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1 Uvod

Rad brouci (Coleoptera), s vice nez 380 000 popsanymi zéastupci (Slipifiski et al.,

2011), se vyznacuji obrovskou diverzitou na morfologické, ekologické i behavioralni arovni.

Pro porozuméni fylogeneze a evoluce tohoto extrémné diverzniho fadu je tieba sahnout
po molekularnich metodach. Nejpouzivanéjsim zdrojem molekularnich dat se, béhem
poslednich desetileti, stal mitochondrialni genom (mitogenom), ktery oplyvd mnohymi
vyhodami a prozatim zlstava nejefektivnéjSim nastrojem praveé pro fylogenezi, dale pro
fylogeografii, populacni genetiku, molekularni evoluci (Cameron, 2014a) a mimo jiné ma své

uplatnéni 1 ve forenzni praxi.

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie je fundamentalni organelou vSech eukaryotnich bunék, ktera zajistuje
predevsim produkci energie formou oxidativni fosforylace, tedy tvorbu ATP aerobnim
rozkladem organickych molekul. Tato organela se také podili na dalSich funkcich v burce,
jako je naptiklad apoptdza nebo bunééné starnuti (Cameron, 2014a). Kazda mitochondrie ma
dvé membrany, vnitini a vn&jsi, které vytvareji dva mitochondrialni oddily, matrix a
mezimembranovy prostor. Ve vnitini membrané je zanofena vétSina proteint, které spolecné

tvoti elektrontransportni fetézec potiebny praveé pro oxidativni fosforylaci (Alberts, 1998).

Obecné piijimanym faktem je, Ze mitochondrie vznikla endosymbidzou, tedy
pohlcenim a integraci volné Zijici bakterie hostitelskou bunikou, pied vice nez 1,5 miliardami
let (Smith, 2016). Tato bakterie ma nejpravdépodobnéji své koteny ve tfid¢ a-Proteobakterii
a za jejiho nejblizsiho ptibuzného je povazovana paraziticka bakterie rodu Rickettsia, u které
se ukazalo, ze ma podstatné redukovany bakteridlni genom a podoba se mitochondrii svou
zavislosti na hostitelské bunce (Andersson et al., 1998). Zatimco o pfedku mitochondrie
existuje docela jasna pfedstava, otazkou ziistava, jak vypadala pradavna hostitelska burka.
Kooninem (2010) byly ptedstaveny dv¢ teorie. Prvni fika, Ze hostitelem byla hypoteticka,
primitivni eukaryotni burika, zatimco druha predpokladd, ze pozieni a-Proteobakterie bunkou
zdomény Archea vedlo ke vzniku mitochondrie a =zaroven Kk evoluci jadra a
kompartmentalizaci eukaryotické bunky. Kterd v§ak opravdu ke vzniku mitochondrie vedla,
jisté neni (Koonin, 2010). Co vsak vime je, ze mitochondrie v evoluci vznikla pouze jednou
(Gray et al., 1999; Lang et al., 2004).



Mitochondrie béhem své evoluce, V porovnani se svymi bakterialnimi piedky, musely
ztratit znacnou ¢ast svého genomu. Mnozstvi gend, které jsou kodovany mitochondrii, je mezi
eukaryotnimi organismy velice variabilni, napiiklad bi¢ikaty prvok Reclinomonas americana,
obsahuje ve své mitochondrii rekordnich 67 gent kodujicich proteiny. Na opaéném polu
mizeme najit prikladem parazitického prvoka Plasmodium falciparum, pivodce malarie,
ktery ma mitochondridlni geny pouze tfi (Gray et al., 1999). Rizny obsah geni
v mitochondrialni DNA (mtDNA) je piipisovan pifedevsim pfesuniim genti z mitochondrie do
jadra a je to proces, ktery stale pokracuje (Lang et al., 2004; Gray et al., 1999). Mitochondrialni
geny koduji predev§im komponenty, které jsou funkéni v ramci oxidativni fosforylace,

syntézy a transportu proteintl, zpracovavani RNA a vyjimecné transkripce (Lang et al., 2004).

Mitochondrialni DNA Zzivo€icha je kruhova molekula, vyjimku tvoii pouze 3 ttidy
zahavct, u kterych je linedrni (Bridge et al., 1992). Obecné se jedna o relativné kratkou
molekulu, nejcastéji mezi 15 a 20 kb, obsahujici 37 gent. Typicky zivociSny mitochondrialni
genom koduje 13 proteinovych podjednotek enzymi oxidativni fosforylace, 2 rRNA
mitochondridlniho ribozomu a 22 tRNA potiebnych k translaci proteini koédovanych
v mtDNA. Jedna se o nasledujici geny kodujici proteiny: ATP syntaza, podjednotky 6 a 8
(ATPG, ATP8), cytochrom oxidaza b (CytB), cytochrom oxidaza ¢, podjednotky 1 — 3 (COX1
- COX3) a NADH dehydrogenaza, podjednotky 1 — 6 a 4L (ND1 — ND6, ND4L). Tato sada 37
gend je v ramci trojlistych (Bilateralia) vysoce konzervovana (Boore, 1999). Kromé geni se
zde nachazi rizné nekodujici oblasti, nejvétsi z nich se nazyva kontrolni region (nebo také AT
oblast). Tyto nekodujici oblasti slouzi jako vazebna mista proteinti, které se podileji na
genomové replikaci a transkripci (Cameron, 2014b). Poradi gent zistava v evoluénim case
casto nemeénné, 1 kdyZ je zndmo, Ze mitochondridlni DNA se vyviji relativné rychle. Témé&f
vzdy je potadi gentl velice stabilni uvniti hlavnich skupin, ale variabilni mezi nimi, a proto ma

jejich porovnavani velky potencial k poznani zivo¢isné fylogeneze (Boore, 1999).

1.1.1 Mitochondrie jako molekularni marker

MtDNA je v soucasnosti nejvice sekvenovanym typem eukaryotického chromozomu
(Smith a Keeling, 2015). Celé to zacalo v roce 1981, kdy byly osekvenovany prvni dvé
MtDNA, a to mysi a lidska, které byly také prvnimi osekvenovanymi nevirovymi genomy
vibec (Anderson et al., 1981; Bibb et al., 1981) a k 10. 3. 2018 bylo uz v databazi GenBank
uloZeno vice nez 8800 kompletnich mitochondrialnich genomu. Tato data méla vliv na Siroké
spektrum védeckych disciplin a v podstaté na jejich zakladé bylo formovano pochopeni

eukaryotického Zivota, jeho ptivodu, diverzity a komplexity (Gray, 2012).



