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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva analyzou fylogenetickych vztahi v ramci rodu
Necrophila Kirby et Spance, 1828. Tento rod, patiici do pod¢eledi mrchozroutovitych
(Silphinae), v soucasnosti zahrnuje 15 druhi rozdélenych do péti podrodii. Podrody
Calosilpha Portevin, 1920, Chrysosilpha Portevin, 1921, Deutosilpha Portevin, 1920
a Eusilpha Semenov-Tian-Shanskij, 1890 jsou znamé z vychodni palearktické
a orientalni oblasti a podrod Necrophila Kirby et Spence, 1828 se vyskytuje v oblasti
nearktické. Tato molekularni fylogeneze je zalozena na dvou mitochondridlnich
genech COI a 16S, které byly ziskany z lihovych ¢i suchych preparati zajmovych
druhtt za pouziti Sangerovy metody sekvenovani a doplnéné o sekvence
z vetejné databaze NCBI. Dva druhy rodu Thanatophilus Leach, 1815 a dva druhy
rodu Necrodes Leach, 1815 byly zvoleny jako vnéjsi skupina (tzv. outgroup). Druhova
validita byla ovéfena na zékladé vypoctu genetické vzdalenosti. Vysledny
fylogeneticky strom, zahrnujici celkem jedenact druhd rodu Necrophila Leach, 1815,
byl zrekonstruovan na zakladé metody maximum likelihood a Bayesovské inference.
Vysledna topologie fylogenetického stromu zobrazuje podrod Necrophila jako nejvice
oddélenou linii od ostatnich podrodd. Podrody Calosilpha a Chrysosilpha jsou
vyhodnoceny jako sesterské linie a podrod Eusilpha je ptibuznou linii k témto
podrodiim. Tato rekonstrukce fylogenetickych vztahti v ramci rodu Necrophila mtze
byt zékladem pro budouci studie zabyvajici se evolu¢ni historii a distribuci této

skupiny brouk.
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Abstract

This master's thesis examinates the phylogenetic relationships within the genus
Necrophila Kirby et Spance, 1828. This genus, belonging to the subfamily Silphinae,
currently consists of 15 species divided into five subgenera. Subgenera Calosilpha
Portevin, 1920, Chrysosilpha Portevin, 1921, Deutosilpha Portevin, 1920
and Eusilpha Semenov-Tian-Shansky, 1890 are occur in Eastern Palearctic regions
and Oriental regions and the subgenus Necrophila Kirby et Spence, 1828 occurs
in Nearctic region. This molecular phylogeny is based on two mitochondrial genes
COlI and 16S, which were obtained from alcohol or dry preparations of the species
of interest by Sanger sequencing and supplemented with sequences from the NCBI
database. Two species of the genus Thanatophilus Leach, 1815 and two species
of the genus Necrodes Leach, 1815 were selected as an outgroup. Species validity was
verified by calculating pairwise distances. The phylogenetic tree, including a total
of eleven species of the genus Necrophila, was reconstructed based on maximum
likelihood and Bayesian inference. The resulting topology of the phylogenetic tree
depicts the subgenus Necrophila as the most separated lineage from the other
subgenera. The subgenera Calosilpha and Chrysosilpha are evaluated as sister lineages
and the subgenus Eusilpha is a related lineage to these subgenera. Thus, this
reconstruction of phylogenetic relationships within the genus Necrophila may provide
a basis for future studies dealing with the evolutionary history and distribution of this

group of beetles.
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1. Uvod

Podceled’ Silphinae, neboli mrchozroutoviti, zahrnuje zejména nekrofagni druhy
brouk, které maji Siroké rozsiteni pfedevsim v holarktické oblasti (Anderson et Peck
1985). I kdyz se jedna o nepiili§ pocetnou skupinu brouki, hraje tento hmyz zasadni
roli pfi rozkladu mrtvych zvifat, a tim tak vyznamné pfispiva ke kolob&hu zivin
v suchozemskych ekosystémech (Peck 2001). V poslednich letech také ptibyva studii,
které se zabyvaji ekologii mrchozravych druht, jelikoz tyto druhy maji vysoky
potencial byt vyuzivany ve forenzni entomologii (Matuszewski 2011; Jakubec et al.
2021Db).

V nedavné reklasifikaci byla ¢eled” Silphidae zafazena jako podceled’ celedi
Staphylinidae (drab¢ikoviti), ktera je nejrozmanitéj$i Celedi v ramci nadceledi
Staphylinoidea, a latinské oznacéeni Silphidae bylo zménéno na Silphinae (Cai et al.
2022). Tato podceled obsahuje dva triby (Silphini a Nicrophorini), které jsou
navzdjem pomérmné odlisné jak morfologicky, tak svymi potravnimi strategiemi a

zpusobem zivota (Ractlife 1996).

Fylogeneze a taxonomie jednotlivych rodi pattici do této podceledi zatim neni
zcela prozkoumana. Jednou ze skupin mrchozroutil, kde doposud chybi podrobnéjsi
taxonomicka studie zaloZzena na molekularnich datech, je rod Necrophila
Kirby et Spence, 1828 vyskytujici se v holarktické oblasti (Sikes 2016). Tento rod
obsahuje v sou¢asné dob¢ 15 druhi zafazenych do péti podrodd; Eusilpha Semenov-
Tian-Shanskij, 1890, Calosilpha Portevin, 1920, Chrysosilpha Portevin, 1920,
Deutosilpha Portevin, 1920 a Necrophila s. str. Kirby et Spence, 1828 (Newton 2022).

vvvvvv

Silphinae, jsou pouZita molekularni data k rekonstrukei fylogenetickych stromti, avSak
vysledky nezahrnuji v§echny podrody rodu Necrophila (Dobler et Miiller 2000; Tkeda
et al. 2008; King et al. 2015). Ikeda et al. (2008) na zaklad¢ pouzitych metod
maximalni parsimonie a Bayesovské analyzy stanovil ve své predbézné analyze
nasledujici topologii: Necrophila + (Eusilpha + (Calosilpha + Chrysosilpha)). Dale
existuji publikace, ve kterych jsou pouzity morfologické znaky podrodu Deutosilpha,
Chrysosilpha a Calosilpha ke stanoveni fylogenetickych vztahti v ramci téchto
podrodii (RGzicka et Schneider 2011; Razicka et al. 2012; Rtzicka et al. 2015), avSak

studie zabyvajici se revizi podrodu Eusilpha zatim neni publikovana.
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Tato prace zabyvajici se molekularni fylogenezi rodu Necrophila mize pfispét
Kk lepSimu porozuméni piibuzenskych vztahti v ramci danych druhti a podrodu, a tim
tak vytvofit zdklad pro nasledné budouci préace, které se budou zabyvat evolu¢ni

historii a fylogeografii této skupiny broukd.

2. Cile

Cilem této diplomové prace je sepsat literarni resersi o ekologii a evoluci Zijicich
druhi podceledi Silphinae a zanalyzovat fylogenetické vztahy vrdmci rodu
Necrophila Kirby et Spence na zakladé molekularnich dat, které budou ziskany
vV podobé nukleotidovych sekvenci vybranych genii zajmovych druhl. Na zakladé
analyzy téchto dat budou vysledky prezentovany v podob¢ fylogenetického stromu,
ktery bude vypocten a zrekonstruovan pomoci vybranych substitu¢nich modelt. Timto

zpusobem bude nasledné mozné urcit genetickou podobnost mezi druhy a podrody.



3. Literarni reSerse

3.1 Taxonomie podceledi Silphinae

Podceled” Silphinae neboli mrchozroutoviti je relativné mélo pocetna skupina
broukt, kterd doposud obsahuje kolem 200 druhti (Newton 2022). Tato podceled’,
ktera se fadi do ¢eledi Staphylinidae (drab¢ikoviti), je vymezena na dva triby: Silphini
(mrchozrouti) a Nicrophorini (hrobafici) (Cai et al. 2022). Do tribu Silphini se fadi
12 rodt (Aclypea Reitter, 1884, Dendroxena Motschoulsky, 1858 Diamesus
Hope, 1840, Heterosilpha Portevin, 1926, Heterotemna Wollaston,1864, Necrodes
Leach, 1815, Necrophila Kirby et Spence, 1828, Oiceoptoma Leach, 1815, Oxyletrum
Gistel, 1848, Ptomaphila Kirby et Spance, 1828, Silpha Linnaeus, 1758,
Thanatophilus Leach, 1815) =zahrnujicich 112 druhti. Méné pocetnéjsi trib
Nicrophorini se tfemi rody (Eonecrophorus Kurosawa, 1985, Nicrophorus Fabricius,
1876, Ptomascopus Kraatz, 1876) obsahuji 72 druhti (Sikes 2016).

Taxonomické zatazeni této skupiny brouku do celedi Staphylinidae bylo
provedeno skrze nejnovéjsi fylogenetické studie (Cai et al. 2022). Do té doby byla tato
skupina povazovéana za samostatnou celed’ Silphidae, kterd se fadila do nadceledi
Staphylinoidea (Sikes 2016) a celed’ Staphylinidae byla povazovana za sesterskou
skupinu K ¢eledi Silphidae (Grebennikov et Newton 2012). V minulosti doslo
ke zméndm v taxonomii mrchoZroutovitych vicekrat. Do tehdejsi ¢eledi Silphidae
se diive zahrnovaly 1 taxony, které jsou nyni povaZzovany za samostatné ¢eledi (Peck
2001). Naptiklad se jedna o skupinu Agyrtidae, ktera byla vymezena jako podceled’
a dnes je tato skupina brana jako samostatnd Celed’, kterd je sesterskou skupinou
k Celedi Leiodidae, ta byla diive také zafazena k tehdejsi ¢eledi Silphidae (Lawrence
et Newton 1982; Peck 1990; McKenna et al. 2015).

V soucasnosti se do nadéeledi Staphylinoidea fadi ¢eledi Agyrtidae, Colonidae,
Hydraenidae, Leodidae, Ptiliidae a Staphylinidae (Cai et al. 2022). Celed
Staphylinidae je povaZovana za nejrozmanitéj§i Celed” broukd, do které se
v soucasnosti fadi 35 podceledi s vice nez 64 tisici druhy a poddruhy (Newton 2022).
Tato Celed’ vznikla béhem pozdniho triasu a rané jury pted 209 az 184 miliony lety.
Nasledné se diverzifikovala v obdobi od rané jury do pozdni kiidy, coz vedlo k velké

rozmanitosti forem a zZivotnich strategii u této skupiny brouku (Cai et al. 2022).



Podceled’ Silphinae je povazovana za monofyletickou skupinu (Dobler et Miiller 2000;
Ikeda et al. 2008; McKenna et al. 2015; Song et al. 2021). Hansen (1997) ve své
fylogenetické studii dokazuje tuto monofylii skrze analyzu zaloZzenou na ftadé
morfologickych znakt. Dale tento predpoklad potvrzuji i studie, kde byly zkoumany
fylogenetické vztahy v ramci podceledi skrze molekularni znaky (Dobler et Miiller
2000; Ikeda et al. 2008). Dobler et Miller (2000) ve studii dale dokazuje monofylii
pod¢eledi Silphinae a jejich dvou triba Silphini a Nicrophorini.

3.2 Rozsiteni

V soucasnosti pod¢eled’ Silphinae vykazuji Siroké rozsifeni se zastupci na vsech
kontinentech krom¢ Antarktidy a s centrem vyskytu v palearktické oblasti (Dobler
et Miller 2000; Ruzicka 2015; Sikes 2016). MrchoZrouti jsou obecné rozsifenéjsi nez
hrobatici. To miize pravdépodobné souviset s jejich vétsi druhovou diverzitou,
moznym vysSim stafim a s vyssi toleranci k teplejSimu klimatu. Tato tolerance muize
byt spojena s mezidruhovou konkurenci. Hrobatici obecné preferuji mensi mrSiny
a mohou htfe odolavat konkurentim jako jsou mravenci, mouchy ¢i druhy z celedi

v

Scarabaeidae, které jsou v teplejSich oblastech hojnéjsi (Trumbo 1990; Sikes 2008).

