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1 UVvOD

Forenzni entomologie je forenzni védou, ktera vyuziva znalosti o hmyzu a
ostatnich ¢lenovcich Kk vySetfovani skuteénosti a ovéfovani dikaza v ramci
obcanského a trestniho prava. V kriminalistické praxi se nejéastéji jedna o stanoveni
tzv. post mortem intervalu (PMI) neboli doby, kterd uplynula od okamziku smrti do
nalezu téla.

Z taxonomického hlediska nejvyznamnéjsi roli ve forenzni entomologii hraji
brouci a dvoukftidli. Pro vytvoteni relevantnich zavért je zcela klicové spravné urcent
jejich druhové piislusnosti, coz se da na zakladé morfologie spolehlivé provest jen u
hmyzich dospélct, a i to vyzaduje zkuseného taxonoma specialistu. U vajicek, larev
prekazku Ize prekonat dochovanim téchto stadii na mase, jenze ne vzdy je to mozné,
napftiklad pokud jedinci jiz nejsou zivotaschopni.

V soucasnosti se proto stale vice pouziva druhova determinace forenznich
dvoukiidlych pomoci genetickych markerti. Tzv. DNA Barcoding neboli pouZiti
standardniho useku DNA (¢asti mitochondrialniho genu pro cytochrom c¢ oxidazu I)
pro druhovou identifikaci je dnes béZnym postupem, nebot’ jiz byla prokézéana jeho
vysoka spolehlivost. Naproti tomu vSak byla zatim jen minimalni pozornost
vénovana markeriim, které by umozZnily stanovit 1 pfipadnou geografickou variabilitu
forenzniho hmyzu - ackoliv vzhledem k biologii zajmovych druhd pujde
pravdépodobné o kosmopolitni populace, pfipadna popula¢ni struktura by mohla byt
pro kriminalistickou praxi velmi dileZita.

Hlavnim cilem této prace proto bylo navrzeni novych genetickych markert,
které by byly variabilni i v ramci druht, na zakladé ¢ehoz by bylo mozné odliSovat
jednotlivé populace. Diky tomu by pak na zakladé rozdilu ve zvoleném markeru
mohla byt v praxi rozpozndna naptiklad posmrtnd manipulace s télem mezi

lokalitami.



1.1 Forenzni entomologie

Forenzni entomologie je specialnim oborem kriminalistiky, ktery umoziuje
predev§im stanoveni PMI prostiednictvim znalosti o nekrofagnim hmyzu, ktery je
rozkladajicim se télem velice silné pfitahovan, a to zahy po smrti. Télo pro tento
hmyz ptedstavuje zdroj dostupné a snadno stravitelné potravy, a stava se tak idealnim
prostiedim pro kladeni vajicek. Dalsi druhy hmyzu mohou byt nésledné lakany jiz
pritomnymi nekrofagnimi druhy, jeZ pro né piedstavuji potravu (Gennard, 2007).

Je uvadéno, Zze po uplynuti 72 hodin od doby smrti jsou entomologické
metody pro stanoveni PMI jedny z nejpiesnéjSich (Danék, 1990). Je v8ak nutno si
uvédomit, ze ne vzdy se musi shodovat doba smrti s dobou zptistupnéni téla hmyzu,
a muze tak dojit k chybnym zavérim. Mrtvé télo miize byt napiiklad zabaleno ¢i
pohibeno, pak se knému hmyz nedostane hned, a proto sukcese probihd se
zpozdénim a vyviji se jinym zpusobem (Greenberg & Kunich, 2002).

Existuji 1 opacné situace, kdy hmyz kolonizuje télo jesteé zivého ¢loveéka, ktery
neni schopny se brénit. V téchto pfipadech forenzni entomolog mize piispét
napiiklad k prokazani zanedbani péce u starych nemohoucich lidi ¢i novorozench.
Mouchy nakladou vajicka na kizi nebo odév, ta se postupné vyvijeji a larvy se krmi
na pfirozené piistupnych sliznicich t&la, ranach & viedech (Suldkova, 2014).
Postupné dochézi k bakterialni infekci postizenych mist, pfipadné mohou byt
atrakovany dalsi druhy hmyzu (Gennard, 2007).

Podobné piipady je samoziejmé mozné nalézt i ve veterinarni medicing, kde
jsou zvifata z divodu chovu v nevyhovujicich podminkach napadena hmyzem
usazenym a vyvijejicim se v srsti. Napadena zvifata nejsou sama schopna odstranit
vajika a larvy ze svého téla, proto nasledky mohou byt az smrtelné. Tyto piipady
jsou vnimany jako tyrani zvifat (Gennard, 2007).

Pro forenzni entomologii z hlediska urceni PMI jsou samoziejmé také
dulezité dalsi okolnosti, jako je ro¢ni obdobi a s nim souvisejici teplota i to, zda se
t&lo nachazi v byté nebo volné exponované ve venkovnim prostiedi (Suldkova et al.,
2013). Nektefi zastupci hmyzu ziji jen v uréitych podminkach a lokalitach, a
entomolog tak miize urdit, zda je misto nalezu i mistem mrti (Sulakova, 2006).

Prostfednictvim nalezeného hmyzu mohou byt také ureny néekteré

skutec¢nosti tykajici se téla. Podminky mohou svéd¢it o mistech, kde bylo ptfitomné
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poranéni, ¢i o sexudlnim nasili. Déale je mozné zkoumat poziti drog, ¢i celkové
ptitomnost toxickych latek v téle, ¢imz se zabyva obor entomotoxikologie. Tyto latky
samoziejm¢ mohou mit Cetné dusledky pro vyvoj hmyzu na téle, proto je potieba
jejich piitomnost brat v potaz. V neposledni fadé je také mozné na zakladé analyzy
nalezeného hmyzu ur¢it misto usmrceni obéti v piipadé, ze télo bylo pozdéji
pfemisténo, ale larvy, které se na ném krmily, zistaly pfitomny (Campobasso &

Introna, 2001).

Historie

Prvni ptipad, kde byla vyuzita forenzni entomologie pro objasnéni smrti, se
datuje jiz do 13. stoleti, kdy byla v Cin& vyfesena vrazda na zakladé toho, Ze mouchy
preferovaly srp vraha, na kterém citily neviditelné zbytky krve, pted srpy ostatnich
podezielych (Giles, 1924).

Velkymi pokroky umoznujicimi rozvoj oboru byly experimenty provadéné
v 17. a 18. stoleti, které popisovaly vyvoj hmyzu na télech riznych zvifecich druhii a
zavedeni systému druhové klasifikace. Na zakladé detekce druhd, poznani zakonitosti
Vv osidlovani té€la hmyzem a uréeni ¢asovych intervalt jednotlivych vyvojovych stadii
v zivoté hmyzu tak mohl byt vyvinut systém, ktery umoziiuje stanoveni doby smrti
(Gennard, 2007).

O dalsi vyznamny bod v historii forenzni entomologie se postaral v 19. stoleti
francouzsky entomolog a veterinai Mégnin, ktery popsal 8 stadii rozkladu lidského
téla s posloupnosti hmyzi kolonizace. Poukdzal také na odliSnosti rozkladu téla
Vv zavislosti na riizné okolni teplot¢, velikosti téla nebo na tom, zda télo bylo obleceno
¢i nikoliv. Podle teorie z jeho knihy La Faune des Cadavres na volné exponovana
téla hmyz nalétaval ve Ctyfech aZ osmi sukcesnich vlnach, kdeZto u tél pohibenych
bylo mozZno rozlisit viny pouze dvé (Benecke, 2001).

Z 20. stoleti je jiz znama cela fada piipadu smrti, ¢asto déti, kdy byl hmyz
vyuzit k objasnéni okolnosti umrti. Nové se také objevilo pouziti hmyzu k objasnéni
ptipadu, kdy byly ¢asti téla vytazeny z vody (do té doby se vzdy jednalo o cela téla,
jez se nachazela na sousi). Nalez larev bzuc¢ivky Calliphora vicina nasvédc¢oval tomu,
ze vajicka musela byt nakladena jest€¢ predtim, nez se télo dostalo do vody.

V kombinaci s dalsimi dukazy vedla tato informace k usvédceni vraha (Gennard,
2007).
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Forenzni entomologie nesporné patii k oboriim s dlouhou historii, avSak stale
se dynamicky rozviji. V jednadvacatém stoleti je jiz rutinn€ vyuzivana k objasiiovani
okolnosti trestnych ¢inti a stale na mnoha mistech probihaji vyzkumy, které nam
dovoluji objevovat nové skute¢nosti a zakonitosti v konkrétnich situacich. Podoba
vyzkumnych experimenti se lisi nap#i¢ staty vzhledem k mistnim zdkontim. V Ceské
republice jsou k vyzkumu vyuzivana mrtva prasata domaci (Hrdinova et al., 2013).
Naproti tomu v americkém Tennessee Kk podobnym pokusim vyuzivaji téla
zemielych darcti na tzv. Farmé tél, kterd je soucasti Antropologického ustavu

University of Tennesse (Byrd & Castner, 2009).

Forenzné vyznamné skupiny hmyzu a jejich sukcese

vvvvvv

(Diptera) a brouci (Coleoptera). Oba dva fady maji 4 zakladni vyvojova stadia
(vajicko, larva, puparium/kukla, imago), pfiCemz vSechna tato stadia by meéla byt
zajiSténa jako entomologické stopy z mista nalezu téla. Vzorky jsou odebirany piimo
z téla mrtvého, z loze (tj. z bezprostiedniho okoli), z §ir§iho okoli mrtvoly a nasledné
také pfi pitvé (Elidsova & Sulakova, 2012).

Z hlediska poctu nalézanych druhi pievladaji brouci sasi 50 %, dalSich
zhruba 35 % zabiraji dvouktidli a ze zbylych 15 % lze jmenovat naptiklad motyly,
$kvory, mravence, prvoky, bakterie ¢i fasy (Sulakova, 2006). Forenzné vyznamnymi
Celedémi broukli jsou predevSsim mrchozroutoviti (Silphidae), drabcikoviti
(Staphylinidae), mrsnikoviti (Histeridae), kozojedoviti (Dermestidae), stievlikoviti
(Carabidae) a dalsi. Na rozdil od dvoukiidlych u broukli vétSinou nenalézame kukly
ptimo na téle, spise je mozné je odebrat z loze mrtvoly (Gennard, 2007).

Ackoli brouci jsou nejvyznamnéj$imi zastupci z taxonomického hlediska, co
do poctu jedinci pfitomnych na téle vévodi tad dvoukiidlych. Nejvyznamnéjsi
zastupci jsou bzucivkoviti (Calliphoridae), masatkoviti (Sarcophagidae), mouchoviti
(Muscidae), ¢i syrohlodkoviti (Piophilidae) (Suldkova, 2014).

Proces osidlovani téla hmyzem neni ndhodny a podléhd presnym
zakonitostem. Na zakladé téchto znalosti je forenzni entomolog schopny urcit dobu
zptistupnéni téla hmyzu s pfesnosti viadu dni. Zavéry o délce PMI vyplyvaji
Z druhového sloZzeni hmyziho spoleCenstva nachdzejiciho se na téle a ze stupni

vyvoje nizsich vyvojovych stadii jednotlivych druhd, kterymi jsou vajicka, larvy a



kukly (Sulakova, 2006). V oblasti mirného klimatického péasu za idealnich podminek
rozliSujeme 5 — 8 vyvojovych vin sukcese. Tato stadia jsou definovana stupném

rozkladu t&la, na které reaguji konkrétni druhy hmyzu (Suldkova, 2014).

1.1.2.1 Sukcesni viny

Nasleduje popis jednotlivych sukcesnich vin podle Sulakové (2006), jejichz
zéklad vychazi zjiz zminéné Mégninovy prace (1894), ve které bylo poprvé
zachyceno 8 stadii rozkladu lidského t¢la ve spojeni se zakonitym sledem hmyzi
kolonizace.

Prvni sukcesni vlna ptichazi bezprostiedné po smrti, mrtvolu v tomto stadiu
oznacujeme jako Cerstvou. Hmyz muze ptipadné nalétavat a nasledn¢ klast vajicka na
jesté zivého Clovéka, napiiklad pokud krvaci a neni schopny obrany. Nalétavaji
ptedevsim velké nekrofdgni mouchy bzucivky.

Druha vlna zacina tvorbou pachnoucich plynnych latek nadymajicich télo,
mrtvolu proto oznacujeme jako nadmutou. V letnich mésicich tato faze mtze nastat
jiz druhy den po smrti. Pfitomny jsou stale bzucivky z prvni viny, které i nadale na
télo nalétavaji, navic se pfipojuji masarky. Zapach uvoliujicich se plynnych latek
ptitahuje také nekrofagni brouky, naptiklad hrobafiky.

Ve tretim a ¢tvrtém stadiu rozkladu je mrtvola oznacovana jako biochemicky
aktivni. Pfi téeti vin¢ dochazi ke zmydelnéni tukt a vznikaji tékavé mastné kyseliny.
Z nekrofagnich broukt jsou typickymi zastupci kozojedi a dale se pfidavaji druhy
Zivici se pfitomnymi larvami much, lze jmenovat mr$niky ¢i drab¢iky. Pii ¢tvrté viné
probihd fermentace bilkovin neboli syrova fermentace a objevuji se predevsim
syrohlodky a octomilky, jez jsou lakany zapachem ptipominajicim syr. Tteti a ¢tvrta
vIna se mohou na rtiznych ¢astech téla ¢asove piekryvat.

Béhem paté viny se jiz mrtvola nachazi ve stadiu pokrocilého rozkladu, ktery
nastava po dosazeni ¢pavkové fermentace. Z téla jsou uvoliovany amoniakalni pary,
na néz reaguji dal$i druhy, pfedev§im drobné musky hrbilky. Celkové se snizuje
pocet pfitomnych druhil, jelikoZ mnoZstvi potravy v tomto stadiu je jiz znacné
omezené.

V Sestém stadiu mluvime 0 vysychajici mrtvole, u niz dochazi k vysychani

zbytki mékkych tkdni. Za ptiznivych podminek ptichdzi zhruba po roce od doby
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smrti. Nalézame tu pak rizné druhy rozto¢t, jez se Zivi zbylymi zivo¢isnymi proteiny.
Doché&zi k naruseni kostni tkan¢ a ubytku kostni diené.

V sedmé a osmé vIn¢ je jiz télo uplné skeletovano, pouze misty Ize nalézt
vysusen¢ zbytky rtiznych tkani, naptiklad svalové tkan¢€, narusené chrupavky, vlasy a
dalsi. Podle mista, kde mrtvola lezi, se miizeme setkat S roztoc¢i, moly ¢i méné Casto

s ne¢kterymi brouky, naptiklad kozojedy nebo rusniky.

Proces osidlovani téla nekrofagnim hmyzem neni vzdy stejny a je zavisly na
mnoha vnéjSich faktorech. Zalezi na stavu téla, naptiklad pokud ¢loveék pred smrti
utrp€l krvacejici poranéni, hmyz je k t€lu ptitahovan rychleji. Vyznamnou roli hraje i
hmotnost t&la, mnozstvi podkozniho tuku & podoba oaceni (Suldkova, 2006).

Dal$im faktorem, ktery velmi ovliviiuje prubéh sukcese, je ro¢ni obdobi,
béhem néhoz ke smrti doslo. Dilezita je predevsim teplota, ktera se béhem roku
zna¢né méni a od které se odviji nejen enzymatické dé&je probihajici v rozkladajicim
se téle, ale také vyskyt a aktivita nekrofagniho hmyzu. Rizné druhy bzucivek odlisné
toleruji nizké teploty, proto pokud rozklad za¢ind napiiklad na konci zimy, jejich
pomérné zastoupeni je odlisSné oproti ptipadu, kdy je rozklad zahajen uprostied 1éta.
Celkov¢ je také v chladném obdobi pfitomno niz$i mnozstvi bzuéivek, mékké tkané
tak ubyvaji pomaleji a to dava ptilezitost vétsSimu mnozstvi druhi, které se zapojuji
do rozkladu téla. Naopak pro letni obdobi je typicka vyssi teplota i aktivita a
pocetnost hmyzu, a tak predev§im diky velkému mnoZstvi bzucivek dochazi
k rozlozeni vétsiny mékkych tkani jiz béhem par dni. Déle zalezi na mnozstvi srazek,
vihkosti i délce svételné ¢asti dne (Sulakova, 2014).