Mitochondridlni DNA se ukazala byt velice uZitecnym néstrojem k poznavani
fylogenetickych vztahli zejména u zivocichii. Jeji pfednosti je pfedevSim malad velikost,
maternalni dédi¢nost, fakt, Ze u ni téméf nedochazi k rekombinaci a vysoka evolu¢ni rychlost.
Navic je u eukaryot univerzalné piitomnd, snadno izolovatelnd, mé jednoduchou genetickou
strukturu bez komplikovanych ryst, jako repetitivni DNA, mobilni elementy nebo introny, a
Vv bunce se vyskytuje ve vice kopiich (Avise et al., 1987). Vyse uvedené vlastnosti délaji
z mtDNA jeden z nejlepSich molekularnich markert. Pro urceni fylogenetickych vztahii na
riznych taxonomickych trovnich se vyuziva rizny pocet a kombinace mitochondrialnich
gend (Hunt et al. 2007; Bocak et al. 2014), stejné jako celé mitogenomy (Li et al., 2016; Youan
et al., 2016). Nevyuziva se ji vSak pouze ve fylogenezi, ale také ve studiich zabyvajicich se
fylogeografii, populacni genetikou a molekuldrni evoluci (Cameron, 2014a). V neposledni

fad¢ se mtDNA vyuziva také ve forenzni entomologii.

1.2 Forenzni entomologie

Forenzni entomologie je analyzou hmyzich dikazti pro forenzni a pravni ucely
(Amendt et al., 2007). Miazeme ji rozdélit do tfech zakladnich kategorii, kterymi jsou
problematika potravinatfskych Skidct, oblast parazitii lidi a zvitat a stanoveni doby smrti u
minimélni doby, kterd uplynula od smrti jedince, ktera se také nazyva post mortem interval
(PMI) (Catts a Goff, 1992). Soudn¢ 1ékaiské metody jsou limitovany piiblizné€ na prvnich 72
hodin od smrti (Campobasso, 2001) a v tuto chvili se entomologické metody stavaji jedny
z nejpiesnéjSich. Diky pachové atrakci byvd hmyz jednim z prvnich konzumentd, které na
mrtvolach najdeme (Suldkova, 2006). V zéavislosti na piistupnosti a podminkach prostiedi
nekrosaprofagni hmyz pohotové kolonizuje Cerstvou mrtvolu a aktivné se podili na jejim
rozkladu. Mezi iimrtim a prvni kolonizaci hmyzem v§ak mtze vzniknout urcita prodleva, ktera
muze zkomplikovat stanoveni PMI, protoze forenzni entomolog je schopen stanovit jeding
dobu, ktera uplynula od po¢atku kolonizace (Suldkova, 2014). V piipadé, Ze je mrtvola volng
exponovana, nastavaji zpravidla tii ptipady. Kdyz jsou pfitomna krvaciva poranéni, hmyz je
aromatem krve nalakan téméf okamzité. V pripadé, Ze jedna o intaktni télo, hmyz je pfitahovan
pozdéji, uvolilovanymi plyny, a ¢asova prodleva mezi umrtim a kolonizaci mize byt delsi.
Poslednim piipadem je, Ze kolonizace nastava jesté pred umrtim (Suldkova, 2014).
Z taxonomického hlediska pievladaji ve spolecnosti kolonizatorti brouci (asi 50%), néasleduji
mouchy (asi 35%), které jsou zaroven dominantni v ramci po¢tu nalézanych jedincd, a zbytek

pfipadé z nejvétsi ¢asti na motyly, blanok¥idlé, cizopasné vosy a mravence (Suldkova, 2006).



Hlavnim principem forenzni entomologie v kriminalistice je sukcese, to znamena, ze
se jednotlivé druhy hmyzu na téle nevyskytuji soucasné nybrz postupné, ve vinach. Pribeh
sukcese se muize liSit v zavislosti na vnéjSich podminkach a podle jejiho pribéhu se rozlisuje
razny pocet fazi (Sulakova, 2006, 2014; Straus et al., 2017). V oblastech mirného pasu se
pouziva stupnice o 6 stadiich (Payne a Crossley, 1966). Jednotliva stadia v¢éetné kolonizatort

byla, specificky pro CR, popsana H. Suldkovou (2006, 2014) a jsou nasledujici:

1. vlna: Cerstvé télo. Probiha bezprostiedné po smrti ¢loveka, typickymi kolonizatory
jsou vosy a mravenci z fadu blanokiidlych (Hymenoptera), ale ti nemaji z hlediska
stanoveni PMI téméf zadny vyznam. Skute¢né kriminalisticky vyznamna je vSak celed’
bzucivkoviti (Calliphoridae), ktera vyhledava mrtvolu za Gc¢elem kladeni, a proto je
casové prodleva mezi imrtim a nakladenim prvnich vaji¢ek minimalni.

2. vlna: nadmuté télo. V travicim traktu vznikaji plynné latky, diky mikrobidlnimu
rozkladu, na néz reaguji opét bzucivkoviti a dale masarkoviti (Sarcophagidae) a
mouchoviti (Muscidae). Z broukt osidluji v této fazi t€lo mrchoZroutoviti (Silphidae).
Brouci jsou méné piesnym indikétorem PMI, protoze kolonizuji télo s vétsi prodlevou
od umrti a navic mohou setrvavat delsi dobu, nez nakladou vajicka.

3. vlna: biochemicky aktivni. Tuto mizeme rozd¢lit jesté na dvé subfaze, kde pfi prvni
dochazi ke zmydelnéni tukd a je typicka pro mouchy rodu Hydrotaea a brouky z ¢eledi
drab¢ikoviti (Staphylinidae), mrsnikoviti (Histeridae) a lesknacoviti (Nitidulidae). Pi
druhé subfazi dochazi k fermentaci proteinli, a ta pfitahuje mouchy z celedi
syrohlodkoviti (Piophilidae), kmitalkoviti (Sepsidae) a slunilkoviti (Fanniidae),
zatimco z broukli mlZeme nalézt koZojedy (Dermestidae) a pestrokrvecniky
(Cleridae).

4. vlna: pokrocily rozklad. Dochazi zde k ¢pavkové fermentaci zbytkit meékkych tkani,
kromé toho, Ze se zde vyskytuje vétSina hmyzu z predchozi viny, najdeme také musky
z ¢eledi hrbilkovité (Phoridae).

5. vina: vysychani zbytkd mékkych tkani. Télo dale rozkladaji larvy syrohlodek a hrbilek,
kozojedi a pestrokrvecnici, nove se vyskytuji hlodacoviti (Trogidae).

6. vlna: kosterni zbytky: vétSina mékkych tkani byla rozlozena a na rozkladu ostatnich

zbytkl se podileji roztoc¢i (Acari) a Cervotocoviti (Anobiidae).

Pro spravné urceni doby kolonizace je naprosto zasadni pfesna identifikace nalezeného
druhu, rekonstrukce teploty na misté ¢inu po dobu vyskytu téla a modelovani rychlosti vyvoje

nedospélych jedinch na zakladé znalosti jejich vyvojovych cykli (Amendt et al., 2011).



Morfologicka identifikace dospélcii je velice komplexni procedura, vzhledem k tomu, ze
jsou si n€které pribuzné druhy velice podobné a vyzaduje experty v oboru taxonomie.
U nedospélych jedinct je identifikace prakticky nemozna, vzhledem K tomu, Ze anatomické
rozdily nejsou pro mnohé druhy znamy (Wells a Stevens, 2008; Amendt et al., 2011). Jednou
moznosti je domaci odchovani larev na mase, které je viak zdlouhavé (Suldkova, osobni

komunikace).

