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ABSTRAKT

Nekrofagni hmyz hraje vyznamnou roli pfedev§im v kriminalistické praxi, a to hlavné pii
ur¢ovani doby smrti. Tato prace si kladla za cil monitorovat zastupce fadu Diptera
na vybranych lokalitach Jihomoravského kraje — Sokolnice a Rakvice. Déle byli tito
zastupci  identifikovani  anatomicko-morfologickymi a  molekuldrné-genetickymi
metodami, které byly mezi sebou porovnany. K tomuto tcelu bylo nutné izolovat DNA,
amplifikovat usek genu cytochromoxiddzy I (COI) pomoci metody PCR a dal§im
zpracovanim ziskat sekvence vybranych jedincl z mitochondridlniho genomu.
Ve vysledcich pokusu se vice shodovaly s morfologickou identifikaci vystupy databaze
BOLD, nez vystupy z databaze BLAST. Anatomicko-morfologickym sledovanim nelze
vzdy ptesné urcit rod a druh nekroféga, je totiz zavislé nejen od vyvojového stadia hmyzu
a jeho stavu, ale i od odborné znalosti determinatora. Proto je vhodnéjsi vyuzit kombinaci
anatomicko-morfologickych a molekularné-genetickych metod determinace, coz
potvrzuji vysledky této diplomoveé prace.

Klic¢ova slova: forenzni entomologie, Diptera, mrtvé télo, DNA barcoding

ABSTRACT

Necrophagous insects plays an important role, especially in forensic practice, especially
in determining the time of death. This work was aimed to monitor necrophagous species
of the Diptera order in selected localities of South Moravian Region — Rakvice
and Sokolnice. Furthermore, these necrophagous species were identified with anatomical-
morphological and molecular genetic methods, which have been compared to each other.
For this purpose it was necessary to isolate a DNA segment and amplify cytochrome
oxidase I (COI) gene by the PCR method and with further processing to obtain
the sequence of selected individuals from the mitochondrial genome. The results
of the experiment more coincided with morphological identification database BOLD
outputs than with outputs from the BLAST database. Anatomical and morphological
identification cannot always accurately determine the genus and species necrophags,
the assesment is not dependent not only on the development stage of the insect and
its condition, but also on the expertise of the determinator. Most accurater results
are achieved with use the combination of anatomical and morphological and molecular-
genetic methods of determination, which is confirmed by the results of this thesis.

Keywords: forensic entomology, Diptera, corpse, DNA barcoding
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1 UVOD

Forenzni entomologie je dulezitd v kriminalistické praxi. Primdrné je vyuzivana pfii
stanovovani posmrtného intervalu u mrtvych tél, kdy sleduje bezobratlou faunu, ktera
fadu dvoukftidlych (Diptera), kteti svoji Cinnosti pfispivaji k rozkladu tél jiz v jeho
casnych fazich. Jsou to celedi zminéného tadu, které lze nalézt na lidskych ostatcich
1 na mrSinach zvifat. Zastoupeni jednotlivych druhli neni ovlivnéno plivodem mrtvého

téla, ale okolnim prostfedim, ve kterém se vyskytuje.

Prace se zabyvd moznostmi vyuziti zavéri anatomicko-morfologického
a molekuldrné-genetického zkoumani forenzné vyznamnych druht hmyzu. Zhodnocuje
vysledky sbéru vajicek, larev, puparii a dospélct, které byly nejdiive anatomicko-
morfologicky a pozdéji molekuldrné-geneticky determinovany. K tomu ucelu byla
zalozena dvé pokusna pole v Jihomoravském kraji, ze kterych byly v nékolika fazich
vyvoje odebrany vzorky. Ty byly dale zpracovany a vyuzity pro zhodnoceni moznosti
obou zplsobli determinace a vyhodnoceni rozdilli, zejména rychlosti a pfesnosti

jednotlivych metod.



2  LITERARNI PREHLED

2.1 Entomologie

Entomologie (z feckého [Jvtopog, entomon "hmyz" a -Aoyia, -logia) je odvétvi
zoologie, které se zabyva studiem hmyzu. Tato véda pracuje i s poznatky dalSich obort,
jako jsou naptiklad molekularni genetika, biochemie, systematika, fyziologie, vyvojova

biologie, ekologie, morfologie, zemédélstvi, forenzni védy aj. (Lilholt, 2015).

Forenzni entomologie

Forenzni entomologie se zabyva studiem hmyzu pfi vySetiovani trestnych ¢ini. Hmyz,
zejména nekrofagni (Zivici se mrtvym télem jiného ZivocCicha), je pfitahovan
k rozkladajicimu se télu jiz od casné¢ho stddia (Joseph et al., 2011). Pro urcité
dvoukiidlé je typické obdobi, ve kterém se na téle vyskytuji. Je to podminéno
rozkladnymi produkty, které tento hmyz lakaji (Hirt, 2015).

Larvy se po druhové specifické dobé zakukli a prochazeji vyvojem, na jehoz
konci je dospély jedinec, ktery vyleti z kukly. Faze zakukleni trva ptiblizn€¢ 8-10 dnii
od nakladeni vaji¢ek. Pfitomnost prazdnych kukel (pupérii) na téle znamena,
ze uplynula nutna doba pro vyvoj mouchy (Hirt, 2015).

Tim, ze se studuji populace hmyzu a jejich vyvojova larvalni stadia, forenzni
védci mohou odhadovat post mortem index (PMI)', jakoukoliv zmé&nu polohy mrtvoly,
pfi¢inu nebo dobu smrti (Joseph et al., 2011). Pro rychlou a ptesnou identifikaci
nekrofdgniho hmyzu pftispivaji 1 moderni metody DNA a to hlavné z divodu casto
velmi obtizné nebo dokonce nemozné morfologické identifikace (Amendt et al., 2004;

Aly & Wen, 2013).

2.2 Obecna charakteristika fadu Diptera

Dvoukiidli (Diptera) patii k rozsahlym a druhové velmi bohatym fadim hmyzu,
na svété se odhaduje jejich pocet na vice nez 100 000 druht (Doskocil, 1977). Jedna
se o velmi maly az stfedn¢ velky hmyz o délce téla 1-45 mm se savym a bodavym
Gistnim Wstrojim (Amann, 1995; Sefrova, 2006). Na hlavé jsou vétsinou velké slozené

o¢i (Dan¢k, 1990). Dvoukiidli maji jen jeden par blanitych kiidel, kterd jsou obvykle

1 Post mortem interval je ¢asové obdobi od doby smrti do nalezeni téla (Byrd & Castner, 2010).
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velka, prahledna s dobfe vyvinutymi podélnymi zilkami, ale s omezenym poctem
pficnych zilek. Zadni kiidla jsou pfeménéna v palickovita kyvadélka (Amann, 1995;
Sefrova, 2006). Kragivé nohy jsou na konci s drapky, u much s piichytnymi polstarky.
T¢lo je chitinizované, tuhé, zadecek ¢asto mekei (Danék, 1990).

U fadu Diptera probihd proména dokonald (Danck, 1990; Lastivka, 2004).
Samicka klade bud’ jednotlivé nebo ve shlucich kulatd, ovalna nebo vietenovita vajicka
(Dangk, 1990). Larvy jsou pievazné belavé, beznohé a vétSinou také bez hlavy. Kukly
jsou mumiové bez pouzdra nebo soudeckovité, tj. po poslednim svlékani larvy uzaviené
pokozkou a preménéné ve vyrazné segmentovany soudecek (Amann, 1995). Béhem
vyvoje prochazeji nejCastéji Ctyfmi, vzacné vice instary. Vyznam dvoukiidlych
je znaéné Siroky a rozmanity (Sefrova, 2006). Byvaji &asni kolonizatofi mrsin
(bzucivkoviti) a pozitivné se uplatiluji také jako konzumenti rostlinnych zbytka
(octomilky), vykali (vykalnicoviti, mouchoviti) a dalsich (Sefrova, 2006; Farinha et al.,

2014).

2.2.1 Forenzné vyznamni zastupci

Celed’: Bzutivkoviti (Calliphoridae)

Bzucivkoviti jsou povazovani za dilezity zdroj informaci v 1ékatskych, veterinarnich
a forenznich oborech (GilArriortua et al, 2014). Tato Celed’ jako prvni kolonizuje
rozkladajici se téla (Park et al., 2013). V CR zije 52 druhii. Jedna se o stfedné velké,
silné mouchy, délka 4 mm-1,5 cm. Nejcastéjsi barvou je kovové zelend, ¢i modra
(Buchar, 1995; McGavin, 2005). T¢€lo je pokryto hojnymi $tétinami (Dan¢k, 1990).

Bzucivky najdeme na hnijicich latkach, mrSinach, vykalech ale 1 kvétech, kde
bzucivka klade hromadky slepenych, bélavych a podlouhlych vajicek o délce 1,5 mm
(Dangk, 1990; Rietschel, 2011). Larvy jsou bilé nebo svétle zluté, mékke, vpredu velmi
zuzené a vzadu tupé utaté. Kolem téla, které je dlouhé az 15 mm maji pasy drobnych
trnt (Dang¢k, 1990; McGavin, 2005).

Vyvijeji se v mrSindch, masu, syrech, rozkladajicich se rostlinnych latkach,
vykalech i v otevienych randch Zivo€ichii véetné ¢lov€ka (Buchar, 1995). Po 7-8 dnech
se zakukli. Soudeckovita cervenohnéda kukla (pupdrium) méa vzadu 12 zoubkl.
Za dalSich 10-12 dni se z kukly lihne dospély jedinec (Dan¢k, 1990). Bzucivkoviti maji

12 chromozdém, a to deset autozomti a chromozomy X a Y (Park et al., 2013).
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Bzucivka umrl¢i (Cynomya mortuorum Linnaeus, 1761)
Bézné bzucivka, jejiz larvy se vyvijeji v tlejicim mase, zdechlinach a také
v lidskych vykalech (McGavin, 2005). Barva téla je tmavé kovové modro-zelena, hlava

je zluta. Délka téla je 8—15 mm (Haupt & Haupt, 1998).

Bzucivka obecna (Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830)

Nejbéznéjsi bzucivka ve méstech, kde se jeji larvy vyvijeji ve zdechlinach
zivocicht (McGavin, 2005). Stiedné velkd, statnd, modie opalizujici moucha o délce
téla 10—14 mm. Hlava je Siroce ovalna s velkyma hnédocervenyma o€ima a s kratkymi
Stétinkovitymi tykadly a u samecka s ¢ervenym nebo temné hnédym celnim prouzkem.
Hrud’ je Stitovit€¢ vyklenuta, ochlupend, temné modra, s jemnymi podélnymi prouzky.
Velké prihlednd kiidla s jednoduchou zilnatinou drzi bzuc¢ivka obecné deltovité nazad.
Kitidla ptesahuji kovové modry, leskly zadecek (Rietschel, 2011). Vajicka klade pouze

na Cerstvé mrtvoly lidi ¢i zvifat, kde dosud rozklad tkani pfili§ nepokrocil. Obvykle

to byva do 48 hodin po smrti (Dan¢k, 1990).

Bzucivka zlatd (Lucilia caesar Linnaeus, 1758)

Stiedné velka, zavalitd moucha o délce téla 6-11 mm. Hlava je Siroce ovalna,
s velkyma cCervenyma ocCima. Hrud’ je dlouze Stitovita, s cernymi brvami, zadeCek
je pomeérné kratky a Siroky. Kovoveé zelenavé zbarveni celého téla ma rizné lesklé tony
od modrozelené a fialov€ zelené¢ po vylihnuti az po smaragdové zelené odrazy,
u starSich jedinc 1 mé&déné narudlé. Kiidla sedici mouchy smétuji deltovité dozadu.
Zadecek je tidce pokryt cernymi Stétinkami (Obr. 14). Samicky kladou Zlutava vajicka
na zdechliny, fekalie a kvasici kuchyniské odpadky (Rietschel, 2011). Na mrtva téla jsou
vajicka kladena do dvou dnll po smrti (Danck, 1990). Larvy se mohou objevit také
v zanedbanych hnisajicich ranach, v nichz bezdééné podporuji proces hojeni (Rietschel,

2011).