V holarktické oblasti se vyskytuje nejvice druhtt mrchozroutt patticich do rodu
Aclypea, Dendroxena, Necrodes, Necrophila, Oiceoptoma, Silpha a Thanatophilus
(Sikes 2016). Rody Silpha a Thanatophilus jsou také rozsifeny Vv oblasti afrotropické
(Razicka 2015). V Australii a Nové Guineji se nachazi dva endemické druhy z rodu
Ptamophila a jeden druh z rodu Diamesus, ktery se také nachazi v jihovychodni Asii
(King et al. 2015; Razicka et al. 2023). Druh Diamesus bimaculatus Portevin, 1914 je
endemickym druhem na ostrové Taiwan (Ruzi¢ka 2015; Ruazicka et al. 2023). Rod
Heterosilpha je znam z nearktické oblasti (Severni Amerika) a v jihozapadni

nearktické a neotropické oblasti se vyskytuje rod Oxelytrum (Sikes 2016).

Rod Heterotemna obsahujici tfi druhy je endemicky na Kanarskych ostrovech
u severozapadniho pobfezi Afriky (Ruzicka 2015). AvSak dle novéjsi publikace
zabyvajici se fylogenetickymi vztahy tohoto rodu neni zfejm& Heterotemna
samostatnym rodem, jelikoZz skrze fylogenetickou analyzu molekularnich dat byl

umistén rod Heterotemna do rodu Silpha (Mahlerova et al. 2021).



Hrobafici jsou méné rozsifeni a vyskytuji se predevS§im v mirném pasu severni
polokoule. V Asii jsou rozsifeny rody Eonecrophorus Kurosawa, 1985 a Ptomascopus
Kraatz, 1876. Rod Nicrophorus Fabricius, 1775 ma Siroké rozsifeni v holarktické
oblasti a znamy jsou i né€které druhy v Malajsii, na Nové Guinei, v severni Africe
aV horskych biotopech v Jizni Americe (Peck 2001). Hrobafici pravdépodobn¢ vznikli
na konci rané kiidy pred 144—124 miliony let ve vychodnim Palearktu, odkud dale tato
skupina broukd expandovala do nearktické a orientalni oblasti (Sikes et Venables
2013; Cai et al. 2014; Toussaint et Condamine 2016).

3.3 Ekologie

3.3.1 Stanovistni naroky

Ekologie jednotlivych druhii patficich do podceledi Silphinac mize byt
variabilni. Tito zastupci se mohou liSit v preferovanych habitatech a lze je rozdélit
do dvou skupin —druhy typické pro lesni prostredi (napt. Dendroxena quadrimaculata
(Scopoli, 1772), Necrodes littoralis (Linnaeus, 1758), Oiceoptoma thoracicum
(Linnaeus, 1758), Phosphuga atrata atrata (Linnaeus, 1758), Nicrophorus
vespilloides Herbst, 1784) a druhy nalézajici se v oteviené krajiné
(napf. Thanatophilus rugosus (Linnaeus, 1758), T. sinuatus (Fabricius, 1775), Silpha
tristis Illiger, 1798, Nicrophorus antennatus (Reitter, 1884), N. vespillo (Linnaeus,
1758), N. sepultor Charpentier, 1825, N. vestigator Herschel, 1807) (Novak 1962;
Ruzicka 1994; Dekeirsschieter 2011).

Neékteré druhy také mohou upfednostiiovat urcité typy ptd. Touto hypotézou
se zabyval napiiklad Jakubec et Rizicka (2015), kde ve své studii uvadi, ze vyskyt
druhu Silpha obscura (Linnaeus, 1758) a Thanatophilus sinuatus (Fabricius, 1775) byl
vyznamné vysii v lokalitich s ¢ernozemémi nez s fluvizemémi. Cernozemni piidy také
preferovali hrobatici (Nicrophorus antennatus (Stephens, 1830), N. germanicus
(Linnaeus, 1758), N. sepultor), kteii jsou vedeny na Cerveném seznamu ohrozenych
druhti bezobratlych Ceské republiky (Ruzi¢ka 2005). Tyto ¢ernozemni lokality tak
mohou byt z hlediska ochrany pfirody velice cenné (Jakubec et Razicka 2015).
Pro vétSinu druht hrobatik rodu Nicrophorus jsou vhodné sprasové pudy, zatimco
lehké pisCité substraty jsou pro vétSinu druhli neptiznivé. Na sprasich se vyskytuji
napiiklad druhy N. vespillo, N. sepultor, N. interruptus, oproti tomu druh N. vestigator

je znam svou preferenci pisc€itych suchych pid (Novak 1965).



Dal8imi vlivy na pocetnost populace druhli mohou byt povétrnostni a teplotni
podminky dané lokality (Novak 1962). Nadprimérné nizké teploty s vysokym
mnozstvim srazek zvlasté v jarnim obdobi mohou zplisobit zpomaleni aktivity druhti

a vyvoj jejich potomkt miize byt opozdén (Novak 1965).

Dal$im faktorem ovliviiujicim pocetnost dané populace a druhovou diverzitu
muze byt fragmentace krajiny (Gibbs et Stanton 2001; Trumbo et Bloch 2000). Gibbs
et Stanton (2001) ve své studii prokazali vyS$i pocetnost a druhovou bohatost
vybranych druhti z podéeledi Silphinae vyskytujicich se v nefragmentovanych lesnich
biotopech v porovnani s lesy fragmentovanymi. Oproti tomu Trombikova et Kocarek
(2008) signifikantni vliv lesni fragmentace na pocetnost druhti z pod¢eledi Silphinae
neprokazali. To by mohlo byt vysvétleno tim, Zze n€které druhy vazané na lesy jsou
schopné kolonizovat i velmi jejich malé izolované fragmenty a pravdépodobné jsou
schopny létat z jednoho fragmentu lesa na dalsi pfes biotopy (pole a louky), kterym
se bézné vyhybaji (Trombikova et Kocarek 2008).

3.3.2 Potravni specializace a zivotni strategie

Dospélci a larvy podceledi Silphinae se pfevazné zivi mrSinami, avSak existuje
mezi nimi nékolik linii, které se specializuji na rtizné zpisoby ziskavani potravy.
Nekteré rody jsou zcela specializovany na predatorsky zptsob Zivota. Jedna se o rody
Phosphuga, Ablattaria, Dendroxena a ¢ast rodu Silpha, které mohou lovit rizné druhy
plzt ¢i housenek (Sikes 2016). Rod Aclypea je znam jako zastupce vyhradnich
fytofagi, ktefi mohou ptredstavovat Skiidce pro razné druhy rostlin (Anderson et Peck
1984). Vétsina zastupci podceledi jsou vsak obligatné ¢i fakultativné nekrofagni.
Do této skupiny se fadi rod Thanatophilus, Necrodes, Oiceoptoma, Nicrophorus a ¢ast
rodu Silpha (lkeda et al. 2008).

Na zéklad¢ preferovaného zpiisobu ziskavani potravy se mohou druhy odliSovat
svou schopnosti letu. Zatimco v tribu Nicrophorini jsou vyhradné létavé druhy,
do tribu Silphini patii i n€které druhy s omezenou schopnosti letu a druhy zcela
nelétavé. Dospélci vétSiny letuschopnych druhtt mrchozZroutl jsou nekrofagni, zatimco
dospélci nelétavych druhti se zivi pfedevSim pidnimi bezobratlymi. Schopnost letu
umoznuje nekrofagiim efektivné nachazet mrsiny, které jsou casové i prostorove tézko
predvidatelné (Ikeda et al. 2007). Naproti tomu u nelétavych predatorti bylo zjisténo

postupné zvyseni investic do reproduk¢nich strategii, a to ve vyssi produkci a velikosti



vajec, nez je tomu u druht 1étavych. Odlisné trofické preference v pribéhu evoluce
mrchozroutil tedy mohou vést ke zméné riznych zivotnich strategii, a tim tak obecné

zvysSovat mezidruhovou rozmanitost uvnitf této skupiny brouki (Ikeda et al. 2008).

Samice nekrofagnich druhtt mrchozroutd klade sva vajicka do piady nebo
na povrch pidy pobliz mrsin velkych obratlovctl, aniz by poskytovala nadale péci
o sveé potomstvo (Sikes 2016). Dospélci se Casto vyskytuji na velkych mrSinach, které
maji vice nez 300 gramt, jelikoz tyto mrSiny poskytuji hojny zdroj potravy pro velké
mnozstvi broukt (Sikes 2008). Vajicka se lihnou béhem 4-5 dni a larvy se poté zivi
zbyvajicimi c¢astmi mrSiny (Anderson 1982). Na vétSich mrSinach se obvykle
vyskytuje vice mrchozravych druhi, které si mohou konkurovat (Matuszewski et al.
2016). Mrchozrouti obvykle kolonizuji mrsiny v raném nebo stiednim stadiu rozkladu,
kolonizator zpravidla ovliviiuje svého konkurenta nepiimo tim, Ze snizuje dostupné
zdroje a zaroven se muze Casto vyskytovat konkurence mezi riznymi zivotnimi stadii
konkurentt (Matuszewski et Madra-Bielewicz 2022). Napiiklad rod Necrodes obvykle
kolonizuje mrSiny v pozd¢jSim stddiu rozkladu, oproti tomu mouchy celedi
bzucivkoviti (Calliphoridae) se vyskytuji na mrsin€ v rané fazi rozkladu, a tim snizuji
dostupnost potravy pro mrchozrouty. Zaroven dospélci rodu Necrodes zabiji obvykle
larvy bzucivek ve tfeti fazi instaru, béhem kterého vrcholi jejich krmeni, a tim tak
brouci zpomaluji rozklad mrSiny zptisobenymi jejich konkurenty (Matuszewski
et Madra-Bielewicz A. 2022).

Hrobatici (rod Nicrophorus) se na rozdil od mrchozrouti vyznauji svou
unikatni rodi€ovskou péci o potomstvo (Scott 1998). Vyhledavaji mrSiny obvykle
mensiho vzrustu vazici do 300 grami, které nasledn¢ zahrabavaji a pohibivaji
do podzemni krypty (Sikes 2016). MrSinu dany par nalezne skrze feromony, které u ni
samecek vylucuje, aby k mistu piilakal samicku (Eggert et Miiller 1992). MrSina je
zbavena chlupti €i pefi a pfeménéna na potravinovou kouli, nad niz nasledn¢ samicka
klade v ptidni chodbé vajicka (Ractlife 1996). Mrsina je dale potravou pro vylihnuté
larvy, které jsou v prvnich fazich larvalniho stddia krmeny rodici, a poté se larvy zivi
mrSinou samy (Scott 1998). Doba larvalniho stadia je pfiblizn€ jeden tyden, nasledné
stadium kukly trvd dva tydny (Ractlife 1996). Rychlost rozkladani mrSiny je
zpomalovana pomoci analnich sekreti, které dospélci vylucuji, a tim tak chrani misto

pred moznymi patogeny plisnémi, které se na rozkladajici mr$in¢ mohou tvofit (Scott
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1998). Hrobafici konkuruji moucham se zdroji potravy zahrabavanim téla pod zem,
tak 1 skrze mutualistické vztahy srozto¢i rodu Poecilochirus G. Canestrini
et R. Canestrini, 1882, které se zivi vaji¢ky much a jsou pienaseny na télech brouku
(Sun et Kilner 2020). U hrobafiki Ize také najit piiklady parazitického zptisobu Zivota,
a to u druhu Ptomascopus morio Kraatz, 1877, ktery je znamy jako hnizdni parazit
na rodu Nicrophorus (Trumbo et al. 2001).