Alternativou je identifikace druhu pomoci molekularnich technik. Prvnim védcem, ktery
navrhnul pouziti DNA pro tyto ucely, byl Sperling et al. v roce 1994. Ten pouzil 2300 part
bazi dlouhou oblast vramci mitochondrialnich geni COX1, COX2 a tRNA leucinu
k identifikaci 3 druhti much celedi bzucivkoviti (Calliphoridae), jednalo se o druhy Phormia
regina, Lucilia sericata (jako Phaenicia sericata) a Lucilia illustris. Stejné jako prace
Sperlinga et al. (1994), se vétSina praci zabyva identifikaci druhu pomoci mitochondrialni
DNA, a to hlavné pomoci genu kddujiciho podjednotku 1 a 2 cytochrom oxidazy (COX1,
COX2). Tyto byly vybrany hlavné proto, ze obsahuji sekvence jak variabilni tak vysoce
konzervované (Morlais a Severson, 2002). Referen¢ni sekvence genii COX1 a COX2 mnoha
druhti mtizeme najit v databazi GenBank (Sperling et al., 1994; Wallman a Dolleman, 2001;
Wells a Sperling, 2001; Amendt et al., 2011).

Béznym zplisobem jak analyzovat sekvence je procedura, kterd zahrnuje tfi kroky:
extrakci DNA, amplifikaci genu, ktery nas zajima a sekvenaci. Nasledn¢ se ziskana sekvence
porovna s referencni sekvenci, ktera je ulozena v urcité databazi (napt. GenBank). Pro toto
porovnani je vSak potieba mit kompletni databazi ptibuznych druht, jinak by mohlo snadno
dojit k zdméné druhu, kterd by mohla byt ve forenznim kontextu fatalni (Amendt et al., 2011).
Ackoli je identifikace druhu na zakladé genti COX1 (ptipadné COX2 nebo dalsich) vétSinou
postacujici, vyskytly se ptipady, kdy se, naptiklad diky nedostatecné variabilit€¢ mezi druhy,
identifikace nepodaftila (Wallman a Donnellan, 2001; Wells et al., 2007), v takovém ptipadé
se ukazalo byt vhodné pouziti celého mitogenomu. Kompletni sekvence se vyuziva zejména
pro vybér vhodnych markeri pro identifikaci a také pro studium fylogenetickych vztaht, kde

dochazi k vyraznému zlepSeni vysledki (Nelson et al., 2012).

V mnozstvi kompletné osekvenovanych mitogenomi forenzné¢ vyznamného hmyzu
vyrazn¢ prevazuji zastupci fadu douktidli (Diptera). Zatimco dvoukiidli maji v databazi

GenBank 27 zastupct ze 3 ¢eledi (Calliphoridae, Muscidae a Phoridae), z brouki (Coleoptera)



Vv této databazi mizeme najit pouze 3 zastupce ze 2 ¢eledi (Staphylinidae a Silphidae), z nichz

ani jeden se bézné v nasich podminkach nevyskytuje.

Na uzemi CR patii k nejbéZnéjsim forenzné vyznamnym druhim broukd zastupci z 5
celedi: Necrodes littoralis a rod Thanatophilus z ¢eledi Silphidae, Creophilus maxillosus a
rody Ontholestes, Philonthus a Aleochara z ¢eledi Staphylinidae, Margarinotus brunneus a
Saprimus semistratus z ¢eledi Histeridae, Omosita discoidea a Glischrochilus quadrisignatus
Z Celedi Nitidulidae, Dermestes frischii, D. undulatus a D. murinus z ¢eledi Dermestidae,
Necrobia violacea, N. rufipes a vyjimecné N. ruficollis z ¢eledi Cleridae a Trox scaber a T.

sabulosus z ¢eledi Trogidae (Suldkova, 2014).

1.3 Cleridae

Celed Cleridae, Gesky pestrokroveénikoviti, tvori monofyletickou vétev v fadu brouci
(Coleoptera), podiadu Polyphaga a infrafadu Cucujiformia. V poslednim katalogu je uvedeno,
ze existuje 3366 druht broukl spadajicich do celedi Cleridae (Corporaal, 1950), je vSak vic
nez jisté, Ze je toto Cislo zastaralé, 0 néco novéjsi odhady hovofi piiblizné o 4000 druzich
(Gerstmeier et al., 1999; Opitz, 2002). Jejich vyskyt je kosmopolitni, ale vétSina zastupct Se
vyskytuje v tropech (Koliba¢, 2010), v CR mizeme najit asi 21 druht (Vrba, 2018). Té&lo
pestrokrovecniki je protahlé, ovalného tvaru a je asi 2 az 24 mm dlouhé, témét vzdy pokryté
chloupky (Opitz, 2002). Casto jsou pestie zbarveni, pfevazné do Zluta nebo do Eervena a tvofi
rizné obrazce, coz jim napiiklad v CeStiné vyslouZilo nazev pestrokrovecnikoviti nebo
v angli¢ting ,,the checkered beetles® (pestii brouci). Tmavé nebo ¢erné druhy vsak také nejsou
vyjimkou (Burke a Chaboo, 2015). Hlava je z pravidla o néco $ir$i nebo stejné Siroka jako
pfedohrud’, ale zadohrud’ s krovkami je Sir$i nez obé ¢asti. Tykadla se skladajiz 9 az 11 ¢lankt
a jsou velice variabilni, vétsinou pali¢kovita (Opitz, 2002). Vzhledem k jejich kosmopolitnimu
roz§ifeni, miizeme brouky z Celedi Cleridae najit ve velkém mnozstvi habitatl. VétSina
zastupcu jsou predatofi, jak v larvalnim stadiu, tak dospélci, a zivi se hlavné jinymi druhy
hmyzu. Jsou vétSinou vadzani na dievo, kde je mlizeme najit pod kirou, ve dievé, na Siskach
nebo na mrtvych ¢astech stromil. Ma se za to, ze nékteré druhy ptirozené kontroluji populace
karovce (Scolytidae) v jehli¢natych lesich (Opitz, 2002). Vyskytuji se také jako Skudci na
skladovanych masnych vyrobcich nebo na mrtvolach, kde se zivi bud’ tkdnémi, nebo lovi jiny
hmyz, coz se tyka rodu Necrobia (Burke a Chaboo, 2015). Kromé predatord mizeme najit

také dospélce zivici se pylem, napiiklad rod Trichodes (Opitz, 2002).



Fylogenetické vztahy v ramci ¢eledi Cleridae i na vyssi taxonomické urovni, tedy mezi
jednotlivymi nad¢eledémi infrafadu Cucujiformia, jsou zatim do jisté miry nejasné. Do dneska
bylo publikovano mnoho fylogenetickych studii zalozenych jak na morfologickych znacich
(Kolibac, 1997; Opitz, 2010), tak na mitochondrialni (Gunter et al., 2013; Koliba¢ a Huang,
2016; Timmermans et al., 2015; Li et al., 2016; Yuan et al. 2016) nebo jaderné DNA (Zhang
etal., 2018).