Vyznamnym faktorem pro vyvoj sukcese je také prostiedi, ve kterém se télo
nachazi. Konkrétni prostory se mohou li§it v zastoupeni jednotlivych druhi i
v celkové pristupnosti téla pro hmyz. Jako piiklad Ize uvést otevienou krajinu, lesni
porosty ¢i uzaviené bytové jednotky, kde hmyz nékdy musi piekonat celou tadu

prekazek, nez se dostane k t€lu (Povolny, 1978).

Studované druhy

V této praci byly pro vyzkum genetické variability vybrany nasledujici druhy
z &eledi bzucivkovitych, které se hojné vyskytuji v ramci Ceské republiky a tvoii

diileZitou &ast forenzn& vyznamného hmyzu (Smith, 1986; Sulakova, 2014).



1.1.3.1 Calliphora vicina - bzu¢ivka obecna

Bzucivka obecnd je velkd asi 9 — 11 mm. Hlava je Cernd s naoranzovélymi
prednimi polovinami tvafi. Hrud’ je tmavé modra az ¢erné modra a dorzalni ¢ast ma
Sedavy lesk. Tato moucha je velmi hojna. Samicka klade az 300 vajicek a larvy se

Vv ptiznivych podminkach lihnou za 24 hodin. Cely Zivotni cyklus trva 2 az 3 tydny

v z4vislosti na teploté (Forstl, 2003).

Pl 2 4 D
v * 5
y doe Y TR 4

Obr. 1: Calliphora vicina (https://www.biolib.cz/).

1.1.3.2 Lucilia sericata - bzudivka zelena

Tato synantropni bzucdivka je velka asi 10 - 14 mm. M& charakteristické
modro-zelené ¢i zlato-zelené zbarveni, hlava je ¢erna. Larvy se za dobrych podminek
mohou lihnout jiz 8 hodin po nakladeni vaji¢ek, cely zivotni cyklus se také pohybuje
mezi 2 az 3 tydny v zavislosti na okolnich podminkéch (Gennard, 2007).

Obr. 2: Lucilia sericata (https://www.biolib.cz/).



1.1.3.3 Lucilia caesar - bzuéivka zlata

Lucilia caesar je velmi hojna moucha velkd 7 — 10 mm s kovové zelenym
zbarvenim s riznymi odlesky. Na hlavé ma vyrazné velké ¢ervené oéi, které se téméf

dotykaji, hrud’ je Stitovitd a zadecek pomérné Siroky, kratky a pokryty cernymi

Stétinami (Gennard, 2007).

Obr. 3: Lucilia caesar (https://www.biolib.cz/).

1.1.3.4 Phormia regina

Tato moucha dosahuje velikosti asi 7 - 9 mm a ma olivové zelené lesklé
zbarveni. Cerna hlava je v porovnani s télem velka. Zivotni cyklus je velice podobny
jiz zminénym, doba od nakladeni vaji¢ek do lihnuti larev trva dle podminek nejéastéji

6 az 11 hodin (Taylor et al., 2007).

Obr. 4: Phormia regina (https://bugguide.net/).



1.2 Druhové identifikace hmyzu
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Z téla a jeho bezprostiedniho okoli jsou v zasadé sbirany 2 druhy vzorki.
Dospélci much i brouktli jsou usmrceni, nalozeni do konzerva¢niho média a nasledné
mize byt provedena jejich preparace a urceni druhové pfisluSnosti. Déle jsou
odebirana nizsi vyvojova stadia (vajicka, rizné velké larvy i kukly) (Sulakova, 2006).

Jak jiz bylo zminéno, sukcese hmyzu podléha jasné danym pravidlim, a pro
forenzni entomologii je tak bezpodmine¢né nutna piesna druhova identifikace
odebranych vzorkl. Stanoveni PMI se odviji piedevsim od spravného spocitani doby
vyskytu nedospélych vyvojovych stadii, které se na téle vyvijeji (Catts, 1992).
K ur¢eni druhové piislusnosti miizeme vyuzit 2 rizné piistupy, a to identifikaci na

zaklad¢é morfologickych znaki nebo pomoci molekularnich marker.

Morfologicka identifikace

Zatazeni dospélci podle morfologickych znakli do konkrétniho druhu
vyzaduje pohled kvalifikovaného odbornika. Doposud byla publikovana tada
ptirucek forenzni entomologie (napi. Carvalho & Mello-Patiu, 2008; Szpila, 2012),
které pojednavaji o kli¢ovych znacich pro spravnou druhovou identifikaci forenzné
vyznamného hmyzu.

Uréeni ptitomnych juvenilnich vyvojovych stadii do druhu piedstavuje oproti
identifikaci dospélci jesté vyrazné narocnéjsi ukol. I kdyz existuji urcovaci klice pro
identifikaci tietich larvalnich stadii dvouktidlych (napi. Wells et al. 1999; Szpila
2009), u nizsich vyvojovych stadii se vyskytuje pouze malo relevantnich klicovych
znaku, se kterymi lze pracovat (Szpila et al., 2013). Pro spravnou druhovou
identifikaci téchto vyvojovych stadii ¢isté na zakladé morfologickych znaki je proto
nezbytné umélé dochovani v laboratofi (Smith, 1986).

V minulosti mohla byt za G¢elem dochovéni larev odebrana ¢ést tkang, ve
které se larvy nachézely a ktera byla dostatecn¢ velka na to, aby v ni dokazaly prezit
az do dospé€lého stadia. Tato metoda vzhledem k soucasnym legislativnim piedpistim
dnes jiz neni mozna. Namisto toho jsou sesbirana Ziva juvenilni stadia v laboratofi
nasledné¢ dochovéna v piiznivych podminkach na syrovém vepifovém mase. Umélé

dochovavani juvenilnich stadii ma samoziejmé své stinné stranky, kterymi jsou



1.2.2

napiiklad ¢asova a materidlni narocnost, navic nemusi byt vzdy uskutecnitelné

z dtivodu snizené & zadné Zivotaschopnosti dochovavanych jedinct (Sulakova, 2006).

Identifikace pomoci molekularnich markeru

V poslednich desetiletich zaznamenaly velky rozvoj molekuldrni metody,
které maji svou vyznamnou ulohu pfi studiu fylogenetiky a evoluce ¢i ekologie. Jsou
vSak dulezitym nastrojem i ve forezni entomologii v ptipadech, kdy neni mozné
hmyz identifikovat pouze podle morfologickych znakd (Smith & Wayne, 1996).
Molekularni markery je mozné rozdélit podle pouzitych molekul na proteinové a
genetické (DNA), pii¢emz zavedeni analyzy proteintt piedchazelo analyze

genetickych markera (Avise, 1994).

1.2.2.1 Proteinové markery

Nejcastéji vyuzivanymi proteiny, které slouzi k druhové identifikaci hmyzu,
jsou tzv. alozymy. Alozymy jsou enzymy, které jsou kdédovany ruznymi alelami
téhoz lokusu, diky ¢emuz se vzajemné strukturné 1isi, avSak jejich funkce je stejna.
Mezi obéma piitomnymi alelami se projevuje vztah kodominance a u diploidniho
jedince lze rozlisit homozygotni ¢i heterozygotni konstituci (Richardson et al., 1986).

Na zéklad€ strukturnich rozdild dochazi pii elektroforéze k rozdéleni
konkrétnich forem proteinu v gelu. Toto rozd€leni je charakteristické pro dané
skupiny a piitomnost jednotlivych forem enzymi mizeme vyuzit jako taxonomicky
znak. Diky poctu sdilenych znakid poté miizeme analyzovat miru piibuznosti jedincd,
populaci ¢i druhii (Loxdale & den Hollander, 1989).

Hlavnimi vyhodami alozymové analyzy jsou nizka cena, rychlost provedeni ¢i
dlouha 7zivotnost pouzivanych materiald v laboratornich podminkéach. Naopak
nevyhody predstavuji napiiklad potieba cerstvého ¢i hluboce zamrazeného
biologického materidlu ¢1 skutecnost, Ze mnoho enzymovych lokusi ma pouze
nizkou detekovatelnou variabilitu (Loxdale & Lushai, 1998).

Jako ptiklad uspésného vyuziti alozymové analyzy ve forenzni entomologii
Ize uvést praci Wallman & Adams (2001), ve které byly spolehlivé identifikovany
druhy Calliphora vicina, C. stygia, C. dubia a C. hilli.
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1.2.2.2 DNA markery

DNA markery umoziiuji studium variability na Grovni samotné genetické
informace. Podobn¢ jako u proteinovych markerd analyza DNA markert ptfedstavuje
uziteény nastroj nejen pro ur¢eni druhu juvenilnich stadii, diky ¢emuz odpada ¢asova
1 materidlni slozka pti dochovani, ale také je mozno urcit druh objektl, které by se
nikdy dochovat nepodafilo, naptiklad ¢asti hmyzu nebo prazdna puparia (Mazzanti et
al., 2010). Zavedeni druhové identifikace forenzné¢ vyznamného hmyzu na zakladé
DNA markert jako prvni prosazovali Sperling et al. (1994) a tfada dalSich je
nasledovala (napt. Chen et al., 2004; Wells & Williams, 2007).

Prvni metody zamétujici se na rozdily ve struktuie DNA byly objeveny v 70.
letech 20. stoleti. Jedna z nejstarSich metod pracujicich s fetézcem DNA, ktera mize
byt suspéchem vyuzita pro identifikaci druhtt v entomologii, se nazyva
polymorfismus délky restrikénich fragmetti (RFLP, Restriction Fragment Length
Polymorphism). Oproti své pivodni verzi dosahla obrovského zjednoduseni a tim i
posunu ve vyuziti diky objeveni polymerazové tetézové reakce (PCR — polymerase
chain reaction). V obou verzich tato metoda vyuziva Ccinnosti restrikénich
endonukleaz, které $t€pi molekulu DNA na specifickych mistech, a vznikaji tak
fragmenty DNA, jez mohou byt zviditelnény a charakteristicky rozdéleny na gelu
(Loxdale & Lushai, 1998). Specialné ve forenzni entomologii tuto techniku tspésné
pouzili napf. Schroeder et al. (2003), kdyZ potvrdili moznost odliseni druht Lucilia
sericata, Calliphora vomitoria a C. vicina nalezenych na lidskych ostatcich.

Dalsi popsanou moznosti pro identifikaci hmyzu na zédkladé DNA je ndhodna
amplifikace polymorfni DNA (RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA).
Tato metoda skyta fadu vyhod, naptiklad neni potieba specifickych primert pro PCR.
Naproti tomu je pouzivan kratky nespecificky primer, ktery hybridizuje k riznym
mistim v genomu zahrnujicim kédujici i nekddujici sekvence. Dochazi k namnozeni
usekti s amplifikovatelnou délkou do cca 4000 bp. Produkty jsou nésledné rozdé€leny
podle velikosti pomoci elektroforézy, ¢imz ziskame sadu prouzkt ¢i pikd typickou
pro analyzovany DNA fetézec (Williams et al., 1990). Ruzné vysledné vzory jsou
zpusobeny mutaci vazebnych mist pro primer nebo inzercemi ¢i delecemi
v amplifikovanych oblastech. Porovnanim se zndmymi vzory poté miizeme urcit

druhovou piislusnost jedince (Hadrys et al., 1992).
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Tato metoda ma samoziejmé i své nevyhody, napiiklad mize byt nachylna
K pouzivani riznych termocykleri. Navic bohuzel nemame dostateCnou databazi
pouzitelnych primeri a srovnavacich profilta. Aplikaci metody RAPD ve forenzni
entomologii publikoval napf. Benecke (1998), ktery testoval 11 riznych para
univerzalnich primert pro identifikaci hmyzu z lidského téla a jeho loze.

Nejnovejsim ze zminénych piistupi v identifikaci hmyzu na zakladé
genetické variability je sekvenovani specifickych tisekit DNA. Podle mista puvodu
muzeme tyto markery rozd¢€lit na jaderné a mitochondridlni. DNA markery se lisi
nejen svym umisténim v buiice, ale také typem dé&dicnosti, rychlosti mutaci,

variabilitou ¢i rekombinaci (Avise, 1994).

Jaderné DNA markery

Nuklearni DNA je pfitomna ve dvou kopiich v jadie vSech bun¢k diploidnich
organismu. Vyhodou jadernych DNA markert je jejich mozna vys$si variabilita, kterd
je zajisténa zejména oblastmi intrond. Nevyhodu naopak predstavuje rychlejsi
degradace jaderné DNA, diky ¢emuz s rostoucim staiim vzorku klesa jeji mnozstvi
(Loxdale & Lushai, 1998).

Mezi cCasto pouzivané jaderné DNA markery patii predevSim nekddujici
oblast ITS (internal transcribed spacer) ¢i kddujici oblast EF 1« (elongacni faktor 1 o)
(Caterino et al., 2000). Na zaklad¢ literatury byly pro tuto praci vytipovany

nasledujici jaderné DNA markery.

EPIC markery

EPIC neboli exon-primed-intron-crossing je technika, kterd vyuziva
variabilitu v pfitomnosti a nepfitomnosti intrond, ptipadné jejich délkovou variabilitu.
Vzhledem k relativné snadné detekci homozygoti a heterozygott (v idealnim ptipadé
bez nutnosti sekvenovani) mé velky potencial pro analyzu nejen druhd, ale i jejich
populaci. Ptislusné PCR primery jsou umistény v pfilehlych oblastech vysoce
konzervovanych exont jadernych gent (Obr. 5), a béhem PCR tak dochazi
k amplifikaci oblasti intronu, aniz by nasedani primeri bylo ovlivnéno jeji ptipadnou
variabilitou. Tato variabilita se pak projevi na velikosti amplifikovaného Useku
(Palumbi, 1996).

12



forward primer

EXON INTRON EXON

reverse primer

<=

Obr. 5: Poloha primeria pro EPIC-PCR.

Lee et al. (2011) se zabyvali problematikou variability introni u forenzné
vyznamného druhu Lucilia cuprina. Na zékladé této publikace byly vybrany rtizné
lokusy, na které se moje prace zamétuje (oblasti beta 2 podjednotky proteazomu a
ribozomalnich proteintd S12, S13, L7 a L12).

ITS

ITS jsou nekodujici tseky umisténé mezi oblastmi kodujicimi ribozomalni
RNA (rRNA), konkrétné 18S a 28S rRNA. Oblasti ITS jsou sice transkribovany,
avSak béhem postranskripénich uprav jsou zahy degradovany.

ITS oblasti miizeme V zasad¢ dale rozlisit na dva rizné DNA markery, a to
ITS1 a ITS2. Strukturné jsou tyto jednotky oddéleny kodujici oblasti pro 5.8S rRNA

(Schldtterer et al., 1994). Struktura ITS oblasti je vykreslena na néasledujicim

obrazku 6.
4"\ . b,
185 TRNA et 151 5.85 rRNA  jeeeiS% 285 rRNA
¥

Obr. 6: Schéma  jaderného markeru ITS (upraveno podle
https://www.researchgate.net/).

Na rozdil od pftilehlych oblasti kodujicich rRNA, které jsou vysoce
konzervované, se oblasti ITS vyznacuji pomérné vysokou variabilitou. 1TS2 se jevi
jako spolehlivy marker pro odliseni druhd, coz bylo ovéfeno i pro oblast forenzni
entomologie (Song et al., 2008). Naproti tomu ITS1 se zda byt jesté variabilngjsi
oblasti, a tak mize pfedstavovat u¢inny nastroj i pro studium populaci (Douglas &
Haymer, 2001).