Lucilia illustris Meigen, 1826

Délka téla u dospélcii je ptiblizné 6—8 mm. Hrud’ a bficho se zelen¢ nebo modie
lesknou, zatimco nohy jsou c¢erné. Dospélé jedince ptitahuji pfedevsim Cerstvé mrSiny,
kam kladou své larvy. Lze je ovSem nalézt i v blizkosti exkrementli (Byrd & Castler,

2010).
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Celed’: Mouchoviti (Muscidae)
VétsSina much je nenapadné zbarvend, ma dlouhé $tihlé nohy a tmavé Stétiny po téle.
Vyskytuje se celosvétové hlavné na kvétinach, trusu & tlejicich latkach. V CR Zije

50 druhti. Larvy maji z(izenou hlavu a tupé ut'aty zadecek (McGavin, 2005).

Moucha doméci (Musca domestica Linnaeus, 1758)

Pomérné mald moucha o délce téla 7-8 mm. Zakladni zbarveni je tmavé Sedé,
télo je fidce ochlupené. Hlava je pii pohledu shora Siroce zaokrouhlend, s velkyma
cervenyma ocima, které se na Cele nestykaji. Hrud’ je SedoCernd, se Ctyimi Cernymi
podélnymi prouzky, zadeCek je prevazné zlutavy az bélavy, scernou kresbou.
Prihlednd kiidla s oblym hrotem sméiuji dozadu, ,,vnitini* podélné zily pted okrajem
kfidla uhybaji anedosahuji jeho okraje (Rietschel, 2011). Odchovavd potomstvo

v kvasicich organickych latkach (McGavin, 2005).

Rody: Ophyra a Hydrotaea

Ophyra se vyskytuje na mrSinach v obdobi od kvétna do fijna. Délka téla
je 6,5-8 mm. T¢lo a nohy jsou vzdy Cerné, nekdy se vyskytuje stiibrny lesk. Hydrotaea
je vétsinou synantropni. Hojn¢ se vyskytuje na hnijicich latkach a vykalech (Doskocil,
1977). Zastupci rodu Hydrotaea jsou velmi uZzite¢ni pfi vypoctu post mortem indexu
(PMI). Prevazné se uplatiiuji pti zjiStovani drog, nebo zda nedoSlo k manipulaci

s mrtvym télem (Byrd & Caster, 2010).

Celed’: Slunilkoviti (Fanniidae)
U nas se nachazi ptes 30 druht slunilek. Jsou casto synantropni (Doskocil, 1977).

Ve starsi literatuie 1ze najit tuto ¢eléd’ 1 jako podceled’ ¢eledi Mouchoviti (Muscidae).

Rod: Slunilka (Fannia)
Casto jsou mylné povazované za mouchu doméci. Larvy jsou napadné dlouhymi
vyrustky na téle, jez jsou na zadecku dvojklanné (Obenberger, 1955). Pfevazné se jedna

o koprofagni mouchy (Doskocil, 1977).
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Celed’: Masai'koviti (Sarcophagidae)

Masarkoviti jsou povazovani za forenzné dilezity hmyz pro vySetfovani posmrtného
intervalu (PMI), avsak jsou ¢asto opomijeny (Pai et al., 2014). Jedna se o stiedn¢ velké
mouchy s fidkym, ale vyraznym ochlupenim, Sachovité matn¢ stfibroSed¢ a modrocerné
vzorkované na zadeCku, kde je posledni ¢lanek ohnuty dolti. Hrud’ je podélné bile
pruhovana (Buchar, 1995; McGavin, 2005; Rietschel, 2011). OC¢i jsou cihlové ¢ervené
(Dan¢k, 1990).

Larvy maji Spicatou hlavu, tupy zadeCek a na téle pruhy jemnych trnt
(McGavin, 2005). Jsou vyluénymi konzumenty, tj. nekrofagy 1 saprofagy (Zivi
se rozkladajici organickou hmotou) (Danck, 1990). Vyvijeji se v rozkladajicich
organickych latkach, zvlasté¢ v mase, mrSinach, vykalech i v hnoji. Samicky rodi larvy
prvniho stadia — kladou je nebo poustéji za letu. Z vice nez 120 naSich druhi je jednim

z nejhojnéjSich masatka obecna (Buchar 1995, McGavin, 2005). Masatkoviti jsou ¢asto

spojovani s prenosem rektalnich a urogenitalnich chorob (GilArriortua et al., 2014).

Masatka obecna (Sarcophaga carnaria Linnaeus, 1758)

Celni a obli¢ejova &ast hlavy vystupuje zvlasté u sami¢ek mezi o¢i dopredu
a je stiibrné leskla, s polokulovityma velkyma cernyma az hnédocCervenyma ocima.
Kiidla jsou priihledna, trojihelnikova, se zfetelnymi zZilkami a sméfuje podélné dozadu

nad zadecek (Rietschel, 2011).

Celed’: Syrohlodkoviti (Piophilidae)

Dospélci jsou malé az stiedné velké §tihlé mouchy, s délkou téla 2,5-6,0 mm. Barevné
provedeni téla je velmi variabilni, od Zluté az po ¢ernou, Casto lesklé erné se zlutymi
znaky na hlavé a koncetindch (Dan¢k, 1990; Bartdk, 2009;). Samicka nedlouho
po vylihnuti oplozena a klade bélava, Gzkd az 1 mm velkd vajicka (Danék, 1990).
Larvy Ziji v riznych substratech, ale nejcastéji se vyskytuji na exponovanych télech

v pokrocilém stadiu rozkladu (Bartak, 2009).

Syrohlodka drobna (Piophila casei Linnaeus, 1758)

Tmava muska, velkd 4-5 mm, slesklych cfernym az bronzové hnédym
protahlym zadeckem, jehoZ strany jsou témé&f rovnobézné. Na hlavé je ¢elo leskle cerné,
o¢i cihlové Cervené. Nohy jsou cerné, nékdy je stfedni a zadni par Cervenozluty.

Priihledna ktidla ptekryvaji v klidu cely zadecek (Dan¢k, 1990).
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Celed’: Pestienkoviti (Syrphidae)

Obvykle vétsi pestie zbarveni dvoukiidli napodobujici nekteré bodavé blanoktidlé. Jsou
vyborni letci, dokazi se udrzet ve vzduchu na jednom misté nebo pfi letu rychle méni
smér (Sefrovd, 2006). Dospé&lé mouchy se objevuji od konce dubna
do zac¢atku Cervna, nékteré 1 pozdéji (Obenberger, 1955). Pestienky jsou u nas v cetnych
druzich vSude hojné. Télo je tmavé, kovove i Cern€ zbarveno, zadeCek ma svétlé piicné
prouzky nebo skvrny v rizném poctu, n€kdy je vSak skoro tmavy (Obenberger, 1955).

Larvy pesttenkovitych kolonizuji mrtvé télo ve vodnim prosttedi (Lindren ef al., 2015).

Celed’: Hrbilkoviti (Phoridae)

Drobné 0,5-6 mm dlouhé hnédé, cerné nebo Zlutavé musky se tak nazyvaji proto,
ze maji vyrazné¢ vyhrbenou hrud’. Jejich hlava je mala, plocha a silné posunutd doli
(Obenberger, 1955; McGavin, 2005). Zadni stehna jsou Casto zplostéla a napadné velka.
Stétinky na téle jsou pefité (McGavin, 2005). Vajicka jsou kladena a larvy se vyvijeji
na zdechlinach, tlejicich latkdch, houbach nebo parazituji na jiném hmyzu, plZich,
mnohonozkach nebo cCervech. Larvy jsou protdhlé, konické a casto maji ostnaté
vyristky (Obenberger, 1955; McGavin, 2005). V CR Zije piiblizné 150 druhd
(McGavin, 2005).

2.2.2 Morfologie Fadu Diptera

Morfologickd diagndéza na zakladé vnéjSich znakli muze byt velmi obtizna, vzhledem
k fyzické podobnosti, zejména ve vyvojovych stadiich. Tyto jedince je tifeba casto
chovat az do stadia dospélce, které je pro identifikaci ptiznivejsi (Salofia-Bordas, 2015).
Télo hmyzu je slozeno z ¢lankt, které splynutim tvofi tfi zdkladni oddily (Pokorny

& Sifner, 2004).

2.2.2.1 Hlava (Caput)

Velka a pohyblivé (Sefrova, 2006), vétsinou pravidelng kulovitého tvaru. Nejnapadngjsi
jsou velké sloZzené oc¢i, které davaji hlavé charakteristicky tvar. U samct se o€i stykaji,
kdeZto u samic jsou oc¢i vepiedu rozdéleny celem a nedotykaji se. Zadni ¢ast hlavy

(zdhlavi) byva rovna nebo konkavni (Dosko¢il, 1977). Ustni ustroji je saci, nékdy
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prizptisobené k lizani & bodani (Sefrova, 2006). U &eledi Muscidae se setkavame
se silnym sosakem, ktery je tvofen sklerotizovanym spodnim pyskem. Celistni makadla

(maxialni palpy) jsou béZné& oznaovana jako ,,makadla“ (Doskocil, 1977).

2.2.2.2 Hrud’ (Thorax)

Sklada se ze tii ¢lanka: stfedohrudi (mesothorax), kterd se sklad4 z dorsélni (zadni)
a pleurélni (bo¢ni) strany, pfedohrudi (prothorax) a zadohrudi (metathorax) (Dosko¢il,
1977; Rosicky & Daniel, 1989). VétSina hrudi byva Casto ochlupend. Pravidelné sety
chlupt jsou Casto ptesné pojmenované (Doskocil, 1977). To vyuziva vétsSina autort pro
pfesnou identifikaci.

Ktidla jsou vzdy blanitd (Doskocil, 1977). V mnoha ptipadech je pribéh
zilnatiny kiidel konstantni a pouzitelny jako determina¢ni znak (Pokorny & Sifner,
2004). Na sttedohrudi se nachazi pouze 1. par a 2. par kiidel je pfeménén v kyvadélka
(haltery), které slouzi k vyvazovéani. Kiidelni zilnatina se sklada z zilek, které
se oznacuji velkymi pismeny (C, Sc, R, M, Cu, A). Indexy u téchto pismen oznacuji
¢islo vétve konkrétni zilky, nebo typ sristu jednotlivych vétvi (Obr. 15 v kapitole 11
Ptilohy). Malymi pismeny se oznacuje pouze né€kolik pficnych zilek, které se nachazi
mezi hlavnimi zilkami (h, m-cu). Jednotliva pole jsou oznaCovéana velkymi pismeny
podle zilky, ktera je shora ohranicuje (Obr. 16 v kapitole 11 Pfilohy). Nejvyznamné;si
jsou prvni a druhé basalni pole (BR a BM) a pole diskoidalni (D) (Doskocil, 1977).
Zilky jsou sklerotizované a poskytuji kiidlu oporu pii letu (Smrz, 2013). Pro systém
aurCovani na kiidlech jsou dilezité i blanité¢ lalo¢naté vybézky u baze kiidla. Pokud
se nachazi na ktidle, je to tzv. alulu, bliZze ke kiidelni bazi je kiidelni Supina a na hrudi
se jedna o hrudni Supinu (Doskocil, 1977).

Nohy jsou ve tfech parech. Prvni par je Casto posunut vice dopiedu (Dosko¢il,
1977). Koncetiny jsou Stihlé, kracivé (Rosicky & Daniel, 1989). Skladaji se z kycle
(coxa), ptikyCli (trochanter), stehna (femur), holené (tibia) a chodidla (tarsus), které
je tvofeno 5 ¢lanky. Na konci nese dva drapky a dva polstaiky. Nohy casto nesou,
hlavné na stehnech a holenich, chlupy, trny ¢i sety, jejichZz postaveni je téZ velmi

vyuZzivanym systematickym znakem (Dosko¢il, 1977).
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2.2.2.3 Zadecek (Abdomen)

U primitivngjsich forem je tvofen max. 11 &lanky (Pokorny & Sifner, 2004), u vyssich
dvouktidlych je zpravidla 4-5 Clanka. Ostatni ¢lanky jsou zasunuty dovnitt zadecku
a tvoii u samic nepravé teleskopické kladélko. U sameckl tvoii tzv. pomocné ustroji
k pafeni (Sefrova, 2006). Na konci zadetku vytstuje travici a rozmnoZovaci soustava

(Rosicky & Daniel, 1989).

2.3 Faze rozkladu mrtvého téla

2.3.1 Cerstva mrtvola

Krevni obéh ustava a nepokracuje proudéni krve do téla. Kize a sliznice svétlaji ihned
po smrti. Vzhledem k tomu, Ze cirkulace krve ustala, tkdn¢ a bunky jsou zbaveny
kysliku a za¢inaji umirat. Razné bunky maji riznou dobu umirdni (pf. buiikky mozku

ey ee

po smrti a stale rostou na laboratornich kulturach) (Gunn, 2009).