V prvnich studiich byli Cleridae rozdéleni do osmi podceledi (Schenkling, 1903;
Crowson, 1964), ty byly pozdé¢ji redukovany pouze na 4 (Kolibac, 1992, 1997, 2010) a
nedavno znovu klasifikovany na 12 (Opitz, 2010). VSechny tyto studie se zabyvaly klasifikaci
na zdkladé¢ morfologickych znakti. Dvé nejnovéjsi studie (Gunter et al., 2013; Koliba¢ a
Huang, 2016) se zabyvaly klasifikaci Cleridae na zakladé mtDNA a docilily vzajemné velice

podobnych vysledkii. Srovnani dosavadnich poznatkt je shrnuto na Obr. 1.
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Obr. 1: Porovnani fylogeneze Cleridae. (A) systém Opitze je zjednodusen, v Korynetinae je
zahrnuto 6 podceledi a v Thaneroclerinae dvé (dle vysledka Gunter et al., 2013). Stromecky
A, E, F jsou zalozeny na morfologii, zatimco B, C, D jsou molekularni. Zkratky: An,
Anthicoclerinae, Cl, Clerinae, Ep, Epiclininae, Hy, Hydnocerinae, Ko, Korynetinae, Th,
Thaneroclerinae, Ti, Tillinae. Cisla na bazi fylogenetickych stromii znamenaji mnozstvi

rodii/druhti pouzitych pro urcitou studii. Pfevzato z Koliba¢ a Huang (2016).

Cucujiformia je mimotadné diverzni skupina, kterd ¢ita vice nez 173 tisic druhti. Tato
skupina je tradicn¢ délena na 6 nadceledi: Lymexyloidea, Tenebrinoidea, Cleroidea,
Cucujoidea, Chrysomeloidea a Curculionoidea (Hunt et al., 2007; Lawrence et al., 2011).

Problém je zejména s nadceledi Cucujoidea, ktera je bez pochyby polyfyleticka (Hunt et al.,



2007; Lawrence etal., 2011; Timmermans et al., 2015; Yuanetal., 2016; Li et al., 2016; Zhang
et al., 2018). V roce 2015 byla Robertsonem et al. provedena rozsahla studie této nadceledi a
na zéklad¢ toho byla rozdélena na dvé: Cocccinelloidea a Cucujoidea. Téméf ve vSech studiich
vychazi, ze Crysomeloidea a Curculionoidea jsou sesterské skupiny a k nim je sesterskou
skupinou nova Cucujoidea (pro zjednodusSeni oznaéme A) a dale, ze Lymexyloidea a
Tenebrionoidea jsou sesterské skupiny (oznaceni B) (Yuan et al., 2016; Li et al., 2016;
Timmermans et al., 2015; Zhang et al., 2018). Problémem vsak je jejich vzajemné postaveni
a hlavn¢ pak postaveni skupin Cleroidea a Coccineloidea. Yuan et al. (2016) navrhuje dvé
verze, na zékladé riznych analyz, prvni z nich ik, Ze Cleroidea je sesterskou skupinou vSech
ostatnich a fylogeneticky strom tedy vypada takto: (Cleroidea+(Coccinelloidea + (B)+(A))),
zatimco druha verze tvrdi, Ze Cleroidea a Coccinelloidea jsou spolu sesterské skupiny ke v§em
ostatnim:  ((Cleroidea+Coccinelloidea)+(A+B)). Timmermans (2015) potvrzuje, ze
Coccinelloidea je sesterskou skupinou B, ale na rozdil od Yuana (2016) postavil Cleroidea
jako sesterskou skupinu Coccinelloidea a B, tedy: ((Cleroidea+(Coccinelloidea+(B))+(A)).
Zatimco ptredchozi dvé prace, jako vétSina publikovanych, analyzovaly mitochondridlni
genomy, nasledujici, nejnovéjsi prace byla zalozena na genech jadernych. Zhang et al. (2018)
postavil Coccinellidae jako sesterskou vSech ostatnich a Cleroidea jako sesterskou skupinu
skupiny B. Jeho fylogeneticky strom vypadal nasledovné:
(Coccinelloidea+((A)+(Cleroidea+(B))). Z diive popsaného muzeme vidét, Ze postaveni
podceledi Cleroidea v ramci Cucujiformia je zatim nejisté a je tieba dalsich studii pro jeho

zpresni, k ¢emuz by mohla jistym dilem piispét i tato prace.

1.3.1 Pestrokroveénik Necrobia violacea

Pali¢nik fialovy Necrobia violacea (Linnaeus, 1758) je brouk z ¢eledi Cleridae,
podceledi Korynetinae. Tento druh je kratsi (asi 3 az 5 mm), kulatéjsi nez typicky zastupce
Cleridae, a ma metalicky zelené az modré zbarveni. Na rozdil ostatnich broukti tohoto rodu
(N. ruficollis a N. rufipes) nema zadné ¢asti téla zbarvené cervené (Evans a Hogue, 2006), viz
Obr. 2. Vsechny tfi druhy se vyskytuji kosmopolitné a nejcastéji je jako nekrosaprofagy
najdeme na mrtvolach, kde se Zivi a rozmnozuji, také se povazuji za $ktudce na skladovanych,
predevs§im masnych, vyrobcich (Rees, 2004; Burke a Chaboo, 2015), ale vyjimkou neni ani

osidleni jinych potravin jako syr, kopra, susené zloutky nebo fiky (Ebeling, 2002).

N. violacea se nepodili pouze na dekompozici kadavert, ale Zivi se také larvami nebo
kuklami ostatniho hmyzu, byly také pozorovany piipady, kdy se larva prokousala do musi

larvy, Zzivila se jejim obsahem a uvniti se zakuklila (Mallakh, 1978). Zivotni cyklus tohoto



druhu neni pfili§ prozkoumany, hlavné zdivodu jeho velice malého vyznamu pfi
znehodnocovani uskladnénych potravin ve srovnani s jeho, Vv této oblasti, o mnoho
aktivngjsim ptibuznym N. rufipes (Rees, 2004). Jejich cykly by vSak mély byt vice méné
podobné, a proto zde bude popsan cyklus N. rufipes. Ten klade hladka, prusvitna, 1 mm dlouha
vajicka na povrch mrtvoly nebo néjakého potravinového vyrobku, vétSinou jsou kladena ve
shlucich a muze jich byt az 2100. V teplém pocasi se z nich za 4 az 5 dni lihnou larvy, dorostlé
jsou aZ 10 mm dlouhé a maji barvu do fialova. Vyvin probiha ptes 3 aZ 4 larvalni instary a
cely cyklus trvad 36 az 150 dni v zavislosti na typu potravy a na teploté (Ebeling, 2002;
Simmons a Ellington, 1925). Zatimco dosp€lci se zivi na povrchu, larvy se zavrtavaji hluboko

do materialu a zanechavaji uvnitt stopy jako svlecky a kukly (Rees, 2004).

Vzhledem ke své vazb&é na mrtvé, se broukd rodu Necrobia vyuziva ve forenzni
entomologii, zejména pii urCovani PMI. Brouci, kteti kolonizuji télo az v pozdéjsi fazi

(3. faze: fermentace proteinl), sice nejsou tak piesnym indikatorem jako nékteré mouchy

kolonizujici télo mezi prvnimi, ale stejn€ jsou pro utvoteni celkové predstavy o ptipadu velice

uzite¢ni (Sulakova, 2014).

Obr. 2:  Necrobia violacea  (autor:  Milan  Kudlicka;  dostupné  z:
https://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id314444/?taxonid=10017).