13



Mitochondrialni DNA markery

Mitochondrialni DNA je pro své vlastnosti hojné¢ vyuzivana napfii¢ celou
zivocCiSnou tisi napt. pro druhovou identifikaci, studium populaci nebo ve fylogenezi
(Wells & Sperling, 2001; Lyra et al., 2005; Moore, 1995). U zivoc¢ichu se typicky
jedna o kruhovou molekulu tvofenou dvéma vlakny o délce 16 — 20 kb. Nejcasté&ji
obsahuje 37 genu, pticemz 13 z nich kdduje proteiny, 22 transferovou RNA (tRNA) a
zbylé 2 geny kdduji 2 podjednotky ribozomalni RNA (Clary & Wolstenholme, 1985).

Obecné schéma mitochondrialniho genomu hmyzu je znazornéno na obrazku 7.
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Obr. 7: Kruhovd molekula mtDNA hmyzu (upraveno podle Cameron, 2014).
Jednotliva pismena oznacuji oblasti kddujici tRNA, modré useky protein
kodujici geny, rtizové useky podjednotky rRNA a fialovy tsek nekodujici
kontrolni oblast. Cerné Sipky vyjadiuji smér transkripce genu a zelené

Sipky oznacuji zkoumané oblasti.
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VVyhodou mtDNA je napiiklad jeji jiz zminéna vyssi odolnost vici degradaci
nebo pfitomnost vysokého poctu kopii v jediné bunce, diky cemuz muize byt oproti
jaderné DNA snadnéji vyuzita u starSich vzorkid (Junqueira et al., 2002). Dalsi
vyhodou mtDNA v roli genetického markeru je hemizygotni konstituce. Ta souvisi
s dédi¢nosti mtDNA, jez je v naprosté vétSiné maternalni, a nasledné také s mutacni
rychlosti, ktera je oproti nDNA asi dvacetkrat vyssi, z ¢ehoz vyplyva moznost vyssi
mezidruhové variability (Avise et al., 1987).

Na zakladé¢ prace s literaturou a s databazemi mitochondrialnich genomu byly

vytipovany nasledujici markery.

Cytochrom c oxidéza — podjednotka | (COI)

Oblast COIl koduje jednu z¢asti enzymatického komplexu zvaného
cytochrom c oxidaza nebo také komplex IV. Tento komplex se nachazi ve vnitini
mitochondridlni membrané a ve spolupraci s dalSimi enzymatickymi komplexy
vytvafi protonovy gradient, jenz je kli¢ovy pro tvorbu energie v procesu oxidativni
fosforylace.

Oblast COIl patii mezi nejvice konzervované geny kodujici proteiny
zivoc¢isného mitochondridlniho genomu (Brown, 1985). Folmer et al. v roce 1994
navrhli univerzalni primery pro amplifikaci Useku COIl a tspé&né je pouzili u 11
riznych kmenl bezobratlych. Bylo zjisténo, ze na zakladé sekvence genu COIl je
mozné tyto zivoCichy spolehlivé zafadit do druhii i vyssich taxonomickych dGrovni.

Dnes patii oblast COl mezi nejéastéji pouzivané DNA markery a je oficialné
oznacovana jako marker vhodny pro rozliSovani Zivocisnych druhii nebo také ,,DNA
barcode pro Zivo€isnou fi8i“ (Hebert et al., 2003). Bylo ale zjisténo, Ze ne vzdy je
druhova identifikace na zakladé COl bez problému, jelikoz nékdy muze
vnitrodruhova variabilita pfevySovat mezidruhovou variabilitu a nekteré ptibuzné
druhy, navzdory svému rozriznéni, mohou mit velice podobnou ¢i dokonce
identickou sekvenci COI (Meier et al., 2006).

Specialné pro forenzni entomologii nemusi byt pfistup DNA barcodingu
dostacujici, i kdyz je markerem nejvice pouzivanym. Byly publikovany préce, které
ukazuji, ze v cCeledi bzucivkovitych nelze na oblast COIl jednoznaéné spoléhat,
napiiklad z divodu nedostate¢né mezidruhové variability ¢i mezidruhového kiiZeni

(Wallman & Donnellan, 2001; McDonagh & Stevens, 2011; Tourle et al., 2009).
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NADH dehydrogendza — podjednotka 6 (ND6)

Oblast ND6  koduje  ¢ast  velkého  enzymatického  komplexu
NADH dehydrogenazy ¢i tzv. komplexu I, ktery je stejné jako cytochrom c oxidaza
zabudovan ve vnitini membrané mitochondrii a ma zasadni roli v tvorbé protonového
gradientu. Na rozdil od oblasti COIl, oblast ND6 neni typicky vyuzivanym
genetickym markerem, avsak lze nalézt prace, kde byla aplikovéana (napt. Virgilio et
al., 2008).

Cytochrom B (CytB)

Oblast CytB koduje protein, ktery je soucasti komplexu III. Tento
enzymaticky komplex je také soucésti vnitini mitochondrialni membrany a stejné
jako ptedchozi dva zminéné komplexy se také podili na vzniku protonového
gradientu.

GilArriortua et al. (2013) publikovali praci, ve které ovéfili moznost vyuziti
cytochromu B jakozto spolehlivého DNA markeru pro forenzni entomologii. Bylo
potvrzeno, Ze na zakladé porovnani sekvenci daného Useku mtDNA je mozné rozlisit

vSech 6 zkoumanych druhti nalezicich 3 rodim v ramci ¢eledi bzucivkovitych.

Kontrolni oblast (CR)

Kontrolni oblast (control region, AT-rich region) je hlavni nekddujici oblasti
mtDNA, ktera hraje roli v replikaci a transkripci kruhové molekuly mitochondrialni
DNA (Clayton, 1992). U hmyzu mé& CR dvé rtizné podoby organizace. Pro tuto préci
vyznamné&j$i skupina, kterd zahrnuje celed’ bzucivkovitych, ma kontrolni oblast
rozdélenou na 2 domény. Konzervovand doména ve struktufe mtDNA navazuje na
oblasti kodujici tRNA (methionin (M), glutamin (Q), izoleucin (1)), zatimco
variabilni doména sousedi genem pro 12S rRNA. Druha skupina, do které spadaji
napiiklad komaroviti, nema konzervovanou a variabilni doménu striktné oddélenou,
nybrZ dochazi ke sttidani jejich ¢asti (Zhang & Hewitt, 1997).

Bylo potvrzeno, ze u bzucdivkovitych konzervovand doména obsahuje 8
konzervovanych sekven¢nich blokt. Naproti tomu variabilni doména se mezi jedinci
vyznamné rizni jak délkou, tak i sekvenci. Soucasti variabilni domény jsou
tzv. G ostrivky, které predchazeji konzervované sekvenci 19 bp, jez je u vSech

doposud zkoumanych bzucivkovitych stejna. U nékterych zastupci ruznych druht

16



Ize v oblasti variabilni domény nalézt duplikované sekvence, nebo jejich casti,
kodujici tRNA (I, Q ¢i M) (Duarte et al., 2008).

Wolbachia

Wolbachia je rod intracelularnich bakterii, které se ¢asto vyskytuji u ¢lenovct
a hlistic. Pro hmyz je Wolbachia pandemicky rozsifenym parazitem, ktery se nachazi
v reproduk¢nich tkanich a ktery mize v mnoha smérech ovliviiovat svého hostitele.
Bakterie indukuje naptiklad partenogenezi, vymirani samc¢iho potomstva b&éhem
embryogeneze, ¢i cytoplazmatickou inkompatibilitu, jeZ se projevuje neschopnosti
rozmnozovani mezi infikovanymi a neinfikovanymi jedinci. V této inkompatibilité
dale hraje roli, zda je infikovany samec nebo samice nebo to, jakymi bakterialnimi
liniemi jsou nakazeni (Werren et al., 2008).

V této préaci byl rod Wolbachia zafazen mezi DNA markery, jelikoZz existuje
moznost uréitého rozliseni populaci v ramci zkoumanych druhti na zéklad¢ toho, zda
Z izolované¢ DNA dvoukiidlého jedince lze amplifikovat isek DNA nélezici rodu
Wolbachia. Tyto bakterie, kromé& ovlivnéni vyvoje populaci jiz zminénymi
mechanismy zasahujicimi do rozmnozovani, n¢kdy také mohou ponc€kud zkreslit
vysledky analyz mitochondrialnich sekvenci. Pokud napiiklad sekvenujeme COlI,
muzeme Cist i bakterialni COI, kterd se vreakci PCR namnozila diky pouziti
univerzalnich primert, ¢imZ muze dochazet k nespravné interpretaci diverzit mezi
populacemi. Bylo ale prokazano, Ze tento problém nedosahuje pfili§ velikych
rozméru a neovliviiuje pesnost ,,DNA barcodovych* knihoven (Smith et al., 2012).

Dalsim z piipadnych efektd, jez Wolbachia mize u hmyzu zpisobovat, je
snizeni diverzity mtDNA. NakaZeni jedinci jsou totiz pii rozmnoZovani
uptednostiiovani, takZe dochazi k jejich rychlé pozitivni selekci. Diisledkem je narist
frekvence jejich mitochondridlnich haplotypd, a tedy celkovy pokles variability

mtDNA v ramci dané populace (Hurst & Jiggins, 2005).
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2 CILE PRACE

e Na zakladg literatury vytipovat molekularni markery vhodné pro detekci geografické

variability populaci forenzn¢ vyznamného hmyzu 2z c¢eledi bzucivkovitych

(Calliphoridae).

e Vramci pilotni studie otestovat zvolené genetické markery pro vybrané druhy

typické pro Ceskou republiku.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

Veskery analyzovany materidl pro tuto praci poskytla plk. Ing. Hana
Sulakova, Ph.D. (Kriminalisticky ustav PCR Praha), kterd také provedla jejich
morfologickou druhovou identifikaci. VVzorky pochéazely z 10 rtiznych lokalit na
tizemi Ceské republiky, pfiemz se jednalo o dospélce 4 rtiznych druht z &eledi
bzucivkovitych (Calliphora vicina, Lucilia caesar, L. sericata a Phormia regina).
Vzorky byly sbhirany v prostiedi experimentt, které k imitaci rozkladu lidského téla
vyuzivaly prase domaci. Celkem bylo analyzovano 45 jedinct. Nasledujici tabulka |

zobrazuje ptehled jednotlivych vzorki.

Tab. I: Seznam analyzovanych vzork.

Druh Lokalita sbéru Pocet jedinci

Planany (PL) 4

Calliphora vicina Praha (PH)
Kralupy nad Vltavou (KV)
Krométiz (KR)
Ptibram (PB)

Ptice (PT)
Vraz (VR)
Planany (PL)

Lucilia caesar

Lucilia sericata Bukovno (BU)
Bysice (BY)
Bysice (BY)

Cervena Lhota (CL)

R B N o1 NN W B o] O] N

Phormia regina

Polohy jednotlivych lokalit sbéru vzorkt byly vyneseny do mapy pomoci

GPS soufadnic a jsou zobrazeny na obrazku 8.
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Obr. 8: Geografické polohy lokalit sbéru vzorku, zkratky viz tabulka I (vytvofeno
v programu R 3.4.2 (R Development Core Team, 2008)).

3.2 Metody

3.2.1 Extrakce DNA

Vsechny vzorky byly po sbéru determinovany a ve zkumavkach se
100% ethanolem uchovany pii — 20 °C. Extrakce DNA byla provadéna z koncetin
hmyzu, pro detekovani bakterii Wolbachia byla DNA ziskana ze zadeckd. Pied
samotnou izolaci byly vzorky osuseny od ethanolu a izolace byla poté provedena
pomoci komeréniho kitu Exgene™ Tissue (plus) SV mini, 250p (GeneAll). Postup
byl proveden dle navodu vyrobce (protokol pro hmyz). Posledni bod (eluce) byl pro
vetsi vytéznost proveden ve dvou krocich, pfiCemz pokazdé bylo pouzito 50 pl
eluéniho pufru. Ziskand DNA byla skladovana v mrazicim boxu pii — 20 °C

pfipravena k dalsimu pouziti jako templat pro PCR.
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3.2.2 Vybér cilovych oblasti genomu a prisluSnych primeri

3.2.2.1 Mitochondrialni DNA markery

Z mitochondrialnich markerd byla nejprve vybrana oblast kodujici
cytochrom ¢ oxidazu — podjednotku I. Amplifikaci byla jednak ovéfovana uspésnost
extrakce DNA u vSech vzorkl a dale byly produkty PCR také vyuzity pro samotné
sekvenovani a nasledné pro analyzu oblasti COl. Byly pouzity standardné vyuzivané
univerzalni primery pro ,,DNA barcoding* (Folmer et al., 1994; Pan et al, 2006). Pro
vy$s$i vypovédni hodnotu srovnani vnitrodruhové variability byly také ptidany
dostupné sekvence z databaze BOLD Systems (http://www.barcodinglife.org/), které
patiily jedincim tychz druht z riznych evropskych stati. Seznam vsech pouzitych
sekvenci je uveden v ptiloze 1.

Dalsi vybér vhodnych mtDNA markerti byl proveden na zaklad¢€ porovnani
variabilit mitochondrialnich genti kodujicich proteiny v ramci ¢eledi Calliphoridae.
Byly pouzity sekvence 13 =zastupci ruznych druhti z databaze Metamiga
(http://amiga.cbmeg.unicamp.br/), jez mély osekvenovany kompletni mitogenom
(detailni piehled je umistén v pfiloze 2). Nasledné byla pro kazdy gen v programu
MEGA 6 (Tamura et al., 2013) uréena variabilita prostfednictvim p-distance.
Ztabulky Il je patrné, Ze nejvice variabilnim genem mezi druhy byla
NADH dehydrogenaza — podjednotka 6, nasledovand cytochromem B. Tyto dvé
oblasti byly tedy pro tuto praci vybrany jako nejvhodné&jsi mitochondrialni DNA
markery a byly pro né zvoleny piislusné primery z ptilehlych oblasti mitogenomu
(viz tabulka IV).
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Tab. Il: Variabilita mitochondrialnich genti kodujicich proteiny

vyjadiena pomoci p-distance.

Gen p-distance [%]
ATP6 8,8
ATP8 6,5
COI 8,3
COll 7,3
COlll 8,0
CytB 9,5
ND1 7,7
ND2 9,4
ND3 8,7
ND4 7,3
ND4L 5,4
ND5 8,9
ND6 11,7

Poslednim z mitochondrialnich DNA markeru, kterymi se tato prace zabyva,
je kontrolni oblast. Tato oblast byla vybrana na zaklad¢ literatury, jez poukazuje na
ptitomnost variabilni domény navazujici na oblast 12S. Variabilita této domény je
znacna (Simon et al., 1994; Oliveira et al., 2007; Duarte et al., 2008), a mohla by tak
mit potencial pro geografické rozliseni forenzné vyznamného hmyzu. PCR primery

pouzité pro CR byly vybrany ze zminénych publikaci.

3.2.2.2 Jaderné DNA markery

Z jadernych markerti byly nejprve na zakladé literatury (napt. Douglas &
Haymer, 2001; Zaidi et al., 2011) vytipovany oblasti ITS, pfi¢emz predmétem zajmu
byla piedevsim oblast ITS1, ktera by pro svou variabilitu také mohla byt potencialné
vyuzita jako marker vhodny K odliSeni jednotlivych populaci hmyzu dulezitého pro
forenzni entomologii. Primery byly zvoleny pro amplifikaci kompletni ITS oblasti
(Ratcliffe et al., 2003; Sheppard & McPheron, 1991).

