcela
anotované, sekvence ITS byly vyhledany pomoci algoritmu BLAST a sekvence L. caesar
(KP940391). Druhy H. irritans a S. calcitrans nepatii mezi forenzné vyznamné druhy, ale byly

k mé praci pfidany pro jejich vyznamnost ve veterinarni medicing.

Tab. 4: genomy celedi Muscidae a Calliphoridae.

Druh Celed Genom

Musca domestica Muscidae GCA_000371365.1
Musca vetustissima Muscidae GCA_032173495.1
Stomoxys calcitrans Muscidae GCA_963082655.1
Hydrotaea diabolus Muscidae GCA_963513945.1
Haematobia irritans Muscidae GCA_003123925.1
Stomoxys calcitrans Muscidae GCA_963082655.1
Lucilia caesar Calliphoridae KP940391 (sekvence)
Lucilia sericata Calliphoridae GCA_015586225.1
Calliphora vicina Calliphoridae GCA_958450345.1
Phormia regina Calliphoridae GCA_001735585.1
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3.4. Software pro analyzu dat

U vsech ziskanych sekvenci byla nejprve vizualné vyhodnocena jejich kvalita a pouzitelnost,
nasledné bylo pomoci databaze Blast Search (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) zkontrolovano,

zda odpovidaji konkrétnimu druhu. Nasledovala prace v programech:

Chromas 2.6.6 (TechnelysiumPty Ltd, Tewantin, Australia, https://technelysium.com.au/)

- uprava sekvenci pro naslednou praci (odstfihnuti necitelnych pikt a primera na zacatku

a konci sekvence).
Mega X 6 (Kumar et al., 2018)

- metodou ,,Muscle” bylo vytvoreno sefazeni ,,aligment™

- kontrola ¢teciho ramce ORF (ORF-open readingframe)

- vyhodnoceni nukleotidového slozeni COI a ITS sekvenci

- stanoveni poctu konzervovanych, variabilnich a parsimonialn€ informativnich mist

- vypocet genetické vzdalenosti (dvouparametrovy Kimurav model, K2p) na nékolika
urovnich (jedinci, populace, zemé, druhy)

- vytvoreni soubord ve formatu , fasta® pro navazujici analyzy

- vytvoreni celkového fylogenetického stromu Muscidae

PhyML(ATGC: PhyML (atgc-montpellier.fr)

- -konstrukce fylogenetickych stromia spole¢né s vybérem nejvhodnéjsich evolucnich

modela
Figtree, (Rambaut, 2009).
- graficka uprava fylogrami
DnaSP 6 (Rozas et al., 2017)

- stanoveni stanoveni haplotypové a nukleotidové diverzity

- -test neutrality - Futiv a Tajimuv test
GeoDist (Geographic Distance Matrix Generator, Ersts, 2006)

- -vypocet geografické vzdalenosti pomoci geografickych souradnic
GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012)

- ovefeni hypotézy izolace vzdalenosti (Isolation By Distance, IBD) pomoci Mantelova

testu
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- vySetfeni genetické vzdalenosti analyzou hlavnich koordinat (Principal Coordinate

Analysis, PCoA)
PopArt 1.7 (Leigh & Bryant, 2015)
- sestrojeni haplotypovych siti metodou median-joining (Bandelt, Forster & Rohl, 1999)
RNAfold (Lorenz et al., 2011)

- -vytvoreni sekundarni struktury fragmenta /757 a ITS2 (na webovém serveru The
Vienna RNA Web Services
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).

- -vizualizace byla provedena v modulu Forna (Kerpedjiev, Hammer & Hofacker, 2015)

na stejném serveru.
ABGD

- -ovéfeni druhové identifikace metodou porovnavani vnitro — a mezidruhovych
genetickych distanci (Automatic Barcode Gap Discovery, Puillandre et al., 2011),
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace DNA izolace a PCR amplifikace

Veskera izolace DNA byla provadéna z nohou much, které byly uskladnéné v ethanolu. Jelikoz
u druhu Muscina prolapsa se nedafila izolace DNA, byly vzorky nechany 24 hodin pfi teploté
40 °C v termobloku s proteinazou K. Tento postup byl uspeésny pro ziskani DNA z tohoto
druhu.

Na marker COI se nejvice osvédcila teplota ,,annealingu“ v rozmezi 47-49 °C, pficemz jsem
z kazdého druhu ziskala kvalitni PCR a pocet sekvenci: Musca domestica (9 sekvenci),
Hydrotaea ignava (10 sekvenci), Muscina stabulans (2 sekvence) a Muscina prolapsa (5
sekvenci). U druhu Muscina levida byly pouzity pouze sekvence z databaze BOLD, nebot’
chromatogramy byly nekvalitni nebo jen velmi kratké.

U markeru ITS byla zapotiebi vétsi teplota u nasedani primeru (53-55 °C). Tento marker vSak
nebyl tak Uspésny jako COI. Ackoliv se PCR produkt povedlo ziskat ze vSech druhti kromé
M. prolapsa, vysledné chromatogramy ze sekvenovani byly vétSinou nekvalitni. Vyjimkou
jsou H. ignava a M. domestica, u nichz se sekvence ziskat podafilo.

CR oblast vyzadovala nejvétsi optimalizaci teploty, které byla ve vysledku 40-45 °C. PCR
produkty byly ziskany pouze u druhu M. domestica, avSak vysledné chromatogramy opét
kvalitni nebyly. Nadale jsem se rozhodla s touto oblasti vice nepracovat, jelikoz se stejné
problémy vyskytovaly v pfedchozich bakalafskych pracich.

Optimalizace zahrnovaly i dv€ varianty reak¢nich pufrti o rizné koncentraci MgClo, ptipadné
pridani hovéziho sérového albuminu (BSA) pro lepsi stabilizaci reakce. Piehled
nejuspésnéjSich kombinaci pro jednotlivé druhy je uveden v tabulce 5. U vétSiny druht se

nakonec nejvice osvédcilo pouziti pufru s vyssi koncentraci MgCl, bez pridani albuminu.

Tab.5: Nejuspésnéjsi kombinace pouzitého pufru (zeleny —15 mM MgClz, modry -25 mM
MgClz) a BSA (+ ptidan, - neptidan) u jednotlivych druha.
Druh/Marker | COI ITS

H. ignava zeleny/+, modry/- | modry/-, zeleny-

M. prolapsa | modry/- zeleny/-
M. stabulans | modry/- modry/-
M. levida modry/- modry/-
M. domestica | modry/- modry/-, zeleny+
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4.2. Mitochondrialni marker COI

4.2.1. Zakladni vnitrodruhova variabilita

Ze 42 vzorku se povedlo zhruba polovinu amplifikovat a osekvevat. Vzhledem k malému poctu

vzorku, které by byly pro nasledujici analyzy nedostacujici, byly pfidané sekvence z BOLD

databaze z riznych stati sveéta. Tyto sekvence museli obsahovat misto sbéru s presnymi

soufadnicemi a alespori 600 bp (viz. pFilohy I-VI). Vysledné soubory pak také byly upraveny

tak, aby mély v ramci druht stejné délky sekvenci a co nejmensi pocet chybéjicich bazi. Pro

kazdy druh pak byly spocteny zakladni parametry nukleotidové variability, které jsou souhrnné

uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6: Geneticka variabilita mitochondridlniho COI markeru, N — délka sekvence, h - pocet

haplotypt, Hd - haplotypova diverzita, 7 — nukleotidova diverzita, C — pocet konzervativnich

mist, V — pocet variabilnich mist, T, C, A, G — frekvence nukleotidi

Druh pocet N (bp) | C \% n h Hd A+T[%] | G+C [%]
jedincu
H. ignava 47 630 | 556 74| 0,011 14| 0,502 71 29,1
M. prolapsa 68 618 | 606 12| 0,005 5| 0,115 64,8 353
M. pascuorum 92 600 | 595 5| 0,003 31 0,043 67 33,1
M. stabulans 58 612 | 568 44 | 0,005 11| 0,582 67,6 324
M. levida 191 657 | 617 40 | 0,003 11| 0,633 67,4 32,6
M. domestica 178 632 | 463 | 166 | 0,012 43 | 0,602 68,4 31,7

Nejvice haplotypt bylo nalezeno u M. domestica (43) a nejméné u M. pascuorum pouhé 3.

Nejvyssi haplotypova diverzita a to 0,633 byla zjisténa u druhu M. levida, ktery mél nejvétsi

pocet jedinct, nejnizsi haplotypova diverzita byla naméfena u M. prolapsa 0,115. Nukleotidova

variabilita byla opét nejvyssi u druhu M. domestica. Z frekvence nukleotidii 1ze vycist u v§ech

druht vyssi zastoupeni A+T nez G+C.
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4.2.2. Vnitrodruhova geneticka variabilita

Vzhledem k tomu, Ze zastoupeni vzorku z riznych lokalit a zemi nebylo rovnomérné, bylo
vySetfeni mozné struktury v ramci druhti provedeno bud’ na arovni celého druhu, nebo s pod

rozdélenim na jednotlivé zemé.

Hypotéza o izolaci populaci na zakladé geografické vzdalenosti byla testovana na zaklade
parovych geografickych a genetickych vzdalenosti (Kimurav dvouparametrovy model, K2p)

pomoci Mantelova testu, jehoz vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.

Tab.7: Test izolace vzdalenosti (Manteliv test), Rxy — korelacni koeficient, p — hodnota

signifikance.

Druh Rxy | o

H. ignava 0,214 | 0,042
M. prolapsa -0,067 | 0,104
M. pascuorum -0,017 | 0,465
M. stabulans 0,070 | 0,121
M. levida 0,084 | 0,001
M. domestica 0,092 | 0,030

Hodnota korelacniho koeficinetu byla nejniz§i u M. pascuorum a nejvyssi u H. ignava,
pohybovala se v rozmezi -0,017 az 0,214. Signifikantni pozitivni korelace byla zjisténa u druha
M. levida, M. domestica a H. ignava. Sklon pifimky na grafu korelace a rozptyl hodnot umoziiuje
posoudit, jaky je u daného druhu vztah migrace a genetického driftu. Nejvyraznéjsi pozitivni
korelace naznacujici rovnovahu mezi uvedenymi parametry byla nalezena u H. ignava (Obr.

5), v ostatnich ptipadech je pravdépodobnéjsi vliv driftu (PFiloha VII).
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Obr. 5: Grafické znazornéni korelace mezi geografickou a genetickou (K2p) vzdalenosti u

druhu H. ignava.

Analyza genetické vzdalenosti (K2p) pomoci metody hlavnich koordinat (PCoA) byla
provedena na trovni zemi puvodu. K vyrazn€j§imu rozdéleni na klastry doslo u M. levida (Obr.
6a), kdy se populace z Kanady a USA dostaly k sobé blizko a do jednoho kvadrantu, zatimco
populace z evropskych zemi jsou rozprostieny v ostatnich tfech kvadrantech. Zajimavé jsou
také dva oddé€lené klastry u M. stabulans (Obr. 6 b), kdy klastr napravo od osy y tvoii evropské
populace, zatimco klastr nalevo tvoii populace z vice kontinentd. U ostatnich druhti byl
vytvoren jeden vétsi shluk zahrnujici populace napfic kontinenty a n€kolik populaci stoji

vzdalengji (Prilohy VIII) M. pascuorum neslo vytvofit diky malym vzdalenostem mezi jedinci.
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Obr. 6: Graf vysledku analyzy genetické vzdalenosti metodou PCoA. a) Muscina levida b)
Muscina stabulans. Barevné jsou vyznaCeny kontinenty (Cervend — Asie, modra — Evropa,

zelena —USA a Kanada), zkratky zemi v priloze XVIII .
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Rozdéleni sekvenci podle zemi puvodu bylo také pouzito pro sestrojeni haplotypovych siti
(Haplotypové sité jsou grafy, které se pouzivaji pro zobrazeni vztahti mezi holotypy), které
zobrazuji vztahy mezi haplotypy a jejich zastoupeni v jednotlivych zemich. VétSina druhti ma
jeden dominantni haplotyp zastoupeny témet vsude (Prilohy VII). Vyjimkou je M. levida, kde
byly nalezeny dominantni haplotypy dva (Obr. 7) Analyza byla provedena pro jednotlivé druhy

samostatné, pficemz bylo pouzito zastoupeni haplotypt v jednotlivych zemich.

Obr. 7: Haplotypova sit’ pro M. levida. Spojnice vyznacuji piibuznost haplotypt, znacky na
spojnicich pocet mutaci. Barevné jsou vyznaCeny kontinenty (modra — Evropa, zelend — USA

a Kanada), zkratky zemi v priloze X VIIL
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Geografické hledisko bylo také zohlednéno ve fylogramech, které vyjadiuji evolucni vztahy
mezi jedinci daného druhu. Podobné jako v predchozich analyzach je rozdéleni na dva klastry
s vysokou statistickou podporou zjevné u M. stabulans, kde jsou v obou klastrech zastoupeni
jedinci z riznych zemi (Obr. 8). U ostatnich druhti je patrné, Ze je zastoupeni zemi mezi druhy

promichano.

E

Obr. 8: Fylogram na zaklad€ fragmentu COI (GTR model, Maximal Likeli Hood, podpora
vétvi a LRT-SH) pro M. stabulans. Koten je Fannia scalaris, barevné vyznacen puvod jedincu

(Cervena — Asie, modra — Evropa, zelena — USA a Kanada), zkratky zemi v priloze X VIII .
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Na zavér byly provedeny tzv. testy neutrality Tajimovo D a FuovoFs, které mohou poukézat
bud’ na selekci pasobici na dany lokus, pfipadné demograficky jev. Vysledky testi provedenych

pro jednotlivé druhy jsou v tabulce 8.