3.4 Morfologie podceledi Silphinae
3.4.1 Morfologie dospé€lct podceledi Silphinae

Zastupci podceledi Silphinae jsou vétSinou stfedné velci brouci, jejichz délka
téla je primérné 14 az 28 mm. Nejveétsim zastupcem této podcéeledi je povazovan rod
Diamesus, ktery méa délku az 45 mm (Lawrance et Slipinski 2013). Mezi nejmensi
zastupce patii rod Thanatophilus méfici kolem 8 mm (Hurka 2005). Piestoze
se dospélci znaéné lisi velikosti a tvarem, lze pfi jejich urCovani pouzit urcité

spolehlivé morfologické znaky (Byrd et Castner 2001).

T¢lo je obvykle Cerné, ale miiZze se vyznacovat oranzovymi, zlutymi nebo cervenymi
skvrnami (Byrd et Castner 2001). Tvar téla je vejCity az stiedné protahly, mirné
az silné dorzoventralné zplostély. T€lo byva SirSi smérem k zadni Casti spiSe nez
k pfedni. Vétsinou byva hold horni ¢ast téla, zatimco spodni strana mize byt husté
pokryta dlouhymi chlupy (Byrd et Castner 2001; Sikes 2016). Hlava je prognatni
s dobfe vyvinutyma a velkyma oé¢ima vystupujicimi do stran (Lawrance et Slipifski
2013). Tykadla jsou pali¢kovita nebo se postupné rozsifujici slozena z 11 ¢lanku
(Lawrance et Slipinski 2013; Sikes 2016). Mandibuly jsou symetrické, izké a mohou
byt zakongeny subapikalnim zubem (Lawrance et Slipinski 2013). Maxilarni palpy
jsou Ctyi-Clankové, zatimco labialni palpy jsou slozeny ze tii ¢lankt (Lawrance
et Slipinski 2013). Stitek (scutellum) byva velky a dobfe vyvinuty, §tit (pronotum) je
zvétSeny a malokdy ochlupeny (Peck 2001). Krovky u vétSiny zastupct této podceledi
nejsou zkracené. Zkracenymi krovkami se vyznacuje rod Diamesus, Necrodes
a zastupci tribu Nicrophorini, u kterych byva odhaleno 1-5 abdominalnich segmenti
(Sikes 2016).



3.4.2 Morfologie larvy podceledi Silphinae

Larvy dosahuji velikosti v rozmezi od 12 do 40 mm (Sikes 2016). Tvar téla je
podlouhly, mirné¢ az silné zplostely. Hlava prognatni nebo mirn¢ sklonénd, bez
diferencované kréni oblasti. Tykadla jsou slozena ze tfi ¢lankd. Mandibuly jsou
symetrické a zakon¢eny jednim nebo vice zuby (Lawrance et Slipinski 2013).
Abdomen (zadecek) se sklada z deseti ¢lankt, na jehoz konci je viditelny jeden par
dvou¢lankovych nebo jednoélankovych urogomf (Lawrance et Slipinski 2013). Typ

a zbarveni larvy se v ramci tribli vyrazné 1isi (Sikes 2016).

3.4.3 Morfologie dospélcti tribu Silphini

Zastupci mrchozroutll se vyznacuji dorzoventralné zplostélym télem vétSinou
tmavé barvy a mohou méfit 825 mm (Hirka 2005; Sikes 2016). Na hlavé
se nenachdzi epistomdlni Sev a Celni Stitek (clypeus) je srostly se svrchnim pyskem
(labrum) (Anderson et Peck 1985). Tykadla jsou slozena z 11 segment, které se
postupné ke konci rozsifuji (Ractlife 1996). Druhy c¢lanek tykadel je viditelny
(Andreson et Peck 1985). Pronotum ma typicky vétsi Sitku nez délku a u nékterych
druhii mtze byt barevné (Anderson et Peck 1985). Na krovkach jsou znatelné vétSinou
tii podélna zebra s vyjimkou rodu Ablattaria, u kterého se zebra na krovkach
nenachazi (Hurka 2005).

3.4.4 Morfologie dospélcti tribu Nicrophorini

Dospélci hrobatikli méfi okolo 25 mm a vyznacuji se Cernym zbarvenim nebo
kombinaci cervenooranzové az syté zluté barvy (Ractlife 1996). Clypeus a labrum jsou
zietelné oddélené epistoméalnim Svem (Sikes 2016). Tykadla jsou stejné jako
u mrchozroutti slozena z 11 ¢lankt, avSak druhy ¢lanek tykadel je zkraceny a posledni
Ctyfi segmenty tvoii paliCkovity tvar (Obr. 1) (Anderson et Peck 1985). Krovky jsou
zpravidla zkracené, a tudiZ mohou byt viditelné 3 az 4 abdominalni ¢lanky (Ractlife
1996). Umisténi a pocet zlutych ¢i oranzovych skvrn na krovkach je dilezitym
morfologickym znakem k rozliseni druhti tohoto tribu (Anderson et Peck 1985). Zebra

na krovkach nejsou zfetelné viditelna, spiSe jen naznacena (Sikes 2016).



Obrazek 1: Dospélci podceledi Silphinae; (a) Thanatophilus sinuatus
(b) Necrodes littoralis, (c) Nicrophorus interruptus (Sustek 1981)

3.4.5 Morfologie larev tribu Silpini

Larvy zastupcl tohoto tribu maji télo siln¢ sklerotizované, pigmentované,
vétSinou jsou tmavého zbarveni. Typ larvy je zpravidla kampodeiformni (Obr. 2)
(Newton 1991; Sikes 2016). Po stranach hlavy je Sest jednoduchych ocek (stemmata)
(Ractlife 1996). Hibetni desticky (tergity) a bfisni destiCky (ventrity) jsou velké
a dobfe rozlisitelné. Tergity jsou laterdln€ vyklenuté a zakryvaji jednotlivé ¢lanky téla.
Druhy abdominélni ventrit je cely nebo muze byt rozdélen na tifi ¢asti. Tento
morfologicky znak je dtlezity pfi urcovani larev do druhti (Anderson et Peck 1985).
Dalsim dilezitym znakem k ur¢ovani roda larev mrchozZrouti je délka a pocet ¢lankt
urogomf na konci zadecku. Jedno¢lankovymi urogomfy se vyznacuji rody Aclypea

a Heterosilpha, ostatni rody maji urogomfy dvouc¢lankové (Anderson et Peck 1985).

3.4.6 Morfologie larvy tribu Nicrophorini

Larvy zastupcti hrobatikli maji télo slabé pigmentované, nesklerotizované
a svétlého zbarveni (Newton 1991; Riazicka 1992). Larva je eruciformniho typu
(Obr. 2) (Newton 1991; Sikes 2016). Na hlavé je jeden par stemmat (Anderson et Peck
1985). Tergity jsou malé se Ctyfmi malymi ostny (Ractlife 1996). Ventrity jsou
vétSinou redukované. Ventralni sklerotizace na 9. a 10. abdominalnim c¢lanku je
dalezitym znakem k uréovani druht larev hrobatikli (Anderson et Peck 1985).
Urogomfy na konci zadeCku jsou jednoclankové (Anderson et Peck 1985).

Podrobnému popisu larev sttedoevropskych druhti hrobaiika se zabyva prace Riizicka

1992.
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Obrazek 2: (a) larva tribu Silphini (b) larva tribu Necrophorini (Ractlife 1996)

3.5 Rod Necrophila Kirby et Spence

Rod Necrophila pattici do tribu Silphini zahrnuje v soucasnosti 15 druht
rozd€lenych do péti podrodt; Eusilpha Semenov-Tian-Shanskij, 1890, Calosilpha
Portevin, 1920, Chrysosilpha Portevin, 1920 a Deutosilpha Portevin, 1920, které
pochazi z orientalni a vychodni palearktické oblasti, a podrod Necrophila Kirby
et Spence, 1828 pochazejici z oblasti nearktické (Sikes 2008; Newton 2022).

Pivodné podrody Deutosilpha a Calosilpha byly klasifikovany v ramci rodu
Eusilpha (Portevin 1920). Nasledn¢ Portevin (1926) zatadil tyto dvé skupiny jako
samostatné rody piibuzné krodum Chrysosilpha a Eusilpha. Poté teprve az
Peck (2001) a Sikes (2008) zatadili podrody Deutosilpha, Calosilpha, Chrysosilpha

a Eusilpha do rodu Necrophila.

Ekologie tohoto rodu zatim neni dostatecné prozkoumana. Nejvice o ekologii,
Zivotni strategii a reprodukci je doposud znamo o druhu Necrophila s. str. americana,
ktery se vyskytuje v lesnich biotopech i v otevienych prériich (Anderson 1982;
Lingafelter 1995; Trumbo et Sikes 2021). Vétsina druht patiici do podrodi
Calosilpha, Chrysosilpha a Deutosilpha jsou znamé svou preferenci pro lesni biotopy,
zatimco podrod Eusilpha se vyskytuje striktné v nelesnich ekosystémech jako jsou
louky, stepi ¢i ruderalni stanovisté (Jan Riizicka, 2024, in verb.). Mezi druhy v rdmci

tohoto rodu muze byt také rozdilnost v potravni strategii. Zatimco vétSina druht
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je povazovana za nekrofagni, u druhti N. (Eusilpha) japonica (Motschulsky, 1862) a
N. (Eusilpha) jakowlewi (Semenov-Tian-Shanski, 1891) byl zjistén predatorsky
zpusob zivota (Ikeda et al. 2008).

Studium potravnich preferenci, Zivotnich strategii a vyvoje druhil patficich do
rodu Necrophila mize byt dilezité z hlediska vyuziti té€chto informaci ve forenzni
entomologii, jelikoz zejména obligatni nekrofagové jsou povazovani za stézejni
bioindikatory k ur¢eni odhadu doby smrti u nalezenych lidskych tél (Amendt et al.
2004; Matuszewski 2011; Jakubec et al. 2021a). Druhy z rodu Necrophila, ktery maji
potencial k vyuziti ve forenzni entomologii jsou naptiklad N. (Calosilpha) brunnicollis
(Kraatz, 1877) a Necrophila s. str. americana (Jakubec et al. 2021b; Lutz et al. 2018).

3.5.1 Podrod Deutosilpha Portevin

Podrod Deutosilpha zahrnuje dva druhy N. (D.) rufithorax (Wiedemann, 1823)
a N. (D.) luciae Ruzicka et Schneider, 2011. Tyto druhy jsou doposud znamy
z jihovychodni Asie. Druh N. (D.) rufithorax je rozsifen na Indickém poloostrove,
jizn¢€ od hlavniho himalajského horského hiebene. Druh N. (D.) luciae byl pozorovan
v Thajsku, Laosu a v ¢inské provincii Sichuan (Ruzicka et Schneider 2011)

(viz. priloha 1).

Dospélci tohoto podrodu se vyznacuji zplostélym télem a méii 17,5-22,5 mm.
Hlava je ¢erna s kovové modrym leskem, ¢ernym Ustnim ustrojim a Zlutou gulou. O¢i
jsou malé a nijak vyrazn€ nevycnivajici. Napadnym typickym znakem je oranZové
pronotum Sestihranného tvaru se Ctyfmi ¢ernymi skvrnami, které jsou uspotfadany
do pulkruhu (Obr. 3). Scutellum je velké s vinitymi bo¢nimi okraji. Elytra s nevyrazné
vyvinutymi dvéma Zebry a naznacenym tfetim vnéjSim zebrem jsou na bocnich
okrajich tmavé modra az fialovd a na ventralni strané jsou svétle kovové modra.

Holeng (tibia) jsou zahnuté (vyraznéji u samci) (Rtzic¢ka et Schneider 2011).

3.5.2 Podrod Chrysosilpha Portevin

V soucasnosti podrod Chrysosilpha zahrnuje tii druhy; N. (C.) formosa (Laporte
de Castelnau, 1832), N. (C.) renatae (Portevin, 1920), N. (C.) viridis (Motschulsky,
1861). Druh N. (C.) formosa ma z téchto druhi nejvétsi rozsifeni. Nachazi se v Laosu,
Vietnamu, Thajsku, Malajsii a na indonéskych ostrovech Sumatra, Java a Bali.