2 Cile prace

e Ziskani kompletni sekvence mitochondridlniho genomu pestrokrovecnika

Necrobia violacea.
e Porovnanim ziskané sekvence s udaji v adekvatnich databazich objasnit jeji postaveni

a fylogenetické vztahy s piibuznymi druhy v rdmci infrafddu Cucujiformia.
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3 Material a metody

3.1 Material

Vzorky forenzné vyznamnych brouki byly dodany plk. Ing. Hanou Suldkovou, Ph.D.,
z Kriminalistického tGstavu PCR Praha. Jednalo se o 7 druhtt ze 3 &eledi (viz Tab. 1). Brouci
pochazeli z dlouhodobého experimentu simulujiciho rozklad lidského téla na praseti

domacim. Vzorky byly uchovany ve 100% etanolu pti -20°C.

Tab. 1: Druhy forenzné vyznamnych broukt pro analyzu.

Druh Celed

Creophilus maxillosus
Ontholestes murinus
Dermestes murinus

D. haemorrhoidalis
Necrobia violacea

N. ruficollis Cleridae
N. rufipes

Staphylinidae

Dermestidae

3.2 lzolace DNA

Pro izolaci mtDNA byl pouzit extrakéni kit Exgene™ Tissue (plus) SV mini, 250p
(GenAll Biotechnology Co. Ltd.). Bylo postupovano podle pfilozeného manudalu, konkrétné
dle protokolu D, pro hmyz nebo cervy. Pro prvni sérii pokusli byly pouzity hlavicky
jednotlivych broukti, po vybrani cilového druhu pak koncetiny a nakonec zbytek téla. Pred
samotnou extrakci byly vybrané ¢asti nejdiive ponechany chvili na vzduchu, aby se odpafil
etanol. Pro ziskani koncentrovangjsi mtDNA bylo v poslednim kroku, pfi prvni eluci, ptidano

misto 200 pl pouze 100 pl AE pufru a druha eluce byla provedena 50 ul AE pufru.

3.3 PCR amplifikace
Fragmenty mtDNA byly amplifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR),
pro jejiz provedeni byl pouzivan termocykler TProfessional TRIO (Biometra GmbH). Roztok

pro PCR reakci byl vZdy ptipravovan na ledu do 200 pl zkumavek pro PCR.

3.3.1 Reakéni smés
Pro kazdou PCR reakci bylo pouzito nasledujicich chemikalii: ddH2O (ultra cista
voda), 10x pufr, 2,5 mM dNTPs (smés nukleotidi), SuM primery (viz nasledujici kapitola),

templatova DNA a polymeraza, jejich mnozstvi je uvedeno v Tab. 2. Standardné bylo
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vyuzivano Taq DNA Unis (Top-Bio s. r. 0.) polymerazy (5 U/ul). Pro useky, které se jejim
pouzitim nepodafilo amplifikovat, nebo byl vytézek pfili§ nizky, bylo pouzito polymerazy
TaKaRa ExTaq (Takara Bio, Inc.; 5 U/ul). Pokud se ani touto cestou nepodatilo ziskat
uspokojivy PCR produkt, bylo vyuzito jest¢ o néco citlivéjsi PrimeSTAR GXL DNA
Polymerazy (Takara Bio, Inc.; 1,25 U/ul). Mnozstvi jednotlivych komponent s ohledem na
zvolenou polymerazu je uvedeno v Tab. 2.

Tab. 2: Mnozstvi komponent na 1 PCR reakci v zavislosti na druhu polymerazy.

Unis [ul] | ExTaq [ul] | GXL [ul]
ddH.O 7,25 7,75 6,25
Pufr 1,25 1,25 2,5
dNTPs 1 1 1
Primery 0,75/0,75 0,75/0,75 | 0,75/0,75
Polymeréza 0,1 0,05 0,5
DNA 1 1 1
3.3.2 Primery

Pro amplifikaci jednotlivych tsekit mtDNA byly pouzity jednak univerzalni primery,
ptevzaté z praci Simon et al. (1994, 2006) a Folmer et al. (1994), a na zdklad¢ jiz ziskanych
usektt mtDNA byly navrzeny specifické primery pro oblasti, které se pomoci univerzalnich
primert nepodafilo amplifikovat. Tato metoda se nazyva ,,primer walking” (Sterky a
Lundeberg, 2000). Seznam primerd, které vedly k uspésné amplifikaci jednotlivych tsekd, je
uveden v Tab. 3.
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Tab. 3: Seznam primert, které vedly k uspésné amplifikaci.

Primer Sekvence 5' — 3' Smér
TM-J-210b? AATTAAGCTACTGGGTTCATACCC F
LCO-1490? GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
C1-J-1718° GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC
C1-J-27561 ACATTCTTTCCTCAACATTT
TK-J-3790! CATTAGATGACTGAAAGCAAGTA
NecATP6-4570for* ATTACTAGGAAACACTGGCC
N3-J-5747% CCATTTGAATGTGGRTTTGAYCC
NecND5-6320for* TAAACTCTAACATATAAGCTAC
N5-J-75721 ACWAAAAGAGCTCAAATTCCTTTT
Nec7860for° TCTCCTAATATATATTCATCTC
N4L-J-9648! ACCTAAAGCTCCCTCACAWAC
CB-J-10933! TATGTACTACCATGAGGACAAATATC
NecND1-14440for* ATTGCATCTCCAAAAGGCTG
NecrRNA(Isu)-13650for* TTAATTCCTCAGTGGGCAG
SR-J-142333 AAGAGCGACGGGCGATGTGT

Nec14430for° TATCAATTACAGGACAGGTTCC
Nec323rev® AAAGGAATTACTGAAATGAGG
NecCOX1-1570rev* ATTACCAATTAATGTTCCTGG
HCO-2198° TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
L2-N-30143 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA
A8-N-4061! GAGAATAAGTTWGTTATCATTTTCA
C3-N-4908! CGAGTTAYATCTCGTCATCATTG
C3-N-5460" TCAACAAAGTGTCAGTATCA
NectRNA-5920rev* CTCCTTGATTTCATTCATGG
N5-N-72111 TTAAGGCTTTAYTATTTATRTGYGC
N5-N-7793* TTAGGTTGRGATGGNYTAGG
N4-N-8487* TATCAGSTAATATRGCWGCTCC
Nec9750for° GGTTCATTAAGATTTACAGTTAAACG
CB-N-11010* TATCTACAGCRAATCCYCCYCA
N1-N-12595! GTAGCATTTTTAACTTTATTAGAACG
LR-N-13398° CGCCTGTTTAACAAAAACAT
NecrRNA(ssu)-14600rev* TATGAATAAGGAGAGATGGG
SE-N-14745b! CCAGCAGYYGCGGTTATAC

XDV |OV|AOV|OV|O0|AO0|O|O0|AO|O|O0|O0O0O0|0 MMM ||| |T|T|T|T|T

Pozn.: 1, 2, 3: univerzalni primery (popotadé¢: Simon et al., 2004; Folmer et al., 1994; Simon

etal., 1994), 4, 5 specifické primery (H. Velanova, M. Zurovcova); F (forward): nased4 na +

vladkno, R (reverse): naseda na - vlakno.
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3.3.3 PCR profily pro amplifikaci jednotlivych fragmenti

Amplifikace byla provedena s pouzitim standardniho PCR profilu, ktery obsahoval
nasledujici kroky: predenaturace (94°C, 2 min), 35 ttikrokovych cykli zahrnujicich denaturaci
(94°, 10s), nasedani primert (,,annealing*; 49 az 60°C, 30s) a eclongaci (72/68 °C, 35s az 120s),
nakonec probihala finalni elongace (72°C, 2 min) a dalsi ochlazeni na 16°C, dokud nebyl

vzorek odebran.