2.3.1.1 Algor mortis (posmrtné zchladnuti)

Vztahuje se k chladnuti téla po smrti. Mrtvé t€lo mé tendenci vyrovnavat teplotu
prosttedi / okoli (Dolinak et al., 2009). Ochlazuje se teoreticky rychlosti 1 °C / hod,
za predpokladu, ze se jednd o dosp€lého jedince o normalni vaze a teplota okoli
je kolem 20 °C. Rychlost ochlazeni se zvySuje v piipadé, Ze se jedna o jedince trpiciho
podvyzivou nebo pokud je okolni teplota nizka nebo pokud je vétrno. Mira chladnuti
u obézniho jedince je naopak niz$i. Stejné tak je tomu, pokud je okolni teplota vysoka

(Segen's Medical Dictionary, 2016).

2.3.1.2 Livor mortis (posmrtné skvrny)

Vznikaji klesanim krve do nejspodnéjSich casti téla, kde se usazuje rovnomerné
v kapildrach - tim se stavaji viditelnymi. Nejdiive tvoii malé ostriivky a az pozdé&ji
se slévaji do velkych ploch (Stefan & Hladik, 2012). Mrtvolné skvrny (livores) maji
za normalnich okolnosti ¢ervenofialovou barvu. Klize v hornich ¢astech téla je naopak

bleda. Nejdiive jsou patrné za usnimi boltci a po obou stranach krku (Kokavec, 1987).
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2.3.1.3 Rigor mortis (posmrtnd ztuhlost)

K ochabnuti svalstva dochazi ihned po smrti, a to jak hladkého, tak 1 pficné
pruhovaného (Stefan & Hladik, 2012). V okamziku smrti ztraci vSechny svaly své
pfirozené napéti (Hirt, 2015). K iplnému vyvinu posmrtné ztuhlosti dochéazi zpravidla
za 6—8 hodin. Doba trvani posmrtné ztuhlosti zavisi na metabolickém stavu pfi smrti
a na riznych faktorech, jako je velikost téla a okolni teplota (Amendt et al., 2004).
Nejdiive lze pozorovat na brénici a srdecnim svalu (jiz po 30 minutach). Dale
na mimickém a kosternim svalstvu (za 45-90 minut po zastavé krevniho obé&hu).
Za 1-3 hodiny se ztuhlost objevuje na $ijovém a Zvykacim svalstvu. Tuhnuti pokracuje
k hornim a dolnim koncetindm, coz trva 4-9 hodin. Vytracet se rigor mortis zacina

ve stejném poiadi po 48 hodinach (Kokavec, 1987).

2.3.2 Pocatecni posmrtné zmény

Projevuji se odbarvenim povrchu klze, shromazd’ovanim plyni v télni dutiné
a nadouvanim téla. V této fazi je typické plisobeni mikrobl a nekrofagni fauny, ktera

napomaha rychlejsimu rozkladu (Gunn, 2009).

2.3.2.1 Osychani

Je podminéno ztratou vody, ktera se odpaiuje z povrchu téla. Nejlépe je patrné na rtech,
spojivkach (pfi otevienych o&ich) a genitilu (Stefan & Hladik, 2012). Vyskytuje
se rovnéz vSude tam, kde doSlo k poruSeni ¢i ztrat€é pokozky napf. pii manipulaci

s mrtvolou (Hirt, 2015).

2.3.2.2 Autolyza

Samonatraveni vlastnimi enzymy, které se vyskytuji ve vSech buinikach uvniti lyzozomt
(Macék et al., 2012). Tkané ztraci odolnost vii¢i vlastnim enzymiim neprodlené po smrti
(Stefan & Hladik, 2012). Za&inaji probihat nekoordinované fermentativni pochody,
pfi nichZz enzymy uvolnéné z bunék Sté€pi predev§im bilkoviny a sacharidy (Kokavec,
1987). To vyvolava hluboké zmény v bunéénych a tkanovych strukturach, ke kterym
nejrychleji dochédzi napt. v nadledvindch, pankreasu, na sliznici Zaludku a stiev,

a to diky mnoZstvi enzymiim, které obsahuji (Stefan & Hladik, 2012).
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2.3.3 Pokrodilé posmrtné zmény

Ztrata kize a mekkych tkani, coz ma za nasledek vysychani a tim 1 zpomaleni procesu
rozkladu. Na téle neni patrn kiize ani m&kké tkané. Rozkladany jsou 1 tkédné€ jako napf.

chrupavky, nehty, vlasy, prostata nebo déloha (Gunn, 2009).

2.3.3.1 Hniloba

Hniloba je rozklad bilkovin U¢inkem hnilobnych mikrobli (Macék et al., 2012), ktefi
se nachazeji pfevazné ve stievnim traktu (Hirt, 2015). Jedn4 se o anaerobni bakterie,
koliformni organismy a mikrokoky, kterym prospiva vymizeni kysliku a snizené pH.
Prvni znamkou hniloby je zelené zbarveni klize v oblasti podbtisku, kde je kiize nejblize
tlustému stievu. Mékké tkdné obliceje jsou odulé a oc€i jsou piisobenim hnilobnych
plyni vytlacovany z hlavy (Hirt, 2015). Nejodolngj§i z vnitinich organa jsou proti
hnilobé plice, srdce, ledviny, prostata, netéhotnd déloha a mocovy méchyt (Kokavec,
1987). Nejvétsim ukazatelem této faze je zvySena piitomnost broukl a snizeni

dominance much (Diptera) na téle (Gennard, 2007).

Difuze tekutin a plyni

Posmrtnd difuze tekutin je spojena s tvorbou posmrtnych skvrn. Z autolyzovanych
erytrocytll je uvolnén hemoglobin, ktery nasledné pronikd do podkozi. Vyznamné;jsi
projev této difuze je ovSem pozd¢ji ve fazi hniloby. Tkdnémi snadnéji pronikaji i plyny,
které jsou tvofeny stfevnimi bakteriemi. Nejcastéji jsou to plyny metan, ¢Epavek,
sirovodik a oxid uhli¢ity. V obdobi za 3 az 5 dni je patrnd sit’ podkoznich cév, které
maji Spinav€ zelenou barvu. V pozdéjsi fazi rozkladu jsou i organy naplnéné plynem,

coz lze zjistit pohmatem (Hirt, 2015).

2.3.3.2 Tleni

Tleni je na rozdil od hniloby, kde plisobi anaerobni bakterie, procesem aerobnim (Hirt,
2015). Toto oxidativni posmrtné rozkladani téla probiha v fadech mésicti a let. Podili

se na ném nékteré bakterie, plisné, kvasinky a niz$i houby (Kokavec, 1987).
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2.4 Vlny osidleni téla nekrofagni faunou

Pro ucely této diplomové prace jsou v kapitole podrobnéji popsany pouze sukcesni viny,
které navazuji na pocatecni rozklad mrtvého téla a blize se vztahuji k fadu Diptera.

Ostatni sukcesni viny jsou popsany pouze okrajove.

2.4.1 1. sukcesni vina — Cerstvé télo

Predstavuje pocatek sukcese bezprostiedné¢ po smrti, ojedinéle jiz béhem umirdni
(Sulakova, 2014). Na mrtvé télo nalétavaji nekrofagni mouchy, které jsou pfitahovany
pachem potu, krve a cCerstvého masa (Dan¢k, 1990). Nastdva masivni kolonizace
hmyzem, kterd je spojena s kladenim vajicek samickami much hlavné ve chvili, kdy
se objevuji krvaceniny. Tedy tehdy, pokud smrt nastala poranénim (Dan&k, 1990;
Stefan & Hladik, 2012).

Nejvyznamnégj$imi zastupci nekrofagni fauny, ktefi se v této vIné nachdzeji
na mrtvém téle, jsou mouchoviti (Muscidae) a bzucivkoviti (Calliphoridae). Konkrétnéji
moucha domaci (Musca domestica), bzu€ivka obecnd (Calliphora vicina), bzucivka
rudohlava (Calliphora vomitoria), Calliphora wuralensis, Lucilia caesar, Musca
autumnalis, Muscina stabulans, a dal§i bézné druhy patfici do celedi muchoviti

a bzucivkoviti (Dan¢k, 1990).

2.4.2 2.sukcesni vina — télo nadmuté

Vyskytuje se u leziciho téla ihned, jakmile se v téle zanou tvofit zapachajici plynné
latky, které télo nadouvaji (Dané€k, 1990). Za optimalnich podminek muze tato faze
nastat do né&kolika hodin (Suldkova, 2014). Destrukéni &innost sukcesni kolonizace
zpusobend larvami much z 1. viny nadale pokracuje a ptidavaji se zastupci dalsi
vyznamné Celedi masatkoviti (Sarcophagidae). Nejcastéji se muzeme setkat s druhy
Sarcophaga carnaria, Sarcophaga serbica. Z Celedi bzucivkoviti se jednd o druhy
Cynomya mortuorum a Protophormia terraenovae (Danék, 1990). V nékterych
ptipadech (pf. vlivem prostfedi) mohou v roli hlavnich kolonizatorG zastupci Celedi

Muscidae nahradit &eled” Calliphoridae (Suldkova, 2014).
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2.4.3 3. sukcesi vina — télo biologicky aktivni / fermentace tukii

Tato vlna je charakteristickd ztekucovanim substratu a zahrnuje proces zmydelnéni
a fermentaci proteinti (Suldkova, 2014). Tuky se enzymaticky $t&pi na glycerol a vyssi
mastné kyseliny. Pfevazné se tvoii kyselina maselna, kterd ma velmi nepiijemny zapach
(Kokavec, 1987; Dangk, 1990). V této viné stile pokracuje ¢innost larev zminénych
much z Celedi: masarkoviti, mouchoviti a bzucivkoviti. Jiz od po¢atku 3. viny na mrtvé
télo nalétavaji biofagové tj. organismy Zivici se Cerstvou, Zivou potravou (Jelinek

& Zichacek, 20006), kteti se zivi jiz zminénymi larvami (Danék, 1990).

2.4.4 4. sukcesni vina — télo biochemicky aktivni / fermentace proteini (,,syrova

fermentace®)

Tato vlna se vyznaduje hlavné Epavkovou fermentaci zbytkas mékkych tkani (Sulakova,
2014). Byva nazyvana téz jako syrova fermentace, protoze je hmyz ldkan hnilobnym
zapachem pfipominajicim zapach syru (Danék, 1990). Z much laké ptevazné drobné
musky syrohlodky (Piophilidae) a octomilky (Drosophilidae). Konkrétné se jedna
o druhy syrohlodka drobna (Phiopila casei) a octomilka velkd (Drosophila funebris).
Na téle nadale zlstavaji aktivni larvy celedi slunilkoviti (Fanniidae), kmitalkoviti

(Sepsidae) nebo pestienkoviti (Syrphidae) (Danék, 1990; Sulakova, 2014).

2.4.5 5. sukcesni vina — télo v pokrocilém rozkladu / ¢pavkova fermentace

Bilkoviny jsou odbourdvany az na aminokyseliny. Dekarboxylaci vytvareji
tzv. biogenni aminy. Ty spolu sdal§imi rozkladnymi produkty bilkovin,
napf. sirovodikem, amoniakem atd., se podileji na vzniku hnilobného zapachu
(Kokavec, 1987). Dochazi k uvolnovani amoniaku z mrtvého téla, coz ukazuje na to,
ze rozklad dosahl stadia ¢pavkové fermentace. V hnilobnych bilkovinnych latkach lze
v naSich podminkach nalézt jedince fadu Diptera pattici do ¢eledi hrbilkoviti (Phoridae)
a mouchoviti (Muscidae). Nej¢astéji to je moucha Hydrotaea ignava a hrbilka Phorra

aterrima (Dangk, 1990).

2.4.6 6. sukcesni vina — vysychani zbytki mékkych tkani

Toto obdobi nastdva kolem jednoho roku po timrti (Dan¢k, 1990). Pokud je télo v zemi

v pribehu 1-2 let byva dutina hrudni 1 bfiSni Siroce oteviena. VéEtsina Zlazovych, dutych
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organt a mékkych tkani je rozlozena (Suldkova, 2014), zistava viditelné pouze vazivo

a Slachy (Kokavec, 1987). T¢lo se misty jevi jako kostra (Dan¢k, 1990).

2.4.7 7. sukcesi vina — kosterni zbytky

Je to obdobi, kdy je mrtvola zcela vysuSena. Objevuje se zde hmyz, ktery vyhledava
mrSiny, kosti, rohovinu, suSené maso, peii atd. Zastupci fadu Diptera se zde jiz

neobjevuji (Dan¢k, 1990).

