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1. Uvod

Téma mé bakalarské prace spada do oboru forenzni entomologie a navazuje na
diplomovou praci (Klojdova, 2018), ktera se zabyvala testovanim molekularnich markera pro
studium genetické variability vyznamnych druhti much Celedi bzucivkoviti (Calliphoridae).
V mé studii byly obdobnym zptusobem otestovany dalsi forenzné vyznamné druhy, a to
z rozmanité Celedi masarkovitych (Sarcophagidae). Stejné jako v predchozi studii byly

zpracovany druhy b&zné se vyskytujici v Ceské republice.

Masarky jsou ve forenzni entomologii dulezité zejména pro stanoveni doby kolonizace
téla hmyzem, ktera napomaha k odhadu tzv. post mortem intervalu (PMI), doby mezi smrti a
nalezem téla. Ke spravnému urCeni PMI je tieba pfesné stanovit o jaky druh hmyzu,
kolonizujici mrtvé télo, se jedna. Druhovéa identifikace je v tomto pfipadé velmi obtizna, nebot’
juvenilni stadia dvouktidlého hmyzu jsou morfologicky velmi tézko rozlisitelna. Z tohoto
divodu stale vice roste dalezitost molekularnich markerd, které si s timto problémem poradi.
Ve své praci jsem se proto zamefila na otestovani molekularnich markera pro studium jejich

genetické variability.

1.1 Forenzni entomologie

Forenzni entomologie je veédni disciplina, ktera se zabyva studiem ¢lenovcl, zejména
hmyzu, spojeného se zloCiny a dal§imi aspekty soudniho systému. Tato disciplina obvykle
zahrnuje identifikaci hmyzu a jinych ¢lenovci, nalezenych na lidskych ostatcich nebo v jejich
blizkosti, jako pomoc pfi uréeni tzv. post mortem intervalu (PMI), tedy dobou mezi smrti a

nalezem t€la (Durden and Mullen, 2002; Amendt et al., 2011).

PMI se stanovuje na zakladé druhového slozeni a stupné vyvoje hmyzu, nalezeného na
kadavérech. K presnému stanoveni PMI je vsak tfeba také zohlednit rizné faktory, ovliviyjici
vyvoj hmyzu. Mezi ty nejdalezit€jsi patii zejména teplota, typ a vlhkost prostiedi nebo také
vliv dal$ich organisma. Dulezitou roli zde hraje mimo jiné i stav mrtvoly, napfiklad hmotnost,
vék, pohlavi, zdravotni stav, nebo zda jsou na t&le n&jaka poran&ni (Sulakova, 2006). Pfesnost
urCeni se u kratkodobych PMI (do 3 - 5 tydnt) pohybuje v rozmezi 1 - 5 dni, u kadavéru

star§ich piesnost klesa na uréity tyden, mésic nebo &étvrtleti (Sulakova and Eliasova, 2012).

Forenzni entomologie také muze poskytnout dal§i dulezité informace, které

kriminalistim pomohou vyfesit dany pfipad, naptiklad zda doslo k pfesunu ostatkti nebo na
1



kterém misté byly uchovavany. Toxikologickym a molekuldrnim rozborem hmyzu se da
odhalit pfi¢ina umrti. V extrémnim piipadée také totoznost zemfelého, a to, pokud je analyza
DNA ze stfevniho obsahu hmyzu efektivnéj§i nez ztéla v pokrocilém stadiu rozkladu.
V neposledni fad€ ji 1ze vyuzit jako velmi u€inny nastroj prokazani zanedbani péce u ¢lovéka

1u zvifat (Amendt et al., 2011; Anderson and Huitson, 2004).

1.1.1 Sukcese hmyzu

Béhem procesu dekompozice se jak na mrtvole, tak 1 v jejim okoli vyskytuje velké
mnozstvi druhti ¢lenovel, zejména hmyzu, které lakaji pii rozkladu uvolfiujici se tékavé latky,
tzv. apeneumony. Ke kolonizaci téla hmyzem dochazi béhem rtznych stadii rozkladu.
Kenneth G.V. Smith (1986) rozdélil hmyz, ktery lze nalézt na kadavérech, do 4 riznych
ekologickych kategorii. Prvni kategorii tvofi nekrofagni druhy, zivici se mrtvou tkani. Patii
sem napiiklad zastupci cCeledi bzucivkovitych (Calliphoridae) nebo masatkovitych
(Sarcophagidae). Do druhé kategorie zafazujeme predatory a parazity nekrofagnich druhd
hmyzu, napfiklad zastupce radu brouku Celedi drabc¢ikovitych (Staphylinidae). Treti v poradi
jsou vSezravé druhy, mezi které patii naptiklad vosy (Vespoidea), mravenci (Formicidae) a
nektefi brouci (Coleoptera). Tyto druhy nepatii mezi nekrofagy, ale mohou pouzit mrtvou tkan
jako zdroj potravy, kdyz je k dispozici. Posledni skupinou jsou adventivni druhy, pro néz
slouzi mrtvé télo naptiklad jako tkryt, jsou to hlavné pavouci (Araneae) nebo zastupci radu

chvostoskokt (Collembola).

V oblastech, které patii do mirného pasu, tedy i Ceska republika, rozlisujeme zpravidla
5 stadii rozkladu (sukcesnich vIn). Pro kazdou fazi jsou typické rizné druhy hmyzu. Pocatecni
faze, Cerstvé télo, predstavuje Uplny pocatek dekompozice. Probiha hned po smrti nebo jiz pii
umirani. Typickym druhem hmyzu, vyskytujici se v této fazi, jsou mouchy =z celedi
bzucivkoviti (Calliphoridae). Pfi nasledujici fazi nadmutého téla vznikaji v dasledku
bakterialniho rozkladu pachnouci plynné latky, které ptitahuji dalsi druhy hmyzu, naptiklad
mouchy z Celedi masarkovitych (Sarcophagidae). S nimi se setkavame zejména pii nalezech
mrtvych tél v bytech. Treti fazi je biochemicky aktivni rozklad, pfi némz dochazi jednak
k fermentaci proteinu a dale ke zmydelnéni tuka se vznikem mastnych kyselin. Tyto kyseliny
slouzi jako lakadlo pro dalsi specifické druhy hmyzu, naptiklad zastupce celedi mouchovitych
(Muscidae). Nasleduje faze pokrocilého rozkladu, kdy dochazi k ¢pavkové fermentaci zbylych
mekkych tkani, objevuji se zde drobné musky z Celedi hrbilkovitych (Phoridae). Dalsi fazi je
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vysychani mékkych tkani. Po dokoncéeni rozkladu z mrtvého téla zastanou kosti, ojedinéle

chrupavky, vazivo, vlasy a t&lni ochlupeni (Sulakova, 2014).

1.1.2 Celed® Masa¥koviti (Sarcophagidae)

Z taxonomického hlediska Celed” masatrkovitych spada do fiSe zivo¢ichové (Animalia),
kmene Clenovci (Arthropoda), tfidy hmyz (Insecta), fadu dvoukiidli (Diptera) a nadCeledi
Oestroidea. Mnoho zastupct se v juvenilnich stadiich zivi mékkou tkani zvitecich tél, coz dalo
této skupiné Cesky ndzev masarkoviti. Je to druhové bohata celed’, ktera zahrnuje vice nez
2 600 popsanych druhti, okupujicich témér cely svét. Dospélé jedince (Obr. 1) 1ze rozeznat
podle Sedé nebo Cerné barvy se tfemi ¢ernymi podélnymi pruhy na stfedohrudi (mesothoraxu).
Dalsim znakem je kostkovany nebo skvrnity zadecek (Povolny and Verves, 1997; Pape, 1996;
Shewell, 1987). RozliSeni nékterych druht ¢i rodu je velmi obtizné, zejména pak
identifikace larev nebo dospélych samicek (De Carvalho and De Mello-Patiu, 2008).
Z hlediska zivotniho cyklu jsou masaiky obvykle vejcozivorodé, misto vajicek kladou zivé
larvy prvniho instaru pfimo na mrSinu, trus, rozkladajici se material nebo do otevienych ran

savcu (Povolny and Verves, 1997). Jejich velikost se pohybuje od nékolika milimetra do skoro

dvou centimetri (Povolny, 2005). Nejcastéji se vyskytuji v teplych tropickych oblastech
(Pohjoismaéki et al., 2010).

Obr. 1: Sarcophaga carnaria, ptedstavitel rodu masatkovitych, jeden z nejbéznéji se

vyskytujicich druhtt v CR (https://www.biolib.cz/).


http://www.biolib.cz/

Sarcophagidae 1ze rozdélit do 3 podceledi. Prvni tvoti Miltogramminae, druhy malé az
sttedné¢ velké wvelikosti s velkyma ocCima a ovalnym nebo zuzujicim se zadeCkem
(abdomenem). Velka vétSina Miltogramminae jsou kleptoparazité solitérnich vcel a vos.
Druhd podceled” Paramacronychiinae, obecné stfedné velké druhy, zahrnuje predatory
nedospélych Cmelakt (Brachicoma) a také obecné mrchozrouty a hmyzi predatory
(Sarcophila, Wohlfahrtia). Zastupci Sarcophaginae, tvorici posledni podceled’, jsou velké a
robustni a také biologicky rozmanité. Do této skupiny se fadi rod Sarcophaga. VétSina
zastupcu tohoto rodu jsou mrchozrouti mrtvého hmyzu nebo mensich obratlovet a nékolik
druht se zivi vét§imi mrSinami obratlovcd. Zastupci se také zivi exkrementy a rozkladajici se

rostlinnou hmotou, proto je miizeme nalézt v blizkosti latrin a komposta (Pape, 1996).

Masartkoviti jsou jednou z Celedi hmyzu, které jsou povazovany za dulezité pro forenzni
entomologii. Nejsou prevladajicim typem hmyzu, ktery se vyskytuje ve forenzné€ vyznamnych
situacich. Pokud jsou vSak pfitomny, mohou pfinést cenny dikaz (Nishida, 1984; Goff, 1991).
Samicky kladou zivé larvy na zdechlinu, avSak az v druhém sledu po urCitém vyvoji larev
bzucivek v mrtvém téle. Larvy masatek jsou predatofi, ktefi se zivi mimo jiné také larvami
bzucivek. Mohou byt kladeny v blizkosti nebo pfimo na mrtvé télo, do kterého nasledné
pronikaji sliznicemi (o¢i, Gsta, nos), pomoci t€lnich otvora (napt. pohlavnich) nebo krevnim

obéhem (krvavé rany).

Masarky jsou dilezité také z medicinského hlediska. Rada druh@ patfi do skupiny
dvoukiidlého hmyzu, jehoZ larvy parazituji v télech obratlovct, veetné ¢lovéka, a zpisobuji
tak onemocnéni myiazu (Povolny, 2005). Masarky patii do skupiny fakultativnich paraziti.
Tento zplisob zivota tak pro né€ neni nezbytny. Zastupci této skupiny se vyviji hlavné na
odumfelych tkanich rostlin a zivocichl, na zZivych tkanich parazituji pouze fakultativné

(Sulakova, 2014).

Celosvétoveé nejbéznéjsi druhy, zpusobujici myiazu, jsou Wohlfahrtia magnifica, S.
crassipalpis a S. ruficornis. V nagich zem&pisnych $itkach se viak nevyskytuji. V CR patii
mezi bézné druhy masarek, zptsobujici tuto nemoc, S. africa a S. argyrostoma (Shang et al.,
2019). U lidi se ¢asto toto onemocnéni objevuje disledkem zanedbani péce typicky u starSich
lidi, déti nebo nemocnych. U zvitat se jedna o pfipady zanedbani péce a tyrani (Anderson and

Huitson, 2004).



1.2 DNA markery

Velkou c¢ast forenzné vyznamnych druhd dvouktfidlého hmyzu lze velice tézko
morfologicky rozli§it. Zejména u vajiek a larev prvniho instaru je to zcela nemozné. Pfitom
pro odhad PMI je spravné uréeni druhii nezbytné. Metody zalozené na DNA markerech mohou
tyto problémy vyftesit (Zehner et al., 2004; Harvey, Dadour and Gaudieri, 2003). Za geneticky
marker se povazuje gen nebo sekvence DNA, pomoci kterého lze identifikovat jedince,
populace nebo druhy. Sperling, Anderson and Hickey (1994) jako prvni navrhli test na bazi
DNA pro tento tcel. Velkou vyhodou DNA markert je bezesporu jejich aplikovatelnost na
vSechny zivotni stadia hmyzu a také na staré nebo poskozené vzorky (Wells and Stevens,

2008).

V soucasné dobé je pro entomologické vyzkumy k dispozici velka Skala DNA markert.
K nejstar§im patii polymorfismus délky restrikénich fragment (RFLP-restriction fragment
length polymorphism). Pfi této metodé dochazi prostiednictvim restrikénich endonukleaz,
rozeznavajici specifickd mista na DNA templatu, k rozStépeni molekuly DNA na malé
fragmenty. Ty jsou poté detekovany pomoci gelové elektroforézy (Loxdale and Lushai, 1998).
V praci (Ratcliffe er al., 2003) bylo RFLP pouzito k identifikaci larev u masafek a dalSich
forenzn€¢ vyznamnych celedi hmyzu bzucivkovitych (Calliphoridae) a mouchovitych

(Muscidae).

V soucCasnosti nejpouzivangj§i metodou, kterda se uplatiuje k detekci genetické
variability je sekvenace specifickych DNA fragmentd, tedy urceni variability v nukleotidové
sekvenci vybranych lokusti. Markery se zde rozdéluji podle pivodu na mitochondrialni a

jaderné (Avise, 1994).

1.2.1 Mitochondriilni DNA markery

Predpoklada se, ze mitochondrie se vyvinuly pfed vice nez miliardou let, usidlenim
volné zijici eubakterie v jiné buice (Margulis, 1970). Typicka hmyzi mitochondrialni DNA
(mtDNA) je zhruba 16 - 20 kb dlouh4, kruhova dvouvlaknova molekula, ktera postrada introny
(Hoy, 2003). Obsahuje dohromady 37 gent (13 gend koduyjicich proteiny, 2 geny pro
podjednotky ribozomalni RNA [rRNA] a 22 gent kodujicich transferovou RNA [tRNA]) a
také hlavni nekodujici oblast bohatou na AT nukleotidy, zvanou kontrolni oblast - CR (Obr.
2). Produkty téchto geni se spolecné sjadernymi proteiny a s RNA podileji na



mitochondrialni replikaci, transkripci, zpracovani mRNA a v neposledni fadé na translaci

(Clary and Wolstenholme, 1985; Boore, 1999).

Kazda bunka miize obsahovat az tisice mitochondrii a v kazdé z nich se objevuje vysoky
pocet kruhovych molekul DNA. Mitochondrie tak tvofi snadno dostupny zdroj DNA, i u
star§ich a degradovanych vzorkd. Mala velikost, relativné vysoka rychlost evolucnich zmén,
hemizigotni konstituce, u které neni problém s rozliSenim homozygott a heterozygott, a také
maternalni dédicnost, jsou dal§imi vyhodami, které mtDNA poskytuje (Hoy, 2003; Avise,
1994). Mitochondrialni DNA se pouziva viadé evoluCnich studii, jako je napfiklad
fylogenetika (Moore, 1995; Waugh, 2007), anebo velmi Casto také k identifikaci druha i studiu
populaci (Wells and Sperling, 2001; Waugh, 2007). VSech 13 gent, kodujici proteiny, mize
byt pouzito jako molekularni marker. Stejné tak jako nekodujici CR oblast, ktera se muze jevit
jako vysoce variabilni. U forenzné vyznamného hmyzu byla CR oblast charakterizovana
v praci, zabyvajici se Celedi bzucivkovitych (Calliphoridae) (Duarte, De Azeredo-Espin and

Junqueira, 2008).
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Obr. 2: Diagram ancestralniho mitochondridlniho genomu hmyzu (Cameron, 2014).
Jednotliva velka pismena znaci kodujici oblasti tRNA, modie jsou vyznaceny geny, kodujici
proteiny; oranzové podjednotky rRNA a fialové nekodujici kontrolni oblast. Sipky udavaji

smér transkripce.



1.2.1.1 Cytochrom c oxidaza I (COI)

Cytochrom ¢ oxidaza I tvofi hlavni podjednotku enzymatického komplexu IV, ktery je
poslednim ¢lankem v elektronovém transportnim fetézci v procesu oxidativni fosforylace. U
eukaryot se COI nachazi na vnitini mitochondrialni membrané. Komplex oxiduje cytochrom
¢ a vysledna energie se poté pouzije pro tvorbu protonového gradientu napiic membranou.

(Michel, 2013).

Gen koduyjici tento komplex je zaroven nejCastéji vyuzivanym , DNA barcode®
markerem, ktery se pouziva k identifikaci druhti zvifat. K amplifikaci pfiblizné 650 bp
dlouhého fragmentu jsou pouzivany univerzalni primery LCO - 1490 a HCO - 2198 (Folmer
et al., 1994). Od roku 2003, kdy byl COI gen navrzen jako univerzalni marker pro druhovou
identifikaci, prudce vzrostl pocet jednotlivych COI sekvenci dostupnych ve vefejnych
datovych  ulozistich. V databazi BOLD  (Barcoding of life  database,
http://www.boldsystems.org/) se nachazi vice nez 9 miliontt COI barcode sekvenci. Z hlediska
této informace je COI nejrozsifenéjsi sekvenacni genovou oblasti zivocisné fise (Hebert et al.,

2003; Pentinsaari et al., 2016).

U masaiek byl tento marker k identifikaci druhti uspésné aplikovan v fadé praci (napf.
Jordaens et al., 2013; Fuentes-Lopez et al., 2020). Studiim na trovni populaci se vSak u

masafek doposud nikdo systematicky nevénoval.

Castym problémem, ktery u COI markeru mizZe nastat, je kontaminace bakterialnim
endosymbiontem, jehoz gen pro COI se koamplifikuje spolecné s barcode markerem. Muze
tak dojit ke znesnadnéni spravného Cteni sekvence, a tedy ke zkresleni vysledka. Vétsinou je
timto endosymbiontem rod Wolbachia (Hurst and Jiggins, 2005). Tento problém je u masarek
opomijeny, 1 kdyz u Celedi bzucivkovitych (Calliphoridae) se jim nékolik studii zabyvalo

(napt. Whitworth et al., 2007).

1.2.2 Jaderné DNA markery

V jadre byva zpravidla nejvétsi zastoupeni genetické informace buiky. Nuklearni
genomy jsou mnohem vétsi nez mitochondrialni. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi od 10°
nukleotidovych bazi (= 1000 kb) u nékterych bakterii do 10! u nékterych rostlin (Parker et al.,
1998).


http://www.boldsystems.org/

Diploidni organismy obsahuji v jadie 2 kopie kazdého genu. Kodujici oblasti (exony)
jsou zde na rozdil od mitochondrialnich lokust prolozeny nekddujicimi oblastmi (introny)
(Parker et al., 1998). Nevyhodou jaderné DNA muze byt mensi mnozstvi kopii nezu mt DNA
a rychlejsi degradace. Kodujici oblasti jsou obvykle méné variabilni vlivem selekce, naopak
nekodujici mohou byt az hypervariabilni. Jako marker 1ze vyuzit kteroukoliv ¢ast nuklearniho
genomu Vv zavislosti na tom, jakym problémem se vyzkum zabyva, a jak vysoka variabilita je

tomuto problému odpovidajici (Loxdale and Lushai, 1998).