Tab. 8: Testy neutrality pro jednotlivé druhy: N — pocet jedinct, S — pocet segregujicich mist,
p — hodnota signifikance, testy neutrality se vzhledem k malym poc¢tim vzorkti museli provadét

na celou populaci, nikoli na jednotlivé zemé.

Druh N S Tajimovo D p hodnota Fuovo FS p hodnota

H. ignava 47 50 -2,552 0,001 -2,216 0,007
M. prolapsa 67 3 -1,662 0 -4,879 0
M. stabulans 57 29 0,745 0,015 5,133 0,015
M. domestica 177 | 161 -2,834 0,011 -26,562 0,011
M. levida 190 12 -1,447 0,002 -3,954 0,002

Oba testy vySly signifikantni, a u vétSiny druhti maji parametry zapornou hodnotu. To znamena,
ze byla detekovana nizsi geneticka variabilita, nez by se predpokladalo. Naopak u M. stabulans
byla nalezena hodnota kladna, svédc€ici o variabilité vyssi. V prvnim ptipadée by to znamenalo,
ze u vetsiny druha je marker COI pod vlivem purifikacni selekce nebo populace prochaze;ji
rastem, naopak u M. stabulans by selekce byla balancovana nebo je druh rozdélen na

subpopulace.

32



4.2.3. Mezidruhova variabilita

Druhové urceni je zalozeno na predpokladu, ze mezidruhova geneticka variabilita je mnohem

vy$Si nez geneticka variabilita vnitrodruhova. Tyto hodnoty vypoctené pro jednotlivé druhy

jsou uvedeny v tabulce 9. Nejniz§i mezidruhova hodnota je detekovana mezi M. stabulans a

M. levida, zatimco nejvys$i byla dosazena u paru H. ignava a M. prolapsa. VSechny hodnoty

jsou vSak témér 4x vyS§si nez hodnoty vnitrodruhové, takze je dosazeno podminky markeru pro

druhové urceni.

Tab. 9: Hodnoty mezidruhové genetické vzdalenosti (K2p) jsou pod diagonalou, nad

diagonalou jsou hodnoty SE (stanoveno 1000x bootstrap). VD — hodnoty vnitrodruhové

genetické vzdalenosti (K2p), SE — hodnoty SE (stanoveno 1000x bootstrap)

H.ignava | M.domestica | M.pascuorum | M.prolapsa | M.stabulans | M.levida | VD SE
H. ignava 0.016 0.017 0.019 0.016 0.018 0,013 | 0,002
M. domestia | 0.127 0.017 0.019 0.016 0.019 0,007 | 0,001
M. pascuorum | 0.141 0.151 0.018 0.014 0.015 0 0
M. prolapsa | 0.178 0.171 0.153 0.015 0.017 0,001 0
M. stabulans | 0.158 0.148 0.122 0.121 0.013 0,027 | 0,005
M. levida 0.158 0.163 0.109 0.137 0.103 0,002 | 0,001
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Pro druhové porovnani byl také sestrojen celkovy fylogram, a to standardnim postupem pro “

DNA barcoding™, tedy pomoci genetické distance K2p a metodou Neigbour-Joining (Obr.9).
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Obr. 9: Fylogram (K2p, Neigbour-Joining, 1000x bootstrap) znazorfiujici evolucni vztahy
vybranych druhtit Muscidae. Zakorenéni bylo provedeno pomoci druhu Fannia scalaris. Pro
zjednodusSeni schématu byly druhové klastry shlouceny do trojuhelnikt (horizontalni rozmeér je

umérny poctu jedinct, horizontalni vnitrodruhové genetické vzdalenosti).

Z fylogramu je ziejmé jednoznacné rozdéleni na klastry pfedstavujici jednotlivé druhy.
Vyjimku tvoti M. stabulans, kdy se s vysokou podporou oddélily dvé mensi skupiny, obdobné
jako na fylogramu zkonstruovanému pro tento druh samostatné (Obr. 8). S pfihlédnutim
k vysoké vnitrodruhové variabilité (Tab. 8), mnohem vyssi nez u ostatnich druhti, se nabizi

vysvétleni, zda tento soubor nereprezentuje dva druhy.
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Tuto moznost jsem vySetiila pomoci programu ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery,

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/ ) pro soubor obsahujici jen M. stabulans. 1 v tomto

ptipadé€ bylo rozdé€leni na dvé skupiny zfetelné s jednoznaénym oddélenim vzdalenosti uvnitf

predikovanych skupin a mezi témito skupinami (tzv. gap distance = 0.023, Ob. 10).
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Mst_CZ_P2 Mst_FI_H1 Mst_FI._ M1 Mst_ BY_M1 Mst_ BY_M?2
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SkupinaB |40 | Mst_CA_B1 Mst_CA_B2 Mst_CA_B3 Mst_CA_E1 Mst_CA_Gl1
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Obr. 10: Vysledky druhové identifikace metodou ABGD. a) histogram genetickych
vzdalenosti uvniti a mezi predikovanymi skupinami, b) rozdéleni jedinct do predikovanych

skupin (N — pocet jedincti), zkratky zemi v priloze X VIII.
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I zde se opakuje rozdéleni jako na druhovém fylogramu. Poslednim testem bylo provedeni

analyzy genetickych vzdalenosti metodou PCoA a to na trrovni jedinct (Obr. 11).
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Obr. 11: Graf analyzy genetickych vzdalenosti metodou PCoA u M. stabulans. Zkratky zemi
v priloze XVIII .

V tomto piipadé se vytvorily 4 skupiny, opét napiic geografickymi lokalitami. Nejvyrazngjsi je
vsak jejich rozdéleni do dvou vétSich celkt, kdy na pravé strané€ od osy y jsou vSichni jedinci

ze skupiny A na levé jedinci ze skupiny B, jak bylo pozorovano i v piedchozich analyzach.
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4.3. Jaderny marker ITS

PCR amplifikace ITS fragmenta byla Gspé€sna u vétSiny druht, ale nasledné sekvenovani nikoli.

U vétsiny chromatogramu nebyla citelné velka cast sekvence. Diky nepfiznivym vysledkim

bylo nutné PCR produkty zaklonovat. Ani klonovani nepomohlo k uspé$nému ziskani

kvalitnich sekvenci. Ze ziskanych fragmenta se podafilo sestavit kompletni sekvence pro ITS1

a ITS2 u dvou druhti (M. domestica a H. ignava). Pro porovnani sekundarnich struktur byly

proto adekvatni sekvence vyhledany pomoci BLAST v genomech vybranych zastupct Celedi

Muscidae a Calliphoridae.

4.3.1. Nukleotidova variabilita ITS

Nejprve byly porovnanim s anotovanou sekvenci L.caesar stanoveny hranice jednotlivych
usektt RNA (188, 5,88, 28, ITS1 a ITS2) a pak vypocteny zakladni charakteristiky nukleotidové
variability (Tab, 10). Usek 2S RNA o délce 30bp se ukazal byt identicky u vech druht

L.caesar, L. sericata, C. vicina, P. regina. Uvedeno v tabulce 10.

Tab. 10: Frekvence A-T a C-G nukleotidd, N — délka ITS sekvenci

ITS ITS1 5.88 ITS2
Celed”/druh N (bp) | A-T (%) | G-C (%) | N (bp) | A-T (%) | G-C (%) | N (bp) | A-T (%) | G-C (%) | N
(bp)
Calliphoridae
Lucilia caesar 1059 78.5 214 518 50 50 122 81,5 18,5 | 309
Lucilia sericata 1487 76,1 23.9 897 50 50 122 79,3 20,7 | 319
Calliphora vicina 1232 83,1 16,9 616 50 50 122 81 19 | 322
Phormia regina 1441 43,8 22.8 823 50 50 122 82,7 17,3 | 324
Muscidae
Musca domestica 1155 71,9 28,1 515 49,1 50,8 122 75,2 24,8 | 347
Musca vetustissima 1170 74,5 25,5 530 49,1 50,8 122 78,1 21,9 | 347
Muscina prolapsa 1034 74,6 25,5 401 48,3 51,6 122 79,7 20,3 | 340
Heamatobia irritans 1102 75,9 24,5 465 50 50 122 75,9 24,1 | 344
Stomoxys calcitrans 1030 70,8 29,2 418 49,1 50,8 122 74,6 25,4 | 319
Hydrotaea diabolus 1626 71,3 28,8 936 51,7 48,4 122 74 25,9 | 397
Hydroteae ignava 1298 77,9 22,1 689 50 50 122 76,3 23,8 | 400
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Z tabulky je patrné, ze u Celedi Calliphoridae i Muscidae je nejvétsi zastoupeni A-T nukleotidi
jaku ITS1, tak i u ITS2. U Celedi Calliphoridae je zajimavé, ze u 5.8S je pocet A-T i G-C stejny
a to samé s délkou sekvence, které je u vSech druht vcetné rodu Muscidae 122 pb. ITS] u
Muscidae ma pomérné rozmanitou délku sekvence, nejkratsi sekvenci ma M. prolapsa (401pb)
zatimco nejdelsi ma H. diabolus (936pb). Celed’ Calliphoridae ma sekvence dlouhé od 518 do
823pb. ITS2 mé oproti ITS1 pomérné kratkou délku, o obou Celedi je to od 309 do 400pb.

4.3.2. Sekundarni struktury ITS

Modely sekundarni struktury ITSI a ITS2 byly zkonstruovany pro kazdy z vybranych druha
Celedi Muscidae a Caliphoridae. U v§ech modeld byly nalezeny 4 zakladni prvky. Pocet a typ
strukturnich prvka u jednotlivych druht je vyhodnocen v tabulkach 11-12. Diagramy pro
jednotlivé druhy jsou v Priloze X VL.

Tab. 11: Pocet prvkil v sekundarni struktufe u I7S1.

Druh kminek | smycka nesparované | vlasenka
vétvena baze

M. domestica 10 2 18 8
M. prolapsa 9 3 12 6
M. vetustissima 11 2 18 8
H. irritans 12 2 13 10
H. ignava 16 4 15 12
H. diabolus 23 4 26 19
S. calcitrans 10 1 13 9
Prumér Muscidae 13 2,6 16,4 10,2
C. vicina 19 3 13 16
P. regina 21 3 14 18
L. sericata 21 6 17 15
L. cuprina 21 3 22 18
Prumér Calliphoridae 20,5 3,75 16,5 16,75
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Tab. 12: Pocet prvkil v sekundarni strukture u I7S2.

druh kminek | smycka vétvena | nesparované baze | vlasenka

M. domestica 9 2 13 6
M. prolapsa 11 2 6 9
M. vetustissima 10 2 18 8
H. irritans 9 2 10 7
H. ignava 5 1 21 4
H. diabolus 7 2 18 5
S. calcitans 9 2 10 7
Prumér Muscidae 8,6 19 13,7 6,6
C. vicina 6 1 13 5
P. regina 7 1 11 5
L. sericata 7 1 10 6
L. cuprina 7 2 10 5
prumér Calliphoridae 6,75 1,25 11 5,25
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U vSech porovnavanych druha byly nalezeny vSechny 4 prvky (Obr. 4) Na obrazku 12 a-d
jsou uvedeny diagramy zastupci obou Celedi — Musca domestica (Muscidae) a Calliphora

vicina (Calliphoridae). Ostatni diagramy jsou v prilohach XIV — XVIIL.

a) b)

c) d)

Obr. 12: Diagram sekundarni struktury fragmentt I7S. a) ITSI M. domestica b) ITS2 M.
domestica, ¢) ITS1 C. vicina, d) ITS2 C. vicina

U sekundarni struktury ITS1 je z tabulky patrné, ze nejvétsi pocet tvori kminek a nesparované
baze u vSech druhti. Pokud se zaméfime na jednotlivé druhy u I7S1 Celedi Muscidae druh H.

diabolus ma nejveétsi poCet kminkd, nesparovanych bazi, vétvené smycky a vlasenky. U Celedi
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Calliphoridae neni jeden urcity druh, ktery by prevazoval nad ostatnimi, pocCty mezi prvky

nejsou tolik rozdilné.

I u ITS2 prevazuji pocty kminkt a nesparovanych bazi. U celedi Muscidae ma nejvétsi pocet
kminkd druh M. prolapsa a nesparovanych bazi druh H. ignava. Celed Calliphoridae je i u ITS2

vice vyrovnana v poctech mezi druhy.

Pfi porovnani prvki u Muscidae a Caliphoridae u ITSI bylo vyhodnoceno — dominantni
strukturou u Muscidae jsou nesparované baze, zatimco u Calliphoridae kminek. U ITS2 jsou u

obou Celedi dominantni nesparované baze.

Pfi porovnani aritmetického priméru obou Celedi u I7S1 jsem zjistila, Ze hodnoty jsou u vSech
Casti priblizné stejné (Tab.11). Vétsi vychylka se vyskytuje u M. propalsa, kdy u kminku jsou
u vSech ostatnich druht hodnoty nad 10, zatimco u tohoto druhu pod 10. Vétvené smycka a
nesparované baze vysli u obou takika stejné, u kminku a vlasekny ma vétsi pocet Celed

Calliphoridae. ITS2 se u obou Celedi témér nelisi a aritmeticky pramér vysel podobné.

4.3.3. Mezidruhova geneticka variabilita ITSI a ITS2

Pro posouzeni mozného pouziti markeru ITS pro studium druhi byla vypoctena také geneticka

vzdalenost mezi druhy, a to pomoci zakladniho modelu p-distance (Tab.13-18).