2.4.8 8. sukcesni vina

Na mrtvole star$i nez 3 roky, ktera lezi v otevieném terénu, lze i1 v této fazi rozkladu
nalézt zastupce nekrofagni fauny. Prevazné se jednd o rtzné druhy roztoct (Acari)
(Dangk, 1990). Po dobé 7-10 let u dospélého a 4-5 let u ditéte zlstavaji z téla jen
jednotlivé  kosti s ¢aste€né¢  zachovalymi  chrupavkami a  dpony  Slach.
Po 20 letech jsou zachovany pouze kosti, v nékterych piipadech i1 vlasy (Kokavec,

1987).

B 1. faze: Cerstvé télo mmmm)  Podatek féze a jeji hlavni pribéh
B 2. faze: nadmute
[l 3a. faze: biochemicky aktivni — zmydelnéni tukl = (dokon&ovani vyvojovych cykli)

Postupné vymizeni

[l 3b. faze: biochemicky aktivni — fermentace proteini _.......... » Setrvani zbytk( — prazdna puparia

(Kukly), sviecky larev atd.

[] 4.faze: pokrocily rozklad
I Situace v okamziku nalezu téla

[0 5. faze: vysychani zbytkud
B 6. faze: kosterni zbytky

Obr. 1 Schématické zndzornéni sukcesnich vin (fizi) (Suldkovd, 2014)
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Tab. 1 Shrnuti zastoupenych Celedi, rodi a druhu radu Diptera v jednotlivych
sukcesnich vinach

Sukcesni vina Celed’ Rod Druh
1. Calliphoridae Lucilia caesar
Calliphora vicina
vomitoria
uralensis
Muscidae Musca domestica
autumnalis
Muscina stabulans
2. Sarcophagidae Sarcophaga carnaria
serbica
Calliphoridae Cynomia mortuorum
Protophormia terraenovae
3. Calliphoridae Lucilia caesar
Calliphora vicina
vomitoria
uralensis
Muscidae Musca domestica
autumnalis
Muscina stabulans
Sarcophagidae Sarcophaga carnaria
serbica
Calliphoridae Cynomia mortuorum
Protophormia terraenovae
4. Fanniidae Phiopila casei
Drosophilidae Drosophila funebris
Piophilidae
Syrphidae
Sepsidae
5. Syrphidae Phorra aterrima
Muscidae Hydrotaea ignava
6. Bézné se nevyskytuji
7. Bézné se nevyskytuji
8. Bézné se nevyskytuji
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2.5 Pouziti molekularnich metod pro identifikaci zastupci Fadu

Diptera

2.5.1 Barcoding

Primérni cile DNA barcodingu se zaméfuji na shroméazdéni referenc¢nich knihoven
sekvenci Carovych koda (barcoding) zndmych druhli. Soucasné vysledky ukazuji,
ze tyto knihovny budou velmi u¢inné pii identifikaci v rdmci zivociSné fiSe. RozliSeni
druhil touto metodou piinasi i¢innost az 95 % (Ratnasingham & Hebert, 2007).

DNA barcoding je standardizovana taxonomickd metoda, kterd vyuziva kratké
sekvence DNA, jako diagnosticky biomarker organismil k jejich identifikaci (Hebert,
2003; Ferri, 2009). Za standardni marker je bran segment ptiblizné¢ 600 bazickych pari
na 5' oblasti mitochondrialniho genu cytochromoxidéazy I (COI) (Lv et al., 2014). Velmi
dalezitym rysem obecné zivocisného mitochondridlniho genomu, a tedy i genu COI,
je nepfitomnost intronti, coZ umoznuje velmi jednoduché namnoZeni zvolené¢ho tseku
(Zaveska Drapkova, 2012).

Pro praktické vyuziti DNA barcodingu (¢arového kddu) musi konkrétni region
genu splnovat tfi kritéria: (1.) obsahovat dostatecnou variabilitu mezi druhy, (2.) byt
dostateCn¢ kratky, aby mohl byt sekvenovan v jedné reakci, a (3.) obsahuje

konzervativni oblast pro univerzalni primery (Ferri, 2009).

2.5.1.1 Barcoding u Fadu Diptera

Primérné velikost genomu u forenzné¢ relevantnich zastupct fadu Diptera se pohybuje
v Sirokém rozmezi od 425,8 Mbp az 1 197,4 Mbp (Picard et al., 2012). DNA barcoding
sdruzuje dva odlisné a relativné nezavislé aspekty: (1.) mize byt pouzit pro identifikaci
a pfifazeni neznamého exemplafe k druhtim, které byly jiz diive popsany a (2.) usnadnit
objeveni novych druht (Whitworth, 2007). Pro tyto aspekty se krom¢ standardniho
markeru COI také naptiklad pouzivaji 1 dalsi geny (mitochondridlni
1 jaderné). Mezi nejuzivanéjs$i markery u fadu Diptera patii 28S jaderna ribozomalni
DNA nebo geny /2§, 16S a I8S mitochondridlni ribozomalni DNA (Vogt, 2002;
Peterson et al., 2007; Han & Ro, 2009; Pai et al., 2014; Zajac et al., 2016;).
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2.5.1.2 Mitochondridalni DNA

Mitochondrialni genom DNA je kruh o velikosti asi 16 500 parG bazi (méné nez
0,001 % velikosti jaderného genomu). U riznych ZivociSnych druht se pfili§ nelisi
(Alberts et al., 2007). Mitochondrie vytvareji aerobni energii pfemeénou organickych
molekul, tzv. ,oxidativni metabolické procesy”. Jsou , témer jiste” vyvinuty
z prokaryotickych bungk, které vytvotily symbioticky vztah s hostitelskou buiikou. Tyto
jednobunécné organismy s sebou nesou vlastni genom, vcetné schopnosti aerobniho
metabolismu. Nasledkem tohoto jevu maji mitochondrie vlastni genom (Snustad
& Simmons, 2009).

Mitochondrialni DNA (mtDNA) dé€li na tézké (guanin bohaté) a lehké (cytosin
To zplisobuje, ze vady mtDNA dopadaji na Siroké spektrum bunécnych funkci (Iborra
et al., 2004). Mitochondrie pravdépodobné obsahuji kopie DNA, diky ¢emuz mlze byt
pocet molekul mitochondridlni DNA v jedné buiice vysoky, napt. v oocytech obratlovcii
se miize vyskytovat az 10° kopii mtDNA (Snustad & Simmons, 2009).

Jeden z potencidlné nejvétSich vyhod mtDNA pro forenzni entomologii je pii
ur¢ovani druhu. Hlavné vajicka a larvy je u mnoha forenzné vyznamnych druht
dvoukiidlého hmyzu zvlasté obtizné odliSit morfologicky. Nespravnd nebo nejista

identifikace mtize vazné poskodit nebo branit vySetfovani (Byrd & Castner, 2010).

Cytochromoxidaza I

Slozky dychaciho fetézce, které jsou zakotveny ve vnitini membrané mitochondrii, jsou
obsaZeny ve Ctyfech komplexech (Murray, 2012). Cytochromoxidaza je enzym, ktery
katalyzuje ptrenos elektronli z cytochromu na kyslik v dychacim fetézci
v mitochondriich. Jednd se o hemoproteiny, jehoz prostetickd skupina obsahuje
1 kation médi (Dobrota, 2012). Cytochromoxidaza I je slozena z 12 podjednotek
a je umisténa napii¢ vnitini mitochontrialni membranou. Cleni se do enzymatického
komplexu IV (Lékarska chemie a biochemie, 1991).

Mitochondrialni gen kodujici protein cytochrom ¢ oxiddzy podjednotky I (COI),
se ukazal byt velmi informativni pro identifikaci jak na urovni rodové, tak i druhové
(Mengual et al., 2008). 648 bp oblast cytochrom ¢ oxidazy I genu (COI) tvoii primarni
sekvenci ¢arovych koda pro Cleny zivociSné fiSe (Ratnasingham & Hebert, 2007).

Z mitochondridlnich genil je cytochrom c¢ oxiddza I (COI) udajné nejvice zachovany
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gen (Nzelu et al., 2015). Pti determinaci pomoci markeru COI je mozné izolovat DNA
ze vSech vyvojovych stadii dvoukiidlych - dospé€lce, kukly, larvy (Shearer & Coffroth,
2007).

Cytochromoxidaza II
Cytochromoxidéza polypeptid II je mitochondridlni protein, ktery je rozhodujici
slozkou oxidativni fosforylace. Je kodovan mitochondridlni DNA, syntetizovan

v mitochondriich a nachazi se v jejich vnitinich membranéch (Torroni ef al., 2006).

Cytochrom b

Cytochromy jsou hemoproteiny obsahujici Zelezo, které bcéhem oxidace
a redukce osciluje mezi Fe*™ a Fe’". Podili se na ptenosu elektront v dychacim Fetézci.
Kromé tohoto fetézce se nachazi v endoplazmatickém retikulu (cytochrom bs).
Ma schopnost ménit kyslik na superoxid (Murray, 2012). Sekvence genu cytochrom b
se Casto vyuziva pfi studiu obratlovci (Byrd & Castner, 2010).

2.5.1.3 Jaderné geny

Ribozomovda RNA (rRNA) je strukturni a katalyticka slozka ribozoml a slouzi
k pfevadéni nukleotidové mRNA (medidtorovd RNA) do sekvenci aminokyselin
polypeptidu. Vznika transkripci a nepodléhd translaci (Snustad & Simmons, 2009).
Pro vyuziti v molekularni fylogenetice se vyuziva lokus genomu pro rRNA, ktery
nekdduje protein a zaroven je stale soucasti ribozomti. Z hlediska evoluce jsou geny pro
rRNA velmi podobné u vSech organismt. Piepis této RNA probiha jako jedna delsi
RNA, ktera v sob& obsahuje Useky pro 3 molekuly rRNA. Konkrétn€ pro /8S rRNA,
5.85 rRNA a 28§ rRNA. Tyto useky jsou oddéleny sekvencemi ITS-1 a ITS-2 (internal
transcribed spacer) (Dolezal, 2014).

< 3
I 7s-1 EEEE i7s-2 265 |

Obr. 2 T7i kodujici oblasti s dvema vmezerenymi sekvencemi ITS-1 a ITS-2 jaderné

ribozomalni DNA (Polans & Saar, 2002)
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U eukaryotnich organismu se vyskytuji ¢tyii hlavni typy gent pro rRNA. Jsou
to: gen 58, ktery kdduje 120 bazi dlouhou rRNA. Gen 5.8S kédujici 160 bazi dlouhou
rRNA. 78S gen kéduje 1,8 kb dlouhou rRNA a gen 28S, ktery koduje 4,7kb dlouhou
rRNA (Snustad & Simmons, 2009).

Mezi dalsi vyznamné jaderné geny patii:

CAD (Carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and
dihydroorotase )

Multifunkéni protein, ktery iniciuje a fidi de novo biosyntézu pyrimidinu u zvifat
a je nezbytny pro bunécnou proliferaci. RozluSténi struktury a funkce CAD
je potencialné vyuzitelné piilécbe rakoviny. Nicméné prozatim neexistuji Zadné

podrobné informace o struktufe (Grande — Garcia et al., 2014).

EF-1a (Elongation factor 1a)

Vysoce konzervativni nukledrni koédujici gen, ktery muze byt pouzZit pro
zkoumani nové se tvoficich rozdild proménné délky sekvenci v disledku pfitomnosti
ruznych, rychle se rozvijejicich intront (Sanchis ef al., 2001). Jedna se o gen vyborné

se hodici pro fylogenetické analyzy (Zajac et al., 2016).

DDC (Dopa decarboxylase)

Koduje dopadekarboxyldzu, kterda ma u tadu Diptera nckolik funkci. Gen
je umistén ve stfedu velkého hustého seskupeni 18 funkéné pfibuznych gentl, na levém
rameni chromozomu II. Produkt tohoto genu katalyzuje dekarboxylaci dopa
na dopamin. Dopamin je katecholamin, ktery hraje zasadni roli, jako neurotransmiter,
ktery ovliviiuje chovani pii pafeni, plodnost, cirkadianni rytmy, sekreci zlaz s vnitini
sekreci, agresi, u¢eni a pamét. U hmyzu se dopamin také podili na pigmentaci kiizicky

a sklerotizaci (Tatarenkov & Ayala, 2007).