N. (C.) renatae je endemickym druhem na indonéském ostrové Sulawesi.
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Endemicky vyskyt ma také druh N. (C.) viridis na péti Filipinskych ostrovech (Ruzicka
et al. 2012) (viz. ptiloha 2).

Délka téla dospélci tohoto podrodu se pohybuje od 12 do 18,5 mm. T¢lo je
zplostélé, kovoveé modré nebo zelené. Gula byva nékdy cervenohnéda az zluta. OcCi
jsou velké a napadné vycnivajici po stranach hlavy. Pronotum Sestihranného tvaru je
kovové modré ¢i zelenomodré s oranzovymi pruhy po stranach (N. (C.) renatae, N.
(C.) viridis) nebo je barva pronota oranzova se ¢tyfmi ¢ernymi skvrnami uspofadanymi
do ¢tverce (N. (C.) formosa) (Obr. 4). Scutellum je malé s mirn¢ zvinénymi bo¢nimi
jsou vyrazné kratsi. Holen¢ (tibie) jsou témet rovné, abdomen je slabé sklerotizovany

(Ruzicka et al. 2012).

3.5.3 Podrod Calosilpha Portevin

V soucasnosti se fadi do tohoto podrodu ¢tyfi druhy; N. (C.) brunnicollis, N. (C.)
cyaniventris (Motschulsky, 1870), N. (C.) cyaneocephala (Portevin, 1914) a N. (C.)
ioptera (Kollar et Redtenbacher, 1844). Druh N. (C.) brunnicollis je rozsiten
v Bhutanu, vychodni Cing, na dalném vychodé Ruska, v Koreji a Japonsku. Rozsifeni
druhu N. (C.) cyaniventris je znamo od severni Indie ptes Nepal, Thajsko, Vietnam az
po Jizni Cinu. Druh N. (C.) ioptera se vyskytuje v Pakistanu, severni Indii a Nepalu.
N. (C.) cyaniventris je endemickym druhem na ostrové Taiwan (Ruzicka et al. 2015)

(viz. ptiloha 3).

Dospélci tohoto rodu métri 11,9-23,1 mm. Cerna aZ kovové leskla hlava je
zplostéla s fadou dlouhych vzptimenych Zlutych $tétin za o¢ima. OCi jsou malé
a nepfili§ napadné vystupujici. Pronotum je ovalné az Sestithelnikového tvaru
a oranzové barvy (N. (C.). cyaniventris, N. (C.). brunnicollis a N. (C.) cyaneocephala)
(Obr. 5). U druhu N. (C.) ioptera, se na pronotu objevuje napadna hnéda az cerna
skvrna. Obcas se tento znak také vyskytuje u druhu N. (C.). brunnicollis a N. (C.)
cyaneocephala. Scutellum je malé se zvinénymi okraji. Elytra i scutellum maji hnédou
az tmavé hnédou barvu s modie nebo zelené kovovym leskem. Tti Zebra na krovkach
jsou vyrazné vyvinuta stejné jako u podrodu Chrysosilpha, avsak abdomen byva silné

sklerotizovany (Rizicka et al. 2015).
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3.5.4 Podrod Eusilpha Semenov-Tian-Shanskij

Podrod Eusilpha v soucasnosti zahrnuje pét druhti; N. (E.) cyaneocincta
(Fairmaire, 1878), N. (E.) jakowlewi (Semenov-Tian-Shanskij, 1891), N. (E.) japonica
(Motschulsky, 1862), N. (E.) subcaudata (Fairmaire, 1888), N. (E.) thibetana
(Fairmaire, 1894). Druhy N. (E.) cyaneocincta a N. (E.) thibetana jsou znamé svym
vyskytem v kontinentalni Cin& v provincii Se¢uan. Druh N. (E.) jakowlewi je rozsiien
Vv severozapadni ¢inské provincii Gansu, jihovychodni ¢inské provincii Zhejiang,
na japonském ostrové Tsuchima a v Severni a Jizni Korei. Vyskyt druhu N. (E.)
japonica je znam v Japonsku, v Severni a Jizni Koreji a na ostrové Tchaj-wan. Druh
N. (E.) subcaudata se nachazi v ¢inské provincii Se¢uan a v jizni ¢inské provincii
Yunnan (Ruazicka 2015). Pocet druhii tohoto podrodu neni v soucasnosti zcela jasny.
Neékteré druhy budou synonymizovany v budouci publikované revizi podrodu

Eusilpha (Jan Ruzicka, 2024, in verb.).

Dospélci tohoto podrodu se typicky vyznacuji Cernym zbarvenim téla
a lesklou plochou na stfedu pronota (Obr. 6). Druhy se mezi sebou lisi variabilitou ve
struktutfe zeber na krovkach a v umisténi teCkovani na pronotu (Jan Razicka, 2024,

in verb.).

3.5.5 Podrod Necrophila Kirby et Spence

Do tohoto podrodu se tadi jediny druh Necrophila s. str. americana, ktery je
Siroce rozsifen na celé vychodni poloviné Spojenych stati americkych a Vv jizni
Kanadé. Dospé€lci méti 13,8—-20 mm a vyznacuji se typickym Zlutym Stitem s jemnym
teCkovanim a s centralni ¢ernou skvrnou (Obr. 7). Elytra jsou Cerna, vyrazné
tvarovand, zakryvajici témét cely abdomen a jsou zakulacend u samct, zatimco

u samic jsou elytra mirné protahla (Ratcliffe 1996).
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Obrazek 3-7: Habitus N. (Deutosilpha) rufithorax (3), N. (Chrysosilpha) formosa (4),
N. (Calosilpha) cyaniventris (5), N. (Eusilpha) jakowlewi (6), Necrophila s. str. americana (7)
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3.6 Principy pouzivanych molekularni metod

vvvvvv

zabyvajici se taxonomii, fylogenezi a populacni genetickou v rdmci riznych skupin
organismi v¢etné hmyzu (napi. Dobler et Miller 2000; Ikeda et al. 2008; Lagisz et al.
2010). Pro stanoveni fylogenetickych vztaht se vyuzivaji molekularni markery, jejichz
porovnanim, lze sledovat vzajemné vztahy mezi organismy. Standardni postup pro
ziskani téchto markerd je extrakce DNA, amplifikace vybraného markeru pomoci
PCR, purifikace a sekvenovani (Snustad et Simmons 2009). Nize jsou popsany obecné

principy jednotlivych metod.

3.6.1. Extrakce DNA

Extrakce neboli izolace deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je proces, pii
kterém dochazi k oddéleni DNA od proteini, membran a dalsiho bunécného
materialnu obsazeného v buiice pomoci chemickych a fyzikalnich metod. Tento proces
je kli¢ovy Vv riznych analyzach v molekularni biologii a vyZaduje peclivé zachazeni
s biologickym materidlem, aby se zabranilo mozné kontaminaci vzorku. DNA muze
byt izolovéana z jadernych, mitochondrialnich ¢i chloroplastovych genomu a pouziti

téchto typtit DNA zévisi na tom, k jaké analyze bude déale pouZzivana (Elkins 2013).

DNA miize byt ziskavana z riznych typua tkani, krve ¢i télnich tekutin (Gupta
2019). K izolaci DNA menSich organismt, jako je hmyz, lze pouzit celého jedince
nebo jeho ¢ast, napiiklad koncetinu (Gilbert et al. 2007). DNA je izolovana z jedinct,
nebo jejich ¢asti, uchovanych ve fixaéni kapalin€, napt. 96 % EtOH, ktery je vhodny
k dlouhodobému uchovavani materialu pro DNA analyzy (Novak et al. 2023). DNA
1ze ziskat také ze suchého materialu, av§ak u muzejnich ¢i suSenych preparatii je mira
degradace DNA vyssi, neZ napft. U vzorkli uchovavanych v mrazu ¢i 96 % EtOH. (Tian
et Yu 2013; Gilbert et al. 2007).

Extrakce DNA muze byt provedena manualné nebo za pouziti dostupnych
komerénich sad (kitd) (Gupta 2019). Tyto kity, obsahujici potfebné chemikalie,
zkumavky, filtrani kolonky a navody k pouziti, jsou navrZené k efektivni izolaci DNA
a usnadnuji proces v laboratofi (Wang et al. 2019). Obecné se proces sklada ze tii
zakladnich krokl. Prvné probihé 1yza bunééné membrany za ucelem uvolnéni DNA
do lyza¢niho roztoku. Poté dochazi k enzymatickému §tépeni (denaturaci) proteint,

aby byla DNA od proteinti odd€lena. Nésledné probihéd izolace DNA od ostatnich
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bunéénych slozek a vymyvani vzorku, aby byly odstranény mozné kontaminanty.
Postup extrakce DNA se miize ¢astecné liSit v zavislosti na pouzivané metod¢ a typu

vzorku (Elkins 2013).

3.6.2 Polymerazova tetézova reakce

Polymerazova fetézova reakce neboli PCR (polymerase chain reaction) je
inovativni metoda umoziujici rychle amplifikovat danou sekvenci DNA na zakladé
stiidani teplot, a tim tak efektivné detekovat i nizké koncentrace DNA. Tato metoda

se pro svou efektivitu a rychlost stala klicovym nastrojem pro riizné genetické analyzy

(Mullis 1990).

PCR probihéa za pouziti specifickych primer, které na zakladé svych kratkych
oligonukleotidovych sekvenci urcuji oblast DNA (templat), kterd bude mnozena.
K reakci je dale potiebny enzym DNA polymeréaza, ktera syntetizuje novy fetézec
DNA. Nejcastéji se pouziva Taq polymeraza, ktera je vysoce odolnd vuci stiidani
teplot béhem reakce. Déle jsou potiebné nukleotidy, reakéni pufr, hotfecnaté ionty

a voda (Alberts et al. 1998).

Reakce probiha v zafizeni termocykléru, ktery umoziuje ménit teploty velmi rychle,
presné a udrZzovat konkrétni dobu uréenych teplot v kazdé fazi reakce. Princip PCR je
zalozen na opakujicich se tfech zakladnich fazich, a to je denaturace, nasedani primerti
(annealing) a extenze (elongace). Prvni faze denaturace probiha za velmi vysokych
teplot (okolo 95 °C), aby dosSlo k naruseni vodikovych mustkli mezi bazemi
a dvouvlaknovy tsek DNA se rozpojil na jednovlaknovy. V druhé fazi annealingu
probihajici za nizsich teplot (50-65 °C) nasedaji primery, které jsou komplementarni
k obéma koncim jednovlaknového templatu. Tteti faze elongace probiha pfi teploté
70-75 °C, ve které se dotvaii nové vldkno DNA za pomoci DNA polymerazy
a volnych nukleotidi. Cyklus se nésledné nékolikrat opakuje, obvykle je potieba
25-30 cykld a vznikaji exponencialné se namnozené useky urcité ¢asti DNA (Alberts

et al. 1998; Joshi et Deshpande 2010).
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3.6.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je laboratorni technika, kterd se pouziva pro separaci
a analyzu fragmenti DNA, RNA ¢i proteinti. Zdkladnim principem je pohyblivost
fragmentli v pfipraveném gelu, kde ptisobi elektrické napéti. Systém se sklada ze dvou
protilehlych nabitych elektrod (anody a katody). Princip spo¢ivd v migraci danych
fragmentd DNA, které maji zaporny naboj smérem ke kladn¢ nabité katode¢.
Fragmenty se pohybuji v agarozovém gelu, ktery umoznuje oddélovani fragmentt
podle jejich velikosti, jelikoz krat$si fragmenty migruji rychleji nez delsi.
Vzorky je zapotitebi mit v gelu ve stejné fad¢, k tomu je pouzivan plastovy hieben
(Alberts et al. 1998; Lee et al. 2012).