Dale byly vybrany oblasti intronti riznych gend, jez mély byt amplifikovany
pomoci techniky EPIC Nejprve byly na zaklad¢é publikace Palumbi (1994) vybrany
oblasti kdduji elonga¢ni faktor 1a, aktin a cytochrom C s pfislusnymi univerzalnimi
primery pro tfidu hmyzu.

Specifi¢téjsi lokusy pro skrinink pomoci EPIC byly vybrany na zakladé prace
Lee et al. (2011), ktera analyzovala transkriptom larvalnich stadii Lucilia cuprina
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s cilem identifikovat jednotlivé geny a namapovat je na jednotlivé chromosomy.
Vsech 41 lokusti bylo porovnano s genomy L. sericata (PRINA268391), C. vicina
(PRINA268391) a P. regina (PRINA338752) pro nalezeni homologt. Z nich pak
bylo vybrano 5 markeru, které mély optimalni velikost intronu (zhruba 100 - 250 bp),
a primery (viz tabulka V) byly navrzeny tak, aby rozdil mezi lokusem s intronem a
bez intronu byl pozorovatelny na standardnim agar6zovém gelu. Pfehled vybranych

markert véetné predpokladanych délek amplikont i intront je uveden v tabulce I11.

Tab. 111: Prehled lokust pro skrinink pomoci EPIC vybranych na zakladé prace Lee

etal. (2011).
L okus Celk_ové délka Délka intronu
amplikonu (bp) (bp)
Proteazom - beta 2 podjednotka 513 91
Ribozomalni protein S12 403 93
Ribozomalni protein S13 374 97
Ribozomalni protein L7 570 250
Ribozomalni protein L12 407 126

3.2.2.3 Wolbachia

3.2.3

Bakteridlni rod Wolbachia byl vybradn jako marker pro mozné rozliSeni
populaci zkoumanych druhti na zakladé dostupné literatury (napt. Werren et al, 2008;

Mingchay et al., 2014). Primery byly zvoleny pro oblast 16S (O'Neill et al., 1992).

Polymerazova retézova reakce

Michéni PCR bylo provadéno na ledu, pouzivany byly zkumavky s objemem
0,2 ml. Primarné byla vyuzivana Unis Tag DNA polymeraza a k ni nalezici reagencie
(Top Bio0), piesné slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce IV. V piipadech, kdy se
nepodafilo provést amplifikaci, bylo do reakce pfi dalsim pokusu ptidano i BSA
(Bovine Serum Albumine, 20 mg/ml; Fermentas), jez by mélo ucinnost reakce
zvySovat, avSak v této praci pozadovaného efektu dosazeno nebylo. Nasledné proto
byla pouzita citlivéjsi a drazsi PrimeSTAR GXL DNA polymeréza s ptislusnymi
reagenciemi (TaKaRa), s niz bylo dosazeno lepsich vysledkd. Do kazdé zkumavky

bylo ptidavano 1,5 pl konkrétniho DNA templétu.
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Tab. IV: Slozeni reakénich smési pro pouzité polymerazy.

Unis Taq | PrimeSTAR GXL

ddH,0 7,25 ul 6,25 ul

Pufr (10x Unis Taq / 5x PrimeStar GXL) 1,25 pl 2,5 ul
dNTPs (2,5 mM) 1ul 1ul

Primer forward (5 uM) 0,75 ul 0,75 ul

Primer revers (5 uM) 0,75 ul 0,75 ul

o " eomy | oaw | ozl
Templatova DNA 1,5l 1,5 ul

Nésleduje tabulka, ktera zachycuje seznam vsech pouzitych primerd.
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Tab. V: Piehled vsech pouzitych primerd, zlutou barvou oznafeny primery Gspé$né

aplikované k amplifikaci pfislusnych fragment.

Oblast Primer Typ Sekvence 5'— 3’ Publikovano
COl | LCO-1490 | F | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG | Folmer etal. 1994
HCO2198 L | R | TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA | Pan etal. 2006
ND6 | NAL-J-9648 | F ACCTAAAGCTCCCTCACAWAC Simon et al. 2006
CB-N-11010 | R | TATCTACAGCRAATCCYCCYCA | Simon etal. 2006
N4-J8502 | F | GTAGGAGGAGCTGCTATATTAG | Simon etal. 1994
N4-J-8944 | F GGAGCTTCAACATGAGCTTT Simon et al, 1994
CB-N-10920 | R | CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA | Simon etal. 1994
CytB | CB-J-10933 | F | TATGTACTACCATGAGGACAAATATC | Simon etal. 1994
CB-N-11526 | R | TTCTACTGGTCGRGCTCCAATYCA | Simon etal. 2006
CR | SRJ14612 | F AGGGTATCTAATCCTAGTTT Simon et al. 1994
TMN-193 | R GCTACTGGGTTCATACCCCA Simon et al. 1994
Pp2 Pb2-For | F CTTTTGAGGAATGGATTCCAA Ao o A
Pb2Rev | R TTTGTCTGTCGAGCCATG A o A
RPSL2 | RpSi2-For | F AATCTTTAATTGCCGATGGTC o 20T
RpSL12-Rev | R GCTCCTTGACGACATCCAA Furoveovh 2017
RPSI3 | RpSI3-For | F TACAGAAGAACCGTTCCCT Furovcova 2017
RpSI3Rev | R ATCCTTGCGGTTACGTTCC Furoveovh 2017
RPL7 | RpL7-For | F AAGGTGATCAGCAAGCGTG Zuroveova 2017
RpL7Rev | R TTCAACTTGATGAAGACACC Zuroveova 2017
RPL12 | RpL12For | F GTGATGACATTGCCAAGGC Ao oA
RpL12-Rev | R TACACTTTGGGCAGTACCC Furoveovh 2017
EFle 1 Eros | F | TCCGGATGGCAYGGCGAGAAYATG | vlaPancactal
EF23b | R | ATGTGAGCAGTGTGGCAATCCAA | YHaPaneaetal
ACT Actfor | F GCTGTTTTCCCGTCCATTGT Palumbi 1996
Actrev | R | GTCCTTCTGCCCCATACCSACCAG Palumbi 1996
CyiC | CytCfor | F AAGTGTGCYCARTGCCACAC Palumbi 1996
CytCRev | R | CATCTTGGTGCCGGGGATGTATTTCTT | Palumbi 1996
ITS Sheppard &
1975F F TAACAAGGTTTCCGTAGGTG McPhErEon 1001
52R R GTTACTTTCTTTTCCTCCCCT Ratcliffe et al. 2003
ITSr2 R | ATGTGCGTTCRAAATGTCGATGTTC |  Jietal. 2003
Wolbachia|  16Sf F | TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT | O'Neill et al. 1992
165t R GAATAGGTATGATTTTCATGT | O'Neill etal. 1992

3.2.3.1 PCR profily

Polymerazova fetézova reakce byla provadéna Vv termocyklerech

TProfessional TRIO Thermocycler (Biometra) a Mastercycler ep gradientS
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(Eppendorf) s vyuzitim profilt, jez byly ptevzaty z ptislusnych publikaci nebo byly

navrzeny v laboratofi a podle dosahovanych vysledkil byly nasledné optimalizovany.

Nasleduje vyéet vSech PCR profilt, jez byly tGspé$né vyuzity pro amplifikaci

zkoumanych oblasti (tabulka V1).

Tab. VI: Piehled uspésné pouzitych PCR profild.

COl ND6 CytB CR
1. Predenaturace [ 94°C/1min | 95°C/3min | 95°C/3 min | 94 °C/3 min
2. Denaturace 94°C/10s 95°C/30s 95°C/30s | 94°C/1min
3. Annealing 47°C/40s 46°C/30s 51°C/30s | 40°C/1min
4. Elongace 72°C/50s 68°C/90s | 68°C/1min | 60°C/2min
5. Postelongace | 72°C/2min | 68 °C /10 min | 68 °C /10 min [ 60 °C / 10 min
6. Uchovani 4°C/ 4°C/ 4°C/ 4°C/ o
Pocet cykla 2 - 4 40 35 35 35
RP S12 RP S13 RP L12 Pp2
1. Predenaturace [ 94°C/1min | 94°C/1min | 94°C/1min | 94°C/1 min
2. Denaturace 94°C/10s 94°C/10s 94°C/10s 94°C/10s
3. Annealing 50°C/40s 50°C/40s 50°C/40s 50°C/40s
4. Elongace 72°C/45s 72°C/45s 72°C/45s 72°C /455
5. Postelongace [ 72°C/2min | 72°C/2min | 72°C/2min | 72°C/2 min
6. Uchovani 4°C/ oo 4°C/o 4°C/ o0 4°C/
Pocet cykla 2 - 4 40 40 40 40
CytC ITS Wolbachia
1. Predenaturace [ 94°C/2min | 95°C/3 min | 94 °C/2 min
2. Denaturace 94°C/20s 95°C/30s 94°C/30s
3. Annealing 46 °C/40s 51°C/30s 52°C/30s
4. Elongace 72°C/50s 68°C/90s 72°C/50s
5. Postelongace | 72°C/2min [68°C/10min | 72°C/2 min
6. Uchovani 4°C/ oo 4°C/ o 4°C/ o0
Pocet cyklii 2 - 4 35 35 35

3.2.4 Gelova elektroforéza

Pro ovéfeni uspésnosti provedené PCR byla vzdy vyuzita elektroforeticka

separace, kterd zobrazuje nejen samotnou pfitomnost amplifikovanych DNA

fragment,

ale také jejich velikost a mnozstvi.

Standardné byl

vyuzivan

2% agardzovy gel, avSak pro rozdéleni produktl reakci, kdy byly mnoZeny lokusy
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prostfednictvim EPIC, byla koncentrace agarézy zvysena na 3 %, coz mélo zajistit
rozpoznani lokusut s intronem a bez intronu.

Gel s 2% koncentraci agarozy byl pfipraven rozpu$ténim 4 ¢ agardzy ve
200 ml 1x TAE pufru (zasobni roztok 50x TAE pufr: 121 g TRIS; 28,55 ml kyseliny
octové; 50 ml 0,5M EDTA pH 8,0; 421,45 ml H20). Rozpousténi bylo provadéno
vV mikrovinné troubé po dobu 2 — 3 minut. Pod tekouci vodou byl gel nasledné
zchlazen na teplotu cca 45 °C a bylo piidano 15 ul ethidium bromidu o koncentraci
0,5 pg/ul. Poté byl gel nalit do pfipravené formy s umisténymi hiebinky, které
zajistily vznik jamek. Tuhnuti gelu trvalo zhruba 45 minut pfi pokojové teploté a
hotovy tuhy gel byl skladovan pii 4 °C v 1x TAE pufru. Pfiprava a skladovani
3% agarozového gelu byly identické, pouze na zacatku bylo ve 200 ml 1x TAE pufru
oproti 4 g rozpusténo 6 g agarozy.

Na ptipraveny gel byly nanaseny 2 ul PCR produktu, které byly smichany
s 2 ul nanaseciho pufru (700 pl ddH20, 300 pl 100% glycerolu, 0,5 mg bromfenolové
modfi). Pro moznost uréeni mnozstvi a velikosti PCR produkti byly do prvnich
jamek gelu nanaseny velikostni markery, pfi¢emz pro 2% gel byl vyuzivan marker
Lambda DNA/EcoRI+Hind 1l (Fermentas), zatimco pro 3% gel MassRuler™ Low
Range DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas). Elektroforéza probihala zhruba
40 minut pfi napéti 120 V a pii pokojové teploté. Po jejim prob¢hnuti byly rozdélené
PCR produkty zobrazeny pod UV transluminatorem a byla vzdy potizena fotografie,
jejiz ptiklady jsou uvedeny na obréazku 9.

27



3.25

3.2.6

1.7% TopVision™ LE GQ Agarose (#R0491)

% TopVieion™ LE GO Agaross ER0481)

0.5 pgtane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vem, 45 min

20plMiane, 8cm length gel,
1XTBE, 5V/em, 1.5h

Obr. 9: Vlevo MassRuler™ Low Range DNA Ladder sredlnym piikladem
fotografie gelu srozdélenymi PCR produkty, vpravo Lambda
DNA/EcoRI+Hind 1l marker srealnym piikladem fotografie gelu

s rozdélenymi PCR produkty.

Piecisténi vzorki pomoci metody ExoSap

Po Uspésném ovéeteni amplifikace konkrétniho fragmentu DNA bylo potieba
PCR produkt ptecistit od zbytkli nespotfebovanych dNTPs a primert. Pro tento ucel
byla vyuzita metoda ExoSap, jez pracuje se 2 hydrolytickymi enzymy (Dugan et al.,
2002). Do kazdé zkumavky s PCR produktem bylo ptidano 0,5 ul ddH20O, 0,5 ul Exo
(Exonuclease 1, 20 U/ul; Fermentas) a 1 ul FastAP (Thermosensitive Alkaline
Phosphatase, 1 U/ul; Fermentas). Michani probihalo na ledu, dale byl vzorek
zvortexovan a poté probihala inkubace v termocykléru pii 37 °C po dobu 30 minut
nasledovana inaktivaci enzymd pii 80 °C po dobu 15 minut. Takto pfecistény produkt

byl ptipraven pro sekvenaéni reakci.

Sekvenovani

Smés pro sekvenacni reakci byla vzdy pfipravena smichdnim 5 pl
precisténého PCR produktu a 5 ul piislusného primeru (5 uM). Velka ¢ast vzorka
byla sekvenovana v laboratoii Kriminalistického tstavu Praha PCR, kam byly vzorky
ptipravovany napipetovanim do mikrotitra¢nich desti¢ek (96-jamkovych). Dale bylo

sekvenovani provadéno v laboratotich spole¢nosti SEQme s.r.0. a GATC Biotech AG.
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3.2.7

3.2.8

V téchto ptipadech byly pouzivany zkumavky, jejichz typ se lisil podle instrukci

firmy, ktera sekvenaci provad¢la.

Klonovani

Vzhledem k problémim s piectenim konkrétni ITS sekvence u vétsiny jedinct,
jez mohly plynout z jejich heterozygotni konstituce pro dany lokus, bylo provedeno
klonovéani PCR produkt.

Nejprve byl z15 g agaru, 10 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a
1 1 destilované vody pfipraven agar, ktery byl potom klavovan po dobu 60 minut. Po
zchladnuti byl do agaru pfidan 1 ml ampicilinu, takze jeho vysledna koncentrace byla
1 ul / 1 ml agaru a agar byl nasledné¢ rozlit do Petriho misek. Po ztuhnuti bylo na
kazdou misku pomoci sterilni kli¢ky rozetieno 60 pl X-gal (20 mg/l ml DDT) a
3,5 ul IPTG (240 mg/ml). Dalsi postup spocival v zaklonovani daného PCR produktu
do kompetentnich bunck prostiednictvim pGEM-T Easy Vector Systems™
(Promega™), pii¢emz byl ptesné nasledovan pfilozeny protokol vyrobce s vyjimkou
pouziti LB (lysogeny broth) media (pfipraveno z 10 g tryptonu, 5 g kvasinkového
extraktu, 10 g NaCl a 1 | destilované vody) namisto uvedeného SOC media. Na zavér
byla sterilni $pi¢kou odebrana jedna z bilych kolonii a pienesena do 50 pl ddH20.
Zkumavka byla nasledné zahtivana na 95 °C po dobu 10 minut. Tento produkt poté

mohl byt vyuzit jako templat pro novou PCR.

Statistické zpracovani sekvenci

Sekvence byly kontrolné identifikovany pomoci databaze NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Kvalita sekvenci byla vizualné ovéfovana
v programu Chromas 2.6.5 (https://technelysium.com.au).

Pokud bylo potieba, sekvence byly opraveny v programu MEGA 6 (Tamura
et al., 2013). Tento program byl vyuzivan i dale, a to k fazeni sekvenci a tvorbé
alignmentii pomoci metody ClustalW. U kodujicich sekvenci byl dodrzen format
cteciho ramce (ORF). Pro potiebu dalSiho statistického zpracovani sekvenci byly také
vytvofeny spojené (konkatenované) soubory tvofené za sebou jdoucimi sekvencemi
riznych markerti (mitochondridlnich, jadernych, vSech ziskanych).