Nastaveni, ktera vedla k aspésné amplifikaci, jsou uvedena v Tab. 4.
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Tab. 4: PCR profily.

Usek Primery Annealing Elongace Polymeraza
t[s] | T[°C] | t[s] | T[°C]
re M2 |y [ 5 [g5 | 2 | exrag
NV h(c::%-lzi%% 30 49 50 72 Unis
B E;:JN-l3701184 30 60 75 72 Unis
A f\ifﬁg& 30 50 75 72 Unis
M1 Zglili;%% 30 55 70 72 ExTaq
P2 I:?lilg%% 30 52 100 72 ExTaq
o e w | v w| |
N5F ng\l57724171 30 60 90 72 ExTaq
6 EZ?RB%?ZOW 30 55 | 90 72 ExTaq
Al1F Eif\fg:? 30 56 60 72 ExTaq
Q4 Eigiggg 30 55 | 120 | 72 ExTaq
M8 gg’_‘&f_'ffgfo 30 52 90 72 ExTaq
C E?illlozﬁz 30 60 100 72 Unis
c2 't';fmalgélgz;‘mmr 30 51 | 60 72 ExTaq
e e % | @ @ | n | e
KA4F 2;& 114 4273435b 30 60 35 72 ExTaq
T7 Eﬁﬁéﬁ;‘fﬁjm 30 | 57 |120]| 68 GXL
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3.4 Gelova elektroforéza

Po PCR nasledovala gelova elektroforéza, kterda meéla za kol ovéfit uspesSnost
amplifikace a urcit ptibliznou velikost fragmentu. Pro elektroforézu byl pouzit 1,5% gel, ktery
byl ptipravovan rozpusténim 3g agardzy (SERVA Electrophoresis GmbH) ve 200ml 1x TAE
pufru (ten byl ptfipraven ziedénim zasobniho roztoku 50x TAE: 121g TRIS; 28,55 ml kyseliny
octové; S0 ml 0,5M EDTA, pH 8 a 421,45 ml vody) v mikrovinné troub¢€ po dobu cca 2 minut.
Tento roztok byl poté chlazen pod tekouci vodou, dokud nenabyval teploty cca 50°C. Pied
tim, nez byl nalit do specialni formy, bylo do roztoku pfidano 15 pl EtBr (ethidium bromid;
0,5 pg/ml). Po naliti roztoku do formy byly vlozeny plastové hiebinky, které po ztuhnuti a
vyjmuti vytvofily jamky pro jednotlivé vzorky. Gel tuhnul ptiblizné po dobu 30 minut bez

pfistupu svétla, aby se zamezilo degradaci EtBr.

Pfed nanesenim PCR produktu na gel byly 3 ml produktu smichany s 2 pl nanaseciho
pufru (700 pl ddH20; 300 pl glycerolu a 0,5g bromfenolové modii) a smés byla nanesena do
jamky. Pro ur¢eni velikosti fragmentu byly do stejného gelu naneseny 4 ul Lambda
DNA/EcoRI+HindIII (Fermentas) velikostniho markeru (ty byly opét nejdiive smichany se 2
ul nanaSeciho pufru). Elektroforéza bézela pii 125 V a pokojové teploté po dobu 45 minut.
Rozdé€leni fragmentl podle velikosti bylo vizualizovano pod UV transiluminatorem. Ptiklad

vysledku gelové elektroforézy je uveden na Obr. 3.
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Obr. 3: Piiklad tGspé€sné naamplifikovaného useku (N5F), 1: velikostni marker Lambda
DNAV/EcoRI+Hindlll (Fermentas), 2: vzorek N5F, 3: negativni kontrola.
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3.5 Precisténi PCR produktu

V piipad¢, ze gelova elektroforéza ukazala, ze se jedna o vhodny PCR produkt, bylo
ptistoupeno k jeho ptecisténi (napt. od volnych nukleotidi). Toho bylo docileno pouzitim
dvou enzymu: Exo (Exonukleaza I, 20 U/ul; Thermo Scientific) a FastAP (Alkaline
Phosphatase, 1U/ul, Thermo Scientific). Ke kazdému PCR produktu byla pfiddna smés
enzymu (0,5 pul ddH20; 0,5 pl Exo a 1 pl Fast AP) a poté byl vzorek vlozen do termocycleru

s nasledujicim profilem: 37°C, 30 min a 80°C, 15min.

3.6 Sekvenace

Sekvenacni reakce byla vytvofena smichdnim 5 pl pfecisténého vzorku s 5 pl
prislusného primeru (5 uM) v 1,5 ml zkumavce. Zatimco pro PCR produkty dels$i nez 1000 pb
byl pouzit kazdy z primert za ucelem prosekvenovani co nejdelSiho useku (byly tedy
pfipraveny 2 sekvenacéni reakce), pro Useky kratsi stacil jeden z primerd. Poté byly vzorky

oznaceny a poslany do spole¢nosti GATC Biotech AG pro dalsi zpracovani.

3.7 Zpracovani dat a anotace mitogenomu

3.7.1 Zpracovani dat

Kvalita sekvenci byla zkontrolovana pomoci programu BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999;
dostupné z: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml), kde bylo tfeba, aby
chromatogram ukazoval zietelné ,,peaky* reprezentujici jednotlivé baze. Poté byla sekvence
vlozena do programu BLAST (Basic Local Alignment Tool; dostupné z:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), kde byla potvrzena piislusnost k nadceledi
Cleroidea. Z jednotlivych fragmenti byla vytvofena kontinualni sekvence srovnanim
sreferencni sekvenci (Trichodes sinae; dostupna v databazi GenBank pod Ccislem
NC_033340), pomoci programu SeqMan Pro v8.2.2 (DNASTAR, Inc.), ve kterém byly také

provedeny nezbytné Upravy sekvenci.

3.7.2 Anotace mitogenomu

Zékladni anotace byla provedena pomoci programu MITOS Webserver (Berndt et al.,
2013; dostupné z: http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py). Nasledovala manualni anotace
gent kodujicich proteiny na zakladé srovnani s jiz osekvenovanymi mitogenomy jedinct
nadcéeledi Cleroidea a dalsi verifikace pomoci modulu ORFfinder (Open Reading Frame
Finder; dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Pozice a struktury tRNA byly
identifikovany pomoci programu tRNAscan-SE v2.0 (Lowe a Chan, 2016; dostupné z:
http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/). Slozeni bazi bylo analyzovano v programu MEGA
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7.0.26 (Tamura et al., 2018; dostupné z: https://www.megasoftware.net/). Graficky model
reprezentujici mitogenom byl vytvofen pomoci programu GenomeVx (Conant a Wolfe, 2007,
dostupné z: http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/).