Tab. 13: Genetické vzdalenosti mezi druhy Muscidae u COI, modie znazornény odchylky

H. ignava | M. domestica | M. pascourum | M. prolapsa | M. stabulans | M. levida
H. ignava 0,016 0,017 0,019 0,016 0,018
M. domestica 0,127 0,017 0,019 0,016 0,019
M. pascourum 0,141 0,151 0,018 0,014 0,015
M. prolapsa 0,178 0,171 0,153 0,015 0,017
M. stabulans 0,158 0,148 0,122 0,121 0,013
M. levida 0,158 0,163 0,109 0,137 0,103
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Tab. 14: Genetické vzdalenosti mezi druhy Calliphoridae uw COI, modie znazornény standardni

odchylky.
L. caesar L. sericata C. vicina P. regina
L. caesar 0,008 0,009 0,012
L. sericata 0,044 0,009 0,012
C. vicina 0,061 0,062 0,011
P. regina 0,100 0,096 0,092

U Muscidae se vyskytuje vétsi variabilita, ktera je ve vSech pfipadech vétsi nez 0,1 oproti
Callihporiade, kde jsou vSechny hodnoty mensi nez 0,1 kromé P. regina, kde je hodnota rovna

0,1.

Tab. 15: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Muscidae u ITS1, modie znazornény

standardni odchylky.

M. domestica | M. vetustissima | M. prolapsa | H. irritans | S. calcitrans | H. diabolus | H. ignava
M. domestica 0,025 0,045 0,042 0,040 0,055 0,045
M. vetustissima 0,218 0,044 0,041 0,036 0,052 0,045
M. prolapsa 0,414 0,401 0,046 0,046 0,046 0,047
H. irritans 0,444 0,422 0,423 0,034 0,042 0,040
S. calcitrans 0,359 0,310 0,392 0,298 0,042 0,045
H. diabolus 0,596 0,600 0,430 0,435 0,400 0,046
H. ignava 0,491 0,514 0,439 0,399 0,422 0,586
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Tab. 16: Genetické vzdalenosti mezi druhy Muscidae u ITS2, modie znazornény standardni

odchylky.

M. domestica M. vetustissima | M. prolapsa | H. irritans | S. calcitrans | H. diabolus | H. ignava | 0,049
M. vetustissima 0,219 0,043 0,036 0,031 0,040 | 0,047
M. prolapsa 0,391 0,347 0,045 0,044 0,050 | 0,047
H. irritans 0,273 0,270 0,358 0,033 0,046 | 0,048
S. calcitrans 0,269 0,211 0,335 0,228 0,048 | 0,047
H. diabolus 0,351 0,317 0,397 0,370 0,403 0,055
H. ignava 0,428 0,394 0,406 0,407 0,395 0,492

Nejvétsi variabilita u Celed'i Muscidae se vyskytuje u ITS! v rozmezi od 0,218 do 0,586. ITS2

se od ITS1 o tolik nelisi, rozmezi se pohybuje od 0,219 do 0,492. U COI markeru se variabilita

lisili neyméné od 0,121 po 0,171.

Tab. 17: Genetické vzdalenosti mezi druhy Calliphoridae u ITS 1, modie znazornény odchylky.

L. caesar | L. sericata | C. vicina | P. regina
L. caesar 0,037 0,031 0,044
L. sericata 0,365 0,044 0,048
C. vicina 0,278 0,501 0,047
P. regina 0,438 0,633 0,539
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Tab. 18: Genetické vzdalenosti mezi druhy Calliphoridae u ITS2, modie znazornény odchylky.

L. caesar | L. sericata | C. vicina | P. regina
L. caesar 0,026 0,035 0,031
L. sericata 0,146 0,031 0,029
C. vicina 0,239 0,209 0,029
P. regina 0,196 0,190 0,191

U celedi Calliphoride Ize z tabulky vycist vétsi variabilitu u ITS/ v rozmezi 0,365 az 0,633 u
ITS2 je variabilita o néco mensi oproti I7S/ 0,146 az 0,239. Nejvétsi variabilita u Celedi
Muscidae se vyskytuje u ITS1 v rozmezi od 0,218 do 0,586. ITS2 se od ITSI o tolik nelisi,
rozmezi se pohybuje od 0,219 do 0,492. U COI markeru se variabilita li§ili nejméné (od 0,121
po 0,171).
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5. Diskuse

5.1. Metody — extrakce DNA a optimalizace PCR

Pro mou praci jsem méla k dispozici dva typy vzorkd — konzervované susenim a v ETOH,
pticemz pro DNA extrakci jsem pouzivala nohy z jednotlivych vzorkt. Prestoze jsem pouzila
standardni zptusoby extrakce (Renaud et al., 2012 aj.) — pomoci kitd, ze suSenych vzorka byla
uspésnost extrakce neuspésna. I v pripad€ vzorkl z etanolu byla uspésnéjsi extrakce pomoci
kolonkového kitu DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN), zatimco jednoduchy kit DEP — 25
Extraction kit (Top — Bi0o) zalozeny na postupné inkubaci tkané€ ve dvou roztocich se neosvedcil
(Je otazka, zda byly vzorky prili§ staré (zhruba dva az tfi roky), nebo v prubéhu jejich odbéru a
uchovavani nedoslo k n€jaké degradaci. V praci Chimeno et al., 2018 je uvedeno, ze usp&inéjsi
byla prace s Cerstvymi vzorky, oproti vzorkim, které byly starS§iho pivodu, coz by mohlo
vysvétlovat i mé zkugenosti. Cerstv&ji vzorky jsem viak k dispozici neméla.

Béhem optimalizace PCR profila jsem vyzkousSela pfidavani BSA pro stabilizaci enzymu,
v zadném ptipadé vsak toto aditivum nevedlo k lepSim amplifikacim. Dals§i moznosti byla
zmeéna reakéniho pufru. Pufr obsahujici vyssi koncentraci MgCl, (modry) by mél fungovat 1épe
s horsi kvalitou templatové DNA, zatimco pufru s nizsi koncentraci MgClz (zeleny) snizuje
tvorbu nespecifickych produktd. Modry pufr fungoval obecné 1épe a na vice vzorkd, zajimavé
vSak bylo, ze na urcité druhy fungovaly pufry oba. I pfes to se nepodafilo urcité lokusy

amplifikovat ani po zméné teplotniho profilu, pfidani BSA nebo zméné pufru.

5.2. Mitochondridlni markery

5.2.1. CR oblast

Kontrolni oblast obsahuje vysokou variabilitu, ktera je podle literatury u dvoukiidlych
riiznoroda (Oliveira et al., 2007; Duarte et al., 2008). Vyuziti CR pro identifikaci niZ8ich
taxonomickych trovni neZ druhu bylo studovano pro riizné Zivogichy (McMillen-Jackson &
Bert, 2004; Diniz et al., 2005), avSak jeho uspé$nost pro odliseni geografickych populaci nebyla
v téchto pracich potvrzena.

Z CR oblasti se mi nepodafilo ziskat zadnou sekvenci. PCR amplifikace se zdafila je u druhu
Musca domestica, ale sekvence byly nekvalitni. To je vysledek podobny jako u druht rodu

Sarcophaga (Janova 2021) s nimiz jsem pro srovnani také pracovala. V praci Klojdova (2018)
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jde ovSem o opacny vysledek, bylo ziskano celkem 41 sekvenci z CR oblasti u druht:
Calliphora vicina, Lucilia casear, Lucilia sericata a Phormina regina. Pravdépodobné tedy §lo
o dusledek nukleotidové slozeni této oblasti u celedi Muscidae a Sarcophagidae— tedy velky

pocet A a T bazi, které pokud tvoti delsi fadu za sebou, ovliviiuji negativné u¢innost sekvenazy.

5.2.2. COI

Po vyzkouseni mnoha primerti, které byly vybrany pomoci publikaci nebo byly pouzity
v predchozich dvou bakalarskych pracich (Klojdova 2018, Janova 2021) se nejvice osveédcily
tyto tii primery: LCO - 1490 a HCO - 2198 (Folmer et al., 1994), LCOa — HCOb (Folmer et
al., 1994), LCO — 14901 a HCO 21891. Primery LCO — 1490JJ a HCO 2189]] se také ukazal
jako uspésny, ale neziskala jsem sjeho pouzitim tolik kvalitnich sekvenci jako u tfech
zminénych. Pomoci téchto markerd se povedla amplifikace DNA u téméf vSech jedincu.
Celkové byl ziskano PCR produkt z kazdého vzorku, ale nasledné sekvence nebyly kvalitni a
nedaly se vSechny pouzit. Ziskanych sekvenci bylo celkem 26: Musca domestica (9 sekvenci),
Hydrotaea ignava (10 sekvenci), Muscin astabulans (2 sekvence), Muscina prolapsa (5
sekvenci). Ze vzorki Muscina levida jsem neziskala zadnou kvalitni sekvenci (nekvalitni
chromatogramy).

DNA barcoding byl pouzit predevsim k identifikaci druhl a pro porovnani mezidruhové
a vnitrodruhové variability u vybranych druhti. Mé vzorky byly nachytany vSechny z jedné
lokality v Ceské republice, ale pro robustn&jsi analyzy bylo nutné datovy soubor sekvenci
rozsifit. U markeru COI se v databazi BOLD nachazely sekvence z riznych zemi po celém
svété, které byly po peclivé redukci pfidany k mym sekvencim. Redukce z databaze BOLD
zavisela predevsim na délce kolem 600 bp, podobnému poctu sekvenci z raznych lokalit
a presnym soufadnicim z mista nalezu. Nejvice sekvenci se v databazi BOLD nachazi pro druh
M. domestica a M. levida. Pouze u druhu H. ignava se v databazi BOLD nachézely sekvence
z CR. Vétsina sekvenci pochazela z hromadného DNA barcodingu, aviak v praci Chimeno

2018 byly publikovany sekvence pro forenzni druhy.

Renaud et al., 2012 uvadi, ze Muscidae byly z pohledu DNA barcodingu prozkoumany velmi
malo. Nekolik malo studiji provadélo fylogenetické analyzy, porovnavali diverzitu mezi
populacemi nebo identifikovali nekrofagni druhy ve forenzni entomologii, ale bohuzel se tyto
studie zaméfili na fragmenty COI jiné nez standartni oblasti pouzivanou pro DNA barcoding.

Navic tyto studie zahrnovaly pouze né€kolik druht, kdy kazdy z nich je Casto reprezentovan

46



1 jedincem, takze vnitrodruhovou variabilitu neslo stanovit. S timto problémem jsem se setkala
pii své studii. Kvali malému poctu jedinct z konkrétnich lokalit (tedy i z databaze) musely byt
jedinci seskupeni do vétSich skupin podle kontinentl, coz mize vést k ne tolik pfesnym

vysledkim.

COI se ukazala jako ucinny druhovy identifikacni marker, avSak k oddé€leni podle
geografickych populaci nedoslo, nebot’ byly riizné holotypy promichany mezi kontinenty. Tuto
skutecnost potvrdila analyza PCoA, haplotypové sité 1 fylogramy. Toto zjisténi je pomérné
odlisné od prace Cummings a Krafsur (2005), v niz byla u M. domestica nalezena populacni
struktura, ovSem pouzit byl mnohem kratsi fragment (pouze 348bp) v navaznosti na predchozi
studii pouzivajici SSCP. Je tedy otazkou, zda je COI vhodny pro populacni studii u tohoto
druhu, ptfipadné zda uvedeny fragment nebyl pfili§ kratky.

Kim et al. (2014) provedl druhovou identifikaci nékolika jedinci celedi Muscidae
a Sarcophagidae z korejskych lokalit, a uvadi, ze zatimco vnitrodruhova variabilita Muscidae
byla do 0,3%, mezidruhova dosahovala az hodnoty 15%. Déle v jeho praci 3 druhy Muscina
vykazovaly velmi nizké vnitrodruhové vzdalenosti 0,1-0,2 %, coz se potvrdilo i v mé studii.
Tyto hodnoty vSak u nich zahrnovaly 1 M. stabulans. Ov§em pii porovnani tohoto druhu se
sekvenci z Japonska byla dosazena hodnota 5 %, coz autofi vysvétlovali jako chybu pfi

morfologické identifikaci.

V mé praci se jevi vysledek analyz variability COI markeru u M. stabulans také velmi zajimavy.
Vsechny poukazuji na to, ze haplotypy se rozd€luji do dvou skupin, a to napfi¢ zemémi pavodu.
To by mohlo znamenat, ze dany druh je tvofen dvéma sympatrickymi poddruhy, morfologicky
nerozliSitelnymi. Pfi porovnani genetickych distanci mezi témito dvéma skupinami
(vnitrodruhova K2p u obou skupin je 0,001, mezi nimi pak 0,059) a mezidruhovou variabilitou
ostatnich druhi 0,103 az 0,178 (Tab. 9) vsak nelze tyto skupiny oznacit za kryptické druhy.
DNA barcoding je pro odhalovani takovych druhti dobrym nastrojem (Hebert et al., 2003), je
vSak jen jednim parametrem a mél by byt podpoten i dal§imi analyzami (napf. detailné)si
morfologicka studie, dalsi fenotypové charakteristiky — fyziologie). Je také tfeba zohlednit, ze
mé analyzy byly provedeny na souboru 58 jedincu, ktery predstavuje spi§ nahodné vzorkovani
a zastoupeni jedinct z raznych zemi bylo velmi nerovnomérné (Obr. 11) Pro potvrzeni mych

analyz by tedy bylo potfeba provést systematické vzorkovani v ramci celého arealu rozsiteni
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M. stabulans, rozsitit genetické analyzy o skrinink dalSich lokust a zaméfit se také na dalsi

fenotypové znaky 1 ekologické charakteristiky.