V programu MEGA 6 byly ur¢eny zakladni vlastnosti sekvenci, konkrétné

jejich délka, nukleotidové slozeni, pocet variabilnich mist a parsimonialni variabilita.
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V tomto programu byl dale vybran vhodny model pro vypocet genetické vzdalenosti
a s jeho pomoci byly poté metodou Neighbour-Joining (NJ) vytvofeny dendrogramy
slouzici k provedeni klastrové analyzy. Statistickd podpora stroma byla ovéfovana
metodou Bootstrap (1000 opakovani).

Dale byl pouzivan program DnaSP ver. 5 (Librado & Rozas, 2009), ve kterém
byly identifikovany haplotypy, na zakladé ¢ehoz byly nasledné vypocteny standardni
genetické indexy jako haplotypova diverzita (HD) a nukleotidova diverzita (n). Také
byly ptipraveny soubory haplotypt pro dalsi analyzu.

K prozkoumani genetické variability mezi populacemi v rdmci jednotlivych
druhti byly v programu Arlequin ver. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) zjistény
hodnoty parového Fsr, které je zakladnim koeficientem vypovidajicim o genetické
diferenciaci populaci (Wright, 1965). V tomto programu byly také vypocteny testy
neutrality, konkrétn¢ Tajimiv a Fulv test, za G¢elem prozkoumani demografické
historie nebo ptisobeni selekce (Tajima, 1989; Fu, 1997).

Haplotypové sit¢ byly vytvofeny Vv programu PopART ver. 1.7.2
(http://popart.otago.ac.nz/) pomoci metody Median-Joining (MJ) (Bandelt et al.,
1999).
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4 VYSLEDKY

4.1 Testované markery

Pro zjisténi geografické variability populaci forenzné¢ vyznamnych druht
z Geledi bzucivkovitych v ramci Ceské republiky byla testovana fada DNA markert
jak jadernych, tak i mitochondrialnich.

Vytipované mitochondrialni markery (COIl, ND6, CytB a CR) byly
s uspéchem amplifikovany i sekvenovany svyjimkou kontrolni oblasti, u niz se
vzhledem Kk pfitomnosti A/T fetizki podafilo pieéist pouze ¢ast amplikonu. Dalsi
vyjimku tvofil marker CytB, ktery se nepodatilo amplifikovat pro druh P. regina.

Z jadernych markerti byly vybrany oblasti ITS a oblasti intronti riznych gent,
jejichz sekvence mély byt zakladem pro skrinink pomoci EPIC. U markeru ITS,
ackoliv byl vhodné optimalizovan profil PCR, sekvence nedosahovaly pozadované
kvality, a to ani po zaklonovani PCR produktu.

Z EPIC markert byly Gspésné amplifikovany a nésledné sekvenovany introny
genu pro ribozomalni proteiny L12, S12 a S13 a intron oblasti beta 2 podjednotky
proteazomu. Naopak introny oblasti RP L7, elonga¢niho faktoru lo a aktinu se
amplifikovat nepodafilo. Pro oblast cytochromu C byla amplifikace uspéSna, avSak
pfi zpracovani sekvenci se ukazalo, Ze intron neni pfitomen.

Pfitomnost rodu Wolbachia v testovanych vzorcich se potvrdit nepodafilo.
Vhodné nastaveni PCR bylo ovéfovano pomoci pozitivni kontroly sjiz diive
detekovanymi  bakteriemi, pficemz tato kontrola byla jedinym uspésné

amplifikovanym vzorkem.

4.2 Geneticka variabilita

4.2.1 Zakladni charakteristiky

Mitochondrialni markery

Jak jiz bylo zminéno, z mitochondrialniho genomu byly analyzovany oblasti

COlI, ND6, CytB a CR. Pii analyze genu COI bylo k 45 aspésné ziskanym sekvencim
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ptidano 99 dostupnych sekvenci z riznych evropskych statd z databaze BOLD
Systems (http://www.barcodinglife.org).

Sekvence byly vzdy upraveny na jednotnou délku v ramci druhd. Ziskané
udaje jsou podrobné rozepsany v tabulce VII, kterd zachycuje piesné¢ délky
alignmentt pro jednotlivé markery a druhy spolu s ptislusnymi obsahy variabilnich a
parsimonidln¢ informativnich mist. Dale tabulka obsahuje také primérmné
procentualni zastoupeni nukleotidi danych oblasti.

Obsah variabilnich a parsimonialn¢ informativnich pozic vSak zde nemuze byt
vniman jako definitivni ukazatel genetické variability druht, jelikoz hodnoty maji
charakter absolutnich hodnot, a mohou tak byt zasadné ovlivnény poctem
analyzovanych sekvenci i délkou alignmentt, které v této praci nejsou jednotné.

Proto maji tyto parametry jen informativni hodnotu.

Tab. VII: Druhova genetickd variabilita mitochondrialnich markert, N = délka
sekvence, V =pocet variabilnich mist, Pi=pocet parsimonialné

informativnich mist.

Pocet Prumérna frekvence N
Marker Druh Lo nukleotidi (%) V | Pi
jedinca T ] C A G (bp)

C. vicina 41 373|165 | 305 | 157 |[622]| 13 | 6

5 L. caesar 50 3791 16,1 | 305 | 155 | 636 | 26 | 16
o L. sericata 39 38,3 156 | 30,3 | 15,7 | 660 | 7 2
P. regina 14 36,7 17,3 1 294 | 16,6 |646| 3 | O

© C. vicina 16 4451 11,1 | 38,7 58 |[525| 5 | 3
% L. caesar 15 446 | 116 | 37,9 59 |525|10 | 5
L. sericata 9 45,3 | 10,7 | 38,3 57 |[525] 1 0

C. vicina 16 4191 150 | 318 | 11,3 |566| 6 | 2

1] L. caesar 15 42,0 150 | 30,7 | 12,3 [545| 12| 6
) L. sericata 9 |410] 162315 11,3 [572] 3 | 2
P. regina 5 405 | 164 | 31,3 | 11,8 | 510 | 18 | 18

C. vicina 14 411 8,0 | 48,6 23 32316 | 5

o L. caesar 14 405 1] 8,9 | 47,1 35 [679] 15| 8
© L. sericata 8 |428| 64 [482] 26 |437] 8 | 2
P. regina 5 37,1 | 10,7 | 46,0 6,2 |533| 10 | 10
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Pro marker COI obsahoval nejvice variabilnich mist druh L. ceasar, a to 26
(tedy 4 % zcelkové délky sekvence), znichz 16 bylo zaroven parsimonialné
informativnich. Naopak nejméné variabilnich mist bylo nalezeno u druhu P. regina,
pouze 3 variabilni pozice (tedy 0,5% zastoupeni), z nichz zadna nebyla parsimonialné
informativni.

Oblast genu ND6 se nepodatilo amplifikovat u druhu P. regina, avsak pro
zbylé 3 druhy byly amplifikace i sekvenovani Gspésné. Sekvence byly upraveny na
jednotnou délku 525 bp. Nejvice variabilnich a parsimonialné informativnich mist
bylo ptitomno u druhu L. caesar (10 / 5), naopak nejméné u L. sericata (1/0).

Sekvence genu CytB byly ziskany pro vSech 45 jedinct. Alignmenty sekvenci
dosahovaly délek 510 — 572 bp podle druhu. Nejvice variabilnim druhem pro tento
lokus byl P. regina s obsahem 18 variabilnich mist (3,53 %), z nichz vSechna byla
zaroven parsimonialné informativni. Naopak sekvence patfici L. sericata byly
variabilni nejméné a obsahovaly pouze 3 variabilni a 2 parsimonialn¢ informativni
mista.

Sekvence kontrolnich oblasti byly ziskany pro 41 jedinct. Ackoli se
nepodafilo precist potfadi nukleotidu v celé délce amplikonu, byly ziskany sekvence
fragmenta variabilni domény CR a pftilehlé oblasti 12S.

U druht C. vicina a L. sericata v oblasti 12S nebyla zjisténa zadna variabilita,
proto dané alignmenty byly vytvofeny pouze z oblasti CR. Jako variabilngjsi se jevil
druh C. vicina, ktery oproti L. sericata s 8 variabilnimi pozicemi (1,8 %) obsahoval
16 variabilnich pozic (4,8 %). Navic u dvou jedinct tohoto druhu byla pozorovana
délkova variabilita. Sekvence téchto inzertovanych lokusi byly identifikovany jako
duplikované fragmenty genu kddujiciho tRNA pro izoleucin.

Naopak pro druhy L. caesar a P. regina byla zjisténa variabilni mista i
v sekvenci oblasti 12S, ta proto byla pro analyzu zachovana. Vysledné alignmenty
byly dlouhe 679 bp (L. caesar) a 533 bp (P. regina) a v témze poiadi obsahovaly 15 a

10 variabilnich mist.

Jaderné markery

Stejn¢ jako u mitochondridlniho genomu byly analyzovany 4 uspésné
sekvenované jaderné markery, a to introny oblasti RP L12, S12, S13 a Pf2. Vsechny

udaje popisujici zékladni charakter sekvenci téchto jadernych markert pro jednotlivé
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druhy jsou vcetné jejich nukleotidového slozeni detailné uvedeny v tabulce VIII,

oproti mitochondridlnim markeriim je navic uvedena délka pfitomného intronu.

Tab. VIII: Druhova geneticka variabilita jadernych markeru, N = délka sekvence,
| = délka intronu, V = pocet variabilnich mist, Pi = pocet parsimonialné

informativnich mist.

Mark Bruh Pocet | Priimérna frekvence | N I v | pi
arker ru e nukleotidii (%) '
jedinci T C | A G (bp) |(bp)

C. vicina 15 35,1 (20,7({27,1( 17,1 | 251 | 98 0 0

o L. caesar 15 30,7 [22,4(31,0f 15,8 | 335 (130 O 0

- L. sericata 9 34,4 (18,3(31,5( 158 | 279 |125| 0 | O
P. regina 5 33,9 (20,6(29,9( 15,6 | 224 | 86 0 0

C. vicina 16 31,8 (17,5(29,9( 20,9 | 422 | 90 0 0

S [Lsericata| 9 [329]184]288[ 199|419 [79 [ 5 [ 2
P. regina 5 32,3115,0131,0( 21,6 | 393 | 83 0 0

C. vicina 16 30,9 [22,4125,0( 21,7 | 282 | 78 1 0

o L. caesar 14 32,3123,8123,8( 20,11 294 | 80 2 2
» L. sericata 9 34,3 122,3124,0(1 19,4 | 283 | 79 0 0
P. regina 5 31,1120,3126,8( 21,8 325 | 76 0 0

C. vicina 14 32,8 1195127,9( 19,9 | 287 | 92 0 0

™ L. caesar 14 36,0 [17,3126,7| 20,0 | 225 |1100] O 0
» L. sericata 8 32,1116,8130,0( 21,0 | 275 | 95 3 3
P. regina 5 33,0 116,2131,0( 19,8 | 303 | 85 0 0

Z tabulky je patrné, Ze zvolené jaderné markery obsahovaly vyrazné méné
variabilnich mist neZ mitochondridlni markery. Ve vétSiné pifipadi nebyla objevena
zadna variabilni mista. Sekvence oblasti intronu genu ribozomalniho proteinu L12
byly vSechny témét identické, pouze u jednoho jedince druhu P. regina byla
pfitomna délkova variabilita ve formé delece jednoho trinukleotidu.

Intron proteazomalni beta 2 podjednotky se nepodatilo amplifikovat pro druh
L. caesar, ovSem u zbyvajicich 3 druhi byly sekvence spé$né ziskany pro vSechny

zkoumané jedince. Pro druhy C.vicina a P. regina nebyla pozorovana zadna

34



variabilita. U L. sericata byl alignment dlouhy 419 bp, intron 79 bp a ptitomno bylo
5 variabilnich mist, z nichz 2 byla parsimonialné informativni.

Intron genu RP S12 byl ziskéan pro 44 jedinct pochazejicich ze vSech 4 druht.
Sekvence byly upraveny na jednotnou delku v rozmezi 282 - 325 bp. U L. sericata i u
P. regina byly amplifikované oblasti monomorfni. Nejvyssi variabilita byla
proké&zéana pro L. caesar, avsak i zde se jednalo pouze o 2 variabilni mista.

Posledni z EPIC markera — oblast intronu genu RP S13 byla s aspéchem
ziskana pro 41 jedincti nalezicich vSem 4 druhtim. Délky alignmentt byly upraveny
na 225 -303 bp, pficemz sekvence obsazenych intrond pro jednotlivé druhy byly
dlouhé 85 — 100 nukleotidi. Variabilni mista byla nalezena pouze u druhu L. sericata.
Konkrétné¢ se jednalo o 3 wvariabilni pozice, znichz vSechny byly zaroveil

parsimonialné informativni.

4.2.2 Vnitrodruhova variabilita

4.2.2.1 Celkova vnitrodruhova variabilita

Mitochondrialni markery

Pro zvolené mitochondrialni markery byly v programu DNAsp ver. 5 déle
vypocteny charakteristiky popisujici diverzitu haplotypi jednotlivych druhd a také
jejich nukleotidové diverzity. Ziskané hodnoty pro konkrétni markery a druhy jsou
véetné jejich smérodatnych odchylek uvedeny na nasledujici strance v tabulce 1X.

Z téchto vysledka byly dale vypocitany praimérné hodnoty pro kazdy marker,

na zakladé ¢ehoz mohla byt porovnavana variabilita jednotlivych markerd, jelikoz
zde se jiz nejednd o absolutni hodnoty ovlivnéné poctem jedinct a délkou sekvenci,
nybrZ o hodnoty relativni.
0,466. Primérna nukleotidova diverzita byla 0,0027. Pro oblast ND6 byla celkova
haplotypova diverzita 0,611, nukleotidova diverzita 0,0026. U cytochromu B byla
ptitomna vyssi haplotypova diverzita — 0,804 i nukleotidova diverzita — 0,008. Oblast
CR byla prokazatelné nejvice variabilni, jeji primérna haplotypova diverzita byla
0,903 a nukleotidova diverzita 0,0084.
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Tab. IX: Druhova haplotypova a nukleotidova diverzita mitochondrialnich markert,
h=poget pfitomnych haplotypt, HD = haplotypova diverzita,

7 = nukleotidova diverzita.

Marker Druh h HD 14
C. vicina 9 0,526 + 0,091 | 0,0024 + 0,0005
o) L. caesar 12 0,793 +£0,039 | 0,0074 + 0,0007
o L. sericata 4 0,150 £ 0,077 | 0,0004 + 0,0002
P. regina 4 0,396 + 0,159 | 0,0007 + 0,0003
© C. vicina 5 0,717 £ 0,095 | 0,0027 + 0,0006
% L. caesar 10 0,895 + 0,070 | 0,0047 +0,0058

L. sericata 2 0,222 + 0,166 [ 0,0004 + 0,0003

C. vicina 6 0,617 + 0,135 | 0,0020 + 0,0005
0 L. caesar 10 [ 0,933+0,045 | 0,0061 + 0,0006
o L. sericata 3 0,667 + 0,105 | 0,0023 + 0,0004
P. regina 5 1,000 + 0,126 | 0,0212 + 0,0045
C. vicina 9 0,923 +0,050 | 0,0087 +0,0016
o L. caesar 9 0,923+ 0,050 | 0,0066 + 0,0069
o L. sericata 7 0,964 + 0,077 | 0,0071 + 0,0013
P. regina 3 0,800 +0,164 | 0,0113 + 0,0030

Jaderné markery

U jadernych markerti byly stejné jako u téch mitochondrialnich pomoci
programu DNAsp ver. 5 uréeny Udaje jako haplotypova a nukleotidova diverzita.
Piehled ziskanych hodnot pro jednotlivé markery a druhy je uveden v tabulce X.
Nasledné byly na zéklad¢ této tabulky také vypocteny primérné hodnoty pro kazdou
oblast.

Jak jiz bylo zminéno, sekvence RP L12 u Z4dného z druhi neobsahovaly
variabilni mista, haplotypova 1 nukleotidova diverzita tak byly nulové. Z dalSich 3
jadernych markerd byla nejvice variabilni oblast PS2 s pramérnou haplotypovou
diverzitou 0,287 a nukleotidovou diverzitou 0,001. Téchto hodnot vsak bylo
dosazeno diky vysoké variabilité v rdmci druhu L. sericata, sekvence druhti C. vicina
a P. regina byly uniformni a pro L. caesar se oblast nepodatilo amplifikovat. Ackoliv
oblast RP S12 byla Gspésné sekvenovana pro vSechny druhy, variabilita byla zjiSténa
pouze u druht C.vicina a L. caesar. Primérna haplotypova diverzita byla 0,188,

nukleotidova diverzita 0,001. Marker RP S13 zahrnoval variabilni pozice pouze u
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L. sericata, pfi¢emz nasledna prumérna haplotypova diverzita byla 0,197 a pramérna

nukleotidova diverzita 0,0015.

Tab. X: Druhova haplotypova a nukleotidova diverzita jadernych markerd,

h=pocet piitomnych haplotypti, HD = haplotypova diverzita,
© = nukleotidova diverzita.
marker druh h HD T
C. vicina 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
N L. caesar 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
- L. sericata 1 0,000 + 0,000 0,0000 = 0,0000
P. regina 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
C. vicina 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
S [ Lsericata | 5 0,861+0,087 | 0,0041+0,0012
P. regina 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
C. vicina 2 0,125+ 0,106 0,0005 £ 0,0004
N L. caesar 4 0,626 + 0,110 0,0034 + 0,0005
n L. sericata 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
P. regina 1 0,000 + 0,000 0,0000 = 0,0000
C. vicina 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
™ L. caesar 1 0,000 + 0,000 0,0000 = 0,0000
n L. sericata 4 0,786 + 0,113 0,0060 = 0,0009
P. regina 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000

4.2.2.2 Vnitrodruhova variabilita mezi populacemi

Pro ovéteni moznosti odliseni populaci v ramci jednotlivych druht na zakladé
genetické variability byla nejprve vybrana oblast COI, kterd byla zastoupena
nejvétsim mnozstvim sekvenci pochdazejicich z riznych evropskych stati. V prvni
fadé¢ byly vypocéteny hodnoty parového Fst, které jsou zachyceny v nasledujici
tabulce.
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Tab Xl: Hodnoty parového Fst pro oblast COIl (pod diagonalou) a jejich hodnoty
pravdépodobnosti (nad diagonalou, p < 0,05 oznateno modie). Zkratky

zemi podle mezinarodnich tfipismennych kodi dle ISO.

| czE | DEU | BEL | PRT | ESP | GBR | FRA | POL
L. caesar
CZE - 0,306 | 0,000 [ 0,234 | 0,991 | 0,027 | 0,640 | 0,739
DEU 0,038 - 0,135 | 0,748 | 0,450 | 0,018 | 0,162 | 0,477
BEL 0,487 | 0,273 - 0,072 | 0,036 | 0,045 | 0,027 | 0,009
PRT | 0,03782 | -0,100 | 0,442 - 0,658 | 0,018 | 0,477 | 0,505
ESP -0,134 | -0,063 | 0,485 | -0,051 - 0,243 | 0,748 | 0,991
GBR 0,275 | 0,587 | 0,824 | 0,650 | 0,423 - 0,027 | 0,387
FRA | -0,060 | 0,087 | 0,494 | 0,052 | -0,090 | 0,367 - 0,730
POL | -0,094 | 0,043 | 0,519 | 0,066 | -0,176 | 0,227 | -0,047 -
L. sericata
CZE - 0,991 | 0,333 | 0,378 | 0,450 | 0,991 | 0,991 X
DEU 0,000 - 0,991 | 0,991 | 0,991 | 0,991 | 0,991 X
BEL 0,126 | 0,000 - 0,991 | 0,991 | 0,991 | 0,991 X
PRT 0,126 | 0,000 | 0,000 - 0,991 | 0,991 | 0,991 X
ESP 0,126 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 - 0,991 | 0,991 X
GBR 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 - 0,991 X
FRA 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 - X
C. vicina
CZE - 0,126 | 0,757 | 0,739 | 0,189 | 0,000 X X
DEU 0,113 - 0,405 | 0,459 | 0,568 | 0,009 X X
BEL | -0,041 | 0,100 - 0,991 | 0,405 | 0,000 X X
PRT | -0,049 | 0,018 | 0,000 - 0,712 | 0,009 X X
ESP 0,098 | 0,698 | 0,125 | -0,023 - 0,000 X X
GBR 0,756 | 0,700 | 1,000 | 0,900 | 0,650 - X X
P. regina
CZE - 0,261 X X
DEU 0,063 - X X

Z vyslednych hodnot Fst Ize vyvodit, Ze oblast COIl neni dostate¢né variabilni
pro geografické odliseni populaci vramci Evropy. Pouze u druhd L. caesar a
C. vicina se jako odlisna jevila populace z Velké Britanie (GBR). Pro druh L. caesar
byla dale prokazana statisticky vyznamna odlisnost sekvenci z Belgie.

Z duvodu nedostate¢né variability oblasti COl pro geografické odliseni

populaci v ramci Evropy byly dale testovany pouze markery, které vykazovaly vyssi
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variabilitu, tedy oblasti mitochondrialniho genomu ND6, CytB a CR. Pro kazdy
marker a druh byly také spoéteny hodnoty Fst a vytvofeny tabulky, které jsou
uvedeny v prilohach 3 — 6. U zadné z lokalit nebyla prokazana statisticky vyznamna
diferenciace.

Pro nuklearni markery nebyly z duvodu nizké variability i kratkych délek
sekvenci hodnoty parovéhp Fst uréovany jednotlivé, nybrz byl vytvofen
konkatenovany soubor vSech jadernych oblasti. Vysledné hodnoty jsou zobrazeny
Vv ptiloze 7, avSak zadna z nich nepotvrdila moznost geografického odliSeni populaci.

Déle byly z nastrojii populaéni genetiky vyuzity testy neutrality, konkrétné
Tajimiv a Futv test, jejichz ucelem je rozliSeni nahodné (neutralni) a nendhodné
molekularni evoluce nebo demografie vySetiovanych populaci. Nejprve byly
otestovany oblasti COl, ziskané hodnoty pro jednotlivé druhy a lokality jsou uvedeny

v tabulce XII. Zadny z vysledki nebyl signifikantni.
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Tab. XII: Testy neutrality markeru COI pro jednotlivé druhy a lokality, S = pocet
segregujicich mist, MNPD = primérna parova diverzita (mean number of

pairwise diffences). Zkratky zemi podle mezinarodnich tiipismennych koda

dle 1SO.

' Potet Potet '".l“ajimﬁv test Fuiiv test

Druh |Lokalita vzorkit S |MNPD alel Tajimovo p Fuovo p
D hodnota| Fs |hodnota

CZE 16 5 11,133 3 -0,817 0,561 | 1,279 [ 0,749

DEU 5 6 | 2,800 3 -0,191 0,456 | 1,220 | 0,729

vié:iﬁa BEL 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
PRT 5 2 | 0,800 2 -0,973 0,888 | 1,040 | 0,604

ESP 5 5 | 2,400 3 0,000 1,000 | 0,952 | 0,632

GBR 5 0 | 0,000 1 0,000 0,228 | 0,000 N.A.

CZE 15 12 | 4133 | 4 0,467 0,739 | 3,674 | 0,946

DEU 5 12 | 5,000 3 -0,954 0,198 | 2,306 | 0,870

BEL 5 8 | 3,400 3 -0,807 0,297 | 1,569 [ 0,769

L PRT 5 6 | 2,800 3 -0,191 0,441 | 1,220 | 0,717
caeéar ESP 5 6 | 3,600 3 1,718 0,980 | 0,801 | 1,674
GBR 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.

FRA 5 8 |3800 ]| 4 -0,073 0,526 | 0,051 | 0,416

POL 5 7 | 4,000 3 1,328 0,879 | 1,872 | 0,834

CZE 9 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.

DEU 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.

BEL 5 1 ] 0,400 2 -0,817 0,315 | 0,090 | 0,325
ser:Eata PRT 5 1 | 0,400 2 -0,817 0,292 | 0,090 [ 0,305
ESP 5 1 | 0,400 2 -0,816 0,310 | 0,090 | 0,293

GBR 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.

FRA 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.

P. CZE 5 2 | 0,800 3 -0,973 0,110 | -0,829 [ 0,091
regina | DEU 9 1 ] 0,222 2 -1,088 0,203 | -0,263 | 0,191

Stejné jako u urfovani parového Fst byly testy neutrality dale vypocteny pro
zbylé jednotlivé mitochondrialni markery a pro konkatenované jaderné markery.
Tabulky s vysledky jsou uvedeny v ptilohach 8 a 9. Ani zde nebyl ziskan zadny
statisticky vyznamny vysledek, ktery by potvrzoval genetickou diferenciaci lokalit ¢i
upozornoval na moznou selekci.

Pro oblast COI byl nasledné¢ metodou Neighbor-Joining s vyuzitim modelu
Tamura 3 - parametr vytvofen dendrogram, ktery je vzhledem k jeho rozmérim
umistén v piiloze 10. Z dendrogramu je patrné, ze jednotlivé klastry jsou tvofeny

druhy, pficemz jejich bootstrap byl nejméné 94 %. Avsak v ramci druh nedoslo
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4.2.3

k rozdéleni populaci podle geografického ptvodu, vyjimku tvoii pouze druh
C. vicina, u kterého doslo k oddéleni populace z Velké Britanie s 86% bootstrapem.
Pro dalsi vzniklé klastry u jednotlivych druhi, ackoli byla v n€kolika ptipadech
pfitomna bootstrapova podpora vysoko nad 50 %, byly ksobé& fazeni jedinci

nezavisle na lokalitach.

Souhrnné porovnani mitochondrialnich a jadernych markeri

Pro srovnani rozdila mezi celkovymi genetickymi variabilitami

mitochondrialnich a jadernych markerti byl dale vytvofen spojeny marker vSech
ziskanych mitochondriélnich sekvenci (COI, ND6, CytB, CR). Konkatenovany
marker pro jaderne oblasti byl jiz vytvofeny pro testovani geneticke variability mezi
oddile. tabulka  XIII,

charakteristiky genetickych variabilit obou konkatenovanych markeru.

populacemi v pfedchozim Nasleduje jez zachycuje

Tab. XI1I: Srovnani genetické variability mtDNA a nDNA markert, N = délka

sekvence, V =pocet variabilnich mist, Pi=pocet parsimonialné
informativnich mist, h = pocet ptitomnych haplotypd,
HD = haplotypové diverzita, = = nukleotidova diverzita.
druh N |V ]|Pi| h HD T
< = C.vicina |2036] 30 | 13 | 11 0,933 + 0,048 0,0020 + 0,0003
% %’ L.caesar ([2386| 48 | 27 | 14 0,990 + 0,028 0,0056 + 0,0004
= g L.sericata [2479]| 12 | 5 5 0,833 + 0,098 0,0010 + 0,0002
P.regina [1689| 30 | 28 1,000 + 0,126 0,0104 + 0,0023
| C.vicina ]1242] 1 [ O 2 0,125 + 0,106 0,0002 + 0,0001
<ZE %’ L.caesar [ 854 [ 2 2 1 0,000 + 0,000 0,0000 + 0,0000
a g L.sericata [1256] 8 | 5 5 0,861 + 0,087 0,0018 + 0,0005
P.regina [1245| 0 | O 1 0,000 = 0,000 0,0000 + 0,0000

Z tabulky je patrné, Ze pro vybrané mitochondrialni markery byla ve srovnani
sjadernymi markery zjiS§téna vyrazné¢ vysSi variabilita. Pii primérné délce
vysledného alignmentu 2148 bp vychazelo primérné 30 variabilnich mist, tedy 1,4%
zastoupeni. Naopak u jadernych markert, paklize byla brana pramérna délka
vysledného alignmentu 1149 bp, byly ptitomny primérné 3 variabilni pozice (0,2 %)
Primérny pocet parsimonialné informativnich mist byl 18 (0,85 %) pro mtDNA a 2
(0,15 %) pro nDNA markery.
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Pramérna haplotypova diverzita pro mitochondrialni konkatenované markery
byla 0,939, nukleotidova diverzita 0,0048. V porovnéni se spojenymi jadernymi
markery jsou tyto hodnoty opét vyssi, jelikoz primérna hodnota u NDNA oblasti byla
stanovena na 0,247 pro haplotypovou diverzitu a 0,0005 pro nukleotidovou diverzitu.

Pro ziskani co nejvyssich haplotypovych diverzit byl na zavér pro kazdy druh
vytvofen spole¢ny konkatenovany marker, ktery vyuziva vSechny ziskané sekvence.
Hodnoty charakterizujici genetickou variabilitu téchto spojenych markert jsou

uvedeny v tabulce XIV.

Tab. XIV: Geneticka variabilita konkatenovanych markerd, N = délka sekvence,
V = pocet variabilnich mist, Pi= pocet parsimonialn¢ informativnich
mist, h=pocet pFitomnych haplotypt, HD = haplotypova diverzita,

7 = nukleotidova diverzita.

druh N \Y Pi h HD n

C. vicina 3278 31 13 12 0,942 + 0,048 | 0,0015 + 0,0002

L. caesar 3240 50 29 14 0,990 + 0,028 | 0,0047 + 0,0004

L. sericata | 3735 20 10 9 1,000 + 0,052 | 0,0013 +0,0002

P. regina 2934 30 28 5 1,000 £ 0,126 | 0,0060 + 0,0014

Z vysledkl je patrné, Ze pro vSechny druhy bylo dosazeno vysokych hodnot
haplotypovych diverzit. U L. sericata a P. regina byla HD rovna 1, ¢ili pro kazdého
zkoumaného jedince byl zjistén unikatni haplotyp. Pro L. caesar byla vypoétena
hodnota HD rovna 0,99 a pro C. vicina 0,942. Nejvyssi nukleotidova diverzita byla

K ovéfeni, zda se zjiSténa variabilita konkatenovanych markerii promitne v
segregaci jedinci do populaci, které by se liSily geografickou polohou, byly
sestrojeny dendrogramy a haplotypové sité.

Dendrogramy byly sestrojeny metodou Neighbor-Joining s vyuzitim modela
Tamura 3 — parametr a Tamura — Nei. Model Tamura 3 — parametr byl pouzit pro
konkatenované jaderne markery a finalni konkatenované markery obsahujici
sekvence vSech oblasti. Naopak pro spojené mitochondridlni markery byl pouzit
model Tamura — Nei. Nasledujici obrazek zachycuje dendrogram sestrojeny ze
sekvenci findlnich konkatenovanych markeri. Dendrogramy pro konkatenované

jaderné a mitochondrialni markery jsou uvedeny v ptilohach 11 a 12.
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Obr. 10: Spole¢ny dendrogram oblasti COI, ND6, CytB, CR, RP S12, RP S13, RP
L12 a PB2 (Neighbor-Joining, Tamura 3 - parametr, Pairwise deletion,

Bootstrap 1000). Strom zakofenén pomoci druhu P. regina. Jednotlivé
lokality jsou odliseny barevné.
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Stejné jako u dendrogramu pro sekvence oblasti COIl doslo u dendrogramu
pro konkatenované markery vSech sekvenci k rozdéleni do klastrii podle druhové
piislusnosti s vysokymi hodnotami bootstrapti (100 % pro klastry jednotlivych druht,
68 % pro klastr zahrnujici ptibuzné druhy rodu Lucilia), ovSem ani zde se neprojevilo
dalsi rozdé€leni jedincti v ramci druhtl, jez by korespondovalo s jejich geografickym
puvodem.

U dendrogramii pro konkatenované markery mitochondrialnich i jadernych
oblasti byla situace obdobna, druhy byly rozliSeny s vysokou podporou bootstrapi,
avSak k rozdéleni do klastrii, které by souviselo s polohou lokalit sbéru jedinci,
nedoslo. Odlisnosti od dendrogramt pro COI a finalni konkatenované markery byla
zobrazovana vyssi piibuznost L. caesar s C. vicina nez s L. sericata v obou
piipadech.

Déle byly pomoci metody Median-Joining v programu PopART ver. 1.7.2.
sestrojeny haplotypové sité. Nasledujici obrazek zobrazuje vysledné haplotypové sité,
které jsou tvofeny haplotypy pro spojené markery vSech analyzovanych oblasti.

Kazda ze siti nalezi jednomu druhu.
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Obr. 11: Grafické znazornéni haplotypi pro konkatenované markery oblasti COI,

ND6, CytB, CR, RP S12, RP S13, RP LI12 a PB2 (a—C. vicina, b—L.
sericata, ¢ — L. caesar, d - P. regina). Kazdy kruh reprezentuje 1 haplotyp,
velikost a rozdéleni kruhu odpovida poctu jedincu s danym haplotypem,
mutace jsou znazornény piicnymi Carkami na spojnicich. Jednotlivé

lokality jsou odliseny barevné, zkratky lokalit viz tabulka I.

Haplotypové sit¢ byly také vytvofeny 1 pro spojené markery

mitochondriélnich oblasti. Pro druhy L. caesar a P. regina byly vSak identické s diive
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uvedenymi, jelikoz sekvence nuklearnich oblasti neobsahovaly Zzadné variabilni

pozice. Sit¢ druhti L. sericata a C. vicina jsou uvedeny na obrazku 12.
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Obr. 12: Grafické znazornéni haplotypa pro konkatenované markery oblasti COI,
ND6, CytB a CR (a— C. vicina, b — L. sericata). Kazdy kruh reprezentuje
1 haplotyp, velikost a rozdéleni kruhu odpovida poctu jedincu s danym
haplotypem, mutace jsou znazornény piiénymi ¢arkami na spojnicich.

Jednotliveé lokality jsou odliseny barevné, zkratky lokalit viz tabulka I.

Grafické znazornéni haplotypti pro konkatenované jaderné markery bylo
vytvofeno pouze pro druh L. sericata (viz obrazek 13), protoze u vSech ostatnich
druhti byl pocet haplotypti vzdy nizs$i nez 3, coz je minimalni pocet, ze které¢ho je

mozné haplotypovou sit’ konstruovat.
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Obr. 13: Grafické zn&zornéni haplotypta pro konkatenované markery oblasti RP
S12, RP S13, RP L12 a PB2 druhu L. sericata. Kazdy kruh reprezentuje 1
haplotyp, velikost a rozdéleni kruhu odpovidd poétu jedinct s danym
haplotypem, mutace jsou znazornény piiénymi ¢arkami na spojnicich.

Jednotlive lokality jsou odliseny barevné, zkratky lokalit viz tabulka I.
Ze vsech uvedenych haplotypovych siti je patrné, Ze stejné jako u

vytvofenych dendrogramtii nedoSlo k oddéleni populaci, jez se 1i§i svym

geografickym plivodem, Cili zjisténé haplotypy se vyskytuji nezavisle na lokalité.
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5 DISKUZE

Cilem této préace bylo pro ucely forenzni entomologie ovéfit vhodnost bézné
pouzivaného markeru COIl a ptedevsim vytipovat dalsi DNA markery, které by byly
vice variabilni, a umoznily tak detekovat jednotlivé populace hmyzu z rtiznych
lokalit. Moznost uréeni populacni struktury by mohla byt pro kriminalistickou praxi
velmi cenna. Nasledné byly tyto vybrané markery v rdmci pilotni studie otestovany u
4 forenzn& vyznamnych druhii typickych pro Ceskou republiku (C. vicina, L. caesar,
L. sericata a P. regina).

Vybér markert

Pfi vybéru markert jsme vychazeli z diive publikovanych praci a také
z provedeného porovnani variabilit gentt kddujicich proteiny z mitochondrialniho
genomu V ramci Celedi bzucivkovitych. Z tohoto porovnani byly vybrany 2 nejvice
variabilni geny, a to ND6 a CytB, pficemz tento vybér byl v souladu s obdobnou praci
Nelson et al. (2012).

Z mitochondriélnich oblasti byla dale vybrana kontrolni oblast. Obsahuje totiz
variabilni doménu, kter4 je podle literatury u dvouktidlych i samotné celedi
bzucivkovitych velmi riznoroda (Oliveira et al., 2006; Duarte et al., 2008). Vyuziti
CR pro identifikaci nizsich taxonomickych urovni nez druhu bylo studovéano pro
rizné Zivocichy, napi. koryse (McMillen-Jackson & Bert, 2004; Diniz et al., 2005),
avsak jeho uspésnost pro odliSeni geografickych populaci nebyla v téchto pracich
potvrzena.

Z jadernych markerii byla nejprve vybrana oblast ITS1, a to na zakladé
literatury, jez poukazuje na jeji znacnou variabilitu (Douglas & Haymer, 2001; Zaidi
et al., 2011). Z praci zabyvajicich se fadem dvoukiidlych lze uveést praci Sutton et al.
(2015), ve které byla potvrzena souvislost vnitrodruhové variability oblasti ITS1 s
geografickou polohou.

Dalsi zjadernych markert, jez byly také vybrany na zaklad¢ literatury,
piredev§sim praci Palumbi (1994) a Lee at al. (2011), ptedstavovaly oblasti introna
ruznych jadernych gent. Introny jakoZzto nekddujici oblasti poskytuji vétSi prostor

pro ptipadnou variabilitu nez exony a mohou byt podkladem pro EPIC markery.
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Poslednim z vybranych ukazateld, ktery by mohl mit vyznam pro geografické
odliseni populaci, bylo zkoumani pfitomnosti bakterialniho rodu Wolbachia u
vysetfovanych jedinct. Tento rod byl vybran vzhledem k literatufe, kterd upozornuje
na jeho schopnost vyrazn¢ ovliviiovat jednotlivé populace (Werren et al., 2008).
Dalsim divodem pro skrinink byla i moznost ovlivnéni sekvenci COI, a to jak jejich

kvality, tak i variability.

Izolace DNA, metodika PCR a ziskavani sekvenci

Izolace DNA byla provadéna jedinou metodou (pomoci komeréniho kitu
Exgene™ Tissue (plus) SV mini, 250p (GeneAll)). Tento pfistup byl uspésny pro
vSechny analyzované vzorky, proto nebylo potieba zkousSet jiné varianty.

Pro PCR byly vyuzivany 2 rizné polymerazy a k nim nalezici reagencie,
jelikoz v nékterych pripadech nebyla amplifikace primarné vyuzivanou Unis Taq
DNA polymerdzou (TopBio) dostate¢né¢ uUspéSna. Nasledné tak byla testovana
citlivéjsi PrimeSTAR GXL DNA polymeraza (TaKaRa), s niz bylo dosaZeno lepSich
vysledkd. Zajimavé je, Ze s postupujicim ¢asem bylo potieba tuto polymerazu
vyuzivat i pro markery, u kterych byla ptivodné¢ amplifikace pomoci Unis Tag DNA
polymerazy naprosto dostacujici. Tato skutenost by pravdépodobné mohla souviset
s degradaci a tim niz$i dostupnosti extrahované DNA uchovavané po delsi dobu.

U nékterych zvolenych markerd (RP L7, EF la, ACT) nebyla amplifikace
uspésna ani po nékolika pokusech o optimalizaci PCR profilu, zméné pouzité
polymerazy ¢i piidani BSA. Tyto markery tak nebyly, vzhledem K ptitomnosti fady
dalsich uspésné amplifikovanych i sekvenovanych markert, dale zkoumany.

Pro bakteridlni rod Wolbachia nebyly detekovany zadni infikovani jedinci,
ovSem toto zjiSténi nelze povazovat za zcela definitivni. Na vhodnou optimalizaci
PCR profilu ukazovala uspésna amplifikace pozitivni kontroly, avSak je zvlastni, ze
z 45 zkoumanych jedincti nebyl nakazen ani jeden, i kdyz literatura uvadi az 70%
infekci u riznych druhtt hmyzu (Hilgenboecker et al, 2008). Existuji i prace
dokumentujici pfitomnost rodu Wolbachia u pifibuznych druhti z Celedi
bzucivkovitych, napt. Mingchay et al. (2014). V dalsim vyzkumu by bylo mozné
otestovat napiiklad jinou metodu izolace DNA nebo vyuzit jiné primery pro
amplifikaci odlisného tseku bakteridlniho genomu nez 16S, ktery byl pfedmétem

zajmu v teto praci.
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Marker ITS1 se pies svou potencialni variabilitu vyuzitelnou pro geografickou
diferenciaci také neosvéd¢il vzhledem k problémtim se zisk&nim jeho sekvenci u
vétSiny jedinct. Nejprve bylo ptfedpokladano, Ze problémy s nizkou kvalitou
vyslednych sekvenci souviseji s heterozygotnim stavem této jaderné oblasti, avSak
kvalita sekvenacnich chromatogramii nebyla vyrazné zlepSena ani po zaklonovani
PCR produktti. Proto od oblasti ITS1 bylo v ramci této pilotni studie upusténo, jelikoz
pro piipadnou rutinni analyzu v kriminalistické praxi je potfeba najit méné

problematicky marker.

Uspé&$né testované markery

Sekvence vétsiny jedinct byly uspésné ziskany pro 4 mitochondrialni oblasti
(COl, ND6, CytB, CR) a 4 jaderné oblasti (RP L12, RP S12, RP S13 a PS2).

Marker COI je ¢asto vyuzivanym markerem pro druhovou identifikaci nejen
ve forenzni entomologii, ale také napfic¢ celou zivocisnou Fisi (Hebert et al. 2003), a
proto je u n&j velmi dobie zvladnuta metodika amplifikace a sekvenovani. Z tohoto
divodu byla oblast COl vyuzivana pro ovéfeni ziskaného mnozstvi vyizolované
DNA.

Marker COIl byl ale také vyuzit pro samotné posouzeni mezidruhoveé a
vnitrodruhové variability u zkoumanych druht. Jelikoz v této praci byly ziskdvany
sekvence jedinci pouze zizemi Ceské republiky a u markeru COI se v riiznych
databazich vyskytuje velké mnozstvi jeho sekvenci praticky z celého svéta, byly
k ziskanym sekvencim pfidany dalsi dostupné z riznych evropskych stati. Ackoliv
existuji prace, které poukazuji na mozné problémy piistupu DNA barcoding u
nekterych druhi v ¢eledi bzucivkovitych (napt. (Wallman & Donnellan, 2001; Tourle
et al., 2009; McDonagh & Stevens, 2011), v této praci byla vhodnost markeru pro
spolehlivé odliSeni analyzovanych druht potvrzena.

V oblasti zkoumani vnitrodruhové variability se marker COIl dle o¢ekavani
ukazal byt nepfili§ vhodnym. Tento fakt naznacovalo i provedené srovnani p-distanci
mitochondrialnich genti kddujicich proteiny pochazejicich z 13 raznych druhd
z Celedi bzucivkovitych, kde se marker COIl jevil jako nepfili§ variabilni.
V analyzovaném souboru sekvenci v ramci Evropy se pii provedenych testovanich
pouze u druhu C. vicina jevila jako odlisna populace z Velké Britanie (GBR), coz by
mohlo souviset s geografickou polohou oddélenou od kontinentalni Evropy. U druhu

L. caesar bylo pfi urcovani parového Fst pro GBR dosazeno podobnych vysledk
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jako u C. vicina, ovsem zde se navic odlisné jevila i populace z Belgie. Pro L. caesar
se ale tato zjisténi neprojevila ve vysledné podobé dendrogramu. Hypotézu odli$nosti
GBR navic nepotvrzuje skute¢nost, ze sekvence druhu L. sericata z této zem¢ oproti
ostatnim zadné vyznamné rozriznéni nevykazovaly.

Lze tedy fici ze oblast COl neni podle piredpokladu az na vyjimky celkové
dostate¢né variabilni pro odliSeni populaci, a to i pokud bereme v Gvahu populace
v rdmci celé Evropy. Z tohoto divodu byl marker COI v této praci bran jako hranice,
podle ktere byla posuzovana smysluplnost zkoumani vnitrodruhové variability u
dalsich uspésné ziskanych markert, ¢ili dale byly testovany pouze markery, které
vykazovaly vyss§i variabilitu nez COI. Nasledujici obrdzek zachycuje porovnani
variabilit vSech ziskanych markert v¢etné jejich spojenych verzi pro jednotlivé druhy,

pti¢emz jako reprezentativni ukazatel variability byla vybrana haplotypova diverzita.

mCOI
[ mND6
OCWB
mCR
mRPL12
ERP S12

BRP S13

Haplotypova diverzita

OPp2

W konkatenovany marker

- o pro mtDNA

.. . p W konkatenovany marker
C. vicina L. caesar L. sericata P. regina pro nDNA

O konkatenovany marker
Druh viech oblasti

Obr. 14: Histogram znazornujici porovnani haplotypovych diverzit analyzovanych

markeru.

Pro vSechny druhy byly v porovnani s oblasti COIl variabilngjsi vSechny
vytipované mitochondriélni oblasti (ND6, CytB i CR) i konkatenované markery
mitochondrialnich a vSech oblasti. Pro L. sericata to byly navic jaderné markery
RP S13, PpB2 a konkatenovany marker jadernych oblasti. Jak jiz bylo zminéno,
marker ND6 se nepodafilo amplifikovat pro druh P. regina, podobné amplifikace

markeru PS2 nebyla tispésna pro druh L. caesar.

51



Piestoze se oblasti ND6 a CytB shodné jevily jako vice variabilni oproti
oblasti COIl, ukézaly se jako nedostate¢né variabilni pro odliseni jednotlivych
populaci v ramci CR. Tento vysledek ale nebylo mozné dale porovnat, jelikoZ nebyly
dosud pulikovany prace, které by se zabyvaly podobnou problematikou.

Sekvence kontrolnich oblasti se v této praci nepodatilo pieéist v celé delce, a
to pravdépodobné kvuli pfitomnosti velkého mnozstvi A/T bazi, které pokud jsou
uspoiadany do fetizkd, mohou zplisobovat rizné problémy (napi. sklouzavani DNA
polymerdzy, vytvafeni seundéarnich struktur branicich amplifikaci ¢i sekvenaci).
Ackoliv byla tedy prectena pouze ¢ast amplikonu, bylo zjisténo, Ze se jednd o Cast
variabilni domény, jeZz ma pro vnitrodruhovou variabilitu lepsi potencial.
Z publikovanych praci zabyvajich se oblasti CR a jejim vyuzitim pro populaéni
genetiku Ize jmenovat préci Lyra et al. (2005), jez se pokusila s vyuzitim techniky
RFLP objasnit popula¢ni strukturu nékterych bzucivkovitych. Zavér této préace je
v souladu s nasim, tedy ze oblast CR se neprojevila jako dostate¢né variabilni pro
geografické odliseni populaci.