Nasledna vizualizace vysledkl probiha pomoci UV svétla. DNA je viditelna pod
UV svétlem, jelikoZ se pii piipravé gelu piidava do roztoku ethidiumbromid, GelRed
¢1 jiné fluorescencni barvivo, které maji schopnost se navazat na molekulu DNA
(Sigmon et Larcom 1996). V soucasnosti je vice pouzivan GelRed, jelikoz se jedna
(Anjomshoa et Torkzadeh-Mahani 2016). Vysledkem jsou viditelné fragmenty
rozdelené podle velikosti. Pro srovnani délek jsou pouzivany referen¢ni fragmenty
tzv. DNA zebtiky (DNA ladder), které maji stanovenou urcitou znamou velikost (Lee

et al. 2012).

Jednim z hlavnich zplsobl vyuziti gelové elektroforézy je kontrola PCR
produktt, jelikoz tato metoda spolehlivé umoziuje zjistit, zda amplifikace danych
usekiit DNA probéhla uspé$né a jestli mohou byt vzorky vyuZity pro nasledujici
analyzy. Napiiklad pfitomnost vice fragmentl v jedné linii znaci nespecifickou
amplifikaci ¢1 moZnou kontaminaci vzorku. Také mira viditelnosti vzorkd pod
UV svétlem predstavuje mnoZstvi amplifikovanych fragmenti DNA (Alberts et al
1998; Ishir et al. 2013).

18



3.6.4 Sangerova metoda sekvenovani DNA
Sekvenovani DNA je proces stanoveni piesné sekvence nukleotidi v molekule
DNA. Urcité sekvence DNA jsou klicovou informaci potiebnou k detekci genetickych

podobnosti, evolucni historie a riznych fylogenetickych analyz (Alberts et al 1998).

Sangerovo sekvenovani je metoda zalozend na syntéze nového vlakna DNA
za pouziti DNA polymerazy a modifikovanych dideoxyribonukleotidi (ddNTPs),
které svym chemickym slozenim syntézu ukoncuji, jelikoz postradaji OH skupinu.
Dale je kreakci za potiebi primer stanovujici zacatek syntézy a nemodifikované
deoxyribonukleotidy (dNTPs) potiebné k tvoreni fetézci DNA. V prubéhu reakce
se tvoii rizné dlouhé sekvence DNA, jelikoz pti ndhodném ptidani ddNTP do fetézce
se syntéza zastavi (Sanger et al 1977). Fragmenty se dale vizualizuji na gelové
¢i kapilarni elektroforéze (Alberts et al. 1998). JelikoZz dANTP jsou barevné
fluorescenéné znaceny, je timto zplisobem mozné stanovit piesné potadi bazi dan¢ho

fragmentu DNA (Smith et al. 1986).

3.7 Fylogeneticke stromy

Fylogenetické¢ stromy vychézeji z principu fylogeneze, kterd je zaloZena
na studiu piibuzenskych vztahli mezi organismy, jejich evolu¢niho vyvoje
a spole¢nych predkt. Tyto vztahy hraji kli¢ovou roli k pochopeni evoluéni historie
a Vutvafeni druhové rozmanitosti na Zemi (Flegr 2005). Skrze rekonstrukce
fylogenetickych stromtl 1ze vizualizovat, jak pravdépodobné jednotlivé druhy vznikaly
oddélenim od spolecného predka. Na zdkladé rliznych metod lze odhadovat stari
jednotlivych linii a casu, kdy se linie od sebe odstépily (Hall 2018.). Prvni
fylogenetické stromy byly rekonstruovany na zakladé podobnosti a odliSnosti
morfologickych znakili mezi studovanymi organismy. AvsSak s pfichodem riiznych
genetickych analyz jsou v soucasnosti cCastéji vytvaiené fylogenetické stromy

na zaklad¢é molekularni dat (Flegr 2005; Hall 2018).

Molekulédrni fylogeneze je zaloZena na principu porovnani potfadi nukleovych
kyselin DNA, RNA ¢i aminokyselin v proteinech (Snustad et Simmons 2009).
Sekvence se lisi od spole¢ného piedka, jelikoz dochédzi k mutacim a nékteré mutace se
mohou ve vyvijejici se populaci zafixovat, a to bud’ nahodné nebo skrze selekci.

Aby bylo moZzné rekonstruovat fylogenetické stromy, je potifeba urCit dané
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ptedpoklady o procesu nukleotidovych substituci skrze rizné typy evolu¢nich modelti

(Hall 2018).

Fylogeneticky strom je sloZzen z kofene, vétvi, vnitinich a vnéjSich uzla (Hall
2018). Vngjsi uzly (listy) predstavuji tzv. opera¢ni taxonomickou jednotku
(Operational Taxonomic Unit OTU) (Flegr 2005). OTU piedstavuje studovany druh
nebo taxon, které jsou v pfipadé molekuldrnich analyz symbolizovany danymi
sekvencemi (Snustad et Simmons 2009). Tato informace obsahuje fakticka data,
ze kterych se odvozuje vSe ostatni ve stromu. Vnitini uzly symbolizuji posledni
hypotetické predky spojenych OTU. Vétve spojuji uzly a kotfen stromu symbolizuje
nejpiibuznéjSiho spolecného predka vSech ostatnich OTU. Pokud se jedna
0 kladogram, kdy se nenachazi u stromu ¢asova osa, piedstavuji vétve stromu potadi,
ve kterém se dané¢ OTU diverzifikovali. U fylogramu, ktery je zndzorfiovan s ¢asovou
osou, predstavuji délky vétvi evoluéni rychlost skrze vzniklé mnozstvi zmén mezi

piredkem a potomkem (napft. poc¢et mutaci) (Hall 2018).

Fylogenetické stromy mohou byt zakofenéné nebo nezakofenéné. V samotnych
studovanych sekvenci neni dostatek informaci, které by mohly urcit kofen stromu.
Proto se Kk umisténi kofene stromu pouziva vnéjsi skupina (outgroup), ktera neni
pfedmétem studovaného OTU. Jedna se o jednu nebo vice sekvenci, které se 1isi
od sekvenci vnitini skupiny vice nez sekvence wvnitini skupiny navzajem.
Nezakotenény strom predstavuje pouze vztahy mezi danymi OTU, aniz by definovaly

prubéh evoluce (Snustad et Simmons 2009; Hall 2018).

Metody rekonstrukce fylogenetickych stromi jsou zalozené¢ bud’ na principu
vypocetnich algoritmu, na zaklad¢ kterych je sestaven jeden fylogeneticky strom, nebo
na principu kritéria optimality (napf. metody maximalni parsimonie ¢i maximalni
vérohodnosti), pomoci které¢ho je vygenerovano vice stromll a optimalni strom je
vybran na zéklad¢ zvolenych kritérii (Flegr 2005). Kazda z metod ma své vyhody
i omezeni a pii vybéru metody lze zvazit uréitd vykonnostni kritéria. Témi muize byt
napiiklad efektivnost, tedy mira toho, jak rychle metoda konverguje ke spravnému
stromu, vypocetni rychlost ¢i robustnost (méfitko, do jaké miry metoda toleruje
odchylky od danych predpoklada a zaroven zhotovuje nejvhodnéjsi stromy) (Hillis
et al. 1996).
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Nize jsou popsany principy metod, které byly zvoleny k rekonstrukci
fylogenetickych stromti v praktické casti, jelikoz jsou tyto metody doposud

povazované za nejpiesnéjsi (Hall 2005; Ogden et Rosenberg 2006).

3.7.1 Metoda maximum likelihood

Metoda maximum likelihood (maximalni vérohodnosti) je statisticka metoda,
ktera pomédha urcit fylogeneticky strom, ve kterém je dana topologie
nejpravdépodobnéj$i. Princip je zalozen na porovnavani ridznych modeli
nukleotidovych substituci na konkrétnim souboru dat pomoci vypoctu logaritmické
pravdépodobnosti (Hall 2018). Vstupnimi daty jsou nukleotidové sekvence, pficemz
poradi vétveni a délky vétvi stromill jsou neznamé. Proto je potfeba specifikovat
konkrétni evoluéni model urcujici zpisob, jakym program bude propocitavat délky
vétvi. Skrze metodu maximum likelihood je vyhodnocovana pravdépodobnost,
ze zvoleny evoluéni model vygeneruje pozorované sekvence a fylogeneze jsou

nasledné odvozeny na zakladé nalezeni nejpravdépodobnéjsich stromd.

Tato metoda je velice efektivni, jelikoz obvykle poskytuje odhady, které maji nizsi

rozptyl nez u jinych metod (Swofford et al. 1996).

Jelikoz nelze se stoprocentni pravdépodobnosti ur€it, ze zrekonstruovany
fylogeneticky strom je ten, ktery reprezentuje skutecny vyvoj evoluce, pouZiva
se zpusob vyhodnoceni spolehlivosti téchto odhadi. Nejpouzivanéj$i metodou
pro odhad spolehlivosti fylogenetickych stromtl je metoda bootstraping (Hall 2018).
Jedna se o metodu pouzivajici opakovany vybér (resampling). Princip spociva
V porovnani piivodniho vysledku s vysledky ziskanymi na zdklad€ ndhodného vybéru
dat, které maji stejnou velikost jako plvodni datovd sada. Vysledky jsou
interpretovany jako hodnoty bootstrapu uvadéné v procentech. Tato hodnota udava,
Vv kolika procentech zrekonstruovanych stromii se vyskytuje na daném misté urcity
uzel. Cim je vy$si hodnota u daného uzlu, tim je vyssi podpora v piivodnich datech.
Hodnota tedy vyjadiuje stupeit podpory pro pfitomnost daného vétveni
ve studovanych datech, nelze ji vysvétlit jako miru pravdépodobnosti existence této

vetve v evoluéni linii (Flegr 2005).
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3.7.2 Bayesovska inference

Tato statistickd metoda je =zalozena na principu vypoctu posteriorni
pravdépodobnosti, kterd udava pravdépodobnost néjakého stavu, ktery nastane
za podminky jiného jevu. Od metody maximum likelihood se li$i tim, ze hledé strom,
ktery je nejpravdépodobnéjsi vzhledem k vstupnim datiim a zvolenému substitu¢nimu

modelu. Vysledkem je soubor vice stromil, které jsou vyhodnoceny jako nejvice

pravdépodobné (Huelsenbeck et al. 2001).

Programy (napi. BEAST ¢i Mr. Bayes) pouzivaji algoritmy tvz. Markov chain
Monte Carlo (MCMC) a zhotovuji tak fylogenetické stromy tim, Ze nejprve vyberou
né&jaky strom jako vychozi bod a uréi jeho pravdépodobnost. Nasledné ¢asteéné zmeni
topologii stromu, vypocitaji jeho pravdépodobnost a pokud je tato pravdépodobnost
vys$§i nez u predchoziho stromu, je tento strom pfijat. Tento proces se opakuje
n¢kolikrat za sebou do té doby, dokud se pravdépodobnost mezi stromy vyrazné nelisi.
Poté je zjistovana konvergence dat, kterd predstavuje métitko, jestli algoritmus dosahl
maxima ¢i minima funkce, kterd byla feSena. Pokud dochazi ke konvergenci dat,

je feseni nalezeno a jsou vyhodnoceny shody nejpravdépodobnéjsich stromi (Hall

2018).
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4. Metodika
4.1 Sbér dat

Na molekularni fylogenezi rodu Necrophila byly pouzity DNA sekvence
jedendcti druhii z celkovych patnacti druhti patiici do tohoto rodu. Vzorky péti druhti
byly poskytnuty od prof. Mgr. Jana Ruzi¢ky, Ph.D. jako lihové nebo suché preparaty,

ze kterych se nasledné sekvenovaly vybrané iseky DNA.

Pro analyzu byly vybrany sekvence dvou mitochondridlnich genti COI a 168,
které jsou oznaceny jedine¢nym identifikatorem pro kazdy druh (Tab. 1). Tyto geny
byly zvoleny, jelikoZz sekvence mitochondridlnich genll lze jednoduseji ziskat
1 ze suchého materidlu a zarovenn geny COI a 16S jsou pouZivané na této skupiné
broukd jiz v diivéjsich publikacich (Ikeda et al. 2008; King et al. 2015; Ruzicka et al.
2023).