Potadi genti bylo srovnano s dal§imi péti brouky z nad¢eledi Cleroidea: Clanoptilus
assimilis, Chaetosoma scaritides, Phloiophilus edwardsi, Phycosecis limbata, Trichodes sinae
a dale po jednom zastupci s nasledujicich nadéeledi: Lymexyloidea: Hylecoetus dermestoides,
Tenebrionoidea: Tribolium castaneum a Coccinelloidea: Anatis ocellata. Tito zastupci byli
také pouziti pro fylogenetickou rekonstrukci spole¢né s Necrophila americana z infrafadu
Staphyliniformia jako ,,outgroup* (kofen fylogenetického stromu). Prehled téchto druhd je

uveden v Tab. 5.

Tab. 5: Seznam druhti pouzitych pro fylogenetickou analyzu.

Nad¢eled’ Celed Druh Cislo v databazi
Genbank
Cleri Necrobia violacea dosud nepublikovano
eridae : -
Trichodes sinae NC 033340

Cleroidea Chaetosomatidae | Chaetosoma scaritides NC 011324

Phycosecidae Phycosecis limbata JX412820

Melyridae Clanoptilus assimilis JX412833

Phloiophilidae Phloiophilus edwardsi JX412815
Lymexyloidea |Lymexylidae Hylecoetus dermestoides | HQ232820
Tenebrinoidea | Tenebrionidae Tribolium castaneum NC 018352
Coccinelloidea | Coccinelidae Anatis ocellata NC_ 036272
Staphylinoidea | Silphidae Necrophila americana NC_ 018352

Fylogeneticka rekonstrukce byla provedena v programu MEGA 7.0.26 (Tamura et al.,
2018) s pouzitim sekvenci gent kodujicich proteiny zatazenych tésné za sebou na zakladé
jejich ctecich ramca (ORF). Nejdiive byly vybrany v modulu ,,Model* nejvhodné&js$i modely
vypoctu genetické vzdalenosti (na zéklad¢ BIC a AIC kritérii), které pak byly aplikovany pfi
tvorbé fylogenetickych stromd, a to metodami Neighbor-Joining (NJ), Maximum Likelyhood
(ML) a Maximum Parsimony (MP). Pro vSechny stromy byla zvolena statisticka verifikace

metodou ,,bootstrap* o 1000 replikacich.
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4 Vysledky

V této praci se podaftilo ziskat téméf kompletni mitogenom N. violacea, ktery byl anotovan a
porovnan s mitogenomy dalSich zastupct z nadéeledi Cleroidea (5 druhi), Lymexiloidea (1
druh), Tenebrionoidea (1 druh) a Coccinelloidea (1 druh). Pro fylogenetickou analyzu byl
navic vybran také forenzné vyznamny druh Necrophila americana z ¢eledi Silphidae jako

outgroup.

4.1 Vybér cilového druhu

DNA ze vsech sedmi druhii byla uspésné vyextrahovana. Sérii nékolika prvnich PCR
reakci, s pouzitim riznych primeru (A, B, C a NV; dle Tab. 4), byl pro dalsi analyzu vybran
druh snejvice uspésné naamplifikovanymi fragmenty, coz byl druh Necrobia violacea.
Z prvni extrakce se podaftily, kromé jiz zminénych, naamplifikovat fragmenty: M1, N5F, P2,
Q7, R4 a S6. Druha extrakce byla provedena z nohou N. violacea a vedla k amplifikaci
fragmentti A1F, C2, K4F, L7 a posledni extrakce byla provedena ze zbytku téla a vedla
k amplifikaci fragmenti M8, Q4 a T7 (vSe dle Tab. 4).

4.2 Mitochondrialni genom Necrobia violacea

Sekvence mitochondrialniho genomu byla ziskana PCR amplifikaci a metodou “primer
walking®. Jednotlivé fragmenty byly spojeny Vv kontinualni sekvenci programem SegMan Pro
8.2.2 (DNASTAR, Inc.), kde byl jako referenc¢ni sekvence pouzit kompletni mitogenom
Trichodes sinae. Podle stejné sekvence byla také stanovena predpokladana délka mitogenomu
na 16 000 pb. Z délky ziskané sekvence (15 285 pb) pak vyplyva, Ze k jeho uceleni chybi méné
nez 750 pb. Pfesto se podafilo identifikovat vSech 37 genil, z nichZ 13 kdéduje proteiny, 22
tRNA a 2 koduji rRNA.

Na nasledujicim obrazku (Obr. 4) je graficky vyobrazena ziskana kruhova molekula
mtDNA. Na ném lze vidét, kromé pozic jednotlivych gena, také oblast, kterou se nepodafilo
osekvenovat (zobrazeno ¢ernou barvou na vnitinim kruhu). Jedna z nich, asi 650 pb dlouha,

se nachdzi v AT oblasti a druhé cca 100 pb dlouha se nachazi uvnitt genu ND4.
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Obr. 4: Kruhova molekula mtDNA Necrobia violacea; svétle fialovou jsou znazornény geny
kodujici proteiny, tmavé fialovou tRNA, svétle modrou rRNA a Sedou AT oblast. Cernou

barvou na vnitinim kruhu jsou znazornény useky, které se nepodatilo osekvenovat.

4.2.1 Zastoupeni bazi v mitogenomu

Zastoupeni bazi bylo analyzovano v programu MEGA 7.0.26 (Tamura et al., 2018;
dostupné z: https://www.megasoftware.net/). Bylo zjisténo sloZeni jak celého mitogenomu,

tak zvlast’ ¢asti, které koduji proteiny a AT oblast. Cely mitogenom obsahoval 78,3 % A+T a

21,7 % G+C, geny kodujici proteiny obsahovaly 77,2 % A+T a 22,8% G+C a AT oblast
obsahovala 83,2 % A+T a 16,8 G+C.
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4.2.2 Geny kodujici proteiny

Vsech 13 gent kddujicich proteiny bylo detekovano programem MITOS Webserver
(Berndt et al., 2013; dostupné z: http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py) a zaroven ovéieno
jednak pomoci modulu ORFfinder (Open Reading Frame Finder; dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), a jednak porovnanim se sekvencemi piibuznych

druhii. Gen pro ND4 se nachazel v oblasti, ve které chybélo onéch 100 pb.

ATA (2), ACG(1)). Geny ATP6, COX3, ND4, NDAL a CytB zacinaly kodonem ATG, geny
ATP8, COX1, ND1, ND2, ND6 za¢inaly kodonem ATT, geny ND3 a ND5 zacinaly kodonem
ATA akonecné gen COX2 zacinal neobvyklym ACG kodonem.

Terminaéni kodony byly nalezeny pouze tfi (TAA (7), TAG (3), T (3)). Nejvice
zastoupeny kodon TAA mély nasledujici geny: ATP8, ATP6, COX1, COX3, ND2, ND4L a
NDG6. Dalsi dva kodony mély stejné zastoupeni, kodon TAG se vyskytoval u gentt ND1, ND3
a CytB zatimco parcialni termina¢ni kodon T se vyskytoval u COX2, ND4 a ND5.