5.3. Jaderny marker ITS

Stejné jako markeru COI, byly pro ITS vybrany primery stejnym zpusobem. Nejvice se
osvédcCily kombinace primera ITSfl — ITSrl (Zhang & He, 2003) a 1975F — 52R (Ratcliffe et
al., 2003). Ziskani ITS sekvenci je velmi obtizné, coz se potvrdilo v mé praci — pouze ze dvou
druhtt (Musca domestica, Hydrotaea ignava) jsem ziskala uplné sekvence. PCR produkty,
znichz byly chromatogramy nekvalitni, jsem zaklonovala, coz nevedlo ke zlepSeni kvality
chromatogramu, a tak nebyly dalsi pokusy nadale provadény. S obdobnym problémem se u
celedi Calliphoridae setkala ve své praci Klojdova (2018), na rozdil od Janové (2021), které se
podafilo zaklonovat a nasledné osekvenovat v§ech 9 druhti Celedi Sarcophagidae. Potize tohoto
razu se pravdépodobné nevyhybaji ani jinym tymtm — napi. Zaidi et al. (2010) uvadi v seznamu
vzorkl i M. domestica, ale nikde v praci se o ziskani sekvenci nezmifiuje a pro analyzy pouzil

sekvence z GenBanku.

Pro dalsi analyzu jsem proto ke svym sekvencim vyhledala odpovidajici lokusy
z publikovanych genomu. Jednalo se o ITS sekvence Celedi Muscidae (Musca vetustissima,
Heamatobia irritans, Stomoxys calcitrans, Hydrotaea diabolus). Zahrnula jsem i druhy
Calliphoridae (Lucilia caesar, Lucilia sericata, Calliphora vicina, Phormina regina), s nimiz

Klojdova (2018) neuspéla.

Pfi porovnani genetické vzdalenosti druhti v ramci celedi Muscidae, Calliphoridae a
Sarcophagiadae. Obecné by to mélo odrazet dobu divergence mezi porovnavanymi druhy, ale
v nasem piipadé hodnoty spiS slouzily k porovnani rychlosti divergence, resp. variability
jednotlivych markerd. U Celedi Muscidae byla nejméné variabilni COI (0,103 —0,198), zatimco
ITS1 a ITS2 m¢ély variabilitu vy$§i a obdobnou (I7S7: 0,218 — 0,596; ITS2: 0,219 — 0,492).
Calliphoridae mély hodnoty COI také nizsi (0,044 — 0,100), ale hodnoty pro ITS! se jevila jako
mnohem vy$§i (0,278-0,633) nez pro ITS2 (0,146 — 0,239). Celed” Sarcophagidae m4 sice
vzorec obdobny jako Calliphoridae (tedy nejméné variabilni COI a nejvice ITS1), ale rozmezi

hodnot je mnohem nizsi nez u obou predchazejicich celedi (COI: 0,008 — 0,088; ITSI: 0,010 —
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0,234; ITS2: 0,003 — 0,093) (Janova, 2021). Ackoliv z tohoto nelze vyvozovat mnoho, ale
zjevné je skuteCné mozné oba fragmenty /TS povazovat za komplementarni k obvyklému DNA
barcodingu v pfipadé, kdy je nutno pridat variabilnéjsi marker. V ptipadé, ze je variabilita vyssi

jde o komplementarni marker pro DNA barcoding.

5.3.1. Sekundarni struktury ITS

Pro ITS1 a ITS2 jsem zrekonstruovala sekundarni struktury a vyhodnotila pocty 4 zakladnich
prvka (kminek, vétvena smycka, nesparované baze a vlasenka) u celedi Muscidae,
Calliphoridae a pfidala jsem 1 hodnoty Sarcophagidae z predchozi prace Janové (2021). Po
porovnani primérnych hodnot u vSech Celedi se ukazalo, Ze hodnoty ITS1 u Calliphoridae mély
ve vSech prvcich o néco vét§i hodnoty nez u Muscidae, ov§em Sarcophagidae meély hodnoty
jesté vyssi. Opacny zaver se vSak vyskytuje u ITS2, kdy je pramér Calliphoridae vétsi u Celedi
Muscida a Sarcophagidae se pohybuji mezi nimi. Z ¢ehoz vyplyva, ze uvedené Celedi maji svou

typickou sekundarni strukturu, ve které se od sebe odlisuji (Obr.13).
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Obr. 13: Primémé pocty jednotlivych prvka sekundarni struktury I7SI a ITS2 u celedi
Muscidae, Calliphoridae a Sarcophagidae.
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Pti porovnani je z grafu ITS1 je patrné, ze ve vSech prvcich pfevlada Sarcophagidae. Zatimco
Muscidae a Calliphoridae maji podobny primérny pocet prvka. Nesparované baze jsou u téchto
druht dokonce vyrovnané. Z Cehoz Ize usoudit, Ze kazda Celed ma svou unikatni sekundarni
strukturu, pficemz Muscidae a Calliphoridae si jsou vice podobné oproti Sarcophagidae. U ITS2
maji vSechny prvky o néco podobn¢jsi pramér u vSech ¢tyfech prvka. Variabilita na arovni
nukleotidu i sekundarni struktury mize byt do jisté miry ovlivnéna i délkou fragmentt. Pfi
porovnani téchto délek mezi Muscidae a Calliphoridae se ukéazalo, ze délka ITSI u
Calliphoridae piesahuje 1000 bp zatimco Muscidae maji nejvyssi pocet bazi kolem 800. U I7S2
jsou oba fragmenty podobné dlouhé kolem 400 bp. Z toho se da usuzovat, ze vliv délky na

variabilitu neni pfili§ vyznamny.
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6. Zaveér

V této praci byly na zaklad¢ predchozich dvou praci (Klojdova 2018, Janova 2021) a literatury
vybrany a otestovany markery vhodné pro studium genetické variability forenzn€ vyznamnych
druhtt Muscidae (Musca domestica, Hydrotaea ignava, Muscina prolapsa, Muscina stabulans,
Muscina levida a Muscina pascourum). Experimentalné bylo analyzovano 42 jedinca z Sti
druht, které se vyskytuji v Ceské republice. Podafilo se ziskat sekvence z mitochondrialni
oblasti COI u 4 druhti, a u markeru ITS se podafilo ziskat sekvenci u 2 druhti. Pro nasledné
analyzy byly pouzity sekvence markeru COI z databaze BOLD, ze které bylo pouzito593

sekvenci a pro ITS marker z genomu z databaze GenBank, ze které bylo pouzito 10 genomu.

Podle o¢ekavani bylo potvrzeno, ze marker COI se ukazal jako vhodny pro identifikaci druht,
ale pro analyzu populaci v ramci druht se pfili§ nehodi. Haplotypy se ve vSech analyzach jevily
jako promichané mezi geografickymi oblastmi a nebyl detekovan zadny fylogeograficky
vzorec. Tato skuteCnost vSak muiize byt zkreslena tim, ze zastoupeni jedinct z riznych lokalit

bylo velmi nerovnomérné.

V tomto ohledu se nejzajimavéjsim vysledkem jevi uspofadani haplotypt druhu M. stabulans,
kdy byly opakované detekovany dvé skupiny, naznalujici moznou existenci dvou
sympatrickych poddruhti. Bylo by vhodné se na populac¢ni genetiku forenznich Dipter zaméfit
vice predevsim kvuli jeji vyznamnosti ve forenzni entomologii, a to samé plati pro rozsifeni

studia genomu, kterych je mezi forenznimi druhy osekvenovano malé mnozstvi.

Marker ITS se ukazal byt dost problematicky, a to predevs§im kvili obtiznému ziskavani
sekvenci. Sekundarni struktury tohoto markeru by se vSak pro druhovou identifikaci pouzit
daly, ovSem bez DNA sekvence se nedaji predikovat. Bylo by proto vhodné se zaméfit na
optimalizaci technickych postupd, které by k uspésnému sekvenovani vedly — tedy od
nejvhodnéj§i metody DNA extrakce pro ziskani co nejcistSiho templatu pro PCR, navrzeni
druhove specifickych primera ¢i pouziti jiného klonovaciho systému. Pokud by se podafilo
amplifikovat a sekvenovat ITS1, mohla by byt vice informativni pro studium populaci. Tuto

problematiku by mohly vyftesit specifické primery.
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8. Piilohy

Priloha I: Seznam sekvenci COI H.ignava z databaze BOLD.

BOLDkod zemé lokality souradnice zkratka
GBMNES58436 | Kanada 49.2442N, - Hig-CA-1
-22 121.758E
BBDIT1069- | USA Crystal Cove State 33.563N, - Hig-US-C1
11 Park 117.819E
BBDIT1070- | USA Crystal Cove State 33.563N, - Hig-US-C2
11 Park 117.819E
BBDIT1071- | USA Crystal Cove State 33.563N, - Hig-US-C3
11 Park 117.819E
CDFDO13-12 | Portugalsk | Lisbon 38.756N, -9.159E Hig-PT-L1
0
GBMNA2172 | UK 53.6432N, - Hig-UK-1
9-19 1.77837E
BCFOR1501- | Némecko 48.0954N, Hig-GER-1
17 11.2943E
BCFORO067-15 | Némecko | Oberbayern 48.165N, 11.497E | Hig-GER-O1
BCFORO087-15 | Némecko | Oberbayern 48.165N, 11.497E | Hig-GER-O2
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P1
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P2
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P3
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P4
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P5
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P7
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-P9
Rep.
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-
Rep. P10
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Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-
Rep. P12
Ceska Praha, Petiin 50,5N, 14,25E Hig-CZE-
Rep. P14

BCFOR395-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E | Hig-CZE-M1
Rep.

BCFOR404- | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M2

15 Rep.

BCFOR420-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M3
Rep.

BCFOR421-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M4
Rep.

BCFOR422-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M5
Rep.

BCFOR424-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M6
Rep.

BCFOR439-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M7
Rep.

BCFOR441-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M8
Rep.

BCFOR445-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-M9
Rep.

BCFOR446-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. M10

BCFOR447-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. M1l

BCFOR513-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. Mi2

BCFOR514-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. Mi13

BCFOR524-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. Mi14

BCFOR541-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. M15

BCFOR543-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. Mi6
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BCFOR581-15 | Ceska Morava, Olomouc 49.689N, 17.126E Hig-CZE-
Rep. M17

GBMNE29830 | Polsko Hig-PL-1
21
GBMIN59046 | Polsko Plawin 52.0685N, Hig-PL-P1
-17 19.4357E
FIDIP996-12 Finsko Nylandia 60.226N, 24.924E Hig-FI-N1
GBMNF28293 | Turecko Hig-TR-1
222
GBDP28014- | Indie 23.5863N, 81.173E | Hig-IN-1
19
GBDP28015- | Indie 23.5863N, 81.173E | Hig-IN-2
19
GBDP15344- | Jizni 36.4024N, Hig-KR-1
14 Korea 127.762E
GBDP15345- | Jizni 36.4024N, Hig-KR-2
14 Korea 127.762E
GBDP15346- | Jizni 36.4024N, Hig-KR-3
14 Korea 127.762E
GBDP28016- | Jizni 36.4024N, Hig-KR-4
19 Korea 127.762E
GBMNA9787- | Jizni 36.4024N, Hig-KR-5
19 Korea 127.762E

Priloha II: Seznam sekvenci COI M.stabulans z databaze BOLD
BOLDkod |zemé lokality souradnice zkratka
MBIOAO004- | Kanada Biodiversity Institute of | 43.528N, - Mst-CA-
13 Ontario 80.229E B1
SMTPB147 | Kanada Bradford 44.1077N, - Mst-CA-
95-13 79.579E B2
SMTPI8877 | Kanada Bowmanville 43 912N, - Mst-CA-
-14 78.709E B3
JSDIP782- Kanada Elizabethtown-Kitley 44.621N, - Mst-CA-
10 75.773E El
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SMTPD315 | Kanada Guelph 43.562N, - Mst-CA-
4-13 80.247E Gl
SMTPF2613 | Kanada London 42 9869N, - Mst-CA-
-14 81.239E L1
SMTPM234 | Kanada Lucky Lake 50.98N, - Mst-CA-
2-15 107.135E L2
SMTPM234 | Kanada Lucky Lake 50.98N, - Mst-CA-
8-15 107.135E L3
SMTPB460 | Kanada Milverton 43.568N, - Mst-CA-
5-13 80.928E M1
SMTPM380 | Kanada Northport 45.941N, - Mst-CA-
4-15 63.872E N1
SMTPM433 | Kanada Prince Rupert 54.312N, - Mst-CA-
9-15 130.303E P1
SMTPP5232 | Kanada Salt Spring Island 48.8544N, - Mst-CA-
-15 123.501E S1
SMTPB276 | Kanada St. Marys 43.259N, - Mst-CA-
8-13 81.141E Stl
SMTPB161 | Kanada Walkerton 44.1274N, - Mst-CA-
21-13 81.144E Wl
Kanada Yoho National Park 53.929N, - Mst-CA-

BCBEE103- 122.75E YNI1
21
CNYOBI101 | Kanada Yoho National Park 51.365N, - Msst-CA-
4-15 116.528E YN2
BUIC- Spojené staty Pennsylvania, Delaware | 39.872N, - Mst-US-
DIP2192 americké County 75.371E DC1
MPGD3754- | USA Florence 46.694N, - Msst-US-
19 114.009E F1
GBDP14137 | USA Joseph D. Grant County | 37,340N, - Mst-US-
-13 Park 121,721E J1
GBDP4134- | Brazilie Parana 20,512N, Mst-BR1
07 51,02E