Na molekularni analyzu byl jako outgroup zvoleny dva druhy rodu
Thanatophilus a dva druhy rodu Necrodes (Tab. 1) na zaklad¢é publikovanych praci
(napt. Riazicka 2023, Mahlerova 2021).

DNA sekvence deseti druha (vcetné outgroup) byly ziskany z databaze NCBI
(Sayers et al. 2022). NCBI (The National Center for Biotechnology Information) je
mezinarodni voln¢ dostupnad databaze, kterd je soucasti knihovny United States
National Library of Medicine sidlici v aredlu americké agentury NIH (National
Institutes of Health), a poskytuje informace o védeckych datech ptedevsim z oblasti
molekuldrni biologie (Sayers et al. 2022). Na sbér dat pro analyzu byla vyuzita
databaze GenBank, ze které byly stazeny potiebné nukleotidové sekvence.
Dale v NCBI byl vyuzit nastroj BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ktery
umoziuje identifikovat podobné sekvence skrze algoritmus, ktery porovnava sekvence

nukleotidii nebo proteinti s daty v databazi (Obr. 8) (Altschul et al. 1990).
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Tabulka 1: Prehled druhti pouzitych na molekularni fylogenezi. Sekvence genu, ktera je

vybarvena zelené byla ziskana z lihového nebo suchého vzorku. Modfe oznacené sekvence

byly ziskany z databaze NCBL.

ingroup
Accession number
Rod Podrod Druh Popsal col 165
Necrophila | Calosilpha | cyaniventris g“é';’g;‘:h“'s“y' JRUC_SIL_0058 | JRUC_SIL 0058
Necrophila | Calosilpha | cyaneocephala (1';3%’"‘”’ JRUC_SIL_0068 | JRUC_SIL_0068
Necrophila Calosilpha brunnicollis (Kraatz, 1877) | AB770482 AB285550
Necrophila | Eusilpha subcaudata (1238';’;1""”‘3' JRUC_SIL_0061 |JRUC_SIL_0061
Necrophila | Eusilpha japonica g'g'g’zt;c““'s"y' AB606552 AB285539
(Semenov-
Necrophila Eusilpha jakowlewi Tian-Shanskij, | AB761601 AB285547
1891)
Necrophila | Eusilpha cyaneocincta (1237'53“"""‘*' JRUC_SIL_0050 | JRUC_SIL_0050
aporte
(L
Necrophila Chrysosilpha | formosa de Castelnau, | AB606437.1 AB285553
1832)
Necrophila | Chrysosilpha | viridis (l'\é'g’lt§'0h“'5ky' PP054246 PP038339
Necrophila Chrysosilpha | renatae (lI;c;rS)evm, JURC_NR JURC_NR
Necrophila Necrophila americana (1I;|5né1)aeus, GU176343.1 AB285543
outgroup
Thanatophilus sinautus (1F7&7%r)'c'“s’ AB606435 AB285548
Thanatophilus rugosus (1I;|5r18n)aeus, AB606434 AB285546
Necrodes littoralis (Linnaeus, | Ap6oeazs AB285536
1758)
Necrodes nigricornis Harold, 1875 | AB606433 AB285544
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https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/9PQFX
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/9PQFX

BLAST @ » blastn suite » results for RID-Z4574XHNO16 Home RecentResults Saved Strategies Help

Save Search Search Summary v © How to read this report? @ BLAST Help Videos "DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID Z4574XHNO016  Search expires on 03-15 05:04 am Download All v -
Program BLASTN@ Cilation v Organism only top 20 will appear [ | exclude
Database nt Soe details v | Type common name, binomial, taxid or group name

+ Add organism
Query ID lel|Query_3541065
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna | ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 515

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select col ¥ Show | 100V | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
o - Max | Total Query E Per
Description Scientific Name | ¢ ore Score| Cover value | Ident | ™" Accession
- - - - -
Necrodes nigricornis mitochondrial gene for 165 ribs | RNA, partial sequence Mecrodes nigric... 952 952 100% 0.0 100.00% 550 AB285544.1
Necrodes nigricornis voucher NFS37 mitochondrion,_complete genome Mecrodes nigric 924 924 100% 00 99 03% 18503 NC_071380 1
Necrodes littoralis mi ion, complete genome Necrodes littoralis 846 846 100% 00 96.31% 17830 NC_056196 1
Necrodes littoralis mitochondrial gene for 16S ribosomal RNA, partial Necrodes littoralis 835 835 100% 0.0  95.92% 247 AB285536.1

Obréazek 8: Priklad vyhledavani podobnych sekvenci v programu
BLAST (Altschul et al. 1990)

4

4.2 Laboratorni ¢ast

4.2.1 Extrakce DNA
DNA byla izolovana z nohy (druhého paru) daného druhu. Pro extrakci DNA

byl vyuzit komer¢né€ vyuzivané kity Tissue DNA Isolation Kit (Geneaid) a NucleoSpin
DNA Insect Mini kit (Macherey-Nagel), ktery je navrzen pro G¢innou izolaci DNA
ze vzorkd hmyzu. V laboratofi se postupovalo dle nésledujicich krokt dle protokolu

NucleoSpin DNA Insect, Mini kit (Macherey-Nagel):

Krok 1. Ptiprava vzorku

Do mikrozkumavky typu Eppendorf se vlozila koncetina

Bylo ptidano 100 pl eluéniho pufru (BE)

Krok 2. Lyzovani vzorku

Bylo ptidano 40 pl pufr MG a 10 pl Liquid proteinazy K

Obsah zkumavky byl promichan ve vortexu

Zkumavka byla vlozena do centrifugy na dobu 30 sekund pfi 11 000 x g

Krok 3. Vazani (DNA Binding)

Byl ptidan 600 pl pufr MG a nasledné se obsah zkumavky na 3 sekundy

promichal ve vortexu
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Poté probéhlo odstied’ovani na 30 sekund pii 11 000 x g

Kolonka byla vlozena do 2 ml sbérné zkumavky

Do kolonky byl ptidan 500—-600 pl supernatantu

Obsah zkumavky byl centrifugovan na dobu 30 sekund pii 11 00 x g

Kolonka byla vlozena do nové sbérné zkumavky.
Krok 4. Vymyvani

Do roztoku byl piidan 500 ul pufr BW

Nasledné se roztok centrifugoval pti 11 000 x g po dobu 30 sekund

Protekly roztok ve zkumavce byl vyhozen a nasledné bylo ptidano 500 ul pufru
B5

Zkumavka se centrifugovala pii 11 000 x g po dobu 30 sekundy

Obsah zkumavky byl vylit a kolonka byla vloZena d do stejné zkumavky

Daéle probéhla centrifugace po dobu 30 sekund pti 11 000 x g, aby se kolona

vysusila
Krok 5. Eluce vysoce Cisté DNA

Zkumavku byla vyhozena a kolonka vlozena do nové
Do kolonky bylo pfidano 100 pl elu¢niho pufru BE
Roztok byl inkubovan za pokojové teploty jednu minutu a nasledné

centrifugovan pii 11 000 x g po dobu 30 sekund

Postup extrakce DNA na zakladé protokolu Tissue DNA Isolation Kit (Geneaid):

Krok 1. Disociace tkani

Do zkumavky s koncetinou bylo pfidano 200 pl GT pufru a 20 pul proteinazy K
Obsah zkumavky byl promichan na 5 sekund ve vortexu a nasledné¢ inkubovan

pfi 60 °C po dobu 30 minut
Krok 2. Lyzovani

Do zkumavky bylo ptidano 200 ul GBT pufru

Roztok byl na 5 sekund promichan ve vortexu a nasledn¢ inkubovan pti 60 °C
po dobu 20 minut

200 pl eluéniho pufru bylo pfedehiato na 60 °C
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Krok 3. Binding

Do roztoku byl pfidan ethanol a obsah smichan na 10 sekund ve vortexu

Roztok byl nasledné ptresunut do zkumavky s kolonou GS a dvé minuty

centrifugovan pii 14 000 X g

Kolonka byla umisténa do nové zkumavky
Krok 4. Vymyvani

- Do kolonky byl ptidano 400 pl pufru W1

- Smés byla centrifugovana 30 sekund a obsah zkumavky byl vylit a kolonka
byla vlozena do stejné zkumavky

- Dale probéhla centrifugace po dobu tii minut pfi 14 000 x g, aby se kolona

vysusila
Krok 5. Eluce DNA

- Kolonka byla umisténa do ¢isté zkumavky a bylo ptidano 100 pl elu¢niho
pufru
- Roztok byl inkubovan po dobu péti minut a poté centrifugovén na 30 sekund

pii 14 000 x g

4.2.2 Amplifikace fragmentti DNA pomoci PCR
Po extrakci DNA byla néasledné v laboratofi pfipravena smés na amplifikaci
DNA. PCR premix obsahoval PPP master mix (Top bio, s.r.0.), primery, ddH.O

a DNA. PCR prob¢hla v celkovém objemu 26 pl [24 ul mastermixu : 2 pl templatové
DNA].

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro PCR v jednotkach pl

PPP Master mix (Top bio, s.r.0.) 12,5
ddH>O 9,5
Primer forward 1
Primer reverse 1
DNA 2
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Pro amplifikaci genu COI (cytochrom oxidéaza I) byly vyuzit forward primer C1-
J-2183 alias Jerry a reverse primer TL2-N-3014 alias Pat. Pro amplifikaci genu 16S
byl vyuzit forward primer LR-J-12887 alias 16Sbr a reverse primer LR-N-13398 alias
16Sar (Simon et al 1994).

Tabulka 4: Primery pouzité k amplifikaci genu COI a 16S

Gen Primer Sekvence

MtDNA COI | C1-3-2183 (Jerry) |5*— CAACATTTATTTTGATTTTTTGG - 3
TL2-N-3014 (Pat) |5‘ —- TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA — 3

MtDNA 165 '(1%535:)2887 5~ CTCCGGTTTGAACTCAGATCA - 3
'(-lFééNa;)mgS 5~ CGCCTGTTTATCAAAAACAT - 3

Tabulka 5: Cyklus teplot pii PCR

Krok COlI (Jerry a Pat) 16S (16SBr a 16Sar)
g(lelr(l:;?llj?;ce 95 °C na 3 min 95 °C na 3 min
Pocet cykla 40 40
Denaturace |95 °C na 30 s 95°Cna30s
Annealing |50 °C na 30 s 545°Cna30s
Extenze|72°Cna45s 72°Cnadss
Finalni extenze 72 °C na 10 min 72 °C na 10 min

4.2.3 Vizualizace PCR produktu pomoci gelové elektroforézy

Pro kontrolu uspesnosti amplifikace DNA byla vyuzita vizualizace fragment pomoci
gelové elektroforézy. Nejprve byl ptipraven 1 % agarozovy gel. Do Erlenmeyerovy
banky bylo ptfidano 80 ml 1x TBE a 0,8 g agarozy. Sme¢s byla nasledné promichana
a zahfivana v mikrovinné troubé¢, dokud se agaroza nerozpustila. Po ochlazeni byl do
banky piidan ethidiumbromid (1,5 pl), ktery se vaze do struktury DNA a diky
vlastnostem emitace svétla tak umoznuje vizualizaci DNA fragmentt pod UV svétlem.
Smés byla nésledné nalita do vany, do které byl poté vloZen hieben na vytvoreni
jamek. Po ztuhnuti vzniknul gel a do jamek byly napipetovany PCR produkty spole¢né
s DNA Gel Loading Dye (6X) (ThermoFisher Scietific) (1 ul Loading Dye: 5 ul PCR
produktu). Elektroforéza prob¢hla pod napétim 90 V po dobu 20 minut.
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Nasledné byl vysledek vizualizovan pod UV svétlem. Usp&snost PCR potvrzuje
jeden prouzek u kazdého vzorku (Obr. 9)

Obrazek 9: Vizualizace fragmenttl pomoci elektroforézy 1 — zebiik 100 bp, 2-8 PCR
produkty COI, 9 pozitivni kontrola, 10 negativni kontrola

4.2.4 Ptecisténi PCR produktu a sekvenovani DNA

Pfed sekvena¢ni PCR byly PCR produkty pfeCiStény a odstranény mozné
kontaminanty, zbylé primery a nepouzité nukleotidy. K tomuto kroku byla pouzita
enzymaticka purifikace pomoci EXoSAP-IT™ (Applied Biosystems™). Postupovalo
se V laboratofi dle protokolu vyrobce, s modifikaci prodlouzeni doby inkubace.
Do PCR zkumavky bylo pfiddno 5 pul PCR produktu a 2 pl ExoSAP — IT. Smés se
nasledné inkubovala ve 37 °C na 30 minut, tim doslo k odstranéni zbyvajicich primerti
anukleotidd a probéhla nasledna inkubace na 80 °C po dobu 30 minut kvuli inaktivaci
¢inidla ExoSAP — IT. Nasledné byla pfipravena smés na sekvenacni PCR do celkového
objemu 8 pl dle instrukci sekvenacni laboratoie BIOCEV. Pripravené vzorky byly
poslany do vyzkumného pracoviité BIOCEV (Vestec, Ceska republika), kde prob&hlo

sekvenovani vzorki metodou obousmérného Sangerova sekvenovani.