PER (Period)

Protein kédujici gen, ktery je umistény na chromozomu X (GenBank, 2016).
U fadu Diptera poskytuje nedilnou soucast biologické rytmicity. V sekvenci proteinu
se nachazi repetice threonin — glycinu (Thr-Gly), jejichZ vyznam prozatim neni zndmy

(Peixoto et al., 1998).
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3 CILPRACE

Sbér a determinace zachycenych dvoukiidlych na dvou az tfech lokalitach
v Jihomoravském kraji pomoci klasickych anatomicko-morfologickych metod
a soucasné také pomoci metod molekularné-genetickych.
Dil¢i cile:
1. Zhodnoceni moZnosti obou zpiisobli determinace a vyhodnoceni rozdilu
zejména rychlosti a pfesnosti jednotlivych metod.

2. Zhodnoceni moZnosti vyuziti ziskanych informaci pro kriminalistickou praxi.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Popis kadavert

Farinha ef al. (2014), zkoumali n€kolik moznych variant ndvnad a vysledkem jejich
zkoumani bylo, Ze nejvice preferovanou navnadou pro forenzné vyznamny hmyz
je svalstvo. Proto byl jako navnada pro ob¢ lokality zvolen kur doméaci (Gallus gallus
f. domestica), ktery byl zakoupen chlazeny v bézném obchodnim fetézci. Téla byla
vykuchdna, bez hlavy, behdki, organti dutiny bfisni a méla odstranéné peti. Hmotnost
na zacatku pokusu ¢inila 1970 g a 1984 g. Kadaver na lokalité¢ Sokolnice byl poloZen
6.6.2015, na lokalité¢ Rakvice pak 13.6.2015.

4.2 Popis lokalit

Obe¢ lokality se nachazeji v Jihomoravském kraji, klimaticka oblast T4 (teplda oblast).
Tato izemi byla zvolena pro jejich rozdilny, ale v jistych aspektech 1 totozny krajinny
charakter. Lokality jsou vzdaleny od obytné zastavby a jejich nejblizsi okoli obklopuje

zemé&délsky vyuzivana ptda.

4.2.1 Sokolnice

Obec se nachazi v okrese Brno — venkov a tfadem spadd pod obec s rozSifenou
piisobnosti Slapanice. Fytogeografickym ¢&lenénim se obec fadi do Hustope¢ské
pahorkatiny a jeji geomorfologickd jednotka spadd do Dyjsko-Svrateckého uvalu.
Nadmotska vyska obce se pohybuje od 240 do 245 m n. m. Primérnd denni teplota

je 9,2 °C a srazky se pohybuji v rozmezi 500 az 550 mm za rok (Quitt, 1976).
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Obr. 3 Lokalita Sokolnice (foto: Ing. Pavel Machan, Ph.D.)

4.2.2 Rakvice

Nachézeji se v okrese Bfeclav. Pod obec Rakvice katastralné spada pifirodni pamatka
Jezirko Kutnar, kde konkrétné pokus probihal. Jednd se o vodni plochu
s pfislusnosti vlastniho chranéného twzemi. Pfirodni pamatkou bylo vyhlaSeno
4. 7. 1956. Jedna se o bioregion Dyjsko-moravsky, fytogeofrafickym ¢lenénim se jedna
o Dyjsko-svratecky tuval, geomorfologicka jednotka je Dolnomoravky tuval. Kutnar
se nachazi v nadmotské vySce 160 m n. m. Primérnd ro¢ni teplota je zde 9,5 °C

a mnozstvi srazek je zde 550 mm (PP Jezirko Kutnar, 2016; Rakvice, 2016).

Obr. 4 Lokalita Rakvice, jezirko Kutnar (foto: Ing. Pavel Machan, Ph.D.)
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Na fotografiich z obou lokalit (Obr. 3 a Obr. 4) jsou vyznacena mista pokust
¢ervenymi Sipkami. Tyto Sipky ukazuji na mista pfesného ulozeni kadaverti. Fotografie

byly potizeny vzdy tésné pred poloZzenim kadaveru.

4.3 Sbér a uchovani nekrofagni fauny

Stejné tak, jak uvadi Doskocil (1977), byl sbér dospélct provadén obvyklymi sbéracimi
metodami. Tedy za pomoci jemné sitky nebo, a to pfrevazné, smykaci siti.
U vyvojovych stadii probihal sbér za pomoci laboratornich rukavic a entomologické
pinzety.

Pro usmrcovani byl pouzit octan ethylnaty, ktery byl uchovavan v zavatovaci
sklenici s dievénymi pilinami. K usmrcovani hmyzu slouzily pary, které octan ethylnaty
produkoval. Jedinci byli sbirdni do 2,0ml zkumavek, tzv. ependorfek, do kterych byl
nasledné ptidan 40% roztok formaldehydu, ktery slouzil ke konzervaci vzorki. Takto
zpracované vzorky byly uchovavany v mrazacich na Ustavu morfologie, fyziologie
a genetiky zvifat pii teplot¢ -21 °C, dokud neprobéhlo zkouméni anatomicko-

morfologické a nasledné molekularné-genetické.

4.4 Laboratorni zkoumani entomologického materialu podle

morfologickych znaki

Veskery nasbirany entomologicky material byl v naSem ptipad¢ usmrceny. Vzorky byly
odebrany zpiimo zkadaveru, loze kadaveru a bezprostiedniho okoli. Vyhoda
usmrcené¢ho vzorku je v moznosti dlouhodobého skladovani bez ztraty vypovidaci
hodnoty (Stefan & Hladik, 2012).

Autorka diplomové prace nema zaddné vzdélani v oblasti entomologie nebo
anatomie a morfologie hmyzu, proto byla veskerd morfologicka identifikace dospélct
porovnavana s odbornou literaturou: Obenberger (1955); Doskocil (1977); Nihei & De
Carvalho (2009); Rochefort ef al. (2015) a konzultovana s entomologem (nikoliv vSak
dipterologem) Ing. Pavlem Toéthem, Ph.D. z Ustavu péstovani, $lechtdni rostlin
a rostlinolékartstvi.

Identifikace vzorktl v nizsich stadiich vyvoje pro dany druh je jesteé vice narocné,
nez identifikace dospélych jedincti, kvlili malému mnoZstvi pozorovatelnych znaki.

Obecné tedy byvaji jedinci chovani az do stddia dospélce pro nasledné snadnéjsi
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taxonomickou identifikaci (Meiklejohn et al., 2013). To v nasem ptipad€ nebylo kviili
okamzZitému usmrceni a konzervaci vzorkli umozZnéno. Proto byly pro identifikaci

nizsich vyvojovych stadii vyuZity tyto zdroje: Szpila (2010); Szpila & Villet (2011).

4.4.1 Pristrojové vybaveni pri anatomicko-morfologické identifikaci

Anatomicko-morfologické zkoumdéni probihalo konkrétné v laboratofi entomologie
za vyuziti stereomikroskopu znatky OLYMPUS SZX 9 (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan). Mikroskop umoziuje zvétSeni v rozmezi 12,6x az 114x (uvadi vyrobce).
Nasledné byli vSichni nasbirani jedinci fotografovani fotoapardtem znacky Canon 5D
(Canon Inc., Tokyo, Japan) s objektivem Canon EF 100mm f/ 2,8 Macro USM (Canon
Inc., Tokyo, Japan). Fotoaparat disponuje plnoformatovym digitdlnim snimacem
orozliSeni 12,3 Megapixeli. Objektiv dosahuje pii nejkrat$i zaostfovaci vzdalenosti

0,31 m zvétSeni 1:1.

4.5 Izolace DNA

Pted kazdou izolaci byli zpracovavani jedinci zbaveni formaldehydu, aby nedochéazelo
ke kontaminacim. Izolace DNA byla provddéna pomoci kitu od firmy
Top-Bio, s.r.0. (Praha, Cesk4 republika) "Column DNA Lego kit". DNA byla izolovana
z celého téla jedince, které bylo rozmélnéno pomoci jednordzové plastové tyCinky
(pestle). Takto zpracované vzorky byly vystaveny plsobeni proteindzy K, ktera byla
pfidana k roztoku L1 (200ul L1 + 10ul proteindzy K), po dobu dvou hodin. K dal$im

modifikacim oproti standardnimu protokolu pti provadéni izolace nedoslo.

4.6 Méreni kvality a koncentrace DNA

Me¢teni kvality vyizolované DNA probihalo pomoci 1% agar6zové gelové
elektroforézy. Do uvafeného gelu s jamkami, vloZzeného do elektroforetické vany, byly
pipetovany 4 pul DNA smichané s 1 ul sacharozy s bromfenylovou modfi, ktera slouzi
k vizualizaci pipetovaného vzorku. K celkové vizualizaci agarézového gelu byl piidan
ethidium bromid (EtBr) o koncentraci 0,5 pg / ml.

Koncentrace DNA byla pfesné¢ zmétena pomoci ultrafialové (UV) absorbancni
spektrofotometrie ptistrojem NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA). Mnozstvi UV zéfeni absorbovaného roztokem DNA je pfimo umé&rmé mnozstvi
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DNA ve vzorku. Absorbanci obvykle méfime pii 260 nm a pii této vinové délce
absorbance (Aj¢0) 0 hodnoté 1,0 odpovida 50 pg dvouvldknové DNA / ml. Absorbance
v UV oblasti mize také slouZzit k ovéteni Cistoty preparatu DNA. V €istém vzorku DNA
je pomér absorbanci pii 260 nm a 280 nm (Aze / Azgo). Pomér nizsi nez 1,8 ukazuje,

ze ziskana DNA je kontaminovéana, a to bud’ proteiny, nebo fenolem (Brown, 2007).

4.7 PCR

Reakeéni smés PCR byla pfipravovana na ledu, kde bylo k reakéni smési piidavano 1 pl
DNA, pti¢emz vysledny objem reaktanti byl 10 pl.
Pro ptipravu PCR reak¢ni smési byly pouzity nasledujici reagencie:
e PPP Master Mix (Top-Bio, s.r.o., Praha, CR) — 150 mM Tris-HCI (pH 8,8),
40 mM (NH4);SO4, 0,02 % Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM kazdy dNTP,
100 U / ml Tag DNA polymeraza, barvivo, stabilizatory a aditiva
e Primery (IDT Inc., Coralville, USA) — zasobni roztok 100 pmol / pl, pracovni
roztok 10 pmol / pl
e Ultracista H,O (Top-Bio, s.r.0., Praha, Ceska republika)

Tab. 2 Slozeni reakcni smési PCR pro 1 vzorek

Reagencie Mnozstvi v ul  Finalni koncentrace
dH,0 3,2

PPP Master mix 5 1 x

Mg™ 0,4 1 mM
Primer F 0,2 0,2 uM
Primer R 0,2 0,2 uM

DNA 1 20 - 50 ng
Celkové mnozstvi 10 -
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4.8 PCR primery

PCR primery byly pievzaty z prace Horecky et al., 2015. Redéni primeri probihalo dle
ptiloZzeného protokolu od firmy IDT Inc. (Coralville, USA).

Tab. 3 PCR primery (Horecky et al., 2015)

Pocet Tm %

Primer Sekvence 5" - 3° .
nukleotidi  Oligo GC
Dip F1 GTA TAG TAG AAA ACG GAG CTG 21 56,0 43
Dip F2 GCT TCT GTT GAT TTA GCT ATT 21 55,9 33
Dip R1 AAT CAA CTA AAA ATCTTA ATT CC 23 56,7 22
Dip R2 ACT GTA AAT ATA TGA TGA GCT CA 23 56,1 30
Dip R3 GCT ATA ATA GCA AAT ACA GCT C 22 56,2 36

V tabulce se nachéazeji konkrétni sekvence dlouhych primert pouZitych
v reakéni smési PCR. Déle jsou zde uvedeny hodnoty, které jsou rozhodujici pti tvorbé
primerd, jako je pocet nukleotidi, teplota tani (T,,) a % nukleotidii G a C.
Testované kombinace primeri:
Dip F1 +Dip R1  625bp
Dip F1 +Dip R2 538bp
Dip F2+Dip R3  752bp

Tab. 4 Podminky, za kterych probihala PCR

Faze PCR Teplota ("C) Doba trvani Pocet cyklu
Uvodni denaturace 95°C 3 min.

Denaturace 95°C 40 s.

Annealing 49°C 40 s. 40
Elongace 72°C 1 min.

Zavérecna elongace 72°C 5 min.