FFECU440- | Ekvador Sierra 0.001N, - Mst-EC-
18 78.354E S1
GBMNES574 | Severni Afrika Mst-SGS1
42-22
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GMEGAO038 | Egypt Mariot 30.9256N, Mst-EG-
-14 29.7755E Ml
GMESA178 | Egypt Smouha 31.204N, Mst-EG-
-14 29.9496E S2
GMESJ1099 | Egypt Smouha 31.204N, Mst-EG-
-14 29.9496E S3
GMESJ1103 | Egypt Smouha 31.204N, Mst-EG-
-14 29.9496E S4
GMESLO070- | Egypt Smouha 31.204N, Mst-EG-
14 29.9496E S5
GMESLO072- | Egypt Smouha 31.204N, Mst-EG-
14 29.9496E S6
IBIDP134- | Portugalsko Mirandela 41.5281N, - Mst-PT-
19 7.07115E M1
IBIDP096- | Portugalsko Porto 41.1496N, - Mst-PT-
19 8.6266E P1
CDFDO19- | Portugalsko Lisbon, Campo Grande | 38.756N, - Mst-PT-
12 9.159E Cal
GBDP24322 | Spanélsko 40.365N, - Mst-ES1
-19 3.65163E
AMTPF115 | Némecko Bavaria, Allgaeu 47.389N, Mst-Ger-
3-16 10.3485E BA1
Praha Petfin 50,5N, 14,25E Mst-CZ-
P1
Praha Petiin 50,5N, 14,25E | Mst-CZ-
P2
FIDIP1096- | Finsko Helsinky 60.192N, Mst-FI-
12 24.894E H1
FIDIP440- | Finsko Mynaemaeki 60.615N, Msst-FI-
11 21.929E M1
GMBMGO09 | Bélorusko Minsk 53.9156N, Mst-BY-
7-17 27.6062E M1
GMBMH30 | Bélorusko Minsk 53.9156N, Mst-BY -
0-17 27.6062E M2
GMBUBO034 | Bulharsko Godech 43.009N, Mst-BG-
-14 23.058E Gl
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GBMNF283 | Turecko Mst-TR1
01-22

GBMNE57 | Irak Mst-IR1
441-22

GBMIN590 | Cina Guiyang 38.0733N, Mst-
72-17 104.691E CHN-G1
GBMIN590 | Cina 38.0733N, Mst-
73-17 104.691E CHN-2
GBMIN590 | Cina 38.0733N, Mst-
74-17 104.691E CHN-3
GBMIN590 | Cina 38.0733N, Mst-
75-17 104.691E CHN-4
GBMIN590 | Cina 38.0733N, Mst-
76-17 104.691E CHN-5
GBMIN590 | Cina Guiyang 38.0733N, Mst-
77-17 104.691E CHN-G6
GBMIN590 | Cina 38.0733N, Mst-
78-17 104.691E CHN-7
GBMNA979 | Cina 38.0733N, Mst-
0-19 104.691E CHN-8
GBMND486 | Cina Mst-
18-21 CHN-9
GBMND486 | Cina Mst-
19-21 CHN-10
GBDP15336 | Severni Korea 36.4024N, Mst-

-14 127.762E KLDRI
GBDP15337 | Severni Korea 36.4024N, Mst-

-14 127.762E KLDR2
GBDP15338 | Severni Korea 36.4024N, Mst-

-14 127.762E KLDR3
GBMNA209 | Australie Mst-AU1
90-19

NZIND551- | Novy Zéland *-44.944N, Mst-NZ-1
22 171.144E
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Priloha III: Seznam sekvenci COI M.levida z databaze BOLD.

BOLDkod zemé lokalita souradnice zkratky
ABINP040- Kanada | Ivvavik National Park 69.163N, - Mulev_CAN_I1
21 140.151E

ASDMT1330 | Kanada | Wilberforce Township 45.509N, - Mulev_CAN_W
-11 76.676E 1

BARSDO059- | Kanada | Peterborough 44 271N, - Mulev_CAN_P
16 78.394E 1

BARSF182- | Kanada | Peterborough 44 271N, - Mulev_CAN_P
16 78.394E 2

BCBEE101- | Kanada | Prince George 53.929N, - Mulev_CAN_P
21 122.75E R2

BCBEEQ71- | Kanada | Central Interior 53.929N, - Mulev_CAN_C
21 122.75E 1

BCBEE117- | Kanada | Central Interior 53.929N, - Mulev_CAN_C
21 122.75E 2

BCBEE499- | Kanada | Central Interior 53.929N, - Mulev_CAN_C
22 122.75E 3

BUICD1924- | Kanada | Delaware County 39.871IN, - Mulev_CAN_D
20 75.366E 1

BUICD1928- | Kanada | Delaware County 39.871IN, - Mulev_CAN_D
20 75.366E 2

CNBFGO005- | Kanada | Banff National Park 51.436N, - Mulev_CAN_B
15 116.188E 1

CNBPAO67- | Kanada | Bruce PeninsulaNational 45.258N, - Mulev_CAN_B
12 Park 81.655E R1
CNFNB147- | Kanada | Forillon National Park 48.857N, - Mulev_CAN_F
14 64.376E 1

CNGBA118- | Kanada | Georgian Bay Islands 44.77418N, - Mulev_ CAN_G
13 National Park 79.8501E 1

CNGBA282- | Kanada | Georgian Bay Islands 44.77418N, - Mulev_ CAN_G
13 National Park 79.8501E 2

CNGMA149 | Kanada | Gros Morne National Park | 49.5686N, - Mulev_ CAN_G
4-13 57.8302E R1

CNGSJ120- | Kanada | Gros Morne National Park | 49.5686N, - Mulev_CAN_G
15 57.8302E R2
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CNIVAO53- | Kanada | Ivvavik National Park 69.169N, - Mulev_CAN_I
14 140.167E V1

CNIVAO58- | Kanada | Ivvavik National Park 69.169N, - Mulev_CAN_I
14 140.167E V2
CNIVB1448- | Kanada | Ivvavik National Park 69.169N, - Mulev_CAN_I
14 140.167E V3
CNPKDI1004 | Kanada | Pukaskwa National Park 48.601N, - Mulev_CAN_P
-13 86.2893E Ul
CNPPA1208- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E 01
CNPPA2000- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E 02
CNPPA2140- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E 03

CNPPA235- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E 04

CNPPA417- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E 05

CNPPAS841- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E 06
CNPPB2028- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.939N, - Mulev_CAN_P
12 82.516E o7
SSPPAS5817- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.964N, - Mulev_CAN_P
15 82.529E 08
SSPPA6499- | Kanada | Point Pelee National Park | 41.964N, - Mulev_CAN_P
15 82.529E 09
CNRMG548- | Kanada | Riding Mountain National | 50.676N, - Mulev_CAN_R
12 Park 99.898E 1

CNRMH260- | Kanada | Riding Mountain National | 50.676N, - Mulev_CAN_R
12 Park 99.898E 2

CNWAGO17 | Kanada | Wapusk National Park 58.723N, - Mulev_CAN_W
-15 93.458E Al
CNWLP410- | Kanada | Waterton Lakes National 49.083N, - Mulev_CAN_W
13 Park 113.876E ATI1
GBMNES584 | Kanada 49.2442N, - Mulev_CAN 1
37-22 121.758E
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GBMNES584 | Kanada 49.2442N, - Mulev_CAN_2

38-22 121.758E

GBMNES584 | Kanada 49.2442N, - Mulev_CAN_3

41-22 121.758E

GMCBC501- | Kanada | Victoria 48.5197N, - Mulev_CAN_V

16 123.43E 1

GMCVAO15- | Kanada | Victoria 48.5197N, - Mulev_CAN_V

16 123.43E 2

GMCVWO018 | Kanada | Victoria 48.5197N, - Mulev_CAN_V

-16 123.43E 3

GMCVWI118 | Kanada | Victoria 48.5197N, - Mulev_CAN_V

-16 123.43E 4

GMOLF043- | Kanada | Inuvik 68.3261N, - Mulev_CAN_I

19 133.634E N1

GMOLF048- | Kanada | Inuvik 68.3261N, - Mulev_CAN_I

19 133.634E N2

GMOLHO10- | Kanada | Inuvik 68.3261N, - Mulev_CAN_I

15 133.634E N3

GMOLIJO033- | Kanada | Inuvik 68.3261N, - Mulev_CAN_1I

18 133.634E N4

GMOLJ043- | Kanada | Inuvik 68.3261N, - Mulev_CAN_1I

18 133.634E N5

GMOQBO087- | Kanada | Whitehorse 60.5954N, - Mulev_CAN_W

19 134.953E H1

GMOQF170- | Kanada | Whitehorse 60.5954N, - Mulev_CAN_W

15 134.953E H2

GMORAG601- | Kanada | Norman Wells 65.279N, - Mulev_CAN_N

21 126.83E 1

JSDIP081-10 | Kanada | Leeds and Grenville 44.621N, - Mulev_CAN_L
75.773E 1

MFDC048- Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C

08 93.78E H1

MFDC630- Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C

09 93.78E H2

MFDC633- Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C

09 93.78E H3
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MFDC635- Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C
09 93.78E H4

MHFLI168- | Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C
06 93.78E H5

MHFLI187- | Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C
06 93.78E H6
MHFLY363- | Kanada | Churchill 58.731N, - Mulev_CAN_C
09 93.78E H7
NGAAC2267 | Kanada | Kamloops 50.672N, - Mulev_CAN_K
-14 120.533E 1

NGNAA205 | Kanada | Kamloops 50.672N, - Mulev_CAN_K
6-13 120.533E 2

NGNAX218 | Kanada | Kamloops 50.672N, - Mulev_CAN_K
3-14 120.533E 3

HEOCT623- | Kanada | Wellington County 43.537N, - Mulev_CAN_W
12 80.134E El

PHDIP1146- | Kanada | Wellington County 43.537N, - Mulev_CAN_W
11 80.134E E2

PHDIP639- Kanada | Wellington County 43.537N, - Mulev_CAN_W
11 80.134E E3

PHDIP838- Kanada | Wellington County 43.537N, - Mulev._ CAN_W
11 80.134E E4

PHSEP1271- | Kanada | Wellington County 43.537N, - Mulev_CAN_W
11 80.134E E5

RRMFA202- | Kanada | Cambridge 43.3736N, - Mulev_CAN_C
15 80.3652E Al

RRMFA213- | Kanada | Cambridge 43.3736N, - Mulev_CAN_C
15 80.3652E A2
RRMFA214- | Kanada | Cambridge 43.3736N, - Mulev_CAN_C
15 80.3652E A3
RRMFB1079 | Kanada | Cambridge 43.3736N, - Mulev_CAN_C
-15 80.3652E A4

RRMPBO086- | Kanada | Cambridge 43.3736N, - Mulev_CAN_C
15 80.3652E A5

SMTPB1009 | Kanada | London 42.958N, - Mulev_CAN_L
1-13 81.203E 01
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SMTPB1041 | Kanada | London 42.958N, - Mulev_CAN_L
3-13 81.203E 02
SMTPB1298 | Kanada | London 42.958N, - Mulev_CAN_L
1-13 81.203E 03
SMTPF2606- | Kanada | London 42.9869N, - Mulev_CAN_L
14 81.239E 04
SMTPB1049 | Kanada | Ethel 43.714N, - Mulev_CAN_E
0-13 81.145E T1

SMTPB1130 | Kanada | Kitchener 43.392N, - Mulev_CAN_K
2-13 80.466E I1

SMTPB1316 | Kanada | Tottenham 44.026N, - Mulev_CAN_T
8-13 79.849E 1

SMTPF3286- | Kanada | Georgetown 43.6512N, - Mulev_CAN_G
14 79.921E El
SMTPF3786- | Kanada | Brampton 43.729N, - Mulev_CAN_B
14 79.815E RA1
SMTPF5012- | Kanada | Fergus 43.7036N, - Mulev_CAN_F
14 80.358E El
SMTPF6928- | Kanada | Brantford 43.143N, - Mulev_CAN_B
14 80.274E RAN1
SMTPF6945- | Kanada | Brantford 43.143N, - Mulev_CAN_B
14 80.274E RAN2
SMTPF8770- | Kanada | Whitby 43.8859N, - Mulev_CAN_W
14 78.934E HI1
SMTPJ5485- | Kanada | Innisfil 44.322N, - Mulev_CAN_I
14 79.546E N1
SMTPL9123- | Kanada | Valley 45.395N, - Mulev_ CAN_V
15 63.203E 1

SMTPM4343 | Kanada | Prince Rupert 54.312N, - Mulev_CAN_P
-15 130.303E R1
SMTPM4366 | Kanada | Prince Rupert 54.312N, - Mulev_CAN_P
-15 130.303E R2
SMTPM644- | Kanada | Landmark 49.669N, - Mulev_CAN_L
15 96.818E Al
SMTPM6654 | Kanada | Mayo 63.597N, - Mulev_CAN_M
-15 135.895E 1
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SMTPO1453 | Kanada | New Liskeard 47.51N, - Mulev_CAN_N

-15 79.679E El

SMTPP359- | Kanada | Preeceville 51.959N, - Mulev_CAN_P

15 102.676E RE1

CNEIC2864- | Kanada | Elk Island National Park 53.685N, - Mulev_CAN_E

12 112.86E 1

CNEIC2870- | Kanada | Elk Island National Park 53.685N, - Mulev_CAN_E

12 112.86E 2

CNEIH1589- | Kanada | Elk Island National Park 53.685N, - Mulev_CAN_E

13 112.86E 3

CNEII651-13 | Kanada | Elk Island National Park 53.685N, - Mulev_CAN_E
112.86E 4

SSEIA7913- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 5

SSEIA8013- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 6

SSEIA8347- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 7

SSEIB13030- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 8

SSEIB13036- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 9

SSEIB13038- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 10

SSEIB13080- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 11

SSEIB13088- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 12

SSEIB13092- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 13

SSEIB13131- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 14

SSEIB13143- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 15

SSEIB13152- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E

13 112.841E 16
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SSEIB13156- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E
13 112.841E 17
SSEIB13228- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E
13 112.841E 18

SSEIB5619- | Kanada | Elk Island National Park 53.567N, - Mulev_CAN_E
13 112.841E 19