4.3 Zpracovani dat

4.3.1 Ovéteni kvality sekvence DNA

Data exportovana ze sekvenatoru byla obdrzena ve formatu abl. Kvalita
sekvenovani jednotlivych markeri byla ovéfena v programu Chromas v2.6.6.
(Technelysium Pty Ltd). V programu Ize ovéfit kvalitu sekvence tim, Ze se nenachazi

vice vrchola korespondujicich kiivek na pozici jedné baze a vrcholy se vzajemné
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nepiekryvaji. Zaroven je pravdépodobnost konkrétni bédze vizudlné stanovena

barevnym ¢tvercem nad danym vrcholem kiivky (Obr. 10).

Nov¢ ziskané sekvence byly vlozeny do databaze NCBI.
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'Obrazek 10: Pr1k1ad chromatogramu znazoriujici kvalitu sekvence genu COIl v programu
Chromas v2.6.6. (Technelysium Pty Ltd)
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4.3.2 Zarovnani a slouceni sekvenci

Nov¢ ziskané sekvence a sekvence z NCBI pro jednotlivé geny bylo potieba
nejprve sloudit a zarovnat. Na tento krok byl pouzit program BioEdit v7.0.5.3. (Hall
1999) . Nejdrive byly vSechny sekvence od kazdého genu ulozeny jednotného formatu
FASTA. Nasledn¢ se data v programu vizualizovala a pomoci algoritmu ClustalW
multiple alignment (Thompson et al. 1994) byly vSechny sekvence zarovnany a poté
ofiznuty na stejnou délku (Obr. 11). Chybé¢jici data byla nahrazena otaznikem.

Zarovnani sekvenci bylo provedeno u obou genti jednotlive.

SRR RN RN NN RN

10 _ 2 30

Calosilpha cyaniventris
Calosilpha cyaneocephala
Calosilpha brunnicollis
Eusilpha japonica
Eusilpha jakowlewi
Eusilpha cyaneocincta
Eusilpha subcaudata
Chrysosilpha formosa
Chrysosilpha viridis
Chrysosilpha renatae
Necrophila americana
Thanatophilus sinuatus
Thanatophilus rugosus
Necrodes littoralis
Wecrodes nigricornis

Obrazek 11: Ptiklad zarovnani (alignment) sekvenci u genu COI v programu
Bioedit (Hall 1999)

Nésledna konkatenace (spojeni) sekvenci genu COI a 16S byla provedena
v softwaru MEGA v11.0.13. (Tamura et al. 2021). Vysledna konkatenace gent
predstavuje fetézec o celkové délce 1126 paru bazi. Pro nésledné fylogenetické

analyzy byly ulozen tyto data do formatu FASTA a do formatu NEXUS.
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4.4 Rekonstrukce fylogenetickych stromt
4.4.1 Maximum likelihood

K rekonstrukci fylogenetického stromu pomoci zvolené metody maximum
likelihood se pracovalo v softwaru 1Q TREE webserver (Trifinopoulos et al. 2016)
a FigTree v1.4.4 (Rambaut 2018). Nejprve byl do online softwaru IQtree nahran
FASTA soubor se sekvencemi (Obr. 12). Analyza byla provedena pii 1000 bootstrap
opakovani (replicates) na zadklad¢ substitu¢niho modelu TIM+F+G4 vybraného podle
BIC (Bayesian information criterion). Substitu¢ni model byl zvolen pomoci
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017) implementovaného v 1Q TREE
webserver (Trifinopoulos et al. 2016). Po zpracovani dat a vypoctu byl vysledek
vizualizovan v programu Figtree v1.4.4 (Rambaut 2018), kde nasledné probéhla
graficka uprava zrekonstruovaného fylogenetického stromu a vizualizace ciselné

podpory bootstrap na zakladé metody maximum likelihood.

Input Data
Alignment file : C:\fakepath\novy Browse.., Show example =
Use example alignment: Yes 7
Sequence type: @ Auto-detect ) DNA @ Protein © Codon ,
© DNA-=AA @ Binary © Morphology -

Partition file: This field is optional. Browse...  Show example =

]
Substitution Model Options
Substitution model: Auto e ?
FreeRate heterogeneity: Yes [+R]

?
Ascertainment bias Yes [+ASC] ?
correction:
Branch Support Analysis
Bootstrap analysis: @) None @ Ultrafast ©) Standard ?
Number of bootstrap 1000 ES
alignments: na
Create .ufboot file: Yes (write bootstrap trees to .ufboot file)
Maximum iterations: 000 o ?
Minimum correlation nes 2~ -
coefficient: >
Single branch tests: &
SH-aLRT branch test: 0 No @ Yes #replicates: |1000 |5

Approximate Bayes test: Yes

IQ-TREE Search Parameters

-~

Perturbation strength: 0.5 |+
.
=

IQ-TREE stopping rule: | 100 ?

Obrazek 12: Nastaveni parametru a vypoctu dle metody ML v softwaru 1Qtree
(Trifinopoulos et al. 2016)
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4.4.2 Bayesovska analyza

K vypoctu Bayesovské analyzy se pracovalo v programu Mr. Bayes v3.2.7.
(Ronquist et al. 2012). Do programu byl nahran soubor sekvenci ve formatu NEXUS
a nasledné¢ byl spuStén vypocet piikazem ,execute”. Analyza byla provedena
na zaklad¢ substitucniho modelu GTR+F+G4 (invgamma). Vypocet probéhl po dobu
10 000 000 generaci a pramérna smérodatna odchylka rozdéleni Cetnosti (split
frequencies) dosahla hodnoty 0.005562 (Obr. 13). Vysledky analyzy byly
vizualizovany v programu Figtree v1.4.4. (Rambaut 2018).

Max standard deviation of split frequencies: 8.885562
Continue with analysi

mpleted in 0 44 seconds

Likel f b g n of run 1 w
Likelihood of best E f ain of run 2

n of run 1:

TLMultip

tes for the moves in the °
(last 108@) in ac

(Ratemultiplier)
temultiplier)

TLMultiplier

Chain swap information for run 1:

Chain

Obrazek 13: Vypocet Bayesianské analyzy v programu
Mr. Bayes v3.2.7. (Ronquist et al. 2012)
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4.5 Ovéieni druhové validity

K ovéfeni druhové validity byl pouzit vypocet genetické vzdalenosti (Compute
pairwise distances) v programu MEGA v11.0.13. (Tamura et al. 2021). Do programu
byl nahran soubor se zarovnanymi sekvencemi geni COI zajmovych druhi. Analyza
byla provedena pomoci modelu Maximum Composite Likelihood (Tamura et al. 2004)
a nasledny vypocet probehl na zédklad¢ nastavenych parametra (Obr. 14). Vysledné
hodnoty genetickych vzdalenosti u kazdého druhu byli promitnuty do tabulky
(viz. ptiloha 4). Hodnoty pfedstavuji pocet rozdili mezi dvéma porovnavanymi
sekvencemi. Cim vétsi je hodnota, tim vice jsou sekvence navzajem odli$né a pokud

je tato hodnota rovna nule, sekvence jsou identické (Hall 2018).

Pro ovéteni druhové validity byla spocitdna primérnd hodnota pro kazdy
podrod. Pokud jsou vysledné priméry niz$i v rdmci dané¢ho podrodu nez mezi podrody

navzajem, mohou byt povazovany dané druhy za validni.

M11: Analysis Preferences

Distance Estimation

Option
AMNALYSIS

Scope -

ESTIMATE VARIAMCE

Variance Estimation Method -

SUBSTITUTION MODEL

Substitutions Type -
Model/Method -

Substitutions to Include =

RATES AMD PATTERNS

Rates among Sites -

Pattern among Lineages —»

DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment -

Obrazek 14: Nastaveni parametrt pro vypocet genetickych vzdalenosti v programu

Setting

Pairs of taxa

MNone

Mucleotide

Maximum Composite Likelthood

d: Transitions + Transversions

Uniform Rates

Same (Homogeneous)

Pairnwise deletion

MEGA v11.0.13. (Tamura et al. 2021)
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5. Vysledky

Molekularni fylogeneze rodu Necrophila byla celkové analyzovana na zakladé
patnacti druhti vcetné ¢tyt druhti zvolenych jako outgroup. Rod Necrophila je
monofyletickou skupinou s vysokou podporou (Obr. 15) a jednotlivé podrody
(Calosilpha, Chrysosilpha, Eusilpha) jsou také monofyletické. Fylogeneticky strom,
zrekonstruovany na zékladé¢ mitochondridlnich gentt COI (607 bp), 16S (519 bp)
a vypoctu dle metod maximum likelihood a Bayesovské analyzy, zobrazuje nasledujici
topologii podrodi: Necrophila + (Eusilpha + (Calosilpha + Chrysosilpha)) (Obr.10).
Podrod Necrophila je zobrazen jako nejvice oddélena linie od ostatnich podrodu.
Podrody Calosilpha a Chrysosilpha jsou vyhodnoceny jako sesterské linie a podrod
Eusilpha je ptibuznou linii k t¢émto podrodiim. Jednotlivé klastry jsou silné podpotfeny
na zdkladé vypoctené hodnoty bootstrapu (ML) a posteriorni pravdépodobnosti (BI)
(Obr. 15).

Druhova validita byla ovéfena skrze vypocet genetickych vzdalenosti mezi
kazdou dvojici druhii. Primérné vysledné hodnoty jsou niz$i vV rdmci podrodii nez
mezi podrody navzajem (Tab. 6). Nejnizsi hodnota genetické vzdalenosti (0,0318)
byla vypoctena v ramci podrodu Calosilpha. Nejvice geneticky odlisné jsou mezi
sebou podrody Necrophila a Chrysosilpha, jelikoZ jsou primérné hodnoty vzdalenosti
nejvyssi (0,1194). Mezi druhy rody Necrophila a druhy zvolenymi jako outgroup byly
vzdalenosti (0,0036) v ramci podrodu byla vypoétena mezi druhy N. (Eusilpha)

jakowlewi a N. (E.) subcaudata (viz. ptiloha 4).