Ziskané markery jadernych oblasti RP L12, RP S12, RP S13 a PfS2 byly
shodné podstatné méné variabilni nez oblast COl (s vyjimkou RP S13 a PB2 u L.
sericata). Za zvazeni stoji skute¢nost, ze pro zadny marker ani u jednoho jedince ze
vSech zkoumanych druhti nebyl objeven heterozygotni stav lokusu s intronem a bez
intronu, ktery by byl patrny na agarézovém gelu, tak jak tomu bylo v praci Lee et al.
(2011), podle které byly markery vybirdny. Introny byly pfitomny u vSech
analyzovanych jedinct a jejich sekvence byly v ramci druhu vétsinou bud’ zcela
monomorfni nebo obsahovaly jen miniméalni variabilitu. VVzhledem ke zjisténym
hodnotam nebyly testy pro diferenciaci populaci pro jednotlivé EPIC markery viibec
provadény. Pravdépodobné by bylo vhodné rozsifit studii na vyssi pocet jedincti, aby
tak byla zvySena pravdépodobnost vyskytu jedinci s heterozygotni konstituci pro
dané lokusy.

Konkatenované markery

Spojené markery byly vytvofeny oddélené¢ z mitochondrialnich a jadernych
oblasti a byly mezi sebou dale vzajemné srovnavany. Ackoli byl konkatenovany
marker  mitochondrialnich  oblasti  prokazateln¢ vice variabilni  oproti
konkatenovanéemu markeru jadernych oblasti, ani vjednom ptipadé nedoslo pfi

vytvofeni dendrogramu ¢i haplotypovych siti ke grafickému rozdé¢leni jedinct do
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populaci, jez by se liSily geografickou polohou. Zjisténé haplotypy bud’ byly unikétni
pro dané jedince, nebo se vyskytovaly sice u vice jedinct, ale ve vice lokalitach
zaroven. Ve srovnani koknatenovanych markeri byl zajimavy zejména druh
L. sericata, ktery se pro mitochondrialni oblasti jevil jako nejmén¢ variabilni, av§ak
v oblastech jadernych byl variabilni zdaleka nejvice.

Na zéavér byl vytvofen spoleény konkatenovany marker vSech uspésné
sekvenovanych oblasti, ¢imz bylo dosazeno nejvy$§iho mozného pocétu haplotypd.
Ovsem ani tento zptsob se neukazal jako u¢inny pro odliseni jednotlivych populaci,
jelikoz podobné jako v predchozich piipadech konkatenovanych markert pro
mitochondridlni oblasti byla sice pfitomna velmi vysoka haplotypova diverzita (zde
jesté o néco vyssi), ale ta uz dosahovala takovych hodnot, ze prakticky kazdy jedinec
byl charaktetizovan svou unikatni sekvenci (haplotypem). Souvislost mezi
konkrétnimi zménami ve struktuie DNA a mistem ptvodu nebyla pozorovana.

Jednim z davodd, které mohly zpusobit neprikazné vysledky pro genetickou
diferenci populaci, by mohlo byt nedostate¢né mnozstvi analyzovanych jedinct.
Jelikoz se jednalo pouze o pilotni studii, nebyl dale kladen velky duraz na vybér
lokalit a rovnomérné zastoupeni poctu jedinci zkoumanych druhti. Dalsi vyzkum by
proto mél tuto praci rozsifit o vétsi pocet analyzovanych vzorkd, které by konkrétni
druhy zastupovaly ve stejném poméru a také by predev§im meély byt vybrany
vzdalenejsi lokality, nejlépe i mimo tuzemi CR.

Otazkou stale zustava, zda hledany univerzalni marker pro detekci
geografickych populaci riznych forenzné€ vyznamnych druhii z ¢eledi bzuéivkovitych
vibec existuje. Lze uvazovat také o moznosti, Ze by hledany marker byl
predstavovan odlisnymi lokusy pro rizné druhy, jelikoz v této praci se variability
zkoumanych markerd mezi jednotlivymi druhy riznily. Pfipadné by také mohl byt
predstavovan konkatenovanymi markery rtiznych lokust, jelikoz byl potvrzen nartst
haplotypovych diverzit v téchto ptipadech.

Jako pomérné pravdépodobnd se vSak jevi moznost, Ze piipadné nalezeni
markeru vhodného pro zkoumani populac¢ni struktury bude velice obtizné nebo
dokonce i nemozné. Tomu nasvédCuje to, ze i kdyz byly nékteré z analyzovanych
oblasti pomérné vyrazn¢ variabilni a bylo dosazeno vysokych haplotypovych diverzit,
nedoslo k rozdéleni geografickych populaci, naopak jednotlivé haplotypy se mezi

lokalitami prolinaly. Navic pro tuto moznost svéd¢i i biologie zajmovych druhu,
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pravdépodobné se totiz jedna o kosmopolitni populace, které se od sebe nijak vyrazné

neodlisuji.
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6 ZAVER

Na zakladé¢ literatury a prace s databazemi sekvenci genu zajmovych druht
byl vytipovan soubor DNA markerd, které by mohly byt pouzitelné pro identifikaci
forenzné vyznamného hmyzu na tGrovni populaci. Nasledné se podafilo ziskat
sekvence 4 oblasti mitochondrialniho genomu (COI, ND6, CytB a ¢ast variabilni
domény CR) a 4 oblasti jaderného genomu (introny gentt RP L12, RP S12, RP S13 a
Pp2).

Pro marker COIl byla ovéfena UspéSnost druhové identifikace, avsak pro
identifikaci niz8ich urovni se dle ptredpokladu variabilita této oblasti ukazala jako
nedostate¢na. Ostatni oblasti mitochondrialniho genomu byly v rdmci jednotlivych
druht vice variabilni, ani tato variabilita vSak nezajistila spolehlivé odliSeni
jednotlivych populaci.

Analyzované jaderné markery se naproti tomu ukazaly jako vyrazné
konzervované, ve vétSiné piipadi dokonce zcela monomorfni, proto rozdéleni
jedincu do populaci podle mista jejich vyskytu nebylo mozné.

Lepsi vysledky nepfineslo ani spojovani jednotlivych markerd do
konkatenovanych soubori. Ackoli bylo timto zpiisobem dosazeno vySSich pocti
haplotypt pro jednotlivé druhy, tyto haplotypy se vyskytovaly nezavisle na lokalitach.

Zjisténe vysledky tak naznacuji, Ze zdjmové druhy jsou tvofeny velkymi
kosmopolitnimi populacemi, které se ve struktuie DNA nikterak vyrazné neodliSuji.
Toto tvrzeni by vSak bylo vhodné ovéfit dalsi rozsahlejsi studii, ktera by pracovala
S vyS$§im poctem jedincii a vzdalengj$imi lokalitami s pokud moZzno rovnomérné

zastoupenymi druhy.
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8 PRILOHY

Priloha 1:

Seznam pouzitych

sekvenci

COl

Z databaze

BOLD Systems

(http://lwww.barcodinglife.org/). Zkratky zemi podle mezinarodnich

tiipismennych kodi dle ISO.
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z databaze

Metamiga

(http://amiga.cbmeg.unicamp.br/) pro urceni mezidruhové variability

Piiloha 2: Ptehled pouzitych mitogenomu
mitochondrialnich genti kddujich proteiny.
Druh Kdéd genomu
Lucilia porphyrina NC 019637
Chrysomya albiceps NC 019631
Hemipyrellia ligurriens NC 019638
Chrysomya bezziana NC 019632
Protophormia terraenovae NC 019636
Lucilia cuprina NC 019573
Chrysomya saffranea NC 019635
Chrysomya rufifacies NC 019634
Calliphora vicina NC 019639
Chrysomya megacephala NC 019633
Lucilia sericata NC 009733
Chrysomia putoria NC 002697
Cochliomyia hominivorax NC 002660

Priloha 3: Hodnoty parovych Fst jednotlivych mitochondrialnich markert pro druh

C.vicina (pod diagonalami) a jejich hodnoty pravdépodobnosti (nad

diagonalami).
. Kralupy
Plaiany | Praha n VIt
CytB
Planany - 0,991 0,414
Praha -0,075 - 0,279
Kralupy n. Vit. | -0,013 0,086 -
ND6
Planany - 0,514 0,847
Praha -0,004 - 0,991
Kralupy n. VIt. | -0,087 -0,186 -
CR
Planany - 0,477 0,991
Praha 0,007 - 0,820
Kralupy n. VIt. -0,094 -0,107 -
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Priloha 4: Hodnoty parovych Fst jednotlivych mitochondrialnich markert pro druh

L. caesar (pod diagonalami) a jejich hodnoty pravdépodobnosti (nad

diagonalami).
Krométiz | Piibram | Ptice | Vraz
CytB
Kromeériz - 0,613 0,649 0,477
Piibram -0,071 - 0,991 0,649
Ptice -0,092 -0,216 - 0,559
Vraz -0,031 -0,162 -0,012 -
ND6
Kromeériz - 0,414 0,748 0,279
Pribram | -0,036 - 0,991 0,838
Ptice -0,085 -0,254 - 0,198
Vraz 0,087 -0,114 0,250 -
CR
Kromériz - 0,603 0,937 0,252
Pribram | -0,060 - 0,991 0,261
Ptice -0,241 -0,379 - 0,991
Vraz 0,164 0,065 -0,111 -

Priloha 5: Hodnoty parovych Fst jednotlivych mitochondrialnich markert pro druh

L. sericata (pod diagonalami) a jejich hodnoty pravdépodobnosti (nad

diagonalami).
Plaiiany | Bukovno| Bysice
CytB
Plaiiany - 0,468 0,468
Bukovno 0,286 - 0,728
BySice 0,500 -0,043 -
ND6
Plaiiany - 0,297 0,991
Bukovno 0,474 - 0,991
BySice 0,000 0,000 -
CR
Plaiiany - 0,649 0,991
Bukovno -0,036 0,991

BySice 0,000 -0,263 -
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Priloha 6: Hodnoty parovych Fsr jednotlivych mitochondrialnich markerd pro druh

P. regina (pod diagonalami) a jejich hodnoty pravdépodobnosti (nad

diagonalami).
Bysice | Cervena Lhota
CytB

BySice - 0,991

Cervena Lhota 0,135 -
CR

BySice - 0,991

Cervena Lhota 0,287 -

Priloha 7: Hodnoty péarovych Fst jadernych konkatenovanych markeri pro
jednotlivé druhy (pod diagonalami) a jejich hodnoty pravdépodobnosti

(nad diagonalami).

C. vicina
Planiany Praha Kralupy n. VIt X
Plaiiany - 0,991 0,991 X
Praha -0,098 - 0,991 X
Kralupy n. VIt. 0,000 -0,055 - X
L. caesar
Kromériz Pribram Ptice Vraz
Kromériz - 0,991 0,991 0,991
Piibram 0,000 - 0,991 0,991
Ptice 0,000 0,000 - 0,991
Vraz 0,000 0,000 0,000 -
L. sericata
Plaiiany Bukovno Bysice X
Plaiiany - 0,829 0,991 X
Bukovno -0,192 - 0,378 X
BySice 0,000 0,041 - X
P. regina
Bysice Cervena Lhota X X
BySice - 0,991 X X
Cervena Lhota 0,000 - X X
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Priloha 8: Testy neutrality mitochondrialnich markerG pro jednotlivé druhy a

lokality, S =pocet segregujicich mist, MNPD = priméra parova

diverzita (mean number of pairwise diffences), zkratky lokalit viz

tabulka I.
Pocet Pocet Tajimiiv test Fuiiv test
Druh [Lokalita vzorkil S |MNPD alel Tajimovo p Fuovo p
D hodnota| Fs [hodnota
ND6
C PL 4 4 12333 | 4 0,650 0,803 | -1,622 | 0,053
viciﬁa PH 7 3 | 1,238 3 0,050 0,576 | 0,406 | 0,538
KV 5 3 | 1,200 3 -1,048 0,076 | -0,186 | 0,272
KR 6 6 | 2,600 5 -0,060 0,485 | -1,565 | 0,084
L. PB 4 6 | 3333 | 4 0,180 0,700 | -1,082 | 0,100
caesar PT 3 3 | 2,000 3 0,000 1,000 | -0,693 | 0,115
VR 2 1 | 1,000 2 0,000 1,000 | 0,000 | 0,262
L PL 2 1 | 1,000 2 0,000 1,000 | 0,000 | 0,251
seric.ata BU 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
BY 2 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
CytB
c PL 4 2 | 1,000 2 -0,710 0,291 | 1,098 | 0,597
viciﬁa PH 7 3 | 0,857 3 -1,358 0,092 | -0,237 | 0,269
KV 5 3 | 1,600 3 0,699 0,766 | 0,276 | 0,492
KR 6 7 | 3,133 5 0,128 0,588 | -1,200 | 0,142
L. PB 4 8 | 4,667 4 0,687 0,779 | -0,615 | 0,203
caesar PT 3 5 | 3,333 3 0,000 1,000 | -0,077 | 0,225
VR 2 3 | 3,000 2 0,000 1,000 | 1,099 | 0,410
L PL 2 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
seriéata BU 5 2 | 1,200 2 1,459 0,965 | 1,688 | 0,747
BY 2 2 | 2,000 2 0,000 1,000 | 0,693 | 0,389
P. BY 4 18 | 10,167 | 4 0,363 0,718 | 0,353 | 0,357
regina CL 1 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
CR

c PL 4 5 |15500| 3 -0,797 0,171 | 3,377 | 0,902
viciﬁa PH 7 10 | 8,095 6 -0,357 0,360 | -0,222 | 0,369
KV 3 5 | 4,667 3 0,000 1,000 | 0,308 | 0,388
KR 6 12 | 6,000 5 0,476 0,650 [ -0,036 | 0,380
L. PB 4 6 | 4,667 4 1,168 0,837 | -0,615 | 0,184
caesar PT 2 5 | 6,000 2 0,000 1,000 | 1,792 | 0,502
VR 2 2 | 4,000 2 0,000 1,000 | 1,387 | 0,460
L PL 2 1 | 1,000 2 0,000 1,000 | 0,000 | 0,261
seriéata BU 4 6 | 3833 | 4 -0,314 0,545 | -0,884 | 0,141
BY 2 2 | 3,000 2 0,000 1,000 | 1,099 | 0,437
P. BY 4 10 | 5,166 3 -0,528 0,440 | 1,557 | 0,706
regina CL 1 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
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Priloha 9: Testy neutrality konkatenovanych jadernych markerti pro jednotlivé druhy
a lokality, S =pocet segregujicich mist, MNPD = pramérna parova

diverzita (mean number of pairwise diffences), zkratky lokalit viz tabulka I.

Pocet Pocet Tajimuv test Fuiiv test
Druh [Lokalita vzorki S |MNPD alel Tajimovo p Fuovo p
D hodnota| Fs [hodnota

c PL 4 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
viciﬁa PH 7 1 | 0,286 2 -1,006 0,229 | -0,095 | 0,214
KV 5 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
KR 6 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
L. PB 4 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
caesar PT 3 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
VR 2 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
L PL 2 4 | 4,000 2 0,000 1,000 | 1,386 | 0,473
seric.ata BU 5 5 [ 2200 | 4 -0,562 0,384 | -0,848 | 0,131
BY 2 3 | 3,000 2 0,000 1,000 [ 1,099 | 0,428
P. BY 4 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
regina CL 1 0 | 0,000 1 0,000 1,000 | 0,000 N.A.
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Priloha 10: Dendrogram oblasti COIl (Neighbor-Joining, Tamura 3 - parametr,
Pairwise deletion, Bootstrap 1000). Strom zakofenén pomoci druhu P.

regina. Jednotlivé lokality jsou odliseny barevné.
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Priloha 11: Spole¢ny dendrogram oblasti COI, ND6, CytB a CR (Neighbor-Joining,
Tamura - Nei, Pairwise deletion, Bootstrap 1000). Strom zakofenén
pomoci druhu P. regina. Jednotlivé lokality jsou odliSeny barevné.
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Priloha 12: Spole¢ny dendrogram oblasti RP S12, RP S13, RP L12 a P52 (Neighbor-
Joining, Tamura 3 - parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 1000). Strom

zakotfenén pomoci druhu P. regina. Jednotlivé lokality jsou odliseny

barevné.
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