CNJAJ191- Kanada | Jasper National Park 52.867N, - Mulev_CAN_J1
12 118.077E

CNJAJ729- Kanada | Jasper National Park 52.867N, - Mulev_CAN_J2
12 118.077E

SSJAE10683 | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J3
-13 117.954E

SSJAE11382 | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J4
-13 117.954E

SSJAE11384 | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J5
-13 117.954E

SSJAE1810- | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J6
13 117.954E

SSJAES5418- | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J7
13 117.954E

SSJAF7562- | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J8
13 117.954E

SSJAF7676- | Kanada | Jasper National Park 53.193N, - Mulev_CAN_J9
13 117.954E

CNROA155- | Kanada | Rouge National Urban 43.8223N, - Mulev_CAN_R
13 Park 79.1897E o1

CNROA156- | Kanada | Rouge National Urban 43.8223N, - Mulev_CAN_R
13 Park 79.1897E 02
RBINASOOI- | Kanada | Rouge National Urban 43.8157N, - Mulev_CAN_R
13 Park 79.207E oul1
SMTPB2345 | Kanada | Rouge National Urban 43.8223N, - Mulev_CAN_R
3-13 Park 79.1897E ou2
SSROB002- | Kanada | Rouge National Urban 43.804N, - Mulev_CAN_R
14 Park 79.146E ou3
SSROB4188- | Kanada | Rouge National Urban 43.804N, - Mulev_CAN_R
14 Park 79.146E ou4
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SSROC5286- | Kanada | Rouge National Urban 43.804N, - Mulev_CAN_R
15 Park 79.146E ous
TTMDIO67- | Kanada | Puslinch 43.4464N, Mulev_CAN_P
08 80.2512E US1
TTMDIO69- | Kanada | Puslinch 43.4464N, Mulev_CAN_P
08 80.2512E US2
TTMDI108- | Kanada | Puslinch 43.4464N, Mulev_CAN_P
08 80.2512E US3
USDIP028- Kanada | Yuma Co 32.6924N, Mulev_CAN_Y
09 114.498E 1

USDIQ1121- | Kanada | Yuma Co 32.6924N, Mulev_CAN_Y
09 114.498E 2

USDIQ1122- | Kanada | Yuma Co 32.6924N, Mulev_CAN_Y
09 114.498E 3

USDIQ1134- | Kanada | Yuma Co 32.6924N, Mulev_CAN_Y
09 114.498E 4

GMFAF402- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 1

GMFAF403- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 2

GMFAF410- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 3

GMFAF419- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 4

GMFAF437- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 5

GMFAF452- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 6

GMFAF462- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 7

GMFAF480- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 8

GMFAF491- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 9

GMFAG339- | USA Warren County 38.892N, - Mulev_USA_W
15 78.167E 10
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GBDP14139- | USA Joseph D. Grant County 37,340N, - Mulev_USA_J1

13 Park 121,721

MPGA3097- | USA Missoula County 46.693N, - Mulev_USA_M

19 114.045E 1

MPGA3119- | USA Missoula County 46.693N, - Mulev_USA_M

19 114.045E 2

MPGA711- USA Missoula County 46.693N, - Mulev_USA M

19 114.045E 3

MPGD3756- | USA Missoula County 46.693N, - Mulev_USA_M

19 114.045E 4

MPGH1650- | USA Missoula County 46.693N, - Mulev_USA_M

19 114.045E 5

IBIDP059-19 | Portugal | Estarreja 40.7138N, - Mulev_POR_EI1
sko 8.58591E

CDFDO016-12 | Portugal | Lisbon 38.756N, - Mulev_POR_L1
sko 9.159E

BCFOR720- | Francie | Nord-Pas-de-Calais 50.5132N, Mulev_FRA_N

15 3.03043E 1

BCFOR740- | Francie | Nord-Pas-de-Calais 50.5132N, Mulev_FRA_N

15 3.03043E 2

AMTPF1065 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mulev_GER_A

-16 0 10.3573E 1

AMTPF1181 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mulev_GER_A

-16 0 10.3573E 2

AMTPF1228 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mulev_GER_A

-16 0 10.3573E 3

AMTPF1236 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mulev_GER_A

-16 0 10.3573E 4

AMTPF1261 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mulev_GER_A

-16 0 10.3573E 5

AMTPF1270 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mulev_GER_A

-16 0 10.3573E 6

BCFORS596- | Némeck | Oberbayern 48.165N, Mulev_GER_O

15 0 11.483E Bl

GMGMBI144 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

4-14 0 7.17E 1
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GMGMB775 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

-14 0 7.17E 2

GMGMD125 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

2-14 0 7.17E 3

GMGMG164 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

-14 0 7.17E 4

GMGMG176 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

-14 0 7.17E 5

GMGMG?237 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

-14 0 7.17E 6

GMGMG?246 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

-14 0 7.17E 7

GMGMIJ715- | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

14 0 7.17E 8

GMGMIJ757- | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

14 0 7.17E 9

GMGML240 | Némeck | Kreis Ahrweiler 50.552N, Mulev_GER_K

-14 0 7.17E 10

GMGRF2796 | Némeck | Niederbayern 48.951N, Mulev_GER_N

-13 0 13.422E 1

GMGRF3242 | Némeck | Niederbayern 48.951N, Mulev_GER_N

-13 0 13.422E 2

MFDC1095- | Némeck | Waldsleversdorf 52.4N, 12.56E | Mulev_GER_W

11 0 1

GBDP28360- | Norsko 64.9778N, Mulev_NOR_1

19 16.6703E

GMNWBO085 | Norsko | Trondheim 63.405N, Mulev_NOR_T

-14 10.383E 1

GMNWBO089 | Norsko | Trondheim 63.405N, Mulev_NOR_T

-14 10.383E 2

FIDIP2665- Finsko Nylandia 60.183N, Mulev_FIN_NI1

12 24 .882E

FIDIP454-11 | Finsko Regioaboensis 60.615N, Mulev_FIN_R1
21.929E

FIDIP518-11 | Finsko Regioaboensis 60.615N, Mulev_FIN_R2
21.929E
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FIDIP555-11 | Finsko Regioaboensis 60.615N, Mulev_FIN_R3
21.929E

GMBMGO035 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 1
GMBMGO045 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 2
GMBMGO052 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 3
GMBMGO058 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 4
GMBMGO068 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 5
GMBMGI103 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 6
GMBMG117 | Bélorus | Minsk 53.9156N, Mulev_BLR_M
-17 ko 27.6062E 7
GBDP25458- | Rumuns 44 45N, 26.08E | Mulev_ROM _1
19 ko
GMBUG367- | Bulhars | Godech 43.009N, Mulev_BGR_G
14 ko 23.058E 1
GMBUG376- | Bulhars | Godech 43.009N, Mulev_BGR_G
14 ko 23.058E 2

Priloha IV: Seznam sekvenci COI M.pascourum z databaze BOLD.
BOLDkod |zemé lokalita souradnice zkratka
NCCA2540- | Kanada 44 349N, - Mupas_CAN_
11 76.895E 1
AGAKFO005- | Kanada | Guelph 43.5187N, - Mupas_CAN_
17 80.1709E GU1
AGAKQO40 | Kanada | Guelph 43.5187N, - Mupas_CAN_
-17 80.1709E GU2
AGAKRO19 | Kanada | Guelph 43.5187N, - Mupas_CAN_
-17 80.1709E GU3
ASDMT605 | Kanada | Guelph 43.5187N, - Mupas_CAN_
-11 80.1709E GU4
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ASDMT627 | Kanada | Windy Bluff 42.861N, - Mupas_CAN_
-11 79.703E W1
OPPWAI186 | Kanada | Wallacetown 42.6059N, - Mupas_CAN_
-17 81.44248 W2
SMTPB465 | Kanada | Waterdown 43.331S, - Mupas_CAN_
4-13 79.894E WAL1
PHDIP1147- | Kanada | Wellington County 43.537N, - Mupas_CAN_
11 80.134S WEI1
PHOCT722- | Kanada | Wellington County 43.537N, - Mupas_CAN_
11 80.134S WE2
SMTPR458 | Kanada | Winnipeg 49.8459N, - Mupas_CAN_
8-16 97.139S WIN1
SMTPI7726- | Kanada | Williamstown 45.146N, - Mupas_CAN_
14 74.573S WIL1
SMTPI434- | Kanada | Hamilton 43.258N, - Mupas_CAN_
14 79.927S WI1
SMTPO404 | Kanada | Essex 42.1358, - Mupas_CAN_
4-15 82.875N WH1
TTMDIO72- | Kanada | Puslinch 43.4464N, - Mupas_CAN_
08 80.25128S P1
BARSDO063- | Kanada | Peterborough 44.271N, - Mupas_CAN_
16 78.394E P2
BARSE261- | Kanada | Peterborough 44.271N, - Mupas_CAN_
16 78.394E P3
BARSL396- | Kanada | Peterborough 44.338N, - Mupas_CAN_
16 78.351E P4
CNPPD265- | Kanada | Point PeleeNational Park 41.939N, - Mupas_CAN_
12 82.516E PO1
BARSG456- | Kanada | Kawartha Lakes 44 365N, - Mupas_CAN_
16 78.464E KAl
BARSI413- | Kanada | Kawartha Lakes 44 365N, - Mupas_CAN_
16 78.464E KA2
CNBFNOO7- | Kanada | Banff National Park 51.436N, - Mupas_CAN_
15 116.188E BAN1
CNBFOO020- | Kanada | Banff National Park 51.436N, - Mupas_CAN_
15 116.188E BAN2
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CNBFPO13- | Kanada | Banff National Park 51.436N, - Mupas_CAN_
15 116.188E BAN3
SMTPR420 | Kanada | Grand Bay-Westfield 45.3117N, - Mupas_CAN_
9-16 66.1965S Gl
CNGBB704- | Kanada | Georgian Bay Islands 44.7418N, - Mupas_CAN_
14 National Park 79.8501E GEl1
CNGSHI184 | Kanada | Grasslands National Park 49.001N, - Mupas_CAN_
2-15 106.557E GR1
CNGSI435- | Kanada | Grasslands National Park 49.001N, - Mupas_CAN_
15 106.557E GR2
CNGSI437- | Kanada | Grasslands National Park 49.001N, - Mupas_CAN_
15 106.557E GR3
CNGSI442- | Kanada | Grasslands National Park 49.001N, - Mupas_CAN_
15 106.557E GR4
CNRMGO066 | Kanada | Riding Mountain National 50.676N, - Mupas_CAN_
-12 Park 99.898E RI1
CNRMGI105 | Kanada | Riding Mountain National 50.676N, - Mupas_CAN_
-12 Park 99.898E R2
CNRMGI123 | Kanada | Riding Mountain National 50.676N, - Mupas_CAN_
-12 Park 99.898E R3
CNRMGS539 | Kanada | Riding Mountain National 50.676N, - Mupas_CAN_
-12 Park 99.898E R4
CNRMGS573 | Kanada | Riding Mountain National 50.676N, - Mupas_CAN_
-12 Park 99.898E R5
CNRMHO098 | Kanada | Riding Mountain National 50.676N, - Mupas_CAN_
-12 Park 99.898E R6
CNSIA658- | Kanada | Riding Mountain National 43.933N, - Mupas_CAN_
15 Park 60.008E R7
CNSIB933- | Kanada | Riding Mountain National 43.933N, - Mupas_CAN_
15 Park 60.008E RS
SMTPD287 | Kanada | Tottenham 44.026N, - Mupas_CAN_
4-13 79.849S TO1
SMTPD287 | Kanada | Tottenham 44.026N, - Mupas_CAN_
5-13 79.849S TO2
CNSLA223- | Kanada | Thousand Islands National 44 475N, - Mupas_CAN_
12 Park 75.865E TH1
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SMTPF6776 | Kanada | Toronto 43.6725N, - Mupas_CAN_
-14 79.392E TOR2
SMTPP1004 | Kanada | Truro 45.369N, - Mupas_CAN_
-15 63.28S T1
CNTIEO13- | Kanada | Thousand Islands National 44 475N, - Mupas_CAN_
15 Park 75.865E T2
CNTIGO006- | Kanada | Thousand Islands National 44 475N, - Mupas_CAN_
15 Park 75.865E T3
CNYOBS897 | Kanada | Yoho National Park 51.365N, - Mupas_CAN_
-15 116.528E Y1
ELPCH1801 | Kanada | South Frontenac 44.5634N, - Mupas_CAN_
-17 76.5524S S1
NGNAA204 | Kanada | Kamloops 50.643N, - Mupas_CAN_
0-13 120.5178 K1
OPPZA307- | Kanada | Lion sHead 44.9886N, - Mupas_CAN_
17 81.2418 L1
SMTPB129 | Kanada | London 43.033N, - Mupas_CAN_
83-13 81.248S LO1
SMTPB129 | Kanada | London 43.033N, - Mupas_CAN_
83-13 81.248S LO2
SMTPB871 | Kanada | Fergus 43.7048S, - Mupas_CAN_
5-13 80.358E F1
SMTPD429 | Kanada | Barrie 44.387N, - Mupas_CAN_
4-13 79.719S B1
SMTPI2753- | Kanada | Burlington 43.348N, - Mupas_CAN_
14 79.78S BA1
SMTPI5901- | Kanada | Windsor 42.318N, - Mupas_CAN_
14 83.007S H1
SMTPI5912- | Kanada | Windsor 42.318N, - Mupas_CAN_
14 83.007S H2
SMTPI5918- | Kanada | Windsor 42.318N, - Mupas_CAN_
14 83.007S H3
SMTPL5397 | Kanada | Smith Falls 44.8839N, - Mupas_CAN_
-15 76.0102S SM1
SMTPL9026 | Kanada | Miscouche 46.432N, - Mupas_CAN_
-15 63.864S M1
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SMTPO102 | Kanada | OakLake 49.767N, - Mupas_CAN_
24-15 100.628S o1
SMTPO102 | Kanada | OakLake 49.767N, - Mupas_CAN_
25-15 100.628S 02
SMTPO102 | Kanada | OakLake 49.767N, - Mupas_CAN_
26-15 100.628S 03
SMTPO102 | Kanada | OakLake 49.767N, - Mupas_CAN_
27-15 100.628S 04
SMTPO102 | Kanada | OakLake 49.767N, - Mupas_CAN_
29-15 100.628S 05
SMTPO102 | Kanada | OakLake 49.767N, - Mupas_CAN_
63-15 100.628S 06
SMTPO102 | Kanada | Onanole 50.623N, - Mupas_CAN_
64-15 99.97S ON1
SMTPO102 | Kanada | Onanole 50.623N, - Mupas_CAN_
91-15 99.97S ON2
SMTPO150 | Kanada | New Liskeard 47.51N, - Mupas_CAN_
6-15 79.679S N1
SMTPO304 | Kanada | Ancaster 43.816N, - Mupas_CAN_
5-15 79.342S ANI1
SMTPE8106 | Kanada | Addison 44.6961N, - Mupas_CAN_
-14 75.851S A2
SMTPO404 | Kanada | Essex 42.1358, - Mupas_CAN_
1-15 82.875N El
SMTPO967 | Kanada | Whitewood 50.327N, - Mupas_CAN_
1-15 102.266S E2
USDIP063- | USA Callaway Co. 38.832N, - Mupas_US_C1
09 92.138E