Tabulka 6: Primérné hodnoty genetickych vzdalenosti mezi podrody rodu Necrophila

Podrody Calosilpha |Eusilpha | Chrysosilpha | Necrophila
Calosilpha 0,0318

Eusilpha 0,0826 0,0332
Chrysosilpha 0,0758 0,0951 0,0472
Necrophila 0,1003 0,0946 0,1194 0
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Necrophila (Eusilpha) japonica

oo | INecrophila (Eusilpha) jakowlewi

88/94
MW (Eusilpha) subcaudata
Necrophila (Eusilpha) cyaneocincta
559 Necrophila (Chrysosilpha) formosa
/99
100100 Necrophila (Chrysosilpha) renatae
Necrophila (Chrysosilpha) viridis
—185/96
%/100 Necrophila (Calosilpha) brunnicollis
99/100
Necrophila (Calosilpha) cyaniventris
97/100
N - Necrophila (Calosilpha) cyaneocephala
Necrophila s. str. americana
Thanatophilus sinuatus
Thanatophilus rugosus
N es niaricomi
87/99
Necrodes littoralis

Obrazek 15: Fylogeneticky strom vypocitany na zakladé metod maximum likelihood
a Bayesovské inference. Hodnoty predstavuji podpory jednotlivych uzli na zakladé hodnot
boostrapu (ML)/ posteriorni pravdépodobnosti (BI).
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6. Diskuse
6.1 Faktory ovliviujici vysledky

Vysledna topologie fylogenetického stromu miize byt spojena s riznymi faktory.
K tomu, aby molekularni fylogeneze tohoto rodu byla co nejvérohodnéjsi, je zapotiebi
dostatek validnich dat. V této analyze urcuje mnozstvi dat pocet druhti a délky
sekvenci vybranych mitochondridlnich genu. Ikeda et al. (2008) ¢i King et al. (2015),
které se zabyvaji molekularni fylogenezi podceledi Silphinae, zahrnuji do svych
publikaci mitochondridlni i jaderné geny. S vyuzitim naptiklad dalSiho jaderného
genu, ktery by byl do této analyzy zahrnut, mohla byt intepretace vysledkii podpofena

na zakladé vétsiho poctu molekularnich znakd.

Vysledny pocet druhi, které bylo mozné do analyzy zahrnout, zavisel na tom,
zda byl druh k dispozici jako preparat, v jakém byl preparat stavu ¢i zda byla potiebna
sekvence danych genu jiz v databazi NCBI. K rekonstrukci fylogenetickych vztaht
vramci celého rodu Necrophila by bylo vhodné zahrnout do analyzy druhy
z podrodu Deutosilpha, které zatim nejsou zahrnuty v zadné studii zabyvajici
se fylogenetickymi vztahy v ramci podceledi Silphinae. Pti zpracovani praktické ¢asti
této prace byl k analyze poskytnut druh Necrophila (Deutosilpha) rufithorax, avsak
sekvence geni COI a 16S tohoto druhu se nepodafilo ziskat. To mulZe byt
pravdépodobné tim, Ze se jednalo o suchy a pomérné stary preparat, ze kterého je t¢zsi
dané sekvence ziskat, jelikoz ¢ast dané DNA muze byt degradovana a zachovava se
hafe nez v ptipadé lihovych vzorkil. V takovych ptipadech je mozné pouzit novéjsi
metody sekvenovani (napf. Next-generation sequencing), skrze které by bylo

pravdépodobné mozné dané sekvence ziskat, avSak tato metoda je drazsi a nebyl na ni

dostatek financi.

6.2 Evolucni a geografické souvislosti

Klastry, které oddéluji jednotlivé podrody, znazoriuji odstépenti linii na zakladé
genetickych odlisnosti. Tyto genetické rozdily mezi jednotlivymi podrody mohou byt
zpisobeny naptiklad geografickym vymezenim danych podrodd. To je pfedev§im
znatelné u podrodu Necrophila, ktery je rozsifen ve vychodni oblasti Severni Ameriky,
oproti tomu ostatni podrody jsou typické pro jihovychodni a vychodni Asii.
To mize byt divod, pro¢ je podrod Necrophila ve vysledném fylogenetickém stromu

nejvice oddélen od ostatnich podrodii. Zarovenn geografické rozsifeni druhu
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Necrophila s. str. americana by mohlo znacit, Ze tato separatni linie je evolu¢n¢ starsi
z divodu mozné historické kolonizace pies Beringovu uzinu. Pokud by byly znamy
druhy vyskytujici se v zapadni ¢asti Severni Ameriky, byly by evolu¢né mladsi a vice

piibuzné asijskym druhtam.

Asijské druhy jsou ve vysledném fylogenetickém stromu uskupeny do tiech linii
podle podrodu, z toho jednu linii tvoii podrod Eusilpha a dv¢ sesterské linie podrodu
Chrysosilpha a Calosilpha. Tato topologie mtize souviset s geografickym rozsifenim
podrodu a také s jejich morfologii, jelikoz podrody Calosilpha a Chrysosilpha jsou si
vice morfologicky podobné oproti podrodu Eusilpha. Zaroven podrody Calosilpha
a Eusilpha zahrnuji druhy, které se vyskytuji v kontinentalni Asii, oproti tomu druhy
z podrodu Chrysosilpha jsou typické pouze pro orientalni oblast. Tato geograficka
a vysledna fylogeneticka souvislost by mohla znacit, Ze vychodni ¢ast kontinentalni
Asie byla historicky kolonizovéana témito dvéma liniemi nezavisle. AvSak k odhadim
staii jednotlivych linii by bylo zapotiebi vyuziti dalSich analyz, které by pomohly urcit

souvislosti s moznymi sméry kolonizace a evolu¢ni historii tohoto rodu.

6.3 Porovnani vysledkt s dal$imi studiemi

Druhy patiici rodu Necrophila byly dosud zkoumané ptedevsim
na zakladé morfologickych znakt (Riazicka et al. 2011; Ruzicka et al. 2012; Ruzicka
etal. 2015), skrze kter¢ Ize studovat fylogenetické vztahy a definovat nové druhy. Tyto
vysledky se mohou ¢i nemusi vzdy shodovat s molekularnimi analyzami.
To je naptiklad znatelné u druhti podrodu Chrysosilpha, kde vysledny klastr zobrazuje
jako nejvice ptibuzny druh N. (C.) formosa s druhem N. (C.) renatae. Oproti tomu
Riizicka et al. (2012) v taxonomické revizi zabyvajici se timto podrodem, udava
na zaklad€ morfologickych znakt jako nejvice piibuzny druh N. (C.) renatae s druhem
N. (C.) viridis.

U podrodu Calosilpha stanovil Razicka et al. (2015) na zaklad¢ shodnosti
morfologickych znakd dvé linie, ve kterych je nejvice podobny druh N. (C.)
brunnicollis s druhem N. (C.) cyanocephala a druhou linii tvoii druh N. (C.)
cyaniventris s (N.) (C.) ioptera. Avsak na zaklad¢ molekularnich znakt jsou nejvice
ptibuzné druhy N. (C.) cyanocephala a N. (C.) cyaniventris. Zaroven do této

molekularni analyzy neni zahrnut druh N. (C.) ioptera, jelikoz nebyl tento druh jako
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preparat k dispozici, a tudiz je tim tato interpretace fylogenetickych vztahti znacné

ovlivnéna.

Shodnost morfologickych a molekularnich znakti maze byt také znatelna
u podrodu Eusilpha. Vyraznou genetickou podobnost mezi sebou vykazuji druhy
N. (E.) jakowlewi a N. (E.) cyaneocincta na zakladé vypoctené hodnoty genetické
vzdalenosti (0,0049) a zaroven také druhy N. (E.) jakowlewi a N. (E.) subcaudata
(0,0036). Tyto podobnosti znazorfiuje i délka linii ve fylogenetickém stromu (Obr. 15).
V budouci taxonomické revizi podrodu Eusilpha, budou pravdépodobné na zakladé
podobnosti morfologickych znakti synonymizovany druhy N. (E.) jakowlewi a N. (E.)
cyaneocincta (Jan Ruzicka, 2024, in verb.). Dle mé vysledné analyzy jsou tyto druhy

mezi sebou zna¢né podobné i na zaklad¢ molekularnich znaka (viz. ptiloha 4).

Fylogenetické vztahy v ramci rodu Necrophila jsou doposud nejasné, jelikoz
studie zabyvajici se molekularni fylogenezi pod¢eledi Silphinae zahrnuji do svych
analyz pouze nékteré¢ druhy z rodu Necrophila. Dobler et al. (2000) publikovali prvni
molekularni fylogenezi pod¢eledi Silphinae, av§ak soucasti této analyzy je pouze druh
Necrophila s. str. americana. Doposud nejvice druhti rodu Necrophila zahrnul ve své
molekularni analyze Ikeda et. al (2008), ktery poprvé stanovil topologii Necrophila +
(Eusilpha + (Calosilpha + Chrysosilpha)), ktera je shodna s vysledky v této praci.
Avsak Ikeda et al. (2008) zahrnul do analyzy pouze Sest druhti rodu Necrophila,
ve které je obsazen i druh N. (C.) kurosawai, ktery pozdéji Riazicka et al. (2015)
Vv taxonomické revizi synonymizoval s drunem N. (C.) brunnicollis. Fylogenetické
vztahy dale studoval King et al. (2015), ktery se ptedevsim zabyval australskymi druhy
podceledi Silphinae. King et al. (2015) zahrnul do analyzy i ¢tyfi druhy rodu
Necrophila, které znaci také shodnou topologii podroda Eusilpha + (Calosilpha +

Chrysosilpha).

Celkoveé se tedy fylogenetické postaveni podrodi v ramci rodu Necrophila
shoduje s jiz uvedenymi studiemi, avSak vysledna molekularni fylogeneze v této praci
zahrnuje druhy z rodu Necrophila, které doposud do ostatnich molekularnich analyz

zahrnuty nebyly.
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(. Zavér
Jednim z cili v této diplomové bylo sepsat literarni resersi o ekologii a evoluci
zijicich druhti podceledi Silphiane. Toto téma je zpracovano v prvni poloving reserse
a cil povazuji za splnény. Avsak na zéklad€ dostupnych studii je patrné, ze ekologie
tribu Nicrophorini je zatim prozkouména o néco vice nez u tribu Silphini. Zejména

doposud chybi podrobnéjsi studie o ekologii a evoluci zajmového rodu Necrophila.

V této diplomové praci byly za vyuziti molekularnich metod rekonstruovany
fylogenetické vztahy rodu Necrophila. Vysledny fylogeneticky strom je sestaveny na
zaklad¢ vybranych mitochondridlnich markerGi z4jmovych druhii a zvolenych
substitu¢nich modelt. Skrze tuto molekularni analyzu mtze byt rod Necrophila véetné
zahrnutych podrodit povazovan za monofyletickou skupinu na zakladé vysoké
podpory jednotlivych uzli ve fylogenetickém stromu. Zaroven jako u vSech
fylogenetickych analyz je vysledna topologie stromu ovlivnéna riznymi faktory, které
by mély byt brany v vahu pfi interpretaci vyslednych fylogenetickych vztahil.
Zaroven skrze pouziti riznych evolu¢nich modelu Ize pribéh evoluce studovanych
taxonomickych linii odhadovat jen suréitou pravdépodobnosti. I pfesto, ze do
vysledného fylogenetického stromu nemohlo byt zahrnuto vSech pét podrodii rodu
Necrophila, jsou ve vysledné molekularni analyze rekonstruovany fylogenetické
vztahy v ramci vétSiny druht patiicich do tohoto rodu a cil této diplomové prace

povazuji za splnény.

Vysledna molekularni fylogeneze rodu Necrophila pfispiva K lepsimu
porozuméni piibuzenskych vztahti v ramci danych druhli a podrodd, a tim vytvari
zaklad pro budouci prace, které se budou zabyvat evolu¢ni historii a fylogeografii této
skupiny brouki. Ta je dulezita jak z hlediska dekompozi¢nich procest V ptirodg,

tak i v uplatnéni ve forenzni entomologii.
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9. P¥ilohy

Ptiloha 1: Mapa rozsiteni podrodu Deutosilpha Portevin (Ruzicka et al. 2011)
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Ptiloha 3: Mapa rozsiteni podrodu Calosilpha Portevin (Ruzicka et al. 2015)
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Hodnoty vypoctené genetické vzdalenosti (Compute pairwise distances) mezi

Ptiloha 4
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