Pozice, délky a kodony jednotlivych genti v ramci mitogenomu jsou vyobrazeny

Vv nasledujici tabulce (Tab. 6).

Tab. 6: Geny kodujici proteiny: pozice, délky a kodony.

Gen | zacatek | konec | viakno | délka “E“acm terminacni
odon kodon
ND2 214 | 1224 + 1011 ATT TAA
COX1 | 1412 | 2977 T 1566 ATT TAA
COX2 | 3039 | 3720 + 682 ACG T
ATPS | 3857 | 4012 + 156 ATT TAA
ATP6 | 4000 | 4686 + 687 ATG TAA
COX3 | 4676 | 5461 + 786 ATG TAA
ND3 5527 | 5883 + 357 ATA TAG
ND5 6288 | 7986 - 1699 ATA T
ND4 8048 | 9434 - 1387 ATG T
ND4L | 9428 | 9712 - 285 ATG TAA
ND6 9849 | 10352 n 504 ATT TAA
CytB 10352 | 11491 + 1140 ATG TAG
ND1 11527 | 12525 - 999 ATT TAG
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4.2.3 tRNA

Vsech 22 tRNA bylo detekovano programem MITOS Webserver (Berndt et al., 2013;
dostupné z: http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py), zaroven byl pro jejich identifikaci
pouzit také program tRNAscan-SE 2.0 (Lowe a Chan 2016; dostupné z:
http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/), ten vSak i po zménach parametri byl schopen
detekovat maximaln€ 21 z 22 tRNA (chybéla trnE — Glu). Oba programy vsak davaly stejné
nebo velice podobné vysledky, proto byly pro anotaci a grafické znazornéni vyuzity vystupy
z programu MITQOS. Délky tRNA se pohybovaly mezi 62 a 70 pb a mély typické antikodony.
V nasledujici tabulce (Tab. 7) jsou uvedeny pozice, délky a antikodony jednotlivych tRNA

v ramci celého mitogenomu.

Tab. 7: tRNA: pozice, délky a antikodony.

tRNA zacatek | konec | vlakno | délka |antikodon
trnl - lle 1 63 + 63 GAT
trnQ - GIn 77 145 - 69 TTG
trnM - Met 145 213 + 69 CAT
trnW - Trp 1223 1291 + 69 TCA
trnC - Cys 1312 1375 - 64 GCA
trnY - Tyr 1377 1440 - 64 GTA
trnL2 - Leu 2973 3037 + 65 TAA
trnK - Lys 3721 3790 + 70 CTT
trnD - Asp 3791 3856 + 66 GTC
trnG - Gly 5467 5529 + 63 TCC
trnA - Ala 5882 5945 + 64 TGC
trnR - Arg 5946 6008 + 63 TCG
trnN - Asn 6008 6073 + 66 GTT
trnS1 - Ser 6074 6140 + 67 TCT
trnE - Glu 6141 6203 + 63 TTC
trnF - Phe 6202 6269 - 68 GAA
trnH - His 7984 8047 - 64 GTG
trnT - Thr 9719 9783 + 65 TGT
trnP - Pro 9784 9847 - 64 TGG
trnS2 - Ser 11490 | 11557 + 68 TGA
trnL1 - Leu | 12527 | 12588 - 62 TAG
trnV - Val 13875 | 13941 - 67 TAC

Sekundarni struktura tRNA méla vétSinou typickou trojlistkovou podobu. U trnS1 chybélo D
— rameno a D smycka tedy pfimo navazovala na centrdlni kruh. DalS§imi neobvyklostmi se

vyznaCovaly trnG, trnT a trnP, kterym chybéla T smycka na konci odpovidajiciho ramene.
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Struktury vSech tRNA vytvofené programem MITOS jsou znizornény na nasledujicim

obrazku (Obr. 5).

Obr. 5: Trojlistkova struktura jednotlivych tRNA, netypické tRNA jsou oznaceny

hvézdickou.
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Obr. 5: Trojlistkova struktura jednotlivych tRNA, netypické tRNA jsou oznaceny

hvézdickou.
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4.2.4 rRNA

Programem MITOS Webserver (Berndt et al, 2013; dostupné z:
http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py) byly detekovany obé rRNA a také byly srovnany
s rRNA ptibuznych druhi. Velka podjednotka (rrnL) se vyskytuje na pozici 12 589 az 13 874,
je tedy 1 286 pb dlouha a mala podjednotka (rrnS) se vyskytuje na pozici 13 942 az 14 716 a
je tedy 775 pb dlouha.

4.2.5 Nekddujici oblasti

Nejvétsi nekodujici oblasti je bezesporu AT oblast, kterd se vyskytuje mezi geny rrnS
atrnl. V této praci se podaftilo osekvenovat 681 bazi této oblasti. Pravé diky vysokému obsahu
bazi A a T se jak pii amplifikaci tak pii sekvenaci vyskytuji problémy. Kromé této velké
nekodujici oblasti se 1 pfes snahu mit geny jeden vedle druhého vyskytuje né€kolik mensich
mezigenovych prostor. Nejvétsi z nich se vyskytuje mezi trnW a trnC (20pb) a hned za ni je
svou velikosti oblast mezi trnS2 a ND1 (17 pb). Castéji nez nekodujici oblasti se vak
vyskytuji piekryvajici se sekvence, nejvétsi z nich mezi trnF a ND5 (20 pb). Ptehled

nekodujicich oblasti a piekryvajicich se Giseki je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 8).
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Tab. 8: Prehled mezigenovych prostori a piekryvajicich se tisekti v mitogenomu.

Gen zacatek | konec MGP
trnl 1 63 13
trnQ 77 145 -1
trnM 145 213 0
ND2 214 1224 -2
trnW 1223 1291 20
trnC 1312 1375 1
trnY 1377 1440 11
COX1 1412 2977 -5
trnL.2 2973 3037 1
COX2 3039 3720 0
trnK 3721 3790 0
trnD 3791 3856 0
ATP8 3857 4012 -13
ATP6 4000 4686 -11
COX3 4676 5461 5
trnG 5467 5529 -3
ND3 5527 5883 -2
trnA 5882 5945 0
trnR 5946 6008 -1
trnN 6008 6073 0
trnS1 6074 6140 0
trnE 6141 6203 -2
trnF 6202 6269 -20
ND5 6288 7986 -3
trnH 7984 8047 0
ND4 8048 9434 -7
ND4L 9428 9712 6
trnT 9719 9783 0
trnP 9784 9847 1
ND6 9849 10352 -1
CytB 10352 | 11491 -2
trnS2 11490 | 11557 17
ND1 11575 | 12525 1
L1 12527 | 12588 0
rrnL 12589 | 13874 0
trnV 13875 | 13941 0
rms 13942 | 14716 | >681
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4.3 Mezidruhové porovnani vybranych mitochondrialnich genomiu

Pro porovnani velikosti mitogenoma byly relevantni pouze 4 druhy, které mély
kompletni sekvenci, Trichodes sinae, Chaetosoma scaritides, Tribolium castaneum a Anatis
ocellata. Nejvétsi mitogenom mél pravdépodobné nejvzdalenéjsi piibuzny A. ocellata,
17 