BUICD2100 | USA Delaware County 39.872N, - Mupas_US_D
21 75.371S 1

GMFAF496- | USA Warren County 38.892N, - Mupas_US_W
15 78.167E ARI1
GMGDDO083 | USA Great Smoky Mountains 35.6859N, - Mupas_US_G
-13 National Park 83.4986E S1
GMGDDO084 | USA Great Smoky Mountains 35.6859N, - Mupas_US_G
-13 National Park 83.4986E S2
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IBIDPO60- Portugal | Estarreja 40.7138N, - Mupas_GER_
19 sko 8.58591E 2
CDFDO17- | Portugal | Lisabon 38.756N, - Mupas_POR_
12 sko 9.159E L1
AMTPF102 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
7-16 0 10.3573E Al
AMTPF106 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
6-16 0 10.3573E A2
AMTPF114 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
9-16 0 10.3573E A3
AMTPFI121 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
5-16 0 10.3573E A4
AMTPF123 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
4-16 0 10.3573E AS
AMTPF126 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
0-16 0 10.3573E A6
AMTPFI128 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
6-16 0 10.3573E A7
AMTPF129 | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
0-16 0 10.3573E A8
BCFORS587- | Némeck | Allgaeu 47.4227N, Mupas_GER_
15 0 10.3573E A9
GMGMIJ716 | Némeck 50.552N, 7.17E | Mupas_POR _
-14 0 El
FIDIP3620- | Finsko Nylandia 59.84N, Mupas_FIN_N
13 23.209E 1
FIDIP4341- | Finsko Kareliaborealis 62.561N, Mupas_FIN_K
14 29.149E 1
Priloha V: Seznam sekvenci COI M.domestica z databaze BOLD.
Bold kod Zemé Lokalita Souradnice Zkratky
MFDC645-09 | Kanada Churchill 58.737N, - Mdo_ CAN_
93.819E Cl
MFDC646-09 | Kanada Churchill 58.756N, - Mdo_ CAN_
94.088E C2
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MFDC647-09 | Kanada Churchill 58.737N, - Mdo_ CAN_
93.819E C3
MFDC648-09 | Kanada Churchill 58.737N, - Mdo_ CAN
93.819E _C4
TTDFW315- | Kanada Grasslands NP 49.152N, - Mdo_ CAN_
08 107.516E Gl
TTDFW316- | Kanada Grasslands NP 49.152N, - Mdo_ CAN_
08 107.516E G2
TTDFW319- | Kanada Grasslands NP 49.152N, - Mdo_ CAN_
08 107.516E G3
TTDFW324- | Kanada Grasslands NP 49.152N, - Mdo_ CAN_
08 107.516E G4
TTMDJ732- Kanada Puslinch 43.4464N, - Mdo_ CAN_
10 80.2512E P1
SMTPS889- Kanada Waterloo 43.4961N, - Mdo_ CAN_
16 80.622E Wl
UAIC1850-22 | USA Pima Co. 32.195N, - Mdo_ USA_
110.99E P1
DIPUS458-10 | USA Cave Creek Regional | 33.831S, -112E | Mdo_ US_
Park Cl1
GBMIN2009 | USA Kern Co. ,CA 35.29N, - Mdo_ US_Kl1
4-13 118.51E
DIRTTO007-10 | USA Riverside County 33,48N, 115,558E | Mdo_ US_
R2
BBDIT1531- | USA Gentry Creek 35.494S, - Mdo_ US_
12 95.671E Gl
BBDIV111- USA Mono Lake State Park | 38.0168S, - Mdo_ US_
12 119.15E M1
BBDIT1578- | USA Palo Duro Canyon 34.9458S, - Mdo_US_P1
12 State Park 101.66E
BBDIV003- USA Palo Duro Canyon 34.9458S, - Mdo_ US_P2
12 State Park 101.66E
AGIRI228-51 | USA Sarasota County 27.2648, - Mdo_ US_ S1
82.308E
BBDIT1076- | USA 29.269S, - Mdo_US_1
11 103.755E
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DIRTTO041-11 | USA 38.8208S, - Mdo_US_2
96.3316E
DIRTTO042-11 | USA 38.8208S, - Mdo_US_3
96.3316E
DIRTTO043-11 | USA 38.8208S, - Mdo US_ 4
96.3316E
GBMIN1877 | Brazilie .-11.5246N, - Mdo_ BRA_
0-13 54.3552E 1
FBCTWO045- | Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo ECU S1
14 78.4277E
FBCTWO046- | Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S2
FBCTWO047- | Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S3
FBCTWO048- | Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S4
FBCTWO064- | Ekvador Oriente .-0.671318S, - Mdo_ECU_
14 76.4005E S5
FBCTW227- | Ekvador Sierra .-0.176278, - Mdo_ ECU_
14 78.4277E S6
FFECU132- Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S7
FFECU133- Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S8
FFECU134- Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S9
FFECU135- Ekvador Sierra .-0.176278S, - Mdo_ECU_
14 78.4277E S10
FFECU430- Ekvador Sierra 0.001S, -78.354E | Mdo_ ECU _
18 S11
FFECU431- Ekvador Sierra -0.1768, - Mdo_ECU_
18 78.427E S12
FFECU437- Ekvador Sierra 0.001S, -78.354E | Mdo_ ECU _
18 S13
FFECU331- Ekvador Oriente .-0.671318S, - Mdo_ECU_
16 76.4005E 01
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FFECU334- Ekvador Oriente .-0.671318S, - Mdo_ ECU_
16 76.4005E 03
FFECU335- Ekvador Oriente .-0.671318S, - Mdo_ ECU_
16 76.4005E 04
ETKD1000- Jizni Afrika | Outer West Durban .-30.28428S, Mdo_ ZAF_
13 31.0464E 01
ETKD999-13 | Jizni Afrika | Outer West Durban .-30.28428S, Mdo_ ZAF_

31.0464E 02
KMPFTO15- | Jizni Afrika | Kruger National Park | .-24.783N, Mdo_ ZAF_
19 31.859E K1
GBMND4862 | Jizni Afrika Mdo_ZAF_
4-21 1
GBMND4862 | Jizni Afrika Mdo_ZAF_
5-21 2
GBMND4862 | Jizni Afrika Mdo_ZAF_
6-21 3
GBMND4862 | Jizni Afrika Mdo_ZA_F
7-21 4
GBMND4862 | Jizni Afrika Mdo_ZAF_
8-21 5
GMSAPO15- | Jizni Afrika .-26.026N, Mdo_ZAF_
13 27.545E 6
GMSATO046- | Jizni Afrika .-26.026N, Mdo_ZAF_
13 27.545E 7
GMSAWI114 | Jizni Afrika .-26.026N, Mdo_ZAF_
6-14 27.545E 8
GMSAWI116 | Jizni Afrika .-26.026N, Mdo_ZAF_
0-14 27.545E 9
GMSAY683- | Jizni Afrika .-26.026N, Mdo_ZAF_
14 27.545E 10
GMKMAG605- | Kenya Laikipia 0.293N, 36.899E | Mdo_ KEN_
15 1
GMEGAO043- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 1
GMEGAO044- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 2
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GMEGAO068- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo _EGY_
14 29.7755E 3
GMEGAO073- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 4
GMEGAOQ079- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_ EGY
14 29.7755E 5
GMEGAS508- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 6
GMEGAG668- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 7
GMEGBO086- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 8
GMESO036- | Egypt Alexandria 30.9256N, Mdo_EGY_
14 29.7755E 9
IBIDP130-19 | Portugalsko | Macedo de Cavaleiros | 41.5804N, - Mdo_ POR_
6.91064E Ml
CDFDO15-12 | Portugalsko | Lisbon 38.7568S, -9.159E | Mdo_ POR _
L1
GBDP24342- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_ 1
19 3.65163E
GBDP24343- | Spanélsko 40.365N, - Mdo _ESP_2
19 3.65163E
GBDP24344- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_3
19 3.65163E
GBDP24345- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_ 4
19 3.65163E
GBDP24346- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_5
19 3.65163E
GBDP24347- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_6
19 3.65163E
GBDP24348- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_7
19 3.65163E
GBDP24349- | Spanélsko 40.365N, - Mdo _ESP_ 8
19 3.65163E
GBDP24350- | Spanélsko 40.365N, - Mdo_ESP_9
19 3.65163E
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GBDP24351- | Spanélsko 40.365N, - Mdo _ESP_
19 3.65163E 10
BCFOR1049- | Némecko Munich 48.1333S, Mdo_ GER_
16 11.5667E MU1
BCFOR1032- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E 01
BCFOR1033- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E 02
BCFOR1050- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E 03
BCFOR1051- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E 04
BCFOR1052- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E 05
BCFOR1055- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E 06
BCFOR1057- | Némecko Oberbayern 47.5068S, Mdo_ GER_
16 12.967E o7

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P1

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P2

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P3

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P4

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P5

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P6

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P7

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P9

Ceska Praha 50,5N, 14,25E Mdo_ CZE_

Republika P10
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GBMNE2984 | Polsko Mdo_PL_1
5-21
FIDIP272-11 | Finsko Regioaboensis 60.615S, 21.929E | Mdo_ FIN _
R1
FIDIP298-11 | Finsko Regioaboensis 60.615S, 21.929E | Mdo_ FIN _
R2
FIDIP439-11 | Finsko Regioaboensis 60.615S, 21.929E | Mdo_ FIN _
R3
GBMNEF2832 | Turecko Mdo_ TUR_
722 1
GBMNEF2832 | Turecko Mdo_ TUR_
8-22 2
GBMNEF2832 | Turecko Mdo_ TUR_
9-22 3
GBMNEF2833 | Turecko Mdo_ TUR_
0-22 4
AGIRI228-40 | Saudska Mdo_SAU_1
Arabie
GBDP19592- | Saudska 24.258S, 39.28E Mdo_ SAU_
19 Arabie 1
GBDP23728- | Saudska 17.81S, 42.37E Mdo_ SAU_
19 Arabie 2
GBDP24003- | Saudska 28.28N, 36.35E Mdo_ SAU_
19 Arabie 3
GBMIN4705 | Saudska 24.44N, 46.33E Mdo_ SAU_
0-17 Arabie 4
GBMIN4705 | Saudska 24.44N, 46.33E Mdo_ SAU_
1-17 Arabie 5
GBMIN4705 | Saudska 24.44N, 46.33E Mdo_ SAU_
2-17 Arabie 6
GBMIN4705 | Saudska 30.59N, 41.23E Mdo_ SAU_
3-17 Arabie 7
GBMIN5912 | Saudska 24.25N, 39.28E Mdo_ SAU_
4-17 Arabie 8
GBMIN5912 | Saudska 24.44N, 46.33E Mdo_ SAU_
5-17 Arabie 9
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GBMIN5912 | Saudska 26.13N, 50.11E | Mdo_ SAU_
6-17 Arabie 10
GBMIN5912 | Saudska 26.92N, 44.2E Mdo_ SAU_
7-17 Arabie 11
GBMIN5912 | Saudska 30.59N, 41.23E | Mdo_ SAU_
8-17 Arabie 12
GMPBF002- | Pakistan Chakwal 32.9396N, Mdo_ PAK
18 72.6813E Cl
GMPBF003- | Pakistan Chakwal 32.9396N, Mdo_ PAK
18 72.6813E C2
GMPQGO010- | Pakistan Quetta 30.1909N, Mdo_ PAK
19 66.9612E Ql
GMPQGO016- | Pakistan Quetta 30.1909N, Mdo_ PAK
19 66.9612E Q2
MADIP1213- | Pakistan AARI 31.405N, Mdo_ PAK_
13 73.048E Al
MADIP495- Pakistan Bahawalpur 29.22N, 71.57E Mdo_ PAK_
12 B1
MADIP839- Pakistan Faisalabad 31.397N, 73.027E | Mdo_ PAK _
12 F1
MAIMB186- | Pakistan T.T. Singh 31.1333N, Mdo_ PAK_
09 72.6833E T1
AGIRI228-17 | Indie Mdo_ IN_BI1
AGIRI228-38 | Indie Mdo_IN_1
AGIRI228-39 | Indie Mdo_IN_2
AGIRI228-41 | Indie Mdo_IN_3
AGIRI228-42 | Indie Mdo_IN_4
AGIRI228-43 | Indie Mdo_IN_5
AGIRI228-45 | Indie Mdo_IN_6
AGIRI228-47 | Indie Mdo_IN_7
AGIRI228-48 | Indie Mdo_IN_8
AGIRI228-49 | Indie Mdo_IN_9
AGIRI228-50 | Indie Mdo_IN_10
GBDP28345- | Bangladés 23.8862N, Mdo _BGD_
19 90.2714E 1