1.2.2.1 EPIC (= Exon - primed intron - crossing)

Tato metoda je zalozena na variabilité¢ intrond, a to bud na jejich pfitomnosti a
nepiitomnosti, jejich délce, anebo nukleotidové variabilité jejich DNA sekvenci. Pro PCR
amplifikaci markert typu EPIC jsou primery navrhovany v konzervovanych, respektive méné
variabilnich oblastech exond, obklopujicich sledovany intron. Odtud tedy pochazi zkratka

Exon - Prime, Intron - Crossing (EPIC) (Palumbi, 1996).

EPIC markery byly u Dipter uspé$né pouzity v mnoha populaéné-genetickych studii,
predevsim u komara (napf. Lessa, 1992; Daguin and Borsa, 1999; Villablanca, Roderick and
Palumbi, 1998). K vyuziti téchto markerd u hmyzu byl navrzen i soubor univerzalnich
primert, umoziujici amplifikaci 5ti lokust napfi¢ taxonomickymi skupinami (Palumbi, 1996).

U masatek pro tento ucel prozatim pouzity nebyly.

1.2.2.2 ITS (= internal transcribed spacer)

Marker ITS 1ze povazovat za specificky ptipad EPIC, nebot jde rovnéz o fragment, ktery
je vlozen mezi kodujici oblasti. Nejde vSak o introny a exony, ale dva transkribované useky,
oddélujici okolni ribozomalni geny. Ribozomalni DNA geny (rDNA) jsou usporadany do
jednotlivych klastra, které se tandemové opakuji (Obr. 3). Kazdy klastr obsahuje geny pro
188, 5.8S, 28S a u rodu Sarcophaga také 2S ribozomalni RNA (rRNA), coz je typické pro
dvouktidly hmyz. ITS se nachazi mezi 18S a 288 kodujicimi oblastmi a dale muze byt rozdélen
naITS1,lezici mezi 185 a 5.8S geny a ITS2, ktery se nachazi mezi 25 a 28S geny. Cela jednotka
je transkribovana RNA polymerazou I, v postranskripénich apravach poté dochazi k jeji

degradaci (Gerbi, 1985).
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Obr. 3: Schéma Ribozomalnich DNA gent, vCetné ITS (https://genome.cshlp.org/).

ITS?2 oblast predstavuje vice konzervativni strukturu, vhodnou pro identifikaci druhd.
Naproti tomu /7S] fragment se jevi jako vice variabilni, mohl by proto byt pouzit pro studium
populaci (Douglas and Haymer, 2001). Porovnavani ITS sekvenci se stava popularnim
nastrojem pro fylogenetickou analyzu blizce ptibuznych skupin, druhti a kment, coz dokazuje
velké mnozstvi publikovanych praci na toto téma. K identifikaci dipter pomoci metody RFLP,
ITS marker poprvé pouzila ve své studii Susan T. Ratcliffe a kolektiv (Ratcliffe et al., 2003).
Druhové identifikaci masatek pomoci I7S2 fragmentu se vénovalo nékolik studii. U vzorka
z Ciny to byla prace Song, Wang and Liang (2008), u korejskych jedinci byl lokus I7S2
otestovan v publikaci Park et al. (2018). Genetickou variabilitou markeru I7S se u masarek

z Malajsie zabyvala prace Roziah and Tan (2015).

ITS mé kromé nukleotidové variability dal$i zajimavou vlastnost, a sice ze vytvari
typické sekundarni struktury, které umoziuji zviditelnit konzervativni oblasti (smycky —
domény) a pfipadné tak usnadnit ,,alignment™ sekvenci. Uzite€nost sekundarnich struktur pro
fylogenetiku dvoukfidlych prokazali ve své praci Schlotterer ef al. (1994) nebo Young and
Coleman (2004). U rodu Sarcophaga se sekundarnimi strukturami zatim nikdo nezabyval.
Nejblizsi Celedi, u které byly predikovany jsou muchnickoviti (Simuliidae), v praci LaRue et

al. (2009).

1.2.3 Wolbachia

Wolbachia je gramnegativni intracelularni bakterie, ktera se fadi do rodu Rickettsia (De
Oliveira et al., 2015). Vyskytuje se pfedevsim u ¢lenovct a v mensi mife i u filarialnich hlistic.

U hmyzu se objevuje v samcich 1 samicich zarode¢nych linii, pfenos ale probiha vyhradné
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vertikalné pies samici zarode¢nou linii (Pietri, DeBruhl and Sullivan, 2016). Prizkumy uvadi,
ze priblizné 16 % veskerého hmyzu muze byt infikovano pravé timto mikroorganismem.
Wolbachia tak patii mezi viibec nejcastéji se vyskytujici popsané endosymbionty (Braig et al.,

1998).

Infekce je spojena predevS§im s reprodukénimi abnormalitami u hostitelského
organismu. Nejcastéji se vyskytujici abnormalitou je cytoplazmaticka inkompatibilita (CI),
kde dochazi pii pafeni infikovaného samce s neinfikovanou samickou ke smrti potomstva.
Zabijeni a feminizace samctu a indukce partenogeneze jsou dal§imi abnormalitami, které

Wolbachia zpusobuje (Braig et al., 1998).

Wolbachia ma také schopnost poskytovat odolnost proti mnoha parazitarnim a
bakterialnim patogeniim. Tato vlastnost umoziuje hostitelim, infikovanymi patogeny, prezit
a dale se rozmnozovat v situacich, kdy by neinfikovani hostitelé nepfezili. Naptiklad u komart
poskytuje Wolbachia rezistenci proti parazitu Plasmodium, zpisobujici zavazné onemocnéni
malarie (Pietri, DeBruhl and Sullivan, 2016). Podobna vyhoda by se dala predpokladat i u
forenznich dipter. Zatim vsak toto nebylo systematicky studovano. V ptfedchozich studiich
také bylo zjisténo, ze kmen Wolbachia (wWMelPop), izolovany z D. melanogaster, miize mit u
komarti i negativni vliv, ktery se projevuje snizovanim délky jejich zivota (Kambris er al.,

2009).

V Praci (Mingchay et al., 2014) se tomuto endosymbiontovi podrobné vénuji u
thajskych jedinct Celedi Muscidae, Calliphoridae a Sarcophagidae. Z celkového poctu 51
jedinct byla Wolbachia detekovana u 7 individui, druhtt H. pulchra, M. sorbens, S. dux, C.

megacephala, S. scopariiformis, M. domestica, C. megacephala.
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2. Cile prace

e Na zakladé publikaci vybrat molekularni markery pro detekci genetické variability u

forenzné vyznamnych druhti hmyzu z ¢eledi masarkovitych (Sarcophagidae).

e Otestovat vybrané markery u zvolenych druhd typickych pro Ceskou republiku.
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3. Material a metody
3.1 Material

Vzorky studované v této praci pochazi z 9 riiznych mist Ceské republiky a jsou souéasti

experimentu s prase¢imi kadavéry. Sbér a druhovou identifikaci jedinci provedla plk. Ing.

Hana Sulakova, Ph.D. z kriminalistického ustavu PCR Praha. Celkem bylo analyzovano 72

jedinct z Celedi masarkovitych, reprezentujicich 9 druht (Sarcophaga variegata, africa,

noverca, carnaria, albiceps, incisilobata, lehmanni, argyrostoma a caerulescens), které jsou

v CR nejb&zngjsi. Pro statistickou analyzu pomoci markeru COI byly piidany vefejné

dostupné sekvence z databazi GenBank a BOLD s dohledatelnym urcenim mista sbéru, které

obsahovaly alespori 550 bp (pfilohy 1 - 9). Material byl skladovan v etanolu nebo jako ususeny

pfi teploté -18°C. Tabulka I zachycuje prehled vzorka a jejich lokalit.

Tab. I: Piehled vzorkt a jejich lokalit.

Druh

Lokalita

Pocet

Souradnice

Sarcophaga variegata (Svar)

Ceperka (Cep)

5 ind

50.133 S, 15.773 V

Praha - Petiin (Pet) 2ind |50.085S, 14.386 V
Sarcophaga africa (Safr) Praha - Petfin (Pet) 1ind [50.085S, 14.386 V
Praha - Troja (PT) 5ind |50.121 S, 14.398 V
Sarcophaga noverca (Snov) Praha - Petfin (Pet) 1ind [50.085S, 14.386 V
Praha - Troja (PT) 3ind |50.121 S, 14.398 V
Sarcophaga carnaria (Scar) Ceperka (Cep) 2ind |50.1338S,15.773 V
Praha - Petiin (Pet) 2ind [50.085S, 14.386 V
Praha - Troja (PT) 3ind [50.121 S, 14.398 V
Sarcophaga albiceps (Salb) Praha - Petfin (Pet) 1ind [50.085S, 14.386 V
Praha - Troja (PT) 6ind |50.121 S, 14.398 V
Sarcophaga incisilobata (Sinc) | Ceperka (Cep) 2ind [50.133S,15.773 V
Praha - Petiin (Pet) 2ind [50.085S, 14.386 V
Sarcophaga lehmanni (Sleh) Ceperka (Cep) 15ind |50.133S, 15.773 V
Praha - Petiin (Pet) 2ind [50.085S, 14.386 V
Sarcophaga argyrostoma (Sarg) |Praha - Veleslavin (Vel) 2ind |50.087 S, 14.347V
Praha - Ujezd n. Lesy (Unl) [lind [50.076 S, 14.659 V
Me¢lnik (M) 2ind [50.346 S, 14489 V
Praha - Stfizkov (PS) 3ind [50.125 S, 14.498 V
Mlada Boleslav (MB) 2ind [50,425 S, 14.909 V
Praha - Letiiany (PL) lind [50.134 S, 14.514V
Ceperka (Cep) 9ind |50.1338S,15.773 V

Lokality analyzovanych vzorkt byly pomoci soufadnic vyneseny do mapy, ktera je
zobrazena na nasledujicim obrazku.
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Obr. 4: Lokality analyzovanych vzorkd, 1 — Praha - Troja, 2 - Mélnik, 3 — Praha - Stfizkov, 4
- Mlada Boleslav, 5 - Praha - Letiany, ©6 - Ceperka, 7 - Praha - Petfin, 8 — Praha - Veleslavin,
9 - Praha - Ujezd nad Lesy.

3.2 Metody

3.2.1 Extrakce DNA

Izolace DNA byla provadéna z nohou masarek. Pro zjistovani pfitomnosti bakterie
Wolbachia bylo zapotiebi provést extrakci také ze zadecka. U vzorka skladovanych v etanolu
bylo nutné ho nejdrive odpafit, a to inkubaci tkané vlozené do 1,5 ml zkumavky na termobloku
(Thermomixer comfort, Eppendorf), zahfatém na 40°C. K extrakci DNA u obou typu tkani
byly vyuzivany 2 komercni kity, DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN) a DEP - 25 Extraction
Kit (Top - Bio). Bylo postupovano piesné podle pfilozenych protokolt. Po izolaci byla DNA
skladovana pti -18 °C.

3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Michéni reakéni smési probihalo v 0,2 ml zkumavkach na ledu. K PCR bylo standardné
vyuzivano péti komponent: ultracistda voda ddH»0, 10x zfedény reakcni pufr, mix
deoxyribonukleotidi dNTPs, dale ,,forward“ a ,revers” primery a DNA polymeraza. Vétsina
reakci byla michana s Unis Taq (Top - Bio) polymerazou. V piipadé, kdy se dany lokus
nedafilo amplifikovat, byla vyuzita TaKaRa ExTaq polymeraza (TaKaRa Bio). Nakonec bylo
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do zkumavky pfidano 1,5 pl templatové DNA. Reakéni smési obou pouzivanych polymeraz

jsou zobrazeny v tabulce II.

Tab. II: Reak¢ni smési.

TaKaRa

Unis Taq ExTaq
ddH»0 7,25 ul 7,75 ul
10x Unis Taq pufr/10x Ex Taq pufr 1,25 ul 1,25 ul
dNTPs (2,5 mM) 1 ul 1 ul
Primer - forward (SuM) 0,75 ul 0,75 ul
Primer-revers (SuM) 0,75 ul 0,75 ul
Unis Taq polymeraza (5U/ul) nebo TaKaRa ExTaq
polymeraza (5U/ul) 0,1 ul 0,05 ul
Templatova DNA 1,5 ul 1,5 ul

Nasleduyjici tabulka III zahrnuje piehled markerd a zaroven vSech k nim pouzitych
primert. Z mitochondrialnich markera byly otestovany lokusy COI - Cytochrom ¢ oxidaza I
a CR - kontrolni oblast, z jadernych lokust /7S - internal transcribed spacer i EPIC markery
(fragmenty ribozomalnich proteini - RPSI2, RPSI3, RPL, oblast beta 2 podjednotky
proteazomu (Pp2), EFla - elongacni faktor la a Wg - Wingless). Pro detekci bakterie rodu
Wolbachia byly vybrany lokusy 716S rRNA a Wsp - Wolbachia Surface Protein. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit chvostoskok Folsomia candida z laboratorniho chovu, u kterého mame

ovéfeno, ze je touto bakterii infikovan.

Primery pro PCR amplifikaci byly pfejaty z literatury. U vSech byla pfedem ovéfena
kvalita nasedani (tzv. ,,annealingu®) pomoci adekvatnich sekvenci zjedinych dostupnych

genomu rodu Sarcophaga, tedy S. bullata a S. peregrina.
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Tab. III: Piehled markerd a pouZitych primert. Zluté oznadeny usp&$né pouzité markery

k amplifikaci daného lokusu.

Marker |Lokus [Primery [Smér [SekvenceS'—3" Autor
mtDNA | COI LCO-1490 |F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG | Folmer et al., 1994
HCO-2198 | R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA | Folmer et al., 1994
CR ilfs_{_z F AGGGTATCTAATCCTAGTTT Simon e al., 1994
TM-N-193 |R GCTACTGGGTTCATACCCCA Simon e al., 1994
nDNA ITS ITSf1 F TACACACCGCCCGTCGCTACTA .;(,)()Z?)hang and He,
ITSrl R CTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGC ;Boz?)hang and He,
1975F F TAACAAGGTTTCCGTAGGTG Ratcliffe et al., 2003
52R R GTTACTTTCTTTTCCTCCCCT Ratcliffe et al., 2003
ITS18S | 18Sa3.5F |F TGGTGCATGGCCGYTCTTAGT Whiting, 2002
18S9R R GATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC Whiting, 2002
ITS28S ?%SaRd F CCCSSGTAATTTAAGCATATTA Whiting, 2002
28SRd3.2b | R TGAACGGTTTCACGTACTMTTGA Whiting, 2002
28SRd4.2b | R CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGG Whiting, 2002
Wg WgSF F ATGCGTCAAGAATGTAAATG Federico et al., 2018
Wg8R R TTACAGACACGTGTGTAT Federico et al., 2018
EPIC RP SI2 |RPSI2F |F AATCTTTAATTGCCGATGGTC Klojdové, 2018
RPSI2R |R GCTCCTTGACGACATCCAA Klojdové, 2018
RPSI3 |RPSI3F |F TACAGAAGAACCGTTCCCT Klojdové, 2018
RPSI3R |R ATCCTTGCGGTTACGTTCC Klojdové, 2018
RPL7 |RPL7F |F AAGGTGATCAGCAAGCGTG Klojdové, 2018
RPL7R  |R TTCAACTTGATGAAGACACC Klojdové, 2018
RPLI2 |RPLI2F |F GTGATGACATTGCCAAGGC Klojdové, 2018
RPLI2R |R TACACTTTGGGCAGTACCC Klojdové, 2018
Pp2 PB2F F CTTTTGAGGAATGGATTCCAA Klojdové, 2018
PB2R R TTTGTCTGTCGAGCCATG Klojdové, 2018
Villablanca,
EFla |EFO-5" |F TCCGGATGGCAYGGCGAGAAYATG | Roderick and
Palumbi, 1998
Villablanca,
EF2-3b  [R ATGTGAGCAGTGTGGCAATCCAA Roderick and
Palumbi, 1998
Wolbachia | 168 16Sf F TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT O°Neill et al., 1992
16Sr R GAATAGGTATGATTTTCATGT O°Neill et al., 1992
Zhou, Rousset and
Wsp Wspfl GTCCAATARSTGATGARGAAAC O'Nil. 1998
Zhou, Rousset and
Wsprl R CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA O'Nil. 1998
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3.2.2.1 PCR profily

PCR byla provadéna primarné v termocykleru TProfessional TRIO Thermocycler

(Biometra) a vmens§i mife v gradientovém termocykleru Mastercycler ep gradientS

(Eppendorf). Profily byly bud’ pfimo navrzeny dle slozeni primert a odhadované délky

amplikonu, anebo prevzaty z publikaci. V obou ptipadech musely byt dale optimalizovany.

Tabulka IV zobrazuje vSechny tspésné PCR profily.

Tab. IV: Seznam uspésné pouzitych PCR profila.

3.2.3 Gelova elektroforéza

Gelovou elektroforézou byla ovéfena uspéSnost PCR reakce a také byla pfiiblizné

COI ITS ITS 18S ITS 28S RPS12
1. Predenaturace | 94 °C/2 min | 95 °C/3 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/1 min
2. Denaturace 94 °C/30 s 95°C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s
3. Annealing 45°C/45 s 64 °C/30 s 55°C/40 s 50 °C/40 s 50 °C/40 s
4. Elongace 72 °C/1 min | 68 °C/3 min | 72°C/1 min | 72°C/l min | 72 °C/45s
5. Postelongace | 72 °C/2 min | 68 °C/10 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min
6. Uchovani 4 °C/oo 4 °Clo 4 °Clo 4 °C/oo 4 °Clo
Pocet cyklu 2 - 4 35 35 35 35
RPS13 RPLI2 EFla 165
1. Predenaturace | 94 °C/1 min | 94 °C/1 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min
2. Denaturace 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s
3. Annealing 50 °C/40 s 52 °C/40 s 55°C/45 s 52 °C/40 s
4. Elongace 72 °C/4S5 s 72°C/A5s | 72°C/1 min | 72°C/1.5 min
5. Postelongace | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/10 min
6. Uchovani 4 °C/oo 4 °Clo 4 °Clo 4 °CJoo
Pocet cykli 2 - 4 40 40 35 35

zjisténa velikost a koncentrace DNA fragmentt. Pro pfipravu 2 % agar6ézového gelu byly

nejprve 4 g agardzy rozpustény ve 200 ml 1x TAE pufru (50x TAE pufr: 2M TRIS, 1M

kyseliny octové, 0,05M EDTA). Rozpousténi probihalo v mikrovinné troubé do doby, nez byl

roztok zcela Ciry (bez krystalkti agarozy). Nasledné byl gel zchlazen na teplotu pfiblizné 50°C,

a to za stalého michéani pod proudem tekouci vody. Poté bylo pfidano 15 pl interkalacniho

barviva - ethidium bromidu. Zchlazeny roztok byl nalit do formy. Nakonec byly pifidany
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hiebinky pro tvorbu jamek a pomoci pipetovaci Spicky odstranény bubliny. Gel se nechal po

dobu 30 - 40 minut ve tmé tuhnout, nasledné byl skladovan v 1x TAE pufru pii teploté 4 °C.

Na hotovy gel byly nanaSeny 3 pl PCR produktu, které byly pipetovanim smichany s 1
ul nanaseciho pufru (700 ul ddH20, 300 pl glycerolu, 0,5 mg bromfenolové modii). Vedle
jednotlivych produkta byl na gel nanesen také velikostni marker (ladder), ktery slouzil k ur¢eni
velikosti daného fragmentu. Pro 2 % gel byl vyuzit marker Lambda DNA/EcoRI+Hind III
(Thermo Fischer Scientific). Samotna elektroforéza probihala 30 - 40 minut pfi napéti 120 V.
Separované fragmenty byly vyobrazeny pod UV svétlem. Nakonec byla pofizena pomoci

CCD kamery fotografie, jejiz ptiklad se nachazi na obrazku 5.

bp  na/DSpg %

5° 2188 ddH

9§ i
16,1 11
142 28
08 |05
. —A31 84 Li
(7
=]
[
1 BR4 RAH 1.2
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Obr. 5: Nalevo velikostni marker Lambda DNA/EcoRI+Hind III, napravo skute¢na fotografie
agarozového gelu se separovanymi fragmenty DNA (COI marker), 1. jamka - velikostni
marker (ladder), 2. - 8. jamka — amplifikované fragmenty COI u druhu S. caerulescens, 9.

jamka - negativni kontrola.

3.2.4 Precisténi vzorku

Aby mohly byt vzorky poslany k sekvenaci, musely byt nejdiive precistény od zbytka
primert a dNTPs. K tomuto tcelu byl vyuzit kit ExoFastAP, ktery se sklada ze dvou druha
hydrolaz, Exonukle4dzy I (20 U/ pl, ThermoFisher Scientific) a Termosenzitivni alkalické

fosfatazy (FastAP, 1 U/ ul, ThermoFisher Scientific). Do zkumavky s PCR produktem bylo
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ptidano vzdy 0,5 pl Exonukledzy I a 1 pl FastAP. Jelikoz bylo pracovano s enzymy, michéani
probihalo na ledu. Nasledné byl vzorek inkubovan v termobloku po dobu 30 minut pii 37 °C

a 15 minut pii 80 °C.

3.2.5 Sekvenace
Sekvenacni smés byla pfipravena smichanim 5 pl precisténého PCR produktu s 5 pl
ptislusného PCR primeru. Sekvenovani probihalo v laboratofich ve firmé Eurofins Genomics.

Vzorky byly do této firmy poslany v 1,5 ml zkumavkach.

3.2.6 Klonovani
Chromatogramy z ptimého sekvenovani PCR produktt markeru /7S mély velmi nizkou
kvalitu, a proto bylo nutné pro ziskani Citelnych sekvenci z jednotlivych druhtit PCR produkt

zaklonovat nasledujicim postupem.
a) Priprava agarovych misek pro kultivaci bakterii:

Agarova smés byla pfipravena smichanim 15 g agaru, 10 g tryptonu, 5 g kvasinkového
extraktu, 10 g NaCl a 11 destilované vody. Nasledné byla 60 minut klavovana. Po zchladnuti
byl pfidan ampicilin (1 pl amp/1 ml média). Poté byl agar nalit do Petriho misek. Po ztuhnuti
bylo dale na kazdou misku pfidano, a pomoci sterilni klicky rozetfeno, 64 pl X - galu

(12,5mg/ml) a 3,5 pl IPTG (240mg/ml).
b) Ligace PCR produktu do vektoru a transformace do bakterialnich bunék:

Obé tyto faze byly provedeny presné podle protokolu od vyrobce pGEM - T Easy Vector
Systems™  (Promega™). Jedinou vyjimkou bylo pfidani LB media (10g tryptonu, 5g
kvasinkového extraktu, 10g NaCl a 11 destilované vody), namisto uvedeného SOC media.

¢) Inkubace bakterii - tzv. modro - bila selekce:

Selekce klont bilé barvy obsahovaly klonovaci vektor s insertem, zatimco klony modré
barvy nikoliv. Klony bilé barvy byly sterilni Spic¢kou pieneseny do 50 pl ddH20 a
v termobloku, zahtatém na 95°C, byly 10 minut povatreny. Vysledny DNA templat mohl byt

pouzit pro novou PCR.
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3.2.7 Statistické vyhodnoceni

U vSech ziskanych sekvenci byla nejprve pomoci databaze NCBI BlastSearch
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) zkontrolovana jejich pfislusnost k danému lokusu ¢i druhu.
Nasledovala manualni uprava v programu Chromas 2.6.6, kde byly od sekvenci odstfizeny
primery a uvodni necitelné piky (zhruba 30nt na 5’konci). V programu Mega 6 (Kumar et al.,
2018) byly sekvence usporadany a u markert kodujicich proteiny byl zkontrolovan ¢teci
ramec (ORF — open reading frame). Nasledné bylo metodou ,, Muscle* vytvoreno sefazeni —
»alignment”. Tento program byl dale pouzit k zakladnimu vyhodnoceni nukleotidového

slozeni a stanoveni po¢tu konzervovanych, variabilnich a parsimonialné informativnich mist.

Dale byly sestrojeny predbézné fylogenetické stromy metodou standardni pro DNA
barcoding, tedy pomoci genetické vzdalenosti Kimura2 - parametru (K2P) (Kimura, 1980) a
Neighbour - Joining (NJ) algoritmu. Statisticka vyznamnost byla stanovena metodou bootstrap
(1000x). Presnéjsi fylogramy byly sestrojeny metodou Maximum Likelihood pomoci
programu IQ tree (Nguyen ez al., 2015) v on - line rezimu (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/). Na
tomto serveru byl nejdfive vybran nejvhodnéjsi model genetické vzdalenosti v modulu
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017), a poté vytvoreny fylogramy s bootstrapem
,ultrafast® (1000x) (Hoang et al., 2017). Vizualni uprava a zakofenéni dendrogramui bylo
provedeno v programu FigTree (Rambaut, 2009). Dendrogramy u vSech druhti Sarcophaga
byly zakofenény pomoci modelové S. bullata, jejiz sekvence byla ziskdna z databaze GenBank

(kod: KFO30488.1).

Program DnaSP 6 (Rozas et al., 2017) byl pouzit pro analyzu haplotypu - jejich
identifikaci a stanoveni haplotypové (Hd) a nukleotidové (m) diverzity, a dale jejich
naformatovani pro zpracovani v programu Arlequin 3.5 (Excoffier and Lischer, 2010). V

tomto programu byly provedeny testy neutrality - Fuiv a Tajimuv test.

Program PopArt 1.7 (Leigh and Bryant, 2015) byl uplatnén pro sestrojeni haplotypovych

siti metodou Median - Joining (Bandelt, Forster and Rohl, 1999) a jejich nasledné vizualizaci.

Izolace vzdalenosti, tedy mozna korelace mezi geografickou a genetickou vzdalenosti
populaci, byla vyhodnocena Mantelovym testem v programu GenAlEx 6.5 (Peakall and
Smouse, 2012), stejné jako v ném byla provedena klastrova analyza PCoA (Principal
Coordinate Analysis). Geografické vzdalenosti byly vypocteny z geografickych soufadnic
jednotlivych lokalit v programu GeoDist (Geographic Distance Matrix Generator) (Ersts,
2006).
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Pro vyhodnoceni variability u ITS markeru byly nejprve sekvence forward a revers
sestaveny do kontinualni sekvence (tzv. ,contig®) v programu SeqMan z programového
balicku DNASTAR Lasergene (DNASTAR, Inc.). Metodou klouzavého okénka (,,sliding
window™) v programu DNAsp bylo stanoveno rozlozeni variabilnich mist po celé délce

fragmentd. V tomto programu byla taktéz vyhodnocena nukleotidova variabilita.

Sekundarni struktura ITS fragmentt byla predikovana v modulu RNAfold (Lorenz et
al., 2011) na webovém serveru TheViennaRNA Web Services (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).Vizualizace byla provedena v modulu Forna (Kerpedjiev,

Hammer and Hofacker, 2015) na stejném serveru.

4. Vysledky

4.1. Testované markery

V ramci této prace bylo vybrano a otestovano celkem 12 molekularnich markert.
Mitochondrialni oblast COI se podafilo amplifikovat i osekvenovat u vétSiny jedinca
Sarcophagidae. Problém nastal u kontrolni oblasti, kde se 1 pfes opakovanou optimalizaci PCR
profilu amplifikace nepovedla u zadného vzorku.

U jaderného markeru ITS byla amplifikace tGspésna, avSak z divodu nekvalitnich

chromatogramt z ptfimého sekvenovani bylo nutné klonovani. To se podafilo u vSech 9 druhd.

Z EPIC markert se uspésné podafilo namnozit oblasti RP S12, RP S13 a RP L12. Dalsi
vybrané oblasti, RP L7 a PB2, se naopak precist nezdafilo. Lokus EF/a se sice amplifikovat
podarilo, ale nebyl zde nalezen zadny intron. Druhy vytipovany jaderny marker wingless se

nepodafilo ziskat u zadného z druht masarek.

Markery 16S a wsp byly pouzity k detekci bakterie Wolbachia. Pfitomnost této bakterie
se podafilo prokazat pouze u jednoho jedince z druhu S. caerulescens, a to pomoci markeru

16S.

4.1.1 Mitochondriilni markery — COI

Ze 72 analyzovanych vzorkd bylo 63 uspésné amplifikovano a osekvenovano.
Amplifikace se nepodafila u jednoho jedince druhu S. variegata a S. noverca, u 2 jedinca
druhu S. albiceps, S. lehmanni a u 3 jedincu S. argyrostoma. K uspésné ziskanym sekvencim

z Ceskych druha a populaci byly pro statistické analyzy ptidany sekvence z GenBank/BOLD
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databaze z raznych statd svéta, a to s dohledatelnym urcenim mista sbéru, které obsahovaly

alespon 550 bp (ptilohy 1 - 9).

Sekvence byly u kazdého druhu upraveny na stejnou délku. V tabulce V je prehled

zakladnich charakteristik nukleotidové variability.

Tab. V: Druhova geneticka variabilita mitochondrialniho COI markeru, N = délka sekvence,
C = pocet konzervativnich mist, V = pocet variabilnich mist, Pi = pocet parsimonialné

informativnich mist.

Druh Pocet jedincu N (bp) C A" Pi
S. africa 55 648 595 53 30
S. albiceps 83 648 583 65 41
S. argyrostoma 51 642 584 58 25
S. caerulescens 112 648 625 24 19
S. carnaria 124 653 629 25 10
S. incisilobata 31 644 624 20 7
S. lehmanni 33 644 627 17 11
S. noverca 10 644 641 3 1
S. variegata 157 644 604 40 17

Nejvice variabilnich mist bylo objeveno u S. albiceps, konkrétné 65, coz Cinilo 10 %
z celkové délky sekvence. Parsimonialné informativnich mist bylo nejvice taktéz u S. albiceps,
ato41. U S. noverca byla nalezena naopak pouze 3 variabilni mista (0,5 %) a 1 parsimonialné

informativni misto, tedy nejméné ze vSech studovanych druha.

Dale byla u kazdého druhu vypocitana prameérna frekvence nukleotidl, ktera je
zaznamenana v piilohach (Pfiloha 10). Z tabulky je patrné, ze prevazuje zastoupeni A-T

nukleotidi u vSech studovanych druhti masarek.

V programu DnaSP byla provedena analyza haplotypt, piehled vyhodnocenych

charakteristik je uveden v tabulce ¢. VL
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Tab. VI: Nukleotidova (w) a haplotypova variabilita (h, Hd).

Druh h Hd T

S. africa 13 0,621 0,009

S. albiceps 28 0,868 0,007
S. argyrostoma 22 0,816 0,008
S. caerulescens 10 0,575 0,013
S. carnaria 14 0,404 0,002
S. incisilobata 10 0,714 0,004
S. lehmanni 12 0,811 0,005
S. noverca 4 0,533 0,002
S. variegata 23 0,824 0,007

Nejvice haplotypt (28) bylo identifikovano u S. albiceps. U tohoto druhu byla zaroven
zjisténa nejvyssi hodnota haplotypové diverzity, a to 0,868. Naopak nejniz§i hodnota Hd
(0,404) byla zaznamenana u S. carnaria a nejmensi pocet haplotypt (4) u S. noverca. Hodnoty
nukleotidové wvariability se pohybovaly vrozmezi od 0,002 (u S. noverca) do 0,013

(u S. caerulescens).

Pro vizualizaci vyskytu haplotypt v jednotlivych statech byly v programu Popart
vytvoreny haplotypové sité, zobrazené v prilohdch (Pfiloha 11). Z haplotypovych sitich je

patrné, ze nedoslo k oddéleni populaci, jelikoz populace sdileji spolecné haplotypy.

V dalsim programu Arlequin byly spocitany testy neutrality, Tajimav a Fulv test, které
pomahaji identifikovat mozné demografické procesy. Zaporna hodnota testd neutrality
signalizuje populacni expanzi, kladna zase poukazuje na piisobeni nedavného ,,bottlenecku®,
tedy nahlého snizeni poctu jedinci. Vysledné hodnoty testi neutrality byly doplnény do
tabulky ¢. VIL
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Tab. VII: Testy neutrality pro jednotlivé lokality u vSech studovanych druhd, N - pocet
jedincg, S - pocet segregujicich mist, p - hodnota signifikance, zlut€ vyznaceny signifikantni

hodnoty. Zkratky lokalit byly vytvoteny podle mezinarodnich koda ISO.

Tajimovo | TajimovoD | Pocet Fuovo FS
Druh Lokalita| N S D p hodnota alel Fuovo FS | p hodnota
S. africa CZE 6 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
AUS 13 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
FRA 5 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
KEN 2 3 0.000 1.000 2 1.099 0.409
CHN 12 10 1.590 0.961 4 3.339 0.933
ESP 6 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
ITA 5 11 -1.199 0.045 3 2.055 0.827
USA 3 5 0.000 1.000 3 -0.077 0.213
DEU 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
ZAF 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
EGY 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
S. albiceps CZE 6 2 -0.050 0.424 3 -0.427 0.186
FRA 5 1 -0.817 0.304 2 0.090 0.305
KOR 5 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
CHN 48 21 -2.040 0.003 20 -17.141 0.000
POL 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
THA 2 2 0.000 1.000 2 0.693 0.376
BGD 9 1 -1.088 0.200 2 -0.263 0.186
SAU 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
IND 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
PAK 2 15 0.000 1.000 2 2.708 0.585
DEU 2 1 0.000 1.000 2 0.000 0.232
ESP 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
S. argyrostoma CZE 8 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
BEL 2 1 0.000 1.000 2 0.000 0.245
FRA 2 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
ITA 7 2 -1.237 0.124 2 0.856 0.599
ESP 32 46 -1.546 0.038 20 -6.332 0.013
S. caerulescens CZE 9 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
FRA 5 3 0.699 0.751 3 0.276 0.510
RUS 2 2 0.000 1.000 2 0.693 0.343
BEL 4 2 1.893 0.965 2 1.530 0.701
ESP 4 1 -0.612 0.376 2 0.172 0.345
FIN 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
DEU 3 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
CAN 83 13 0.003 0.574 4 5.691 0.961
USA 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.
S. carnaria CZE 8 1 -1.055 0.222 2 -0.182 0.211
DEU 100 9 -2.020 0.001 10 -11.268 0.000
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DNK 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

BEL 2 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

FRA 5 4 0.273 0.691 4 -1.012 0.127

GBR 4 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

ITA 4 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

S. incisilobata CZE 4 9 -0.492 0.412 4 -0.615 0.212
FRA 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

BGR 2 2 0.000 1.000 2 0.693 0.393

DEU 24 7 -0.914 0.200 6 -1.133 0.223

S. lehmanni CZE 16 11 -1.860 0.021 4 0.965 0.734
FRA 6 7 1.014 0.847 3 2.202 0.857

USA 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

ESP 3 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

ITA 6 3 -1.233 0.119 4 -1.813 0.022

GRC 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

S. noverca CZE 3 2 0.000 1.000 3 -1.216 0.091
FRA 2 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

ITA 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

BGR 1 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

DEU 3 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

S. variegata CZE 10 2 -1.401 0.030 2 0.586 0.440
BEL 7 2 0.206 0.605 3 -0.237 0.240

FRA 4 2 -0.710 0.276 2 1.099 0.633

ITA 9 6 -1.728 0.015 4 -0.450 0.253

GBR 3 1 0.000 1.000 2 0.201 0.405

ESP 2 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

EGY 35 7 -1.532 0.044 5 -1.102 0.231

NOR 2 1 0.000 1.000 2 0.000 0.245

BLR 16 7 1.237 0.913 5 1.277 0.776

DEU 59 8 -0.850 0.209 9 -3.095 0.050

HRV 6 3 -1.233 0.101 2 1.609 0.739

BGR 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

ROU 3 0 0.000 1.000 1 0.000 N.A.

N.A. = not applicable, nelze stanovit.

Testy neutrality byly signifikantni u ¢inskych populaci druhu S. albiceps, u Spanélskych
populaci druhu S. argyrostoma a také u némeckych populaci druhu S. carnaria. VSechny
populace mély zaporné hodnoty Tajimova D 1 Fuova FS a relativné velky pocet alel, mohlo

zde tedy dojit k nedavné expanzi populaci.
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Izolace populaci na zaklade geografické vzdalenosti byly analyzovany pomoci korelace
geografické a genetické (K2P) vzdalenosti, jejiz signifikance urcil Mantelav test. Vysledky

jsou sumarizovany v tabulce VIII a vizualizovany pomoci grafi (Obr. 6 a Priloha 12).

Tab. VIII: Manteliv test, Rxy = korela¢ni koeficient, p - hodnota signifikance.

Druh Rxy p

S. africa 0,288 0,04

S. albiceps 0,172 0,05
S. argyrostoma 0,579 0,07
S. caerulescens 0,788 0,022
S. carnaria 0,022 0,41
S. incisilobata -0,713 0,096
S. lehmanni 0,343 0,052
S. noverca 0,646 0,11
S. variegata 0,429 0,037

Hodnoty korelacniho koeficientu se pohybovaly od -0,713 do 0,788. Nejmensi hodnota
(Rxy = -0,713) byla zjisténa u druhu S. incisilobata, hodnota nejvyssi (Rxy = 0,788) byla
pozorovana u S. caerulescens. Pouze u druhi S. africa, S. caerulescens a S. variegata byla
hodnota p signifikantni (p <0,05), byla zde zjisténa urcita korelace mezi genetickymi a
geografickymi vzdalenostmi (Obr. 6). Naopak u vSech ostatnich druhti byla hodnota p >0,05,
vysledky byly tedy neprikazné (Piiloha 12).
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Obr. 6: Grafické znazornéni korelace mezi geografickou a genetickou (K2P) vzdalenosti, a)

S. africa, b) S. caerulescens, ¢) S. variegata.

Mozné shlukovani jedinct podle lokalit bylo analyzovano klastrovaci metodou hlavnich
soutradnic - Principal Coordinates Analysis (PCoA) na zakladé genetickych vzdalenosti.
Vysledné grafy jsou zobrazeny v piilohach (Ptiloha 13) a je znich patrné, ze nedoslo

k rozdéleni podle geografického ptivodu.

U kazdého druhu byly také v programu IQ Tree vytvofeny dendrogramy metodou
Maximum Likelihood (Ultrafast bootstrap). Dendrogramy u vSech druhi Sarcophaga byly
zakofenény pomoci modelové S. bullata (pfilohy 14 - 22). Stejné jako v predchozich
analyzach (haplotypové sit€, PCoA), u dendrogramu také nedosSlo k rozdé€leni vzorka do

klastri podle jejich geografické lokality, jednotlivé populace (lokality) se mezi sebou misily.
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4.1.2 Jaderné markery — ITS

PCR amplifikace celého ITS fragmentu byla u vétSiny druhG uspésna, ale piimé
sekvenovani tohoto produktu ne. U vSech chromatogramt (ve sméru forward i revers) byly
Citelné jen Casti sekvence, vétSinou vSak mély silné pozadi, at’ uz v disledku smichani s dalsi
sekvenci nebo s moznou sekundarni strukturou. Proto bylo nutné tyto PCR produkty

zaklonovat. Sekvenovani klonta poté vedlo k uspéSnému ziskani DNA sekvenci u vSech druhd.

Pozice jednotlivych fragmentt I7SI, 5.8S, 2§ a ITS2 byly stanoveny na zakladé
porovnani s fylogeneticky vzdalené;si D. melanogaster (Dmel) a fylogeneticky blizsi forenzni
mouchou Lucilia caesar (Lcae). Fragment 2S byl identicky u vSech druht, vcetné Dmel a

Lcae, proto nebyl pouzit do dalSich analyz.

4.1.2.1 Nukleotidova variabilita ITS
Nejprve byly urceny délky ITS sekvenci u jednotlivych druhii a nukleotidové frekvence.

ITS Sekvence byly porovnany s Dmel a Lcae. Hodnoty jsou zaznamenany v tabulce IX.

Tab. IX: Frekvence A-T a G-C nukleotidt a délka (= N) ITS sekvenci u jednotlivych druhi.

ITS ITS1 5.88 ITS2

A-U | G-C A-U | G-C A-U | G-C
Druh |N[bp]| [%] | [%] | Nfbp] | [%] | [%] | N[bp] | [%] | [%] | N{[bp]

Dmel | 1264 | 73.1 27 728 48.7 51.2 121 80.2 | 19.8 415

Lcae | 985 78.5 | 21.5 521 49.5 50.4 121 81.1 19 343

Safr | 1575 77 23 1107 49.5 50.4 121 79.8 | 20.2 347

Salb | 1435 | 77.7 | 224 954 48.7 51.2 121 80.6 | 194 360

Sarg | 1564 | 753 | 24.7 1069 49.5 50.4 121 80.2 | 19.8 374

Sbul | 1450 | 76.6 | 234 966 49.5 50.4 121 80.4 | 19.6 363

Scae | 1430 | 76.7 | 23.3 953 49.5 50.4 121 79.7 | 20.3 356

Scar | 1437 78 12 957 49.5 50.4 121 80.3 19.8 359

Sinc | 1436 | 772 | 22.8 956 49.5 50.4 121 79.9 | 20.1 359

Sleh | 1473 | 769 | 23.2 996 49.5 50.4 121 80 20 356

Snov | 1568 77 23 1074 49.5 50.4 121 79.9 | 20.1 373

Svar | 1438 78 22 958 49.5 50.4 121 80.3 19.7 359

Z tabulky je patrné, ze u ITS] a ITS2, na rozdil od 5.8S, pifevazuje zastoupeni A-U
nukleotidi pfed G-C nukleotidy. Primérna frekvence A-U nukleotidi u I7S/ u rodu

Sarcophaga Cinila 77 %, coz je zhruba 0 4 % vice nezu Dmel a 0 1,5 % méné nez u Lcae. U
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ITS2 byla primérna hodnota frekvence A-U nukleotidi 80 %, pfiblizné stejné frekvence byly
i u Dmel a Lcae.

ITS1 byl ze 3 porovnavanych fragmentt nejdelsi. U tohoto fragmentu lze pozorovat
délkovou variabilitu mezi druhy, ktera je zptisobena indely. Praimérna délka ITS] fragmentu
u Sarcophaga byla 999 bp, nejkratsi fragment obsahovala S. caerulescens (953 bp), nejdelsi
S. africa (1107). V porovnani s Lcae a Dmel byla priméma délka ITS u Sarcophaga o vice

nez 400 bp vétsi nez Lcae a o vice nez 200 bp vétsi nez Dmel.

Fragment 5.85 mél u vSech druht stejnou délku, 121 bp. ITS2 byl svou délkou mezi
druhy, podobné jako ITS1, variabilni. Primérna délka I7S2 u masarek byla 361 bp. Nejdelsi
fragment méla S. argyrostoma (374 bp), nejkratsi naopak S. africa (347 bp). Délka ITS2
fragmentu u Lcae a Dmel se nepatrné odliSovala, u Dmel byla 415 bp dlouh4, u Lcae méfila

343 bp.

Dale byla v programu DNAsp vyhodnocena geneticka variabilita /7S markeru, kterd je

zaznamenana v nasledujici tabulce X.

Tab. X: Geneticka variabilita jaderného ITS markeru, P = pocet polymorfismu, k = Pi
= vnitrodruhova variabilita v ramci Sarcophaga, K Lcae = divergence mezi Sarcophaga

a L. caesar, K Dmel = divergence mezi Sarcophaga a D. melanogaster.

P k K Lcae K Dmel
ITS1 163 0,121 0,341 0,498
5.8S 1 0,002 0,001 0,009
ITS2 69 0,055 0,208 0,393

Nejmén¢ variabilni byl 5.8S fragment, ktery obsahoval pouze 1 polymorfismus a
hodnota variability v ramci rodu Sarcophaga byla k = 0,002. Naproti tomu nejvétsi variabilitu
vykazoval ITS1, s hodnotou k = 0,121 a se 163 polymorfismy. U ITS2 byla vyhodnocena
variabilita k = 0,055 a 69 polymorfismi. Divergence mezi Sarcophaga a Lucilie caesar byla
nejmensi taktéz u 5.8S fragmentu a nejvétsi u I7SI, stejné tak tomu bylo 1 u porovnani

variability Sarcophaga s D. melanogaster.
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V programu DNAsp byly pomoci metody klouzavého okénka (,,sliding window*")

vytvoreny grafy (Obr. 7), znazoriujici rozlozeni variabilnich mist po celé délce sekvence.
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Obr. 7: Rozlozeni variabilnich mist po celé délce ITS sekvence, vlevo variabilita mezi

Sarcophaga a D. melanogaster, vpravo variabilita mezi Sarcophaga a L. caesar.

U obou grafii je patrné, Ze nejvice variabilni je ITS1 fragment, méné variabilni je ITS2 a
u 5.85 neni téméf zadna variabilita. Z grafi lze také vycist, ze mezi Sarcophaga a D.
melanogaster hodnoty variability dosahuji nejvétSich Cisel kolem 900. bp a mezi Sarcophaga
a L. caesar se nejvyssi hodnoty variability pohybuji kolem 800. bp, vétsi variabilita je tedy

mezi Sarcophaga a D. melanogaster.
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4.1.2.2 Sekundarni struktury ITS
Sekundarni struktura ITSI a ITS2 byla zkonstruovana pro kazdy druh zvlast, pro

porovnani s D. melanogaster a L. caesar poté byla vytvorena i z konsensualni sekvence ze
vSech druhtt Sarcophaga. U vSech fragmentt byly detekovany 4 zakladni prvky (Obr. 8, 9 a
Priloha 23, 24), mezi které patfi kminek (,,stem*) — dvojfetézec komplementarnich bazi,
smycka vétvena (,,multibranched loop*) — kruhova struktura s né€kolika kminky, nesparované
baze (,,bulge) — nesparované baze v kminku a vlasenka (,,hairpin“) - koncova smycka na
kminku. Pocet a typ strukturnich prvka u jednotlivych druha je vyhodnocen v tabulce ¢. XI a
XII.

Tab. XI: Sekundarni struktury u ITS! fragmentu.

Druh Kminek Smycka Nesparované Vlasenka
vétvena baze
stem - bulge hairpin
Dmel 10 2 15 8
Lcae 10 2 15 8
SarcoCons 25 5 22 20
Safr 26 4 25 23
Salb 25 6 24 19
Sarg 22 6 29 19
Sbul 27 7 22 19
Scae 22 3 23 19
Scar 25 5 19 20
Sinc 28 6 20 22
Sleh 22 3 25 19
Snov 23 5 31 20
Svar 22 4 23 18

U sekundarnich struktur I7S17, kminek a nesparované baze tvorily nejpocetnéjsi prvky u
Sarcophaga, Dmel i Lcae. Nejméné pocetné byly velké vétvené smycky. Lcae a Dmel mély
témet totozné sekundarni struktury, od Sarcophaga se vyrazné li§ily mensim poctem vSech 4
prvkt. To bylo dané kratSim fragmentem /7S] u Lcae i Dmel. Dalsi odli$nosti byla rozdilna
velikost, zejména vétvenych smycek. Zatimco Dmel a Lcae obsahovaly jednu velkou centralni
smycku a dvé mens$i, konsensualni Sarcophaga obsahovala zhruba 5 mensich smycek (Obr.8).

Mezi druhy u Sarcophaga se velikost i pocet struktur u vSech druha lisily (Pfiloha 23).
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Obr. 8: Predikovana sekundarni struktura fragmentu I7S1.

a) D. melanogaster, b) L. caesar, c) konsensualni Sarcophaga. Cisla oznaluji poradi
nukleotid, barvy odliSuji strukturalni prvky: oranzova — zakladni smycka (obsahuje 5'a
3’konec), Cervené — vétvend smycka, zelené — kminek, modre — vlasenka.
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Tab. XII: Sekundarni struktury u I7S2.

Druh Kminek Smycka Nesparované Vlasenka
vétvena baze
stem - bulge hairpin

Dmel 9 3 12 6
Lcae 6 1 12 5
SarcoCons 8 2 12 6
Safr 5 1 12 4
Salb 7 2 12 5
Sarg 8 1 11 7
Sbul 8 2 11 7
Scae 7 1 12 6
Scar 7 2 12 5
Sinc 7 2 12 5
Sleh 6 1 12 5
Snov 7 1 15 6
Svar 7 2 12 5

U sekundarnich struktur /752 byly nejvice zastoupeny, stejné jako u IT7S1, nesparované
baze, vétvené smycky byly nejméné zastoupeny. Na rozdil od I7S! se prvky mezi druhy
Sarcophaga velikostné piili§ nelisily, byly vice konzervované. PocCetni rozdilnost prvka zde
byla, avSak ne tak velkéa jako u ITSI (Pfiloha 24). Dmel a Lcae prvky také neprokazovaly

vyraznou velikostni odli§nost, pocet prvka se ale od konsensualni Sarcophaga lisil (Obr. 9).
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Obr. 9: Predikovana sekundarni struktura fragmentu I752.

a) D. melanogaster, b) L. caesar, c) konsensualni Sarcophaga. Cisla oznaluji poradi
nukleotid, barvy odliSuji strukturalni prvky: oranzova — zakladni smycka (obsahuje 5'a
3’konec), Cervené — vétvend smycka, zelené — kminek, modre — vlasenka.
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4.1.3 Porovnani mezidruhové variability COI, ITS1 a ITS2
K porovnani variability mezi lokusy COI, ITS1 a ITS2 byly v programu MEGA, pomoci
modelu p-distance, vypocteny genetické vzdalenosti mezi druhy (viz Tab. XIII, XIV, XV).

Tab. XIII: Genetické vzdalenosti mezi druhy u COI, modte znazornény odchylky.

Safr Salb Sarg Scae Scar Sinc Sleh Snov Svar
Safr 0,009 | 0,010 | 0,009 | 0,010 | 0,011 | 0,010 | 0,010 | 0,010
Salb | 0,077 0,011 | 0,009 | 0,009 | 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,009
Sarg | 0,088 | 0,084 0,012 | 0,011 | 0,011 | 0,011 | 0,011 | 0,011
Scae | 0,069 | 0,066 | 0,096 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,010
Scar | 0,078 | 0,061 | 0,079 | 0,075 0,009 | 0,006 | 0,010 | 0,006
Sinc | 0,082 | 0,074 | 0,087 | 0,072 | 0,062 0,010 | 0,011 | 0,010
Sleh | 0,082 | 0,071 | 0,087 | 0,078 | 0,024 | 0,072 0,010 | 0,002
Snov | 0,077 | 0,070 | 0,088 | 0,067 | 0,062 | 0,080 | 0,070 0,010
Svar | 0,079 | 0,066 | 0,081 | 0,079 | 0,025 | 0,070 | 0,008 | 0,067

Tab. XIV: Genetické vzdalenosti mezi druhy u ITS1, modie znazornény odchylky.

Safr Salb Sarg Scae Scar Sinc Sleh Snov Svar
Safr 0,012 | 0,013 | 0,012 | 0,012 | 0,012 | 0,013 | 0,013 | 0,012
Salb 0,174 0,013 | 0,012 | 0,003 | 0,004 | 0,007 | 0,013 | 0,004
Sarg 0,210 | 0,198 0,010 | 0,013 | 0,013 | 0,014 | 0,012 | 0,013
Scae 0,165 | 0,144 | 0,113 0,012 | 0,013 | 0,013 | 0,012 | 0,012
Scar 0,172 | 0,011 | 0,195 | 0,143 0,003 | 0,006 | 0,013 | 0,003
Sinc 0,177 | 0,017 | 0,202 | 0,149 | 0,009 0,007 | 0,013 | 0,004
Sleh 0,203 | 0,046 | 0,234 | 0,152 | 0,043 | 0,051 0,013 | 0,007
Snov | 0,202 | 0,179 | 0,182 | 0,151 | 0,175 | 0,183 | 0,211 0,013
Svar 0,172 | 0,013 | 0,196 | 0,142 | 0,009 | 0,019 | 0,045 | 0,178

Tab. XV: Genetické vzdalenosti mezi druhy u /752, modie znazornény odchylky.

Safr Salb Sarg Scae Scar Sinc Sleh Snov Svar
Safr 0,012 | 0,014 | 0,013 | 0,012 | 0,013 | 0,012 | 0,016 | 0,012
Salb | 0,050 0,010 | 0,009 | 0,002 | 0,005 | 0,009 | 0,013 | 0,003
Sarg | 0,081 | 0,042 0,012 | 0,011 | 0,011 | 0,012 | 0,015 | 0,011
Scae | 0,058 | 0,031 | 0,059 0,009 | 0,010 | 0,003 | 0,013 | 0,009
Scar | 0,053 | 0,003 | 0,045 | 0,031 0,004 | 0,009 | 0,013 | 0,004
Sinc | 0,058 | 0,008 | 0,050 | 0,037 | 0,006 0,009 | 0,013 | 0,005
Sleh | 0,055 | 0,028 | 0,056 | 0,003 | 0,028 | 0,034 0,013 | 0,008
Snov | 0,096 | 0,064 | 0,093 | 0,062 | 0,064 | 0,070 | 0,059 0,013
Svar | 0,053 | 0,003 | 0,045 | 0,031 | 0,006 | 0,011 | 0,028 | 0,064
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Nejmén¢ variabilni mezi druhy byl I7S2 lokus, hodnoty se pohybovaly v rozmezi od
0,003 do 0,096; marker COI byl mezi druhy podobné variabilni, hodnoty byly v rozmezi od
0,008 do 0,088. Nejvétsi variabilitu mezi druhy prokazoval ITSI fragment s hodnotami,
pohybujicimi se od 0,010 do 0,234.

4.1.4 EPIC

Z EPIC markert se podafilo amplifikovat lokusy RP S12 u S. africa, S. incisilobata, S.
albiceps. U druht S. argyrostoma, S. carnaria a S. variegata se nepovedl namnozit cely
fragment, Cast intronu chybéla. RP SI13 fragment se povedl amplifikovat u S. africa, S.
argyrostoma, S. variegata a S. carnaria. Lokus RP LI2 se povedlo namnozit u S. africa, S.
incisilobata, S. variegata a S. carnaria. Délky tuspésné ziskanych sekvenci celkovych

amplikont a intronti byly v Tab. XVI porovnany se S. bullata.

U elongacniho faktoru lo (EFla) se pomoci primert EFO - 5 a EF2 - 3’b u druhu S.
argyrostoma povedl namnozit isek dlouhy zhruba 500 bp. Pfi zpracovani sekvence se zjistilo,

ze zde neni pfitomen intron, a proto se s timto markerem dale nepracovalo.

Tab. XVI: Délka celkovych amplikonti a intronti u ribozomalnich proteint.

Ribozomalni protein S12
Druh Délka celkového amplikonu (bp) | Délka intronu (bp)
S. africa 321 57
S. albiceps 306 57
S. bullata 370 54
S. incisilobata 316 57
Ribozomalni protein S13
Druh Délka celkového amplikonu (bp) | Délka intronu (bp)
S. africa 313 73
S. argyrostoma 317 73
S. bullata 353 73
S. carnaria 268 66
S. variegata 317 73
Ribozomalni protein L12
Druh Délka celkového amplikonu (bp) | Délka intronu (bp)
S. africa 238 68
S. bullata 367 70
S. carnaria 249 68
S. incisilobata 247 68
S. variegata 247 68
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Pfi porovnani mezi druhy bylo nejvice variabilnich mist v celkovém amplikonu
detekovano u lokusu RPS 13 (52), vintronu bylo 31 variabilnich mist. Jako nejvice
konzervovany se jevil fragment RPL 12, kde bylo detekovano celkové 6 variabilnich mist,
z toho 3 v intronu. U RPS 12 bylo v intronu nalezeno 9 variabilnich mist a v celém amplikonu

17.

4.1.5 Wolbachia

Pomoci markeru /6S se u jednoho jedince druhu S. caerulescens povedl amplifikovat a
poté osekvenovat fragment o velikosti zhruba 820 bp. V BLASTU byl tento fragment pfifazen
k Wolbachii izolované z D. melanogaster (Query cover 99 %, Identity 99.87 %). U dalSich

druht se pritomnost Wolbachia prokazat nepodafilo.
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5. Diskuse

5.1 Metody - Extrakce DNA a PCR

Extrakce DNA byla provadéna primarn€ z nohou masarek, protoze jsme chtéli predejit
mozné koamplifikaci bakterii Wolbachia. Naopak pro detekci tohoto endosymbionta musela
byt extrakce provedena také ze zadeCku, protoze Wolbachia se nachazi predev§im

v reprodukénich organech (Werren, Baldo and Clark, 2008).

K izolaci DNA byly vybrany 2 komer¢ni kity. Primarné byl pouzivan DNeasy Blood &
Tissue kit (QIAGEN). Pomoci tohoto kitu byla extrakce DNA tspésna u 63 dodanych jedinca.
U 9 susSenych vzorka se izolace nepodafila, proto byl u téchto vzorka vyzkouSen druhy kit,
DEP - 25 Extraction Kit (Top - Bio). Ani pomoci ného se vSak DNA z 9 susenych vzorkt
izolovat nepodafilo. Pfi¢inou mohla byt degradace tkani. U vzorka skladovanych v etanolu se

izolace DNA podarila ve vSech ptfipadech.

Pfi vybéru polymerédzy je tfeba zohlednit i finanéni naro¢nost. Proto byly reakéni
smeési pro amplifikaci DNA michany s Unis Taq (Top - Bio) polymerazou, ktera je standardné
pouzivana v obdobném vyzkumu. Byla tedy ovéfena jeji vhodnost. Pokud se dany fragment
nedafilo amplifikovat, byla vyuzita ucinnéj$i, ale také draz§i, TaKaRa ExTaq polymeraza
(TaKaRa Bio). Tato polymeraza ma na rozdil od prvni zmifiované vétsi citlivost, bylo s ni tak

dosazeno lepsich vysledka.

U amplifikace fragmentu /65 pro detekci Wolbachia nepomohla ani TaKaRa ExTaq
polymeraza, do reakce bylo proto pfidano BSA (Bovine Serum Albumin), pomoci kterého se

jiz fragment namnozit podafilo.

Lokusy AT, Wg, RPL7, PB2 a wsp se nepodafilo amplifikovat ani po pfidani ucinngjsi
polymerazy, BSA nebo zméné PCR profilu, proto s nimi dale nebylo pracovano. Neuspéch
mohl byt zplisoben i Spatnym nasedanim primerd. I kdyz toto nasedani bylo predem
ovérovano, Slo o sekvence piibuznych druhd, a proto je variabilita v primerovych oblastech

mozna.

5.2 Mitochondridlni marker COI
Pomoci univerzalnich markera LCO - 1490 a HCO - 2198 (Folmer et al., 1994) se
podafilo namnozit DNA u vétSiny jedinct bez vétSich problémi. Marker COI, tzv. barcode

marker, se hojn€ vyuziva k identifikaci druhd. V této praci byl vSak analyzovan i z hlediska
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vnitrodruhové variability. Pfipadné oddéleni jednotlivych geografickych populaci by bylo
velmi dalezité pro forenzni entomologii. Mohlo by slouzit k odhaleni posmrtného pfesouvani
ostatk®l mezi jednotlivymi lokalitami. Z tohoto divodu byly k sekvencim z Ceské republiky
pfidany také sekvence, pochazejici z raznych statd svéta, vybrané z GenBank a BOLD

databazi.

Jako druhovy identifika¢ni marker se COI jevi velmi dobfe. K oddéleni geografickych
populaci ale nedoslo, coz potvrzuji dendrogramy, PCoA analyza i haplotypové sit€. VétsSina
populaci se misi mezi sebou a lokality sdili spole¢né haplotypy. Urcita korelace mezi
genetickymi a geografickymi vzdalenostmi byla zjisténa pouze u druhti S. africa, S. albiceps
a S. variegata. Stejné vysledky byly objeveny i v praci (Jordaens et al., 2013), kde byl COI

testovan u 56 druhti masarek ze zapadni Evropy.

Tyto vysledky je vSak nutno povazovat za velmi predbézné. Poukazuji hlavné na
systémovy problém s nerovnomémym pocCtem vzorkd z raznych geografickych oblasti i
lokalit. Zatimco u S. albiceps mohlo byt do analyz zahrnuto 83 sekvenci, u S. noverca pouze
10. Mensi poCet vzorkovanych jedinct prevazné z jedné nebo nékolika velmi blizkych lokalit
nutné vede k detekci jen omezené variability, at’ uz na trovni polymorfisma, tak i nasledné
poctu haplotypu. Pii dalSich studiich by tak bylo dobré zaméfit se na systematické vzorkovani

po celém arealu rozsifeni.

5.3 Jaderny marker ITS

Dal§i marker ITS byl vybran na zakladé publikaci, které popisuji jeho znacnou
variabilitu (Zaidi et al., 2011; Douglas and Haymer, 2001). Zaidi et al. (2011) také uvadi, ze
z divodu vysoké variability, zejména ITSI, je ziskani kvalitnich sekvenci velmi obtizné.
V této praci se vSak pomoci univerzalnich primeri 1975F a 52R (Ratcliffe er al., 2003)
povedlo ziskat sekvence ITS1 i ITS2 od vSech 9 druhd.

Geneticka variabilita byla vyhodnocena zvlast u fragmenta I7SI, 5.8S a ITS2,
k porovnéani sjinymi druhy hmyzu byly pfidany sekvence D. melanogaster a L. caesar.
Zajimavé je, ze ITS1 u L. caesar byl téméf o 400 bp kratsi, u Dmel o 200 bp kratsi. Mezi
masarkami byla také pfitomna urcita délkova variabilita, zplisobena indely. U tohoto markeru
by tak k odliSeni n€kterych druht stacila pouze PCR amplifikace, délkova variabilita by méla
byt vidét na gelu. Stejné jako u ITS1, u ITS2 byla délkova variabilita také pfitomna jak mezi

druhy Sarcophaga, tak i mezi Sarcophaga, L. caesar a D. melanogaster. AvSak ne tak velka
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jako u ITS1, rozliSitelnost druht by tak na gelu viditelna nebyla. Délkova variabilita ITS
fragmentu u masafek, mezi druhy Boettcherisca javanica, Boettcherisca peregrina,
Boettcherisca karnyi Boettcherisca highlandica byla zjisténa i ve studii Roziah and Tan,
(2015). Dale bylo zjisténo, ze divergence mezi Sarcophaga a D. melanogaster dosahuje
vy$Sich hodnot nez divergence mezi Sarcophaga a L. caesar. Tento vysledek vSak byl

o¢ekavany, nebot’ D. melanogaster je fylogeneticky vzdalenéjsi nez L. caesar.

Z vysledka se da usuzovat, ze vzhledem k vétsi variabilité, potencialnim populacnim
markerem by mohl byt I7S1. Zatimco ITS?2 je vice konzervovany, mohl by proto byt pouzivan
k identifikaci druhti. Tuto hypotézu potvrzuji i publikace Song, Wang and Liang (2008) a Park

et al. (2018), kde se pomoci IT7S2 markeru druhy masarek povedlo uspésné identifikovat.

5.3.1 Sekundarni struktury ITS

Pro ITS1 a ITS2 lokusy byly predikované sekundarni struktury, které mohou byt také
dulezité pro identifikaci druht a fylogenetické vztahy. U obou lokust byly detekovany 4
zakladni prvky (kminek, smycka vétvena, nesparované baze, vlasenka). Sekundarni struktura
ITS1, vzhledem k vysSi variabilité, neni moc prozkoumand. OdliSnost /7S] struktur mezi
Sarcophaga, D. melanogaster a L. caesar byla pfedevsim v poctu a velikosti jednotlivych
prvkl. D. melanogaster a L. caesar mély vyrazn€ mensi pocet vSech prvki, to bylo ale dané
délkovou wvariabilitou ITS] mezi témito druhy. Mezi druhy u Sarcophaga byla odliSnost
predevsim ve velikosti jednotlivych prvki, zejména vétvenych smycek. Pocetni rozdil prvka
se zde také vyskytoval, ale rozdily byly daleko mensi nez mezi Sarcophaga, L. caesar a D.
melanogaster. Sekundarni struktury 1752 se mirné odliSovaly od Young and Coleman (2004)
vzhledem k pouzitému software (maji jiné algoritmy pro predikci). V zasadée byly vSak stejné.
Na rozdil od ITSI byly prvky vice velikostné konzervované u vSech druht, vcetné D.

melanogaster a L. Caesar. PoCet prvku se odliSoval.

Bylo zjisténo, ze masafky maji svoji typickou sekundarni strukturu, ktera se od D.

melanogaster i L. caesar odliSuje. Potencial pro fylogenetické analyzy byl zde tedy potvrzen.

5.4 EPIC markery

EPIC markery byly do mé studie vybrany zejména na zakladé prace Villablanca,
Roderick and Palumbi (1998), kde byl u vrtule velkohlavé (Ceratitis capitata) zjistén jejich
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populacné - geneticky potencial. V mé praci se povedlo namnozit lokusy RP S12, RP S13, RP
L12 a také EFla, ne vSak u vSech studovanych druha. Lokus £EF/a nakonec nemél intron,
proto byl z EPIC vytazen. Z ostatnich lokusu se na zakladé€ nejvyssi variability jako slibny jevi
RP S13. U masafek by mohl mit potencial pro oddéleni populaci. Pro dalsi studie by vSak bylo

dobré ziskat vice sekvenci od vice druhu.

5.5 Wolbachia

V mé praci byla Wolbachia testovana zejména kvuli jejimu mozného vlivu na zkresleni
vysledki DNA barcodingu, coz u forenznich dipter ve své praci popisuje zejména Whitworth
et al. (2007) a také protoze muze poskytovat odolnost vici nékterym parazitarnim a
bakterialnim patogenim. Tuto bakterii se podafilo prokazat pouze u jednoho jedince druhu S.
argyrostoma. Je otazkou, do jaké miry Wolbachia rod Sarcophaga infikuje, nebot’ 1 ve studii
na forenznim hmyzu z Thajska (Mingchay et al., 2014) byla bakterie nalezena jen u jednoho
druhu (S. dux) z péti studovanych masatrek. Tyto vysledky jsou také ovlivnény mnozstvim
analyzovanych vzorkt, pokud je Wolbachia u druhu spiSe vyjimecna, pak by jeji nalezeni

vyzadovalo skrinink vét§iho mnozstvi jedinct.
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6. Zavér

V této pilotni studii byly na zakladé literatury vybrany a otestovany markery pro
druhovou identifikaci a studium genetické variability u forenzné¢ vyznamné Cceledi
masarkoviti. Zakladnim testovacim souborem bylo 72 jedinci, predstavujicich 9 druhd
typickych pro Ceskou republiku. Sekvence mitochondrialniho markeru COI byly ziskany ze
vSech analyzovanych jedinct. U vSech druht byl charakterizovan marker ITS, a také nékolik
jadernych markeri EPIC. U jednoho jedince druhu S. caerulescens se podafilo prokazat

ptitomnost jednoho z nejcast€ji se vyskytujicich endosymbionti hmyzu, bakterii Wolbachia.

Na zakladé genetické variability bylo dle predpokladu zjisténo, ze COI je vybornym
markerem pro identifikaci druhti, avSak pro geografické oddéleni populaci se nejevi piili§
vhodny. Ackoliv zejména udaje o vyskytu stejnych haplotypt v riznych i geograficky
vzdalenych lokalitach jsou dost presvédcivé, celkové vysledky byly nepochybné ovlivnény
mnozstvim dostupnych DNA sekvenci (tedy poctem jedinci z jednotlivych lokalit). Pro
konecné zaveéry by proto bylo zadouci provést rozsahlejsi studii zalozenou na rovnomerném

systematickém vzorkovani po celém arealu rozsifeni.

Marker ITS se pro dalsi pouzivani jevi jako slibny. Zatimco I7S2 by mohl byt
doplitkovym markerem pro druhovou identifikaci, vice variabilni /757 by mohl byt vhodnym
kandidatem pro studium populaci. Nevyhodou v§ak muze byt obtizné ziskavani sekvenci.
V dal§im vyzkumu by mélo byt otestovano, zda amplifikace obou fragmentli jednotlivé
nepiinese lep§i vysledky. U ITS byly také predikovany druhové specifické sekundarni
struktury, které by mohly byt uzitecné pro studium fylogenetickych vztaha.

Z otestovanych EPIC markera se pro oddéleni populaci zda byt nejvice vhodny lokus

RPS13, u néhoz by mél nasledovat skrinink vnitrodruhové variability.
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8. Prilohy

Priloha 1: Seznam stazenych COI sekvenci S. africa z databaze BOLD/GenBank.

BOLD kod | GenBank kod Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
Safr-AUS-
AUSFFO011-08 JW200 Australie New South Wales -34,83588S; 148,916E NSWI1
Safr-AUS-
AUSFF136-11 KM336 Australic Rockingham, WA 32,266N; 115,716E ROC
Safr-AUS-
AUSFF137-11 KM461 Australic Armadale, WA 32,116N; 116,016E ARMI1
Safr-AUS-
AUSFF139-11 KM468 Australic Armadale, WA 32,116N; 116,016E ARM?2
Safr-AUS-
AUSFF140-11 KM471 Australic Armadale, WA 32,116N; 116,016E ARM3
Safr-AUS-
AUSFF141-11 KM488 Australic WA 31,916N; 116,316E WA
Safr-AUS-
AUSFF142-11 KM510 Australic Dalby, Qld 27,183N; 151,25E DAL
Safr-AUS-
AUSFF143-11 KM618 Australic Yepoon, Qld 23,15N; 150,75E YEP
Kensington Gardens, Safr-AUS-
AUSFF144-11 KM974 Australie SA 34,916N; 138,65E KENI1
Kensington Gardens, Safr-AUS-
AUSFF145-11 KM977 Australic SA 34,916N; 138,65E KEN2
Kensington Gardens, Safr-AUS-
AUSFF146-11 KM981 Australic SA 34,916N; 138,65E KEN3
Kensington Gardens, Safr-AUS-
AUSFF147-11 KM982 Australic SA 34,916N; 138,65E KEN4
Safr-KEN-
GBDP12447-12 | JQ413455 Keiia Subukia 0,0133N; 36,248E SUBI
Safr-FRA-
GBDP12448-12 | JQ413456 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS1
Saint-Guilhem-le- Safr-FRA-
GBDP12456-12 | JQ582014 Francie Désert 43,734N; 3,548E SGLD
Safr-FRA-
GBDP12457-12 JQ582015 Francie Roquebrun 43,5N; 3,031E ROQ
Safr-FRA-
GBDP12560-12 | JQ582118 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS2
Safr-FRA-
GBDP12561-12 | JQ582119 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS3
Safr-KEN-
GBDP12562-12 | JQ582120 Keiia Subukia 0,013N; 36,248E SUB2
San Jose, Santa Clara 37,371874N;
GBDP14152-13 | KF030486 USA County -122,0097W Safr-USA-SJ
Safr-CHN-
GBDP14397-13 | KF038001 Cina Luoyang, Henan 34,691N; 112,458E LUOI1
Safr-CHN-
GBDP14398-13 KF038000 Cina Zhangzhou, Henan 34,7705N; 113,619E ZHAN
Safr-CHN-
GBDP14399-13 | KF037999 Cina Ordos, Inner mengaolia | 39,793N; 110,008E ORD
Safr-CHN-
GBDP14400-13 | KF037998 Cina Urumgi, Xinjiang 43,841N; 87,531E URU
Safr-CHN-
GBDP15802-14 | KC249715 Cina Changsha, Hunan 28,158N; 112,854E CHANI
Safr-CHN-
GBDP15803-14 | KC249716 Cina Xining 36,619N; 101,702E XIN
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Safr-CHN-

GBDP15804-14 | KC249717 Cina Changsha, Hunan 28,158N; 112,854E CHAN2
Safr-CHN-
GBDP15930-15| KM279651 Cina Chengdu, Sichuan 30,624N; 103,985E CHEN
Safr-ESP-
GBDP24366-19 | KX161466 gpanélsko Ponferrada, Leon 42 549N; -6,595W PON
Rincon de la Victoria, Safr-ESP-
GBDP24367-19 | KX161467 §panélsko Malaga 36,716N; -4,283W MALI1
Rincon de 1a Victoria, Safr-ESP-
GBDP24368-19 | KX161468 §panélsko Malaga 36,716N; -4,28W MAL2
41.824989N; Safr-ESP-
GBDP24369-19 | KX161469 gpanélsko Llagostera, Gerona 2.884597E LLAG
37,507913N; Safr-ITA-
GBDP28550-19 | MG434767 Italie Sicily, Catania 15,076888E SIC1
37,507913N; Safr-ITA-
GBDP28551-19 | MG434762 Italie Sicily, Catania 15,076888E SIC2
37,507913N; Safr-ITA-
GBDP28552-19 | MG434763 Italie Sicily, Catania 15,076888E SIC3
37,507913N; Safr-ITA-
GBDP28553-19 | MG434764 Italie Sicily, Catania 15,076888E SIC4
37,507913N; Safr-ITA-
GBDP28554-19 | MG434765 Italie Sicily, Catania 15,076888E SIC5
43,307510N; - Safr-USA-
GBDP9232-10 GQ223343 USA Coos Co., Oregon 124,166W OR
GBMIN20225- California, Los Angeles
13 J1X402731 USA Co., CA 349N; -118,22W | Safr-USA-LA
GBMING60144- Safr-CHN-
17 KY001836 Cina Changsha, Hunan 28,158N; 112,854E CHAN3
GBMING60145- 26,567739N; Safr-CHN-
17 KY001835 Cina Guizhou, Guiyang 106,640841E GUI
GBMNA27776- New South Wales, 33,259N; Safr-AUS-
19 MK547616 Australie Orange 149,053514E NSW2
GBMNA37003- 34,643004N; Safr-CHN-
19 MH187881 Cina Luoyang, Henan 112,283314E LUO2
GBMNA37004- 34,643004N; Safr-CHN-
19 MH187882 Cina Luoyang, Henan 112,283314E LUO3
GBMNB15080- Safr-ESP-
20 MK679916 | $panglsko Alcoy (Alicante) | SHO97633N; 0482 |
GBMNBI15081- Safr-ESP-
20 MK679917 gpanélsko Alcoy (Alicante) 38,697633N; -0,48E AL2
BIOUG14794- Safr-EGY-
GMEGTO013-14 B12 Egypt Alexandria 30,9256N; 29,7755E ALE
GMGMH293- | BIOUG16895-
14 FO8 Némecko Rhineland-Palatinate 50,552N; 7,17E Safr-DEU-RP
BIOUG14723-| Jihoafricka Safr-ZAF-
GMSAYO040-14 GI10 republika Gauteng -26,0268S; 27,545E GAU
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Priloha 2: Seznam stazenych COI sekvenci S. albiceps z databaze BOLD/GenBank.

BOLD kod GenBank kéd Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
Ceska Olomouc, Litovel- 49,689N;
BCFOR466-15 | BCFORENSIK_0072 republika Brezove 17,126E Salb-CZE-LIT
Dompierre-sur- 46,521N;
GBDP12504-12 JQ582062 Francie Besbre 3,682E Salb-FRA-DSB1
Dompierre-sur- 46,521N;
GBDP12505-12 JQ582063 Francie Besbre 3,682E Salb-FRA-DSB2
42 641N; Salb-FRA-
GBDP12538-12 JQ582096 Francie Camélas 2,697E CAMI1
42 641N; Salb-FRA-
GBDP12539-12 JQ582097 Francie Camélas 2,697E CAM2
42 641N; Salb-FRA-
GBDP12556-12 JQ582114 Francie Camélas 2,697E CAM3
36,626N,;
GBDP14417-13 KF037981 Cina Xining, Qinghai 101,734E Salb-CHN-XIN
36,619N; Salb-CHN-
GBDP14418-13 KF037980 Cina Changsha, Hunan 101,72E CHANI1
34,7705N; Salb-CHN-
GBDP14419-13 KF037979 Cina Zhangzhou, Henan 113,619E ZHAN
34,691N;
GBDP14420-13 KF037978 Cina Luoyang, Henan 112,458E Salb-CHN-LUO
11,892N;
GBDP15227-14 AB907176 Indie Tamil Nadu 78,707E Salb-IND-TN
37,558N;
GBDP15358-14 JX861469 Jizni Korea Seoul 126,991E Salb-KOR-SEO1
37,558N;
GBDP15359-14 JX861470 Jizni Korea Seoul 126,991E Salb-KOR-SEO2
37,558N;
GBDP15360-14 IX861471 Jizni Korea Seoul 126,991E Salb-KOR-SEQO3
37,558N;
GBDP15361-14 JX861472 Jizni Korea Seoul 126,991E Salb-KOR-SEO4
37,558N;
GBDP15362-14 IX861473 Jizni Korea Seoul 126,991E Salb-KOR-SEO5
28,158N; Salb-CHN-
GBDP15805-14 KC249711 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN?2
28,158N; Salb-CHN-
GBDP15806-14 KC249712 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN3
28,158N; Salb-CHN-
GBDP15934-15 KM?279643 Cina Chengdu, Sichuan 112,854E CHEN
28,158N; Salb-CHN-
GBDP15942-15 KM?279642 Cina Chongqging 112,854E CHON
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22635-19 KJ129147 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN4
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22636-19 KJ129148 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANS
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22637-19 KJ129149 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANG6
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22638-19 KJ129150 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN7
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22639-19 KJ129151 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANS
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22640-19 KJ129152 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN9
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22641-19 KJ129153 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI10
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28,158N; Salb-CHN-
GBDP22642-19 KJ129154 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI11
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22643-19 KJ129155 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI12
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22644-19 KJ129156 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI13
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22645-19 KJ129157 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN14
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22646-19 KJ129158 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI1S5
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22647-19 KJ129159 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI16
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22648-19 KJ129160 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN17
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22649-19 KJ129161 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI18
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22650-19 KJ129162 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHANI19
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22651-19 KJ129163 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN20
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22652-19 KJ129164 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN21
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22653-19 KJ129165 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN22
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22654-19 KJ129166 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN23
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22655-19 KJ129167 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN24
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22656-19 KJ129168 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN25
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22657-19 KJ129169 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN26
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22658-19 KJ129170 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN27
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22659-19 KJ129171 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN28
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22660-19 KJ129172 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN29
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22661-19 KJ129173 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN30
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22662-19 KJ129174 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN31
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22663-19 KJ129175 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN32
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22664-19 KJ129176 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN33
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22665-19 KJ129177 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN34
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22666-19 KJ129178 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN35
28,158N; Salb-CHN-
GBDP22667-19 KJ129179 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN36
31,6475N; Salb-CHN-
GBDP23973-19 KR150135 Cina Chaohu 117,878E CHAOI1
% Badalona, Barcelona 41,439N;
GBDP24353-19 KX161498 Spanélsko ’ 2,223E Salb-ESP-BAD
52,9575N;
GBDP25504-19 KY749778 Polsko Torun 18,5714E Salb-POL-TOR
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GBMING60148- 23,1838N; Salb-CHN-
17 KR150123 Cina Ruhu 114,516E RUHI1
GBMING60149- 23,1838N; Salb-CHN-
17 KR150124 Cina Ruhu 114,516E RUH2
GBMING60150- 31,6475N; Salb-CHN-
17 KR150136 Cina Chaohu 117,878E CHAO2
GBMING60151- 31,6475N; Salb-CHN-
17 KR150134 Cina Chaohu 117,878E CHAO3
GBMING60152- 33,578N;
17 GQ912668 Pakistan Rawalpindi 72,9787E Salb-PAK-RAW
GBMNA27959- 15,13N;
19 MH765515 Thajsko Baan Bua 104,91E Salb-THA-BB
GBMNA27960- Thake Ban National
19 MH765516 Thajsko Park 6,7IN; 100,17E | Salb-THA-TB
GBMNA9829- y Changsha, Hunan 28,158N; Salb-CHN-
19 KT444443 Cina ’ 112,854E CHAN37
GBMTG5861- 28,158N; Salb-CHN-
16 NC_028413 Cina Changsha, Hunan 112,854E CHAN38
GMBCB1782- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG21563-D03 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT1
GMBCC1692- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG21670-E04 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT2
GMBCC2255- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG22945-D02 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT?3
GMBCD3114- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG23285-A01 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT4
GMBCD3168- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG23285-E07 Bangladés Chittagong 91,7808E CHITS5S
GMBCE2154- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG23287-D04 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT6
GMBCI4779- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG24887-B01 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT7
GMBCI4813- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG24887-D11 Bangladés Chittagong 91,7808E CHITS
GMBCM2536- 22,4685N; Salb-BGD-
15 BIOUG25201-D08 Bangladés Chittagong 91,7808E CHIT9
GMGMBO066-
14 BIOUG16267-G09 Némecko Rhineland-Palatinate | 50,552N; 7,17E | Salb-DEU-RP1
GMGMBO067-
14 BIOUG16267-G10 Némecko | Rhineland-Palatinate | 50,552N; 7,17E | Salb-DEU-RP2
Saudska 21,795N;
GMSUB400-14 | BIOUG17671-A07 Arabie Makkah, Jeddah 39,711E Salb-SAU-MAK
MADIP629-12 | NIBGE DIP- 00629 Pakistan Punjab, Bahawalpur | 34,02N; 71,37E | Salb-PAK-PUN
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Priloha 3: Seznam stazenych COI sekvenci S. argyrostoma z databaze BOLD/GenBank.

GenBank
BOLD kod kod Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
GBDP12440-12 | JQ413448 | Belgie Gent 51,042N; 3,7014E Sarg-BEL-GEN
GBDP12441-12 | JQ413449 Francie Jaligny/Besbre 46,379N; 3,591E Sarg-FRA-BES
GBDP12442-12 | JQ413450 | Francie Le Soler 42,677N; 2,771E Sarg-FRA-LS
GBDP12443-12 | JQ413451 Belgie Laeken 50,889N; 4,374E Sarg-BEL-LAE
44,455225N;
GBDP23730-19 | KY316532 Italie Janov 8,829023E Sarg-ITA-JANI1
y Llagostera 41,818081N;
GBDP24328-19 | KX161470 | Spanélsko (Girona) 2,888974E Sarg-ESP-LLAG
KX161471 | Zaragoza 41,643204N;
GBDP24329-19 Spanélsko (Zaragoza) -0,889147W Sarg-ESP-ZAR
41,212426N;
GBDP24330-19 KX161472 gpanélsko Coca (Segovia) -4,517807W Sarg-ESP-COC
Almazan 41,487195N;
GBDP24331-19 KX161473 gpanélsko (Soria) -2,504447W Sarg-ESP-ALM
GBMING60164- 44,455225N;
17 KY316519 Italie Janov 8,829023E Sarg-ITA-JAN2
37,497841N;
GBDP28559-19 | MG434766 Italie Catania (Sicily) 15,057259E Sarg-ITA-CATI1
GBMING60166- 44,455225N;
17 KY316536 | 1istie Janov 8,820023E Sarg-ITA-JAN3
GBMING60167- 44,455225N;
17 KY316522 Italie Janov 8,829023E Sarg-ITA-JAN4
GBMNB14983- 38,354320N;
20 MK679819 gpanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALICI1
GBMNB14984- 38,354320N;
20 MK679820 gpanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC2
GBMNB14985- y 38,354320N;
20 MK679821 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC3
GBMNB14986- 38,354320N;
20 MK679822 | &pandlsko | Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC4
GBMNB14987- y 38,354320N;
20 MK679823 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALICS
GBMNB14988- y 38,354320N;
20 MK679824 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC6
GBMNB14989- y 38,354320N;
20 MK679825 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC7
GBMNB14990- y 38,354320N;
20 MK679826 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC8
GBMNB14991- y 38,354320N;
20 MK679827 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC9
GBMNB14992- y 38,354320N;
20 MK679828 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC10
GBMNB14993- y 38,354320N;
20 MK679829 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALICI11
GBMNB14994- y 38,354320N;
20 MK679830 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALICI12
GBMNB14995- y 38,354320N;
20 MK679831 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC13
GBMNB14996- y 38,354320N;
20 MK679832 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC14
GBMNB14997- y 38,354320N;
20 MK679833 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC15
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GBMNB 14998- 38,354320N;
20 MK679834 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC16
GBMNB14999- 38,354320N;
20 MK679835 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC17
GBMNB15000- 38,354320N;
20 MK679836 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC18
GBMNB15001- 38,354320N;
20 MK679837 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC19
GBMNB15002- 38,354320N;
20 MK679838 | Span¢lsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC20
GBMNB15003- 38,354320N;
20 MK679839 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC21
GBMNB15004- 38,354320N;
20 MK679840 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC22
GBMNB15005- 38,354320N;
20 MK679841 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC23
GBMNB15006- 38,354320N;
20 MK679842 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC24
GBMNB15007- 38,354320N;
20 MK679843 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC25
GBMNB15008- 38,354320N;
20 MK679844 | Spanglsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC26
GBMNB15009- 38,354320N;
20 MK679845 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC27
GBMNB15010- 38,354320N;
20 MK679846 | Spanélsko Alicante -0,497933W Sarg-ESP-ALIC28
GBMND93778- 44,154107N;
21 MZ189703 Italie Cesena 12,231218E Sarg-ITA-CES
37,497841N;
SASI001-15 Italie Catania (Sicily) 15,057259E Sarg-ITA-CAT2
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Priloha 4: Seznam stazenych COI sekvenci S. caerulescens z databaze BOLD/GenBank.

BOLD kéd GenBank kod Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
51,443N; Scae-CAN-
BBDCP242-10 | 10BBCDIP-1957 Kanada British Columbia -116,542W BCl1
51,443N; Scae-CAN-
BBDCP243-10 | 10BBCDIP-1958 Kanada British Columbia -116,542W BC2
53,687N; Scae-CAN-
BBDCP245-10 | 10BBCDIP-1960 Kanada Alberta -112,813W ALBI1
46,812N; Scae-CAN-
BBDEC(073-09 | 09BBEDI-0073 Kanada Nova Scotia -60,768W NS1
46,655N; Scae-CAN-
BBDEC(074-09 | 09BBEDI-0074 Kanada Nova Scotia -60,372W NS2
46,812N; Scae-CAN-
BBDEC076-09 09BBEDI-0076 Kanada Nova Scotia -60,768W NS3
BBDED301- 44,383N; Scae-CAN-
10 09BBEDI-1283 Kanada Nova Scotia -65,202W NS4
46,713N; Scae-CAN-
BBDEE788-10 09BBEDI-2751 Kanada Nova Scotia -60,383W NS5
BCFORENSIKO071 50,5306N; Scae-FRA-
BCFOR701-15 0 Francie | Nord-Pas-de-Calais 3,47639E NPDCl1
BCFORENSIK073 50,5132N; Scae-FRA-
BCFOR727-15 6 Francie Nord-Pas-de-Calais 3,03043E NPDC2
BCFORENSIK074 50,5306N; Scae-FRA-
BCFOR733-15 2 Francie | Nord-Pas-de-Calais 3,47639E NPDC3
CNEID3042- 53,685N; Scae-CAN-
12 BIOUG03647-H10 Kanada Alberta -112,86W ALB2
CNEID3171- 53,685N; Scae-CAN-
12 BIOUG03718-D11 Kanada Alberta -112,86W ALB3
CNLMS127- 46,6507N; Scae-CAN-
14 BIOUG14404-D12 Kanada Quebec -72,9698W QB1
50,2135N; Scae-CAN-
CNMIF780-14 | BIOUG12409-D10 Kanada Quebec -63,7979W QB2
DRYAS11081 Scae-RUS-
-15 24538-F01 Rusko Khibiny 67,594N; 33,699E KHIBI1
DRYAS13530 Scae-RUS-
-15 24468-D08 Rusko Khibiny 67,594N; 33,699E KHIB2
GBDP12506- Scae-FRA-
12 JQ582064 Francie Etaples 50,514N; 1,637E ETAP
GBDP12507- Saint-Privat-la- Scae-FRA-
12 JQ582065 Francie Montagne 40,189N; 6,035E SPLM
GBDP12548- Scae-BEL-
12 JQ582106 Belgie Arlon 49,65N; 5,752E AR
GBDP12550- Scae-BEL-
12 JQ582108 Belgie Steendorp 51,124N; 4,247E STE1
GBDP12552- Scae-BEL-
12 JQ582110 Belgie Steendorp 51,124N; 4,247E STE2
GBDP12553- Scae-BEL-
12 JQ582111 Belgie Steendorp 51,124N; 4,247E STE3
GBDP12554- Scae-BEL-
12 JQ582112 Belgie Steendorp 51,124N; 4,247E STE4
GBDP24304- San Sebastian, .
19 KX161501 Spanglsko Guipuzcoa 43,3IN;-1988W | o e ESP-SS
GBDP24305- Betanzos, La . Scae-ESP-
19 KX161502 $panélsko Corunna 43.277N; -8.21TW | ppyy
GBDP24306- Arrigorriaga, . Scae-ESP-
19 KX161503 $panélsko Vizcaya 43.211IN; -2.894W |4 Ry
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GBDP24307- Betanzos, La Scae-ESP-
19 KX161504 gpanélsko Corunna 43,277N; -8,217TW BET2
61,4678N; Scae-FIN-
GBDP7835-09 FI715747 Finsko Nokia 23,5097E NOK
GMGMJ220- Rhineland- Scae-DEU-
14 BIOUG17070-A09 | Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP1
GMGMJ455- Rhineland- Scae-DEU-
14 BIOUG17026-F03 | Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP2
GMGML1399- Rhineland- Scae-DEU-
14 BIOUG17271-B12 | Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP3
GMOLHO005- Northwest 68,3261N; Scae-CAN-
15 BIOUG22954-G11 Kanada Territories -133,634W NOR
44,621N; Scae-CAN-
JSDIQ840-10 10JSROW-1840 Kanada Ontario -75,773W ONT1
44,621N; Scae-CAN-
JSDIR767-11 | BIOUG00867-C04 Kanada Ontario -75,773W ONT?2
MOBIL10185- BOLD- 64,8595N; Scae-USA-
19 3002UFPH6 USA Alaska -147,845W AL
RBINAS5373- 43,8444N; Scae-CAN-
13 BIOUG08060-A03 Kanada Ontario -79,197W ONT3
SMTPD5148- 43,528N; Scae-CAN-
13 BIOUG08664-D11 Kanada Ontario -80,220W ONT4
SMTPI9241- 43,341N; Scae-CAN-
14 BIOUG16072-C04 Kanada Ontario -80,297W ONT5S
SMTPI9242- 43,341N; Scae-CAN-
14 BIOUG16072-C05 Kanada Ontario -80,297W ONT6
53,567N; Scae-CAN-
SSEIA461-13 | BIOUG04821-H09 Kanada Alberta -112,841W ALB4
53,567N; Scae-CAN-
SSEIA462-13 | BIOUG04821-H10 Kanada Alberta -112,841W ALBS
53,567N; Scae-CAN-
SSEIA463-13 | BIOUGO04821-H11 Kanada Alberta -112,841W ALB6
53,567N; Scae-CAN-
SSEIA7987-13 | BIOUG05439-A08 Kanada Alberta -112841W ALB7
53,567N; Scae-CAN-
SSEIA995-13 | BIOUG04829-A01 Kanada Alberta -112,841W ALBS
53,567N; Scae-CAN-
SSEID1969-13 | BIOUG08182-C05 Kanada Alberta -112,841W ALB9
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2295-13 | BIOUG08186-A06 Kanada Alberta -112,841W ALBI10
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2315-13 | BIOUG08186-C02 Kanada Alberta -112,841W ALBI11
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2334-13 | BIOUG08186-D09 Kanada Alberta -112,841W ALBI12
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2335-13 | BIOUGO08186-D10 Kanada Alberta -112,841W ALBI13
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2357-13 | BIOUG08186-F08 Kanada Alberta -112,841W ALB14
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2359-13 | BIOUG08186-F10 Kanada Alberta -112,841W ALBI15
53,567N; Scae-CAN-
SSEID2646-13 | BIOUG08222-E10 Kanada Alberta -112,841W ALBI16
SSGBB7050- Newfoundland and 49,4290N; Scae-CAN-
14 BIOUG14531-F11 Kanada Labrador -57,741W NL
SSGLA1651- 51,361N; Scae-CAN-
15 BIOUG22777-G12 Kanada British Columbia -117,429W BC3
SSJAE10647- 53,193N; - Scae-CAN-
13 BIOUG08954-A12 Kanada Alberta 117,954W ALB17
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53,193N; Scae-CAN-
SSJAES5989-13 | BIOUG08704-D12 | Kanada Alberta -117,954W ALBI18
53,193N; Scae-CAN-
SSJAE6191-13 | BIOUGO08706-E12 Kanada Alberta -117,954W ALB19
53,193N; Scae-CAN-
SSJAE6293-13 | BIOUG08707-F07 Kanada Alberta -117,954W ALB20
53,193N; Scae-CAN-
SSJAE6294-13 | BIOUG08707-F08 Kanada Alberta -117,954W ALB21
SSKUA12814- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27387-E08 Kanada Yukon Territory -137,434W YT1
SSKUA12815- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27387-E09 Kanada Yukon Territory -137,434W YT2
SSKUA12818- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27387-E12 Kanada Yukon Territory -137,434W YT3
SSKUA12819- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27387-F01 Kanada Yukon Territory -137,434W YT4
SSKUA12820- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27387-F02 Kanada Yukon Territory -137,434W YT5
SSKUA12821- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27387-F03 Kanada Yukon Territory -137,434W YT6
SSKUA9034- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27155-A03 Kanada Yukon Territory -137,434W YT7
SSKUA9040- 60,714N; Scae-CAN-
15 BIOUG27155-A09 Kanada Yukon Territory -137,434W YT8
SSKUB11754- 60,748N; Scae-CAN-
15 BIOUG27466-B02 Kanada Yukon Territory -137,513W YT9
SSKUB12505- 60,748N; Scae-CAN-
15 BIOUG27506-C10 Kanada Yukon Territory -137,513W YT10
SSPAA5681- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06143-E04 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS1
SSPAA5684- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06143-E07 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS2
SSPAA6245- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-A10 | Kanada Saskatchewan -106,025W SAS3
SSPAA6246- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-A11 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS4
SSPAA6247- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-A12 | Kanada Saskatchewan -106,025W SASS
SSPAA6248- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B01 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS6
SSPAA6249- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B02 | Kanada Saskatchewan -106,025W SAS7
SSPAA6250- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B03 Kanada Saskatchewan -106,025W SASS
SSPAA6251- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B04 | Kanada Saskatchewan -106,025W SAS9
SSPAA6252- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B05 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS10
SSPAA6253- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B06 Kanada Saskatchewan -106,025W SASI11
SSPAA6254- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B07 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS12
SSPAA6255- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B08 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS13
SSPAA6256- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B09 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS14
SSPAA6257- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B10 | Kanada Saskatchewan -106,025W SAS15

57




SSPAA6258- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B11 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS16
SSPAA6259- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-B12 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS17
SSPAA6260- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C01 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS18
SSPAA6261- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C02 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS19
SSPAA6262- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C03 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS20
SSPAA6263- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C04 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS21
SSPAA6264- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C05 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS22
SSPAA6265- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C06 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS23
SSPAA6266- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C07 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS24
SSPAA6267- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C08 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS25
SSPAA6268- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C09 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS26
SSPAA6269- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C10 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS27
SSPAA6270- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C11 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS28
SSPAA6271- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-C12 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS29
SSPAA6272- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-DO01 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS30
SSPAA6273- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-D02 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS31
SSPAA6274- 53,9055N; Scae-CAN-
13 BIOUG06203-D03 Kanada Saskatchewan -106,025W SAS32
SSWLD3934- 49,065N; Scae-CAN-
13 BIOUG06464-A06 Kanada Alberta -113,778W ALB22
SSWLE7641- 49,088N; Scae-CAN-
13 BIOUG08962-B05 Kanada Alberta -113,883W ALB23
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Priloha 5: Seznam stazenych COI sekvenci S. carnaria z databaze BOLD/GenBank.

BOLD kéd GenBank kod Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
Nord-Pas-de- 50,5306N; Scar-FRA-
BCFOR736-15 | BCFORENSIK0745 Francie Calais 3,47639E NPDC
50,813N; Scar-BEL-
GBDP12444-12 JQ413452 Belgie Oud-Heverlee 4,686E OH
42,677N; Scar-FRA-
GBDP12536-12 JQ582094 Francie Le Soler 2,771E LS
50,565N; Scar-BEL-
GBDP12555-12 JQ582113 Belgie Gembloux 4247E GEM
50,593N; Scar-DNK-
GBDP9233-10 GQ223342 Dansko Lejre 11,955E LEJ
GBMNA27541- Velka 51,2779N; - Scar-GBR-
19 MH118259 Britanic Salisbury 1,957W SAL1
GBMNA27542- Velka 51,2779N; - Scar-GBR-
19 MH118258 Britanic Salisbury 1,957W SAL2
GBMNA27543- Velka 51,3475N; - Scar-GBR-
19 MH118257 Britanic Tadley 1,121W TADI1
GBMNA27544- Velka 51,3475N; - Scar-GBR-
19 MH118260 Britanic Tadley 1,121W TAD2
GBMNA27545- Ceska 50,8549N; Scar-CZE-
19 MH118256 republika Jetiichovice 14,4054E JET
GBMNA27568- 46,5199N; Scar-ITA-
19 MH118252 Italie Bolzano-Bozen 11,5228E BOL1
GBMNA27569- 46,5199N; Scar-ITA-
19 MH118253 Italie Bolzano-Bozen 11,5228E BOL2
GBMNA27570- 46,5199N; Scar-ITA-
19 MH118254 Italie Bolzano-Bozen 11,5228E BOL3
GBMNA27571- 46,5199N; Scar-ITA-
19 MH118255 Italie Bolzano-Bozen 11,5228E BOL4
GBMNA29109- 44,8998N; Scar-FRA-
19 MH118176 Francie Briancon 6,64201E BRIA1
GBMNA29110- 44,8998N; Scar-FRA-
19 MH118177 Francie Briangon 6,64201E BRIA2
GBMNA29115- Chaudeney-sur- 48,6345N; Scar-FRA-
19 MH118182 Francie Moselle 5,902E CHSM
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMA318-14 | BIOUG15980-C02 | Némecko Palatinate 7,17E RP1
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMA327-14 | BIOUGI15980-Cl11 Némecko Palatinate 7,17E RP2
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMAG629-14 | BIOUG16211-E04 | Némecko Palatinate 7,17E RP3
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMBO020-14 | BIOUG16267-C11 Némecko Palatinate 7,17E RP4
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMBO031-14 | BIOUG16267-D10 | Némecko Palatinate 7,17E RP5
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMBO043-14 | BIOUG16267-E10 | Némecko Palatinate 7,17E RP6
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMBO051-14 | BIOUG16267-F06 Némecko Palatinate 7,17E RP7
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMBO058-14 | BIOUG16267-G01 Némecko Palatinate 7,17E RP8
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMBO065-14 | BIOUG16267-G08 | Némecko Palatinate 7,17E RP9
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMB576-14 | BIOUG16273-G04 | Némecko Palatinate 7,17E RP10
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Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB582-14 | BIOUG16273-G10 | Némecko Palatinate 7,17E RP11
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB583-14 | BIOUG16273-G11 Neémecko Palatinate 7,17E RP12
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB585-14 | BIOUG16273-HO1 Neémecko Palatinate 7,17E RP13
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB586-14 | BIOUG16273-H02 | Némecko Palatinate 7,17E RP14
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB588-14 | BIOUG16273-H04 | Némecko Palatinate 7,17E RP15
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB590-14 | BIOUG16273-H06 | Némecko Palatinate 7,17E RP16
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB591-14 | BIOUG16273-H07 | Némecko Palatinate 7,17E RP17
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMB752-14 | BIOUG16275-F02 Neémecko Palatinate 7,17E RP18
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMC047-14 | BIOUG16353-F08 Neémecko Palatinate 7,17E RP19
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMCO054-14 | BIOUG16353-G03 Némecko Palatinate 7,17E RP20
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMCO058-14 | BIOUG16353-G07 | Némecko Palatinate 7,17E RP21
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMC069-14 | BIOUG16353-H06 | Némecko Palatinate 7,17E RP22
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMD213-14 | BIOUG16607-E09 Némecko Palatinate 7,17E RP23
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMD215-14 | BIOUG16607-E11 Némecko Palatinate 7,17E RP24
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMD250-14 | BIOUG16607-H10 | Neémecko Palatinate 7,17E RP25
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGME139-14 | BIOUG16648-E10 Némecko Palatinate 7,17E RP26
GMGMH1259- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

14 BIOUG17000-A02 | Némecko Palatinate 7,17E RP27
GMGMH1354- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

14 BIOUG17017-A02 | Némecko Palatinate 7,17E RP28
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMI110-14 | BIOUG17085-A10 | Neémecko Palatinate 7,17E RP29
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMI115-14 | BIOUG17085-B03 Némecko Palatinate 7,17E RP30
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMI126-14 | BIOUG17085-C02 | Neémecko Palatinate 7,17E RP31
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMI139-14 | BIOUG17085-D03 Némecko Palatinate 7,17E RP32
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMI148-14 | BIOUG17085-D12 | Némecko Palatinate 7,17E RP33
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMI177-14 | BIOUG17085-G05 Neémecko Palatinate 7,17E RP34
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMJ241-14 | BIOUG17070-C06 Neémecko Palatinate 7,17E RP35
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMIJ326-14 | BIOUG17071-B08 Neémecko Palatinate 7,17E RP36
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMKO043-14 | BIOUG17071-E11 Neémecko Palatinate 7,17E RP37
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMKO047-14 | BIOUG17071-F03 Neémecko Palatinate 7,17E RP38
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-

GMGMKO048-14 | BIOUG17071-F04 Neémecko Palatinate 7,17E RP39
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Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMKO064-14 | BIOUG17071-G08 | Némecko Palatinate 7,17E RP40
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMKO068-14 | BIOUG17071-G12 | Némecko Palatinate 7,17E RP41
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMKO074-14 | BIOUG17071-HO6 | Némecko Palatinate 7,17E RP42
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMK?274-14 | BIOUG17175-A05 Némecko Palatinate 7,17E RP43
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMK306-14 | BIOUG17175-D01 Némecko Palatinate 7,17E RP44
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO074-14 | BIOUG17228-F10 Némecko Palatinate 7,17E RP45
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO076-14 | BIOUG17228-F12 Neémecko Palatinate 7,17E RP46
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML080-14 | BIOUG17228-G04 | Némecko Palatinate 7,17E RP47
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO084-14 | BIOUG17228-G08 | Neémecko Palatinate 7,17E RP48
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML086-14 | BIOUG17228-G10 | Némecko Palatinate 7,17E RP49
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO087-14 | BIOUG17228-G11 Neémecko Palatinate 7,17E RP50
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO088-14 | BIOUG17228-G12 | Neémecko Palatinate 7,17E RP51
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO089-14 | BIOUG17228-H01 Némecko Palatinate 7,17E RP52
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML090-14 | BIOUG17228-H02 | Neémecko Palatinate 7,17E RP53
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML093-14 | BIOUG17228-H05 Némecko Palatinate 7,17E RP54
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML094-14 | BIOUG17228-H06 | Neémecko Palatinate 7,17E RP55
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML096-14 | BIOUG17228-H08 | Neémecko Palatinate 7,17E RP56
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMLO098-14 | BIOUG17228-H10 | Neémecko Palatinate 7,17E RP57
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML205-14 | BIOUG17230-A11 Némecko Palatinate 7,17E RP58
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML208-14 | BIOUG17230-B02 | Neémecko Palatinate 7,17E RP59
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML213-14 | BIOUG17230-B07 Némecko Palatinate 7,17E RP60
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML214-14 | BIOUG17230-B08 Némecko Palatinate 7,17E RP61
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML217-14 | BIOUG17230-B11 Neémecko Palatinate 7,17E RP62
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML221-14 | BIOUG17230-C03 Neémecko Palatinate 7,17E RP63
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML222-14 | BIOUG17230-C04 | Neémecko Palatinate 7,17E RP64
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML232-14 | BIOUG17230-D02 | Neémecko Palatinate 7,17E RP65
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML233-14 | BIOUG17230-D03 Neémecko Palatinate 7,17E RP66
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML238-14 | BIOUG17230-D08 | Neémecko Palatinate 7,17E RP67
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML249-14 | BIOUG17230-E07 Neémecko Palatinate 7,17E RP68
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Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML256-14 | BIOUGI17230-F02 | Némecko Palatinate 7,17E RP69
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML278-14 | BIOUG17230-G12 | Némecko Palatinate 7,17E RP70
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGML279-14 | BIOUG17230-HO1 Némecko Palatinate 7,17E RP71
GMGMM206- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUGI17298-B02 | N&émecko Palatinate 7,17E RP72
GMGMM215- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-B11 Némecko Palatinate 7,17E RP73
GMGMM235- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-D07 | Némecko Palatinate 7,17E RP74
GMGMM239- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-D11 Némecko Palatinate 7,17E RP75
GMGMM249- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUGI17298-E09 | Némecko Palatinate 7,17E RP76
GMGMM252- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-E12 | Némecko Palatinate 7,17E RP77
GMGMM254- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUGI17298-F02 | Némecko Palatinate 7,17E RP78
GMGMM257- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-F05 Némecko Palatinate 7,17E RP79
GMGMM262- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUGI17298-F10 | Némecko Palatinate 7,17E RP80
GMGMM265- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-G01 Némecko Palatinate 7,17E RP81
GMGMM267- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-G03 | Némecko Palatinate 7,17E RP82
GMGMM268- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-G04 | Némecko Palatinate 7,17E RP83
GMGMM270- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-G06 | Némecko Palatinate 7,17E RP84
GMGMM275- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-G11 Némecko Palatinate 7,17E RP85
GMGMM278- Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
14 BIOUG17298-H02 | Némecko Palatinate 7,17E RP86
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMNZ202-14 | BIOUG17382-E08 | Némecko Palatinate 7,17E RP87
Rhineland- 50,552N; Scar-DEU-
GMGMN?221-14 | BIOUG17382-G03 | Némecko Palatinate 7,17E RP88
GMGRB1541- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG05265-F12 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-1
GMGRB2087- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG06405-C08 | Neémecko Niederbayern 13,422E BAV-2
GMGRC3027- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG06405-F04 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-3
GMGRC3032- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUGO06405-F09 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-4
GMGRF6347- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG(07948-A08 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-5
GMGRF6349- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG07948-A10 | Neémecko Niederbayern 13,422E BAV-6
GMGRF6353- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG07948-B02 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-7
GMGRF6360- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG07948-B09 | Ne&mecko Niederbayern 13,422E BAV-8
GMGRF6364- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUG07948-C01 Némecko Niederbayern 13,422E BAV-9
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GMGRG43861- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUGO08215-A01 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-10

GMGRG4862- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUGO08215-A02 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-11

GMGRH2097- Bavaria, 48,9509N; Scar-DEU-
13 BIOUGO08215-C03 | Némecko Niederbayern 13,422E BAV-12

Priloha 6: Seznam stazenych COI sekvenci S. incisilobata z databaze BOLD/GenBank.

BOLD kéd GenBank kéd Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
GBDP12534-12 JQ582092 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E Sinc-FRA-LS
GMBUCI147-14 Bulharsko Sofiya, Godech | 43,009N; 23,058E | Sinc-BGR-SOF1
GMBUD162-14 Bulharsko | gofiya, Godech | 43,009N; 23,058E | Sinc-BGR-SOF2

Rhineland-
GMGMA363-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP1
Rhineland-
GMGMAG649-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP2
Rhineland-
GMGMAS853-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP3
Rhineland-
GMGMBO047-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP4
Rhineland-
GMGMBO060-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP5
Rhineland-
GMGMB744-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP6
Rhineland-
GMGMB754-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP7
Rhineland-
GMGMHO070-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP8
GMGMH1286- Rhineland-
14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP9
Rhineland-
GMGMI1137-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP10
Rhineland-
GMGMI323-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP11
Rhineland-
GMGMKO039-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP12
Rhineland-
GMGMKO057-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP13
GMGMK1133- Rhineland-
14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP14
GMGMK1146- Rhineland-
14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP15
Rhineland-
GMGMK320-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP16
Rhineland-
GMGMKS523-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP17
Rhineland-
GMGMLA432-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP18
Rhineland-
GMGML488-14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP19
GMGMM1020- Rhineland-
14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP20
GMGMM1036- Rhineland-
14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP21
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GMGMMS509- Rhineland-

14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP22
GMGMN1238- Rhineland-

14 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E Sinc-DEU-RP23
GMGMN1500- Bavaria, 48,1333N;

14 Némecko Oberbayern 11,5667E Sinc-DEU-BAV

Priloha 7: Seznam stazenych COI sekvenci S. lehmanni z databaze BOLD/GenBank.

GenBank

BOLD kod kod Zemé Lokalita Souradnice ZKkratka
Sleh-FRA-

GBDP12450-12 | JQ413458 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS1
Sleh-FRA-

GBDP12537-12 | JQ582095 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS2
Sleh-FRA-

GBDP12542-12 | JQ582100 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS3
Sleh-FRA-

GBDP12557-12 | JQ582115 Francie Camélas 42,641N; 2,696E CAM
Sleh-FRA-

GBDP12558-12 | JQ582116 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS4
Sleh-FRA-

GBDP12559-12 | JQ582117 Francie Le Soler 42,677N; 2,771E LS5
_ Sleh-USA-

GBDP13967-13 | Q806823 USA Findlay, OH 45840 | H104IN:-83.683W 1 7y
. _ Sleh-ESP-

GBDP24285-19 | KX161480 | SPanclsko La Roda (Albacete) | ~0-188N:-2.173W LRI
. _ Sleh-ESP-

GBDP24286-19 | KX161481 |  SPanclsko Barannain (Navarra) | +2003N; -1.686W BAR
. _ Sleh-ESP-

GBDP24287-19 | KX161482 |  Spanclsko La Roda (Albacete) 39.189N; -2.172W LR2
GBMNA27504- (1 Berceto, Provincie . Sleh-ITA-

o MH1 18213 Ttalie b 44.502N; 9.976E BER
GBMNA27505- . Seravezza, Provincie . Sleh-ITA-

o MH 18215 Ttalie o 44.0063N; 10.233E SER
GBMNA27506- (1 Str. Campagnolo, . Sleh-ITA-

19 MH118216 Italie Marmirolo 45.2059N; 10.742E CAM
GBMNA27507- . Rosello, Provincie . Sleh-ITA-

o MHL 18217 Ttalie e 41.8888N; 14.351E ROS
GBMNA27508- o _ Sleh-ITA-

19 MH118214 lalie Monte Sant'Angelo | *1-800N: 13.982E MSA
GBMNA27509- o _ Sleh-ITA-

19 MH118218 Italie Chiaromonte PZ 40.059N; 16.152E CHIA
GBMNA27565- Ceska _ Sleh-CZE-

19 MH118212| republika Jetfichovice 50.854N; 14.405E JET
GBMNA29111- . _ Sleh-GRC-

o MH1 18178 Becko Tsotili 40.217N; 21.200E SO
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Priloha 8: Seznam stazenych COI sekvenci S. noverca z databaze BOLD/GenBank.

GenBank
BOLD kéd kod Zemé Lokality Souradnice Zkratka
GBDP12466-12 | JQ582024 Francie Metz 49,116N; 6,173E | Snov-FRA-MZ
GBDP12467-12 | JQ582025 Francie Moutiers 45,485N; 6,527E | Snov-FRA-MO
GBMING60345- . ) Snov-ITA-
17 KU746545 Italie Roma 41.940N; 12.410E ROM
Snov-BGR-
GMBUG357-14 Bulharsko Sofiya, Godech 43.009N; 23.058E SOF
Rhineland- Snov-DEU-
GMGMK301-14 Némecko Palatinate 50.552N; 7,17E RP1
Rhineland- Snov-DEU-
GMGMK322-14 Némecko Palatinate 50.552N; 7,17E RP2
Rhineland- Snov-DEU-
GMGMM250-14 Némecko Palatinate 50.552N; 7,17E RP3

Priloha 9: Seznam stazenych COI sekvenci S. variegata z databaze BOLD/GenBank.

BOLD kod | GenBank kod Zemé Lokalita Souradnice Zkratka
Saint-Etienne Svar-FRA-
GBDP12518-12| JQ582076 Francie d'Tssensac 43,845N; 3,704E SED
50,813N; Svar-BEL-
GBDP12532-12 JQ582090 Belgie Oud-Heverlee 40,686E OH1
50,813N; Svar-BEL-
GBDP12533-12 JQ582091 Belgie Oud-Heverlee 40,686E OH2
Svar-FRA-
GBDP12540-12| JQ582098 Francie Le Soler 42,677N; 2, 771E LS1
Svar-FRA-
GBDP12543-12| JQ582101 Francie Le Soler 42,677N; 2, 771E LS2
Svar-BEL-
GBDP12544-12 | JQ582102 Belgie Watervliet 50,285N; 3,607E WATI1
Svar-BEL-
GBDP12545-12| JQ582103 Belgie Watervliet 50,285N; 3,607E WAT?2
Svar-BEL-
GBDP12547-12| JQ582105 Belgie Watervliet 50,285N; 3,607E WAT3
Svar-BEL-
GBDP12549-12 | JQ582107 Belgie Watervliet 50,285N; 3,607E WAT4
Svar-BEL-
GBDP12551-12 | JQ582109 Belgie Watervliet 50,285N; 3,607E WATS
Betanzos, La 43,277N; - Svar-ESP-
GBDP24356-19 | KX161478 §panélsko Corunna 8,213W BET
San Sebastian, 43,308N; -
GBDP24357-19 | KX161479 gpanélsko Guipuzcoa 1,984W Svar-ESP-SS
GBMNA27510- Svar-ITA-
19 MH118219 Italie Berceto 44,502N; 9,976E BER
GBMNA27511- 45,206N; Svar-ITA-
19 MH118220 Italie Mantova 10,7422E MANI1
GBMNA27512- 45,206N; Svar-ITA-
19 MH118221 Italie Mantova 10,7422E MAN2
GBMNA27513- 45,206N; Svar-ITA-
19 MH118211 Italie Mantova 10,7422E MAN3
GBMNA27514- 45,206N; Svar-ITA-
19 MH118222 Italie Mantova 10,7422E MAN4
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GBMNA27539- Svar-GBR-
19 MH118209 Velkd Britdanie | England, Laysters | 52,259N; -2,64W LAY1
GBMNA27540- Svar-GBR-
19 MHI118210 | Velka Britdnie | England, Laysters | 52,259N; -2,64W LAY?2
GBMNA27546- Ceska 50,8549N; Svar-CZE-
19 MH118204 republika D¢&Cin, Jetiichovice 14,4054E JET1
GBMNA27547- Ceska 50,8549N; Svar-CZE-
19 MH118205 republika D¢&Cin, Jetfichovice 14,4054E JET2
GBMNA27549- Bacau County, 46,4274N; Svar-ROU-
19 MH118206 Rumunsko Comiinesti 26,4343E BACI1
GBMNA27558- Isles of Scilly, 49,9179N; - Svar-GBR-
19 MH118200 | Velka Britanie Hugh Town 6,288W 10S
GBMNA27559- Bacau County, 46,4274N; Svar-ROU-
19 MH118201 Rumunsko Cominesti 26,4343E BAC2
GBMNA27560- Ceska 50,8549N; Svar-CZE-
19 MH118202 republika D¢&Cin, Jetiichovice 14,4054E JET3
GBMNAZ27561- Bacau County, 46,4274N; Svar-ROU-
19 MH118203 Rumunsko Comanesti 26,4343E BAC3
GBMNA27566- Ceska 50,8549N; Svar-CZE-
19 MH118208 republika D¢&Cin, Jetiichovice 14,4054E JET4
GBMNA27572- 46,5199N; Svar-ITA-
19 MH118207 Italie Bolzano-Bozen 11,5228E BOL
GBMNA29107- Province of 46,2498N; Svar-ITA-
19 MH118172 Italie Belluno 12,197E POB
GBMNA29112- Svar-ITA-
19 MH118179 Italie Trentino 46,18N; 11,83E TRE
GBMNA29113- 45,2193N; Svar-ITA-
19 MH118180 Italie Province of Mantua 10,7561E POM
GBMNA29114- 44,8998N; Svar-FRA-
19 MH118181 France Briangon 6,642E BRI
GBMNA29116- 45,7308N; Svar-ITA-
19 MH118185 Italie Treviso 12,2605E TREV
GBMNA31297- 44,8971N; Svar-HRV-
19 MH118261 Chorvatsko Plitvica 15,6254E PLIT1
GBMNA31298- 44,8971N; Svar-HRV-
19 MH118262 Chorvatsko Plitvica 15,6254E PLIT2
GBMNA31299- 44,5309N; Svar-HRV-
19 MH118263 Chorvatsko Baske Ostarije 15,1271E BO1
GBMNA31300- 44,5309N; Svar-HRV-
19 MH118264 Chorvatsko Baske Ostarije 15,1271E BO2
GBMNA31301- 44,5086N; Svar-HRV-
19 MH118265 Chorvatsko Baske Ostarije 15,2186E BO3
GBMNA31302- 44,5302N; Svar-HRV-
19 MH118266 Chorvatsko Gospi¢ 15,3266E GOS
GMBMAO15- | BIOUG36068- 53,9156N; Svar-BLR-
17 F09 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN1
BIOUG36068- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMI008-17 GO08 Beélorusko Minsk 27,6062E MIN2
GMBMMO016- | BIOUG36611- 53,9156N; Svar-BLR-
17 GO05 Beélorusko Minsk 27,6062E MIN3
GMBMNI116- | BIOUG36732- 53,9156N; Svar-BLR-
17 C06 Beélorusko Minsk 27,6062E MIN4
GMBMNI117- | BIOUG36732- 53,9156N; Svar-BLR-
17 Co7 Bélorusko Minsk 27,6062E MINS5
BIOUG36769- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMP043-17 C06 Bélorusko Minsk 27,6062E MING6
BIOUG36769- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMP046-17 C09 Bcélorusko Minsk 27,6062E MIN7
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BIOUG36769- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMP051-17 D02 Bélorusko Minsk 27,6062E MINS
BIOUG36769- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMP057-17 D08 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN9
BIOUG36755- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMP080-18 B12 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN10
GMBMQO13- | BIOUG36758- 53,9156N; Svar-BLR-
17 GO1 Bélorusko Minsk 27,6062E MINI11
GMBMAQO15- | BIOUG36758- 53,9156N; Svar-BLR-
17 GO03 Bélorusko Minsk 27,6062E MINI12
GMBMQO17- | BIOUG36758- 53,9156N; Svar-BLR-
17 GO05 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN13
GMBMRO095- | BIOUG36759- 53,9156N; Svar-BLR-
17 EQ7 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN14
GMBMR139- | BIOUG36784- 53,9156N; Svar-BLR-
17 A08 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN15
BIOUG36769- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMSO070-18 F12 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN16
BIOUG36769- 53,9156N; Svar-BLR-
GMBMSO071-18 GO01 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN17
GMBMTO033- | BIOUG37051- 53,9156N; Svar-BLR-
18 D06 Bélorusko Minsk 27,6062E MIN18
BIOUG15150- 43,009N; Svar-BGR-
GMBUD148-14 C02 Bulharsko Godech 23,058E GOD
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGAO031-14 Co7 Egypt Alexandria 29,7755E ALE1
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGA032-14 C08 Egypt Alexandria 29,7755E ALE2
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGAO034-14 C10 Egypt Alexandria 29,7755E ALE3
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGAOQ036-14 Cl12 Egypt Alexandria 29,7755E ALE4
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGAO052-14 E04 Egypt Alexandria 29,7755E ALES
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGAO055-14 EQ7 Egypt Alexandria 29,7755E ALE6
BIOUG12232- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGAO061-14 FO1 Egypt Alexandria 29,7755E ALE7
BIOUG14330- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGBI101-14 EO1 Egypt Alexandria 29,7755E ALES
BIOUG14331- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGBI157-14 Al0Q Egypt Alexandria 29,7755E ALE9
BIOUG14331- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGB159-14 Al2 Egypt Alexandria 29,7755E ALEI10
BIOUG14331- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGB175-14 C04 Egypt Alexandria 29,7755E ALEI11
BIOUG14331- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGCO016-14 Ell Egypt Alexandria 29,7755E ALEI12
BIOUG14331- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGD008-14 GO08 Egypt Alexandria 29,7755E ALE13
BIOUG14331- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGD009-14 G09 Egypt Alexandria 29,7755E ALE14
BIOUG14432- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGJ033-14 B0O3 Egypt Alexandria 29,7755E ALE15
BIOUG14630- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGK116-14 A05 Egypt Alexandria 29,7755E ALE16
BIOUG14630- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGK128-14 BO5 Egypt Alexandria 29,7755E ALE17
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BIOUG14630- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGK140-14 C05 Egypt Alexandria 29,7755E ALE1S8
BIOUG14630- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGK146-14 Cl1 Egypt Alexandria 29,7755E ALE19
BIOUG14630- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGK150-14 D03 Egypt Alexandria 29,7755E ALE20
BIOUG14630- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGK198-14 HO3 Egypt Alexandria 29,7755E ALE21
BIOUG14432- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGLO012-14 F09 Egypt Alexandria 29,7755E ALE22
GMEGMO006- | BIOUG14432- 30,9256N; Svar-EGY-
14 HO06 Egypt Alexandria 29,7755E ALE23
BIOUG14794- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGS014-14 B0O7 Egypt Alexandria 29,7755E ALE24
BIOUG14794- 30,9256N; Svar-EGY-
GMEGSO015-14 BO8 Egypt Alexandria 29,7755E ALE25
BIOUG14443- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESA177-14 F05 Egypt Alexandria 29,7755E ALE26
BIOUG14518- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESB730-14 B04 Egypt Alexandria 29,7755E ALE27
BIOUG14518- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESC093-14 E10 Egypt Alexandria 29,7755E ALE28
BIOUG14518- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESDO023-14 GO05 Egypt Alexandria 29,7755E ALE29
BIOUG14834- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESJ1090-14 D10 Egypt Alexandria 29,7755E ALE30
BIOUG14834- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESJ1094-14 E02 Egypt Alexandria 29,7755E ALE31
BIOUG14834- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESJ1106-14 F02 Egypt Alexandria 29,7755E ALE32
BIOUG14839- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESKS580-14 B02 Egypt Alexandria 29,7755E ALE33
BIOUG14839- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESKS581-14 B03 Egypt Alexandria 29,7755E ALE34
BIOUG14839- 30,9256N; Svar-EGY-
GMESKS583-14 BO5 Egypt Alexandria 29,7755E ALE35
GMGMA303- | BIOUG15980- Rhineland- Svar-DEU-
14 All Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP1
GMGMA380- | BIOUG15980- Rhineland- Svar-DEU-
14 H04 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP2
GMGMBO022- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 DO1 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP3
GMGMBO025- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 D04 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP4
GMGMBO028- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 D07 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP5
GMGMBO029- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 D08 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP6
GMGMBO040- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 EQ7 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP7
GMGMBO044- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 Ell Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP8
GMGMBO045- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 E12 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP9
GMGMBO059- | BIOUG16267- Rhineland- Svar-DEU-
14 G02 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP10
GMGMBS589- | BIOUG16273- Rhineland- Svar-DEU-
14 HO5 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP11
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GMGMCO057- | BIOUG16353- Rhineland- Svar-DEU-
14 G06 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP12
GMGMD207- | BIOUG16607- Rhineland- Svar-DEU-
14 E03 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP13
GMGMD217- | BIOUG16607- Rhineland- Svar-DEU-
14 FO1 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP14
GMGMD228- | BIOUG16607- Rhineland- Svar-DEU-
14 F12 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP15
GMGMH1280- | BIOUG17000- Rhineland- Svar-DEU-
14 Bl11 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP16
GMGMH1315- | BIOUG17000- Rhineland- Svar-DEU-
14 E10 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP17
GMGMH1324- | BIOUG17000- Rhineland- Svar-DEU-
14 FO7 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RPI18
BIOUG17085- Rhineland- Svar-DEU-
GMGMI106-14 A06 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP19
BIOUG17069- Rhineland- Svar-DEU-
GMGMJ198-14 G10 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP20
BIOUG17070- Rhineland- Svar-DEU-
GMGMJ233-14 B10 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP21
GMGMKO044- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 El12 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP22
GMGMKO050- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 F06 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP23
GMGMKO51- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 FO7 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP24
GMGMKO053- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 F09 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP25
GMGMKO061- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 GO05 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP26
GMGMKO062- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 G06 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP27
GMGMKO063- | BIOUG17071- Rhineland- Svar-DEU-
14 GO07 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP28
GMGMK271- | BIOUG17175- Rhineland- Svar-DEU-
14 A02 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP29
GMGMK289- | BIOUG17175- Rhineland- Svar-DEU-
14 BO8 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP30
GMGMK291- | BIOUG17175- Rhineland- Svar-DEU-
14 B10 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP31
GMGMK305- | BIOUG17175- Rhineland- Svar-DEU-
14 Cl12 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP32
GMGMK314- | BIOUG17175- Rhineland- Svar-DEU-
14 D09 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP33
GMGMLO085- | BIOUG17228- Rhineland- Svar-DEU-
14 G09 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP34
GMGML092- | BIOUG17228- Rhineland- Svar-DEU-
14 HO04 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP35
GMGML1389- | BIOUG17271- Rhineland- Svar-DEU-
14 B02 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP36
GMGML207- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 BO1 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP37
GMGML218- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 B12 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP38
GMGML237- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 D07 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP39
GMGML241- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 D11 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP40
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GMGML257- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 FO03 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP41
GMGML273- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 GO07 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP42
GMGML276- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 G10 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP43
GMGML277- | BIOUG17230- Rhineland- Svar-DEU-
14 Gl11 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP44
GMGML500- | BIOUG17232- Rhineland- Svar-DEU-
14 GO03 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP45
GMGMM217- | BIOUG17298- Rhineland- Svar-DEU-
14 CO01 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP46
GMGMM242- | BIOUG17298- Rhineland- Svar-DEU-
14 E02 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP47
GMGMM251- | BIOUG17298- Rhineland- Svar-DEU-
14 Ell Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP48
GMGMM274- | BIOUG17298- Rhineland- Svar-DEU-
14 G10 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP49
GMGMN205- | BIOUG17382- Rhineland- Svar-DEU-
14 Ell Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP50
GMGMN213- | BIOUG17382- Rhineland- Svar-DEU-
14 FO7 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP51
GMGMN302- | BIOUG17383- Rhineland- Svar-DEU-
14 FO1 Némecko Palatinate 50,552N; 7,17E RP52
GMGRBI1542- | BIOUG05265- 48,9509N; Svar-DEU-
13 GO1 Némecko Bavaria 13,422E BAV1
GMGRE2800- | BIOUG06444- 48,9509N; Svar-DEU-
13 Al2 Némecko Bavaria 13,422E BAV2
GMGRF6346- | BIOUG07948- 48,9509N; Svar-DEU-
13 A07 Némecko Bavaria 13,422E BAV3
GMGRF6351- | BIOUG07948- 48,9509N; Svar-DEU-
13 Al2 Némecko Bavaria 13,422E BAV4
GMGRG4863- | BIOUG08215- 48,9509N; Svar-DEU-
13 A03 Némecko Bavaria 13,422E BAVS
GMGRG4866- | BIOUG08215- 48,9509N; Svar-DEU-
13 A06 Némecko Bavaria 13,422E BAV6
GMNWJ3532- | BIOUG16254- 63,405N; Svar-NOR-
14 FO7 Norsko Sor-Trondelag 10,383E ST1
GMNWK4259- | BIOUG16429- 63,405N; Svar-NOR-
14 A02 Norsko Sor-Trondelag 10,383E ST2
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Priloha 10: Prumérna frekvence nukleotida u COI markeru.

Druh Prumérna frekvence nukleotida (%)

T C A G
S. africa 38.0 16,6 28.9 16.4
S. albiceps 38.1 15.6 30.0 16.3
S. argyrostoma 36.7 17.5 30.2 15.6
S. caerulescens 37.4 16.5 29.8 16.2
S. carnaria 37.4 17.1 29.1 16.4
S. incisilobata 37.8 17.4 28.4 16.4
S. lehmanni 37.5 17.1 28.6 16.8
S. noverca 37.1 16.5 30.1 16.2
S. variegata 37.8 16.7 28.7 16.8

Priloha 11: Haplotypové sité pro oblast COI (a - S. africa, b - S. albiceps, ¢ - S. argyrostoma,
d - S. caerulescens, e- S. carnaria, f - S. incisilobata, g- S. lehmanni, h — S. noverca, ch) S.
variegata). Velikost kruhu zavisi na poctu jedinct, u kterych se dany haplotyp vyskytuje.
Pocet mutaci je znacen pricnymi ¢arkami. Jednotlivé zemé jsou barevné znaceny, zkratky jsou

vytvoreny podle mezinarodnich koda ISO.
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Priloha 12: Grafické znazornéni Mantelova testu. Genetické vzdalenosti byly spocitany
pomoci Kimura 2 - parametru (K2P), a) S. albiceps, b) S. argyrostoma, c) S. carnaria, d) S.

incisilobata, e) S. lehmanni, f) S. noverca.
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Priloha 13: Klastrova analyza-PCoA, a) S. africa, b) S. albiceps, c) S. argyrostoma, d) S.

caerulescens, e) S. carnaria, f) S. incisilobata, g) S. lehmanni, h) S. noverca, ch) S. variegata.
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Priloha 14: Dendrogram pro druh S. africa (Maximum Likelihood, TN+F+G4 model, 1000x

Bootstrap). Zakotenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v piiloze 1-9 a

Tab. 1.
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Priloha 15: Dendrogram pro druh S. albiceps (Maximum Likelihood, TPM3+F+G4 model,
1000x Bootstrap). Zakotfenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany

v v ptiloze 1-9 a Tab. L.
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Priloha 16: Dendrogram pro druh S. argyrostoma (Maximum Likelihood, TN+F+G4 model,

1000x Bootstrap). Zakofenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v

v priloze 1-9 a Tab. L.
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Priloha 17: Dendrogram pro druh S. caerulescens (Maximum Likelihood, HKY+F+I model,
1000x Bootstrap). Zakotenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v

v pfiloze 1-9 a Tab. L.
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Pi#iloha 18: Dendrogram pro druh S. carnaria (Maximum Likelihood, HKY+F+I model,
1000x Bootstrap). Zakofenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v

v priloze 1-9 a Tab. L.
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Priloha 19: Dendrogram pro druh S. incisilobata (Maximum Likelihood, TN+F+G4 model,
1000x Bootstrap). Zakotenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v

v priloze 1-9 a Tab. L.
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Priloha 20: Dendrogram pro druh S. lehmanni (Maximum Likelihood, HKY+F+I model,

1000x Bootstrap). Zakofenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v

v priloze 1-9 a Tab. L.
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Priloha 21: Dendrogram pro druh S. noverca (Maximum Likelihood, TN+F model, 1000x
Bootstrap). Zakotenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v v piiloze 1-9
a Tab. L.
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Priloha 22: Dendrogram pro druh S. variegata (Maximum Likelihood, HKY+F+I model,
1000x Bootstrap). Zakotenéno pomoci S. bullata. Zkratky lokalit jsou zaznamenany v ptiloze

1-9 a Tab. L
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P¥iloha 23: Predikované sekundarni struktury u ITSI fragmentu, a) S. africa, b) S. albiceps,
¢) S. argyrostoma, d) S. bullata, e) S. caerulescens, f) S. carnaria, g) S. incisilobata, h) S.

lehmanni, ch) S. noverca, 1) S. variegata.
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Priloha 24: Sekundarni struktury u I7S2 fragmentu, a) S. africa, b) S. albiceps, c) S.
argyrostoma, d) S. bullata, e) S. caerulescens, ) S. carnaria, g) S. incisilobata, h) S. lehmanni,

ch) S. noverca, 1) S. variegata.
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