Chlazeni 4°C 00

Pro amplifikace useku genu COI byly pouzity automatické cyklery ABI Verity
96 Well a GeneAmp 9700 od firmy Life Technologies Corp., Carlsbad, USA.
Po ukonceni amplifikace byl PCR produkt uchovavan pii teploté -20 °C, dokud nebyl
pouzit k dal§im reakcim. Ovéfeni vysledku PCR reakce bylo provedeno pomoci

3% gelové agardzové elektroforézy (viz kapitola 4.9).
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4.9 Separace molekul gelovou elektroforézou

Elektroforéza je technikou, kterd vyuziva rozdili v elektrickém naboji k rozdélni
molekul ve smési (Brown, 2007). V naSem ptipadé byla vyuzita pro ovéteni vysledkil
izolace, jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.6, a na ovéteni pfitomnosti PCR produktu.
Konkrétné §lo o techniku gelové agarozoveé elektroforézy, na které se po amplifikaci
produktu urcila velikost amplifikovanych fragmenti genu COI .

V praxi je velikost molekul DNA, které mohou byt separovany, dana sloZzenim
gelu (Brown, 2007). Pro kontrolu izolace byla zvolena 1% koncentrace gelu a 3%
koncentrace gelu pro kontrolu amplifikace. K ptipravé gelu byl pouzit 1x TBE pufr
firmy Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) a agardza ,,Agarose SERVA for DNA
electrophoresis®“ firmy SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Germany).
K barveni DNA na agar6zovych gelech byl pouzit ethidium bromid (EtBr) od firmy
Top-Bio, s.r.o. (Praha, Ceské republika), kdy se jednalo o zasobni roztok 5 mg / ml
a konecna koncentrace v gelu cCinila 0,5 pg / ml. V obou pfipadech byl pii nanaSeni
vzorkll pouzit nanaSeci pufr, ktery se skladd z H20, bromfenolové modfi, 40%
sachardzy a 100x TE pufru od firmy Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA). Pro pfimou
vizualizaci nebylo potfeba pfidavani vizualizacnich aditiv, ponévadz v reakéni smési
se nachazi PPP Master mix, ktery tato aditiva obsahuje. Po napipetovani vzorkl
a hmotnostnich markertt firmy Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, US), které
slouzi k zjisténi velikosti PCR fragmentl a kontrolu izolace, do jamek gelu probihala
vlastni elektroforéza v 1x TBE pufru pii napéti 4 V / cm po dobu 30 minut. Velikost
jednotlivych markerti jsou zndzornény na obrazku (Obr. 5). Pro vizualizaci izolované
DNA byl pouzit Electronic UV Transilluminator od firmy Ultra LUM Inc. (Claremont,
USA). Fotografie gelti byly pofizeny na fotoaparatu znacky Canon PowerShot G6
(Canon Inc., Tokyo, Japan). Vizualizaci PCR fragmentli byla umoznéna UV
transluminatorem E-BOX VX5 od ceské firmy SCHOELLER INSTRUMENTS, s.r.o.,
(Praha, Ceska republika).
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1kb 100 bp

Obr. 5 Velikosti pouzitych hmotnostnich markerii “GeneRuler™ [ kb” a ”100 bp DNA
ladders”

4.10 Sekvenovani PCR produkti

Pavod amplifikovanych tsek byl verifikovan pomoci piimého sekvenovani PCR
produkt. Tyto produkty byly purifikovany MinElute PCR Purification Kit od firmy
Qiagen GmbH (Hilden, Germany), dle protokolu vyrobce. Ovéieni koncentrace PCR
produktl bylo provedeno na spektrofotometru NanoDrop 2000 od firmy Thermo Fisher
Scientific Inc. (Waltham, USA). BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1
od firmy Life Technologies Corp. (Carlsbad, USA), byl dle navodu vyrobce pouzit
na ptipravu sekvenacni reakéni smési. Vysledny objem ¢inil 10 pl (Tab. 6). MnoZstvi
DNA potiebné pro sekvenacni reakci bylo uréeno na zaklad¢é koncentrace a velikosti

PCR produktu (Tab. 5).

Tab. 5 Mnozstvi PCR produktu (ng) pro pripravu 10 ul sekvenacni reakcni smési

Velikost PCR produktu Potifebné mnozZstvi pro

sekvenaéni reakci

100 — 200 bp 1-3ng
200 — 500 bp 3—-10ng
500 —1 000 bp 5-20ng
1 000 —2 000 bp 10— 40 ng
> 2000 bp 40— 100 ng
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Tab. 6 SlozZeni sekvenacni reakcni smési

Reagencie MnozZstvi
Reak¢ni mix 2l
Pufr 1 ul
Primer 0,16 pl
dH,O do 10 pl
Purifikovany PCR produkt dle Tab. 2
Celkové mnoZzstvi 10 pl

Pro amplifikaci templatu byl pouzit terméalnim cykler GeneAmp®PCR System 9700
od firmy Life Technologies (Carlsbad, USA). Podminky amplifikace jsou popsany nize
(Tab. 7).

Tab. 7 Podminky, za kterych probihala amplifikace templatu

Faze amplifikace Teplota (°C) Doba trvani Pocet cykli
Uvodni denaturace 96°C 1 min.

Denaturace 96°C 10 s.

Annealing 45°C 5s. 75
Elongace 60°C 4 min.

Chlazeni 4°C 00

Po amplifikaci byla zdlvodu odstranéni neinkorporovanych terminatord,
tj. znacenych dideoxynukleotidi, hotova sekvenacni smés purifikovana pomoci
BigDye® XTerminatorTM Purification Kit firmy Life Technologies, Carlsbad, USA dle
protokolu vyrobce. Vzorky byly analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy s vyuzitim
genetického analyzatoru ABI PRISM 3500 firmy Applied Biosystems, Foster City,
California, USA. Konecné zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu Chromas
(Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia) a identifikovany bioinformatickymi
databazemi BLAST a BOLD.

4.11 Databaze BOLD a BLAST

BOLD - The Barcode of Life je databaze, kterd si klade za cil shromazdit sekvence
useku genu COI o délce 658 bp a tim vytvoftit ze vSech Zijicich druhti vysoce komplexni
databazi, ktera by mohla byt pouzita pii identifikaci druhti. Podobné jako u jinych

databazi DNA, spolehlivost BOLD zavisi na poctu zastoupenych druhd a na kvalité
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kontrolnich sekvenci uloZzenych v databazi (Rolo et al., 2013). Dostupna je na adrese
www.barcodinglife.org.

Vsechna klicova data a ziskané sekvence jednotlivych druhti jsou ve formé& kopii
poskytovany také organizacim jako NCBI (National Center for Biotechnology
Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory) a DDBJ (DNA
DataBank of Japan) ihned, jakmile jsou wvysledky pfipraveny k publikovani
(Ratnasingham & Hebert 2007).

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool je jednim z nejvice znamych,
Siroce pouzivanych a dostupnych bioinformatickych néstrojii, dostupny na webovych
strankdch NCBI (National Center for Biotechnology Information), konkrétn¢ na adrese
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast (Casey, 2005; Johnson et al., 2008). Slouzi
k porovnani dvou genovych nebo dvou proteinovych sekvenci a hledé oblasti lokalnich
podobnosti mezi témito sekvencemi. BLAST jako prvni porovnava nukleotidové
sekvence nebo sekvence proteinovych aminokyselin k cilovym databazim. Tyto cilové
databaze obsahuji stovky nebo tisice archivovanych sekvenci. Vysledek analyzy
BLAST muze byt pouzit k odvozeni funkénich a evolu¢nich vztahli mezi sekvencemi

(Casey, 2005).

4.12 Statisticka analyza
V n¢kolika po sobé nésledujici sukcesnich vinach, které jsou popsany v kapitole 2.4,
bylo sbirdno velké mnoZstvi jedinci v riznych vyvojovych stadiich. Vzorky byly
odebrany z lokality Sokolnice v poctu 35 kusu, stejné mnozstvi bylo odebrano
1z lokality Rakvice. Jeden odebrany vzorek z lokality Rakvice nebylo mozné kvuli
kontaminaci laboratorné zpracovat. DalS§im vzorkem, ktery nebyl do statistické analyzy
zapocitan, byl vzorek z lokality Sokolnice, ze kterého nevznikl zadny PCR produkt.
Ze stejného diivodu byl vyfazen i ze seznamu identifikovanych jedinct. Celkovy pocet
statisticky analyzovanych vzorkd byl 68. Podrobnégjsi vy€et anatomicko-morfologicky
a nasledné molekuldrné-geneticky identifikovanych jedinct se nachazi v kapitole 5.
Vesker¢ statistické analyzy byly provedeny v programu R od R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria (R Development Core Team, 2014). Vzorky,
které byly determinovany databdzemi BLAST a BOLD shodné s morfologickou

determinaci a se spolehlivosti alesponl 98 % byly povaZovéany za uréené, zatimco vzorky
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urcené jinak nez pfi morfologické determinaci a / nebo se spolehlivosti méné nez 98 %
byly povazovany za neurcené.

Byl zkouman vliv databaze, Ccistoty vzorku a koncentrace DNA
na pravdépodobnost spravné determinace na Urovni druhu a ¢eledi. Ke zkouméni vlivu
zminénych charakteristik na pravdépodobnost spravné determinace byla pouzita metoda
,Generalized Estimating Equations® (GEE), coz je nadstavba zobecnénych linearnich
modeld pro data obsahujici autokorelaci (Pekar & Brabec 2012). Jako blokova
promé&nna vystupovala identita vzorku a bylo pfedpokladano, Ze korelace uvniti bloku
je konstantni, jelikoz v ném vystupovala pouze dvé méteni (Pekar & Brabec 2012).
Bylo pouzito GEE s binomickym rozdélenim chyb a logitovou link funkci (GEE-b),
protoze data méla Bernoulliho rozdéleni (Pekar & Brabec 2009). V ptipadé zjistovani
spolehlivosti determinace na rovni druhu vystupoval v linedrnim prediktoru kromé
hlavnich efektl databaze, Cistoty vzorku a koncentrace DNA 1 vSechny jejich moZné
dvojné a jedna trojnad interakce. Jednotlivé Cleny byly odnimény na zaklad¢€ jejich
signifikance a pravidla marginality (Pekar & Brabec 2009).

K porovnéani spolehlivosti identifikace mezi Celedémi byly vybrany takové
Celedi, u kterych bylo provedeno alespoil pét pozorovani kviili dostateCné statistické
inferenci. V piipad¢ zjiStovani spolehlivosti determinace na urovni ¢eledi vystupoval
v linedrnim prediktoru efekt Celedi a databdze. Nasledné porovnani mezi skupinami

bylo provedeno pomoci ,treatment* kontrasti.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky prace byly zjiStény pomoci anatomicko-morfologické a molekularné-
genetické determinace. Tyto dvé metody byly mezi sebou srovndvany z hlediska ¢asové
narocnosti a pfesnosti identifikace. V kapitole jsou dale popsany i dalsi faktory, které

mohly mit na vyuZivané metody vliv.

5.1 Anatomicko-morfologicka determinace

Tab. 8 Vysledek anatomicko-morfologicka identifikace

vzorek Lokalita Sokolnice vzorek Lokalita Rakvice
1 Sarcophaga carnaria 35 Muscidae

2 Lucilia illustris 36 Muscidae

3 Lucilia illustris 37 Calliphoridae

4 Lucilia caesar 38 Hydrotaea

5 Chrysomya albiceps 39 Hydrotaea

6 Fannia canicularis 40 Hydrotaea

7 Fannia 41 Fannia

8 Sarcophaga carnaria 42 Hydrotaea

9 Parapiophila vulgaris 43 Hydrotaea

10 Piophilidae 44 Hydrotaea

11 Piophilidae 45 Phoridae

12 Piophila australis 46 Calliphoridae

13 Lucilia caesar 47

14 Chrysomya albiceps 48 Sepsidae

15 Lucilia caesar 49 Sepsidae

16 Lucilia sericata 50 Muscidae

17 Lucilia caesar 51 Sepsidae

18 Musca domestica 52 Fannia

19 Parapiophila vulgaris 53 Calliphora vicina
20 Phoridae 54 Chrysomya albiceps
21 35 Lucilia sericata

22 56 Hydrotaea dentipes
23 Sepsidae 57 Muscidae

24 Sepsidae 58 Muscidae

25 Fannia 59 Calliphoridae

26 Lucilia sericata 60 Sepsidae

27 Hydrotaea 61 Lucilia caesar

28 Sarcophaga 62 Calliphora vomitoria
29 Calliphoridae 63 Lucilia caesar

30 Calliphoridae 64 Calliphora vomitoria
31 Lucillia illustris 65 Calliphora vicina
32 66 Lucillia illustris

33 67

34 Sepsidae 68
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Prazdnd mista v tabulce 8 znamenaji absenci anatomicko-morfologické identifikace.
NemozZnost identifikace zplUsobovalo hlavné znehodnoceni vzorki, zplsobené
nevhodnym skladovdnim a manipulaci pfi  sbéru. Jednalo se hlavné
o poskozena kiidla a absenci ochlupeni na mistech, ktera jsou pro identifikaci n¢kterych
rodit (zejm. mouchoviti, masatkoviti) a druhli zasadni. Tyto faktory ovlivnily takeé
¢asovou naro¢nost determinace, ktera se jimi imérné prodluzovala. Dal§imi faktory,
které prodluzovaly c¢as pfi identifikaci jedincl, byly nutnost nastudovani
morfologickych a anatomickych znakl vSech pfedpokladanych celedi, které se mohly

na pokusném objektu vyskytnout, a orientace v odborné entomologické terminologii.

5.2 Kontrola koncentrace a Cistoty DNA
V priloze je uvedena tabulka, ktera uvadi koncentraci a ¢istotu vzorkd, jez byly vybrany
pro izolace a dal§i molekuldrné-genetické zpracovani. Data vypovidajici

o koncentraci a Cistot€ DNA byla ziskdna pomoci pfistroje NanoDrop 2000 od firmy

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA).

Kontrola izolace DNA z vybranych zastupct fadu Diptera byla provedena dle
protokolu vyrobce, jak je uvedeno v kapitole 4.5. Na obrazku jsou vizualizovany
vysledky izolace DNA pomoci gelové agardzové elektroforézy. Koncentrace a Cistoty
DNA jednotlivych dil¢ich vzorka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 11). U vSech vzorka
muZzeme pozorovat tzv. ,,smear®, ktery poukazuje na degradaci DNA. Degradace DNA

vrwe

uchovavani vzorki ve formaldehydu.
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Mikb 1

Mikb 11 128 N34 ISeE (6  175 18550 =19 @ 20 3 M 1kb

Obr. 6 DNA izolovana z tel vybranych jedincii

Pro dal$i molekularné-genetické analyzy kvalita vzorkti 1 — 20 postaCovala, coz
prokazuje zejména koncentrace DNA (ng / pl), kterd byla namétena 208,7833 a Cistota
DNA (Az60 / Azgo) jejiz prumér téchto vzorkt €inil 2,1135. Tyto hodnoty byly spocitany
dle tabulky (Tab. 11).

5.3 Ovéreni pritomnosti PCR produktu

8 9 10 Neg. M10011* 16* 19* 20*

G S Gy ey \

M100 11 12 13 14 15 16 17 18 19

20 Neg. M 100

Gy Gy Wy S ST G ey e s sy

Obr. 7 Vysledek amplifikace PCR produktu
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Na fotografii 1ze pozorovat zachyceni dlouhych fragmentl 752 bp za pouziti
kombinace primeri “Diptera F2” + “Diptera R3”. Do vzorkl ozna¢enych * bylo pfidano
rozdilné mnozstvi MgCl. Dle Debnath et al. (2010) je hotf¢ik nutnym kofaktorem
termostabilni DNA polymerazy, a koncentrace hot¢iku je rozhodujicim faktorem, ktery
muze ovlivnit Gspéch amplifikace. Proto byl proveden gradient koncentrace hoiciku,
ktery slouzil k optimalizaci mnozstvi ptipadné ptfidavaného hot¢iku do reakéni smési
PCR. Pro kontrolu kontaminaci primerti, reagencii a DNA byla provedena negativni
kontrola (Neg.). Pouzity teplotni profil byl ,,Diptera_barcoding* (ABI Veriti 96 Well,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).

5.4 Sekvenovani PCR produkti

Identifikace aplifikovanych PCR produkti probéhla metodou piimého sekvenovani,
které je uvedeno v kapitole 4.10. Vizualizace vysledku z automatického sekvenatoru
probéhla v programu Chromas (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia,
Obr. 8).
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Obr. 8 Vystup z programu Chromas

Max  Total Query E

Description conle e Ident| Accession
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPYV LUCA3?2 cvtochrome ¢ oxidase subunit| (COl) gene. partial cds: mitochondrial 1310 1310 98% 0.0 99% KJ394848.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR:CAPYV LUCA13 cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1310 1310 98% 0.0 99% KJ394831.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPV LUCAS2 cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1304 1304 98% 0.0 99% KJ394867.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR:CAPV LUCA49 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COl) gene. partial cds: mitochondrial 1304 1304 98% 0.0 99% KJ394864.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPYV LUCA54 cytochrome ¢ oxidase subunit | {COl) gene. partial cds: mitochondrial 1299 1299 98% 0.0 99% KJ394860.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR:CAPV LUCA40 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COI) gene. partial cds: mitochondrial 1299 1299 98% 00 99% KJ3948551
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPYV LUCAZ1 cytochrome c oxidase subunit | (COl) gene. partial cds: mitochondrial 1299 1299 98% 0.0 99% KJ394838.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPYV LUCAS cytochrome c oxidase subunit | (COl gene. partial cds: mitochondrial 1299 1299 98% 0.0 99% KJ3948281
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPV LUCA?2 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COl) gene. partial cds: mitochondrial 1299 1299 98% 0.0 99% KJ3948221
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR:UKM G cytochrome ¢ oxidase subunit | (COl) gene. partial cds: mitochondrial 1295 1295 98% 0.0 99% KE225237.1
Lucilia caesar voucher ENTOMOFOR.CAPV LUCAS1 cytochrome c oxidase subunit | (COl) gene. partial cds: mitochondrial 1293 1293 98% 0.0 99% KJ304866.1

Obr. 9 Vystup databdaze BLAST
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Na obrazku (Obr. 9) lze vidét vystup z databdze BLAST, kterd ukazuje 99%
shodu s vychozim vzorkem 15 (Obr. 14), anatomicko-morfologicky identifikovanym

jako bzucivka zlata (Lucilia caesar).

Probability of Placement S
Taxonomic Level Taxon Assignment (%) - 9.8
Phylum Arthropoda 100 E 22.6
Class Insecta 100 E o84
Order Diptera 100 E 99.2
Family Caliphoridae 100 "mo
Genus Luciia 100 b 12 2 34 45 56 67 78 88
Ranked Matches
TOP 10 Display option: | Top 10 ¥
Phylum Class Order Family Genus Species Similarity (%) Status
Arthropoda Insecta Diptera Caliiphoridae Lucilia cHesar 100 Private
Arthropeda Insecta Diptera Caliiphoridae Lucilia caesar 100 Private
Arthropeda Insecta Diptera Caliphoridae Lucilia caesar 100 Published &
Arthropoda Insecta Diptera Calliphoridae Lucilia caesar 100 Published &7
Arthropoda Insecta Diptera Caliiphoridae Lucilia caesar 100 Published &
Arthropeda Insecta Diptera Calliphoridae Lucilia caesar 100 Published &
Arthropeda Insecta Diptera Caliiphoridae Lucilia caesar 100 Published &7
Arthropoda Insacta Diptera Caliphoridae Lucilia caesar 100 Published &
Arthropeda Insecta Diptera Calliphoridae Lucilia caesar 100 Published &
Arthropeda Insecta Diptera Caliiphoridae Lucilia caesar 100 Published &

Obr. 10 Vystup databdze BOLD

Z vystupu databaze BOLD (Obr. 10) pro referen¢ni vzorek 15 (Lucilia caesar)
lze vycist, ze shoda pro prvnich 14 dfive identifikovanych vzorkl je 100 %.

Procentudlni shoda s mnoZstvim porovnavanych sekvenci klesa.
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5.5 Molekularné-geneticka identifikace

Seznam nalezenych a nasledné¢ identifikovanych jedinci pomoci molekularné-

genetickych metod je uveden v tabulkach (Tab. 9 a Tab. 10). Kviili signifikantné vyssi

shodé (kapitola 5.6) s anatomicko-morfologickou determinaci, byly zvoleny vysledky

zpracované pomoci databaze BOLD.

Tab. 9 Jedinci nalezeni na lokalité Sokolnice

Lokalita Sokolnice

Vzorek Latinsky nazev Cesky nazev

1 Sarcophaga albiceps Meigen, 1826

2 Chrysomya albiceps Wiedemann, 1819

3 Chrysomya albiceps Wiedemann, 1819

4 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzucivka zlata

5 Chrysomya albiceps Wiedemann, 1819

6 Fannia canicularis Linnaeus, 1761 slunilka pokojova
7 Fannia canicularis Linnaeus, 1761 slunilka pokojova
8 Sarcophaga argyrostoma Robineau-Desvoidy, 1830

9 Parapiophila vulgaris Fallén, 1820

10 Stearibia nigriceps Meigen, 1826

11 Parapiophila vulgaris Fallén, 1820

12 Protopiophila latipes Meigen, 1838

13 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzudivka zlata

14 Chrysomya albiceps Wiedemann, 1819

15 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzudivka zlata

16 Lucilia sericata Meigen, 1826 bzucivka zelena
17 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzucivka zlata

18 Musca domestica Linnaeus, 1758 moucha doméci
19 Parapiophila vulgaris Fallén, 1820

20 Musca domestica Linnaeus, 1758 moucha doméci
21 Sarcophaga carnaria Linnaeus, 1758 masarka obecna
22 Sarcophaga carnaria Linnaeus, 1758 masaika obecna
23 Stearibia nigriceps Meigen, 1826

24 Parapiophila vulgaris Fallén, 1820

25 Fannia canicularis Linnaeus, 1761 slunilka pokojova
26 Lucilia sericata Meigen, 1826 bzudivka zelena
27 Hydrotaea similis Meade, 1887

28 Sarcophaga albiceps Meigen, 1826

29 Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 bzudivka obecna
30 Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 bzudivka obecna
31 Lucilia sericata Meigen, 1826 bzudivka zelena
32 Calliphora vomitoria Linnaeus, 1758 bzudivka rudohlava
33 Pollenia rudis Fabricius, 1794 bzuéivka zedni
34 Liopiophila varipes Meigen, 1830
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Tab. 10 Jedinci nalezeni na lokalité Rakvice

Lokalita Rakvice
Vzorek Latinsky nazev Cesky nazev
35 Hydrotaea dentipes Fabricius, 1805
36 Hydrotaea dentipes Fabricius, 1805
37 Ophyra aenescens Wiedemann, 1830 moucha drava
38 Hydrotaea ignava Harris 1780 moucha leskla
39 Hydrotaea ignava Harris 1780 moucha leskla
40 Hydrotaea ignava Harris 1780 moucha leskla
41 Hydrotaea ignava Harris 1780 moucha leskla
42 Hydrotaea dentipes Fabricius, 1805
43 Hydrotaea ignava Harris 1780 moucha leskla
44 Fannia canicularis Linnaeus, 1761 slunilka pokojova
45 Protopiophila latipes Meigen, 1838
46 Lucilia illustris Meigen, 1826
47 Sarcophaga carnaria Linnaeus, 1758 masarka obecna
48 Protopiophila latipes Meigen, 1838
49 Liopiophila varipes Meigen, 1830
50 Sarcophaga carnaria Linnaeus, 1758 masarka obecna
51 Protopiophila latipes Meigen, 1838
52 Stearibia nigriceps Meigen, 1826
53 Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 bzucivka obecna
54 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzucivka zlata
55 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzudivka zlata
56 Muscina prolapsa Harris, 1780
57 Fannia armata Meigen, 1826
58 Fannia armata Meigen, 1826
59 Lucilia sericata Meigen, 1826 bzucivka zelena
60 Parapiophila vulgaris Fallén, 1820
61 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzudivka zlata
62 Protophormia terraenovae Robineau-Desvoidy, 1830
63 Lucilia caesar Linnaeus, 1758 bzudivka zlata
64 Protophormia terraenovae Robineau-Desvoidy, 1830
65 Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 bzucivka obecna
66 Lucilia sericata Meigen, 1826 bzudivka zelena
67 Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 bzucivka obecna
68 Hydrotaea dentipes Fabricius, 1805

V tabulkach (Tab. 9 a Tab. 10) neni u nékterych vzorka cesky nézev uveden,
protoze existuje pouze v latinském jazyce. Stejn¢ jako vysledky této prace i napiiklad
Gunn (2009); Byrd & Castner (2010); Joseph et al. (2011), uvadéji, ze nejcastéji
se vyskytujici a tedy forenzné€ nejvyznamnéjsi Celedi fadu Diptera jsou bzucivkoviti
(Calliphoridae), a mouchoviti (Mouchoviti), jak je zndzornéno i v obrazku (Obr. 17

v kapitole 11 Ptilohy). Dalsi zjisténé celedi jsou syrohlodkoviti (Piophilidae),
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masatkoviti (Sarcophagidae) a slunilkoviti (Fanniidae). Mezi predpokladané forenzné
vyznamné Geledi které uvadi i Obenberger (1955); Dangk (1990); Sulakova (2014)
a v souboru vzorkil se nevyskytly, jsou octomilkoviti (Drosophilidae), kmitalkoviti

(Sepsidae), pesttenkoviti (Syrphidae) nebo hrbilkoviti (Phoridae).

5.6 Porovnani shody vysledkii programi BLAST a BOLD

s anatomicko-morfologickou determinaci
Databaze BOLD vykazovala signifikantné vys§i shodu s anatomicko-morfologickou
determinaci, nez databaze BLAST (GEE-b, X4 = 179, P = 0,005,
Obr. 11).

0.6

0.5

04

0.3

Pravdépodobnost spolehlivé determinace
0.2

0.1

Blast Bold

Program

Obr. 11 Porovnani spolehlivosti determinace mezi dvéma programy.

Horizontalni usecky vyjadiuji primér a vertikalni usecky jsou 95% intervaly
spolehlivosti. Nizké hodnoty shody determinace jsou pravdépodobné ovlivnény nizsi
ptfesnosti anatomicko-morfologické identifikace. Souhrné pro obé& databaze odpovida
uspésSnost  shody molekularné-genetickych metod identifikace s anatomicko-

morfologickou identifikaci na Grovni druhu pouze z 32,5 %.
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5.7 Vliv Cdistoty vzorku a koncentrace DNA na pravdépodobnost

spravné determinace
Cistota vzorku (GEE-b, X* = 0,2, P = 0,64) ani koncentrace DNA (GEE-b,
X% = 0,6, P = 0,42) nemély zadny vyrazny vliv na pravdépodobnost spravného uréeni.
Pro ziskani sekvence DNA je zapotiebi projit velkym mnoZstvim postupt a krokt, které
mohou mit vliv na kvalitu izolované DNA. Na vyslednou determinaci tedy koncentrace
a Cistota DNA nemusi mit viibec vliv. I vzorky o vysoké Cistoté¢ a koncentraci mohou
byt znehodnoceny naslednou manipulaci a zpracovanim. Naptiklad, jak uvadi Romeika
& Yan (2013), kvantifikace DNA muze byt vyrazn€ ovlivnéna inhibitory PCR, které
mohou byt snadno ziskany se vzorkem v pribéhu extrakce DNA. Inhibitory pak muze
zabranit proces amplifikace. K béznym inhibitoriim nalezenych ve forenznich vzorcich
patii hematin, indigo, melanin, kolagen, kyselina tfislovd, huminové kyseliny
a fosforeCnan vépenaty. Inhibitory mohou byt nejen v rozporu s PCR amplifikaci,
pricemz jsou falesSné negativni, ale také zpusobit problémy s amplifikaci STR (kratké

tandemové repetice), které jsou vyuzivany pii identifikaci osob.

5.8 Vliv databaze a Celedi na pravdépodobnost spravné determinace

Databdze BOLD vykazoval signifikantné vys$i shodu s anatomicko-morfologickou
determinaci nez program BLAST (GEE-b, X = 12, P < 0,001, Obr. 12). Rizné &eledi
dvoukitidlich byly identifikovany s riznou spolehlivosti (GEE-b,
X = 4095, P < 0,001, Obr. 12). Nejspolehlivéji byla identifikovana celed
Sarcophagidae (kontrasty, P < 0,001), nasledné¢ Calliphoridae (kontrasty, P < 0,001),
ktera vSak nebyla odlisna od ¢eledi Fanniidae a Muscidae (kontrasty, P > 0,13). U cCeledi
Sepsidae nebyl spravné identifikovan ani jeden vzorek. Souhrné pro obé& databaze
odpovidéa uspésnost shody molekularné-genetickych metod identifikace s anatomicko-

morfologickou identifikaci na rovni ¢eledi 63,64 %.
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Obr. 12 Porovnani pravdépodobnosti spravné identifikace mezi dvema programy
a ctyrmi celedemi dvoukridlych.

V ptipadé Celedi Sepsidae, ktera neni vyobrazena, nebyl spravné identifikovan
ani jeden vzorek zadnym programem. VySka sloupce zobrazuje predikované
pravdépodobnosti a chybové usecky jsou 95% intervaly spolehlivosti. Nulova uspésnost
identifikace celedi Sepsidae byla pravdépodobné zplisobena nizkymi znalostmi
morfologie a pfi identifikaci dochazelo k zaméné za celed’ Piophilidae. Pti identifikaci

mohl byt negativnim faktorem také nedostatek rozpoznavacich znaki, zplsobeny

napiiklad sbérem, uchovavanim nebo velkym znecisténim vzorku.
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6 ZAVER

Pro forenzni entomologii je pfesna identifikace zkoumanych jedincti velmi dulezita.
Zv1asté to plati pro fad Diptera, ktery je v kriminalistické praxi pifi vypoctu posmrtného
intervalu nezastupitelny. Zkouméni jedinci standardné¢ probiha pod mikroskopem
a na zéklad¢ morfologickych znakt Ize urcit, o jakého jedince se jednd. Pokud je toto
znemoznéno je tieba pouZzit molekularné-genetickych metod, které zahrnuji izolaci,
amplifikaci a sekvenaci DNA.

Pro ziskani entomologického materialu byla zalozena pokusna pole na lokalitdch
Sokolnice a Rakvice. Hlavnim cilem bylo identifikovat forenzn¢ vyznamné zastupce
pomoci klasickych anatomicko-morfologickych metod a soucasné také pomoci metod
molekularné-genetickych. K tomuto ucelu bylo nutné izolovat DNA a dalSim
zpracovani ziskat sekvence vybranych jedinci z mitochondridlniho genomu.
Pti zpracovani vysledkli bylo zjiSténo, Ze CdCistota a koncentrace DNA neméla
na konecnou identifikaci vliv. Pro porovnani spolehlivosti identifikace byly vyuzity dvé
databaze, zabyvajici se barcody a to BOLD a BLAST. S vysledky anatomicko-
morfologiské identifikace se vice shodovala databaze BOLD. Souhrné pro obé databaze
odpovida uspésnost shody molekularné-genetickych metod identifikace s anatomicko-
morfologickou identifikaci na tirovni druhu pouze z 32,5 %, na urovni Celedi pak
z 63,64 %.

Anatomicko-morfologicka 1identifikace pro ucel rozezndvani forenzné
nejvyznamnéjSich Celedi fadu Diptera se ukdzala jako dostacujici pouze na Urovni
¢eledi. Na urovni druhu se neprokdzala jako vhodna kviili hodnotdm shody v porovnani
se zminénymi datab4dzemi. Z ¢asového hlediska byly shledany ob& metody srovnatelné.
Proto na zaklad¢ ziskanych vyslednych udajii této prace doporucuji pro identifikaci
nekrofdgniho hmyzu v kriminalistické praxi pouziti nejlépe kombinace molekuldrné-
genetickych a anatomicko-morfologickych metod, aby bylo dosaZzeno pfi vySetfovani

trestnych ¢inll co nejpiesnéjsich vysledkd.
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BOLD The Barcode of Life
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp base pair, pary bazi

CAD Carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and
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COlI cytochromoxidaza |

CR Ceska republika

DDBIJ DNA DataBank of Japan

DDC Dopa decarboxylase
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11 PRILOHY

oto: Ing. Pavel Machan, Ph.D.)

[/

Obr. 13 Larvy radu Diptera na pokusném objekt

Obr. 14 Vzorek ¢. 15 bzucivka zlata (Lucilia caesar) (foto: Ing. Pavel Machan, Ph.D.)
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h R Rs C Sc sc-r Ry

Obr. 15 Zilnatina ki‘idla u #ddu Diptera (McAlpine, 1981)

Ay: anal; C: costa; CuAy,: branches of anterior cubitus; CuP: posterior cubitus; h:
humeral; M;_3: branches of media; m-cu: medial-cubital; m-m: medial; Ry: anterior
branch of radius; Rs: radial sector;R,.s: branches of radial sector; r-m: radial-
medial; Sc:subcosta; se-r:subcostal-radial; bm: basal medial; br: basal radial; cup:

posterior cubital; d: discal.

C $C
bc r
| 1
)
br :
m d 3
Iy
M5
as mj
mj

m
a']_ Cup Cual 3

Obr. 16 Pole kiidla u 7adu Diptera (McAlpine, 1981)
a12: anal; be: basal costal; bm: basal medial or second basal; br: basal radial or first
basal; ¢: costal; cup: posterior cubital; cuay: anterior cubital; d: disc or discal; my.3:

medial; ry_s: radial; sc: subcostal.
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Tab. 11 Zjisténd koncentrace a cistota z izolované DNA

Vzorek Jedinec Koncentrace DNA (ul)  Cistota DNA (A260 / A280) Poznimka
1 Sarcophaga albiceps 165,8 2,08

2 Chrysomya albiceps 759,1 2,18

3 Chrysomya albiceps 421,8 2,18

4 Lucilia caesar 133,5 2,12

5 Chrysomya albiceps 785,7 2,28

6 Fannia canicularis 77,1 2,08

7 Fannia canicularis 91,7 2,06

8 Sarcophaga argyrostoma 598,1 1,84 kukla
9 Parapiophila vulgaris 168.,9 2,19

10 Stearibia nigriceps 51,8 2,15

11 Parapiophila vulgaris 65,7 2,14

12 Protopiophila latipes 49,3 2,09

13 Lucilia caesar 80,8 1,71

14 Chrysomya albiceps 58,2 1,95

15 Lucilia caesar 76,4 2,13

16 Lucilia sericata 34,5 2,14

17 Lucilia caesar 755,6 2,26

18 Musca domestica 234 2,25

19 Parapiophila vulgaris 61,2 2,17

20 Musca domestica 13,8 2,27

21 Sarcophaga carnaria 1,8 8,14

22 Sarcophaga carnaria 1,3 -69,51

23 Stearibia nigriceps 53,9 2,23

24 Parapiophila vulgaris 37,3 2,4

25 Fannia canicularis 96,3 2,21

26 Lucilia sericata 289,1 2,08

27 Hydrotaea similis 1453 2,12

28 Sarcophaga albiceps 86,1 1,98

29 Calliphora vicina 163,4 2,15 larva
30 Calliphora vicina 257,5 1,72 kukla
31 Lucilia sericata 19,8 1,81 kukla
32 Calliphora vomitoria smésné baze
33 Pollenia rudis smésné baze
34 Liopiophila varipes 33,4 2,09

35 Hydrotaea dentipes 210,3 2,14

36 Hydrotaea dentipes 440,1 2,21

37 Ophyra aenescens 142 2,17

38 Hydrotaea ignava 289,4 2,25

39 Hydrotaea ignava 262.4 2,24

40 Hydrotaea ignava 176,2 2,21

41 Hydrotaea ignava 761 2,21

42 Hydrotaea dentipes 496 2,21

43 Hydrotaea ignava 571,5 2,21
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44 Fannia canicularis 1283 2,1
45 Protopiophila latipes 43 2,14
46 Lucilia illustris 10,6 2,45
47 Sarcophaga carnaria 17,6 2,36
48 Protopiophila latipes 32,9 2,18
49 Liopiophila varipes 33,4 2,09
50 Sarcophaga carnaria 25,1 2,2
51 Protopiophila latipes 41,3 2,19
52 Stearibia nigriceps 66 2,16
53 Calliphora vicina
54 Lucilia caesar 143,1 2,17
55 Lucilia caesar 132,2 2,25
56 Muscina prolapsa 453 2,25
57 Fannia armata 1422 2,15
58 Fannia armata 109,2 2,1
59 Lucilia sericata 109,7 2,2
60 Parapiophila vulgaris 92,2 2,18
61 Lucilia caesar 303,1 2,23
62 Protophormia terraenovae 108,6 2,15
63 Lucilia caesar 199,6 2,22
64 Protophormia terraenovae 177,5 2,19
65 Calliphora vicina 98,5 1,7 larva
66 Lucilia sericata 516,6 2,24 kukla
67 Calliphora vicina smésné baze
68 Hydrotaea dentipes smésné baze
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