GBDP28346- | Bangladés 23.8862N, Mdo_BGD_
19 90.2714E 2
GBDP28348- | Bangladés 23.8862N, Mdo_BGD
19 90.2714E 3
GMBCC1985 | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
-15 91.7808E 4
GMBCC2005 | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
-15 91.7808E 5
GMBCE2885 | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
-15 91.7808E 6
GMBCE2954 | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
-15 91.7808E 7
GMBCE3751 | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
-15 91.7808E 8
GMBCE556- | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
15 91.7808E 9
GMBCEG622- | Bangladés 22.4685N, Mdo_BGD_
15 91.7808E 10
GBDP13125- | Malaysie 3.67166S, Mdo_MYS_
13 114.633E 1
ENTJR422- Thajsko Central 13.78S, 100.71E | Mdo_ THA_
08 1
ENTJR423- Thajsko Central 13.78S, 100.71E | Mdo_ THA_
08 2
ENTJR424- Thajsko Central 13.78S, 100.71E | Mdo_ THA_
08 3
ENTJR425- Thajsko Central 13.78S, 100.71E | Mdo_ THA_
08 4
ENTJR430- | Thajsko Central 13.78S, 100.71E | Mdo_ THA _
08 5
ENTJR431- Thajsko Central 13.78S, 100.71E | Mdo_ THA_
08 6
AGIRI228-18 | Cina Md_CHN _YI
AGIRI228-19 | Cina Mdo-CHN-
X1
AGIRI228-20 | Cina Mdo_CHN 1
AGIRI228-21 | Cina Mdo_CHN 2
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AGIRI228-22 | Cina Mdo_CHN 3
AGIRI228-23 | Cina Mdo_CHN 4
AGIRI228-24 | Cina Mdo_CHN 5
AGIRI228-25 | Cina Mdo_CHN _6
AGIRI228-26 | Cina Mdo_CHN _7
AGIRI228-27 | Cina Mdo_CHN_8
AGIRI228-28 | Cina Mdo_CHN _9
AGIRI228-29 | Cina Mdo_CHN 1
0
AGIRI228-30 | Cina Mdo_CHN_L1
1
AGIRI228-31 | Cina Mdo_CHN 1
2
AGIRI228-32 | Cina Mdo_CHN_L1
3
AGIRI228-33 | Cina Mdo-CHN-14
AGIRI228-34 | Cina Mdo_CHN_L1
5
AGIRI228-35 | Cina Mdo_CHN_L1
6
AGIRI228-36 | Cina Mdo_CHN_L1
7
AGIRI228-37 | Cina Mdo_CHN_L1
8
AGIRI228-44 | Cina Mdo_CHN 1
9
AGIRI228-46 | Cina Mdo_CHN 2
0
DIQT841-10 | Australie Townsville .-19.38118S, Mdo_ AUS_
146.449E Tl
DIQTB217- Australie Townsville .-19.38118S, Mdo_ AUS_
10 146.449E T2
DIQTB495- Australie Townsville .-19.38118S, Mdo_ AUS_
12 146.449E T3
DIQTB581- Australie Townsville .-19.38118S, Mdo_ AUS_
12 146.449E T4
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DIQTB602- Australie Townsville .-19.38118S, Mdo_ AUS_
12 146.449E T5
SYC982-14 Franc. Moorea Island -17.49N. - Mdo_ PYF_
Polynesie 149.826E M1
Priloha VI: Seznam sekvenci COI M. prolapsa z databaze BOLD.
Boldkod zemé lokality souradnice zkratka
SMTPB17422- | Kanada Whitby 43.8868, - Mpr_CA_WI1
13 78.934E
SSROB5734-14 | Kanada Rouge National | 43.804S, - Mpr_CA_RI1
Urban Park 79.146E
SSROC5261-15 | Kanada Rouge National | 43.8118S, - Mpr_CA_R2
Urban Park 79.162E
TTMDIO11-08 Kanada Puslinch 43.4464S, - Mpr_CA_P1
80.2512E
TTMDI217-08 Kanada Puslinch 43.4464S, - Mpr_CA_P2
80.2512E
LYMABI1835- | Kanada 45.5528, - Mpr_CA_1
15 73.334E
LYMABI1836- Kanada 45.5528, - Mpr_CA_2
15 73.334E
LYMABI1837- | Kanada 45.5528, - Mpr_CA_3
15 73.334E
LYMAB1839- Kanada 45.5528, - Mpr_CA_4
15 73.334E
LYMAB1840- Kanada 45.5528, - Mpr_CA_S
15 73.334E
LYMAB1841- Kanada 45.5528, - Mpr_CA_6
15 73.334E
LYMAB1842- Kanada 45.5528, - Mpr_CA_7
15 73.334E
LYMAB1843- Kanada 45.5528, - Mpr_CA_8
15 73.334E
CNYOB1014- USA Mono LakeState | 38.0168S, - Mpr_US_MI1
15 Park 119.15E
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GBDP14138-13 USA Joseph D. Grant Mpr_US_J1
CountyPark
BUICD1921-20 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_DI1
County 75.366E
BUICD1923-20 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D2
County 75.366E
BUICD1929-20 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D3
County 75.366E
BUICD1930-20 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D4
County 75.366E
BUICD1931-20 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D5
County 75.366E
BUICD2093-21 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D6
County 75.366E
BUICD2094-21 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D7
County 75.366E
BUICD2097-21 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D8
County 75.366E
BUICD2103-21 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D9
County 75.366E
BUICD2106-21 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D10
County 75.366E
BUICD2108-21 | USA Delaware 39.8718, - Mpr_US_D11
County 75.366E
CDFDO018-12 Portugalsko Lisbon 38.7568, - Mpr_PT_L1
9.159E
GBDP24281-19 | Spanélsko 40.3658, - Mpr_ES_1
3.65163E
GBDP24282-19 | Spanélsko 40.3658, - Mpr_ES_2
3.65163E
BCFOR728-15 | Francie Nord-Pas-de- 50.51328, Mpr_FRA_NI1
Calais 3.03043E
NICC049-13 Belgie Brussels 50.759S, Mpr_BE_BI1
4414E
NICCO050-13 Belgie Brussels 50.759S, Mpr_BE_B2
4414E
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NICCO051-13 Belgie Brussels 50.828S, Mpr_BE_B3
4.344E
NICCO052-13 Belgie Brussels 50.828S, Mpr_BE_B4
4.344E
NICCO053-13 Belgie Brussels 50.759S, Mpr_BE_B5
4.414E
GMGMG171- Némecko 50.552S,7.17E | Mpr_GER_1
14
Ceska rep. Praha 50,5N, 14,25E | Mpr_CZE_P1
Ceska rep. Praha 50,5N, 14,25E | Mpr_CZE_P2
Ceska rep. Praha 50,5N, 14,25E | Mpr_CZE_P3
Ceska rep. Praha 50,5N, 14,25E | Mpr_CZE_P4
Ceska rep. Praha 50,5N, 14,25E | Mpr_CZE_P5
Ceska rep. Praha 50,5N, 14,25E | Mpr_CZE_P6
NSMTP119-15 | Svédsko Smaland 56.4358, Mpr_SE_S1
16.071E
GMBMAO14- | Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_MI1
17 27.6062E
GMBMGO010- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M2
17 27.6062E
GMBMG026- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M3
17 27.6062E
GMBMG040- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M4
17 27.6062E
GMBMG059- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M5
17 27.6062E
GMBMGO065- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M6
17 27.6062E
GMBMGO075- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M7
17 27.6062E
GMBMG1 14- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M8
17 27.6062E
GMBMG115- Bélorusko Minsk 53.91568, Mpr_BY_M9
17 27.6062E
GBDP25452-19 | Rumunsko 44458, 26.08E | Mpr_RO_1
GBDP25453-19 | Rumunsko 44458, 26.08E | Mpr_RO_2

93




GBDP25455-19 | Rumunsko 44.45S, 26.08E | Mpr_RO_3
GBDP25456-19 | Rumunsko 44458, 26.08E | Mpr_RO_4
GBDP25459-19 | Rumunsko 44.45S, 26.08E | Mpr_RO_5
GBDP25460-19 | Rumunsko 44.45S, 26.08E | Mpr_RO_6
GBDP25465-19 | Rumunsko 44.45S, 26.08E | Mpr_RO_7
GBDP25467-19 | Rumunsko 44.45S, 26.08E | Mpr_RO_8
GBMIN59066- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_1
17 104.691E

GBMIN59067- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_2
17 104.691E

GBMIN59068- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_3
17 104.691E

GBMIN59069- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_4
17 104.691E

GBMIN59070- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_5
17 104.691E

GBMIN59071- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_6
17 104.691E

GBMNF28300- | Cina 38.07338S, Mpr_CHN_7
22 104.691E
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Priloha VII: Haplotypové sité pro oblast COI (a — Hydrotaea ignava, b — Musca domesica, ¢
— Musca prolapsa, d — Muscina stabulans, e-Muscina pascourum). Zemé rozdélené barevné
podle kontinentli (Cervena — Asie, modra — Evropa, zelena — USA a Kanada), zkratky zemi v

piiloze XVIII .
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Priloha VIII: Grafické znazornéni mantelova testu. Genetické vzdalenosti byly

spocitany pomoci Kimura 2 parametru (K2P), a — Musca domesica, b — Musca prolapsa,

¢ — Muscina levida, d- Muscina pascourum, e — Musca stabulans.
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Geneticka vzdalenost [K2P]
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Geneticka vzdalenost [K2P]
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Priloha IX: Klastrova analyza PCoA, (a — Hydrotaea ignava, b — Musca domesica, ¢ — Musca
prolapsa, d — Muscina pascourum), zemé rozdélené barevné podle kontinentti (Cervena — Asie,

modra — Evropa, zelena — USA a Kanada), zkratky zemi v priloze XVIII .
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Coord. 2 [24,28% |
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d) Diky malé vzdalenosti mezi vzorky nevznikly na grafu Zadné parametry.
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Priloha X: Fylogram pro druh Hydrotaea ignava.

— Hig_IN_1
L Hig IN_2
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| Hig GER 02
| Hig GER 1

Hig KR 2

Fsca

0.008

Maximal Likeli Hood, GTR model, podpora vétvi ve fylogramech a LRT-SH (Shimodaria-
Hasegawa approximate Likeli Hood ratio test), zakofenéno pomoci Fannia scalaris, zemé
rozdélené barevné podle kontinentt (Cervena — Asie, modra — Evropa, zelena — USA a Kanada),

zkratky zemi v priloze XVIII .
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Priloha XI
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Maximal Likeli Hood, GRT+G model, podpora vétvi ve fylogramech a LRT-SH (Shimodaria-
Hasegawa approximate Likeli Hood ratio test), zakofenéno pomoci Fannia scalaris, zemé

rozdélené barevné podle kontinentt (Cervena - Asie, modra — Evropa, zelena — USA a Kanada),

zkratky zemi v priloze XVIIIL.

Priloha XII:Fylogram pro druh Musca prolapsa

‘

|
L Lereeneent

Maxumim Likeli Hood, GRT model, podpora vétvi ve fylogramech a LRT-SH (Shimodaria-
Hasegawa approximate Likeli Hood ratio test), zakofenéno pomoci Fannia scalaris, zemé

rozdélené barevné podle kontinentd (Cervena — Asie, modra— Evropa, zelena — USA a Kanada),

zkratky zemi v priloze XVIII .
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Priloha XIII: Fylogram pro druh Muscina levida
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Maximal Likeli Hood, GRT model, podpora vétvi ve fylogramech a LRT-SH (Shimodaria-
Hasegawa approximate Likeli Hood ratio test), zakofenéno pomoci Fannia scalaris, zemé&

rozdélené barevné podle kontinentt (Cervena — Asie, modra— Evropa, zelend — USA a Kanada),

zkratky zemi v priloze XVIIIL.

Priloha XIV: Fylogram pro druh Muscina pascourum

Maximal Likeli Hood, GRT model, podpora vétvi ve fylogramech a LRT-SH (Shimodaria-
Hasegawa approximate Likeli Hood ratio test), zakofenéno pomoci Fannia scalaris, zemé&
rozdélené barevné podle kontinentl, zkratky zemi v pfiloze (Cervena - Asie, modra — Evropa,

zelena — USA a Kanada).
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Priloha XVI: Sekundarni struktury ITS1.

C. vomitoria H. irritans

H. ignava H. diabolus

L. cuprina L. sericata
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Priloha XVII: Sekundarni struktury I7S2.

C. vomitoria H. irritans

H. ignava H. diabolus
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Priloha XVIII: Zkratky zemi.

Kanada CAN
Spojené staty USA
americké

Brazilie BRA
Ekvador ECU
Jizni Afrika ZAF
Egypt EGY
Portugalsko POR
Spanélsko ESP
Francie FR
Némecko GER
Norsko NOR
Finsko FIN
Bélorusko BLR
Rumunsko ROM
Bulharsko BGR
Velka Britanie UK
Ceska republika CR
Polsko PL
Saudska Arabie SAU
Pakistan PAK
Turecko TR
Indie IN
Bangladés BGD
Thajsko THA
Severni Korea KLDR
Cina CHN
Jizni Korea KR
Australie AUS
Novy Zéland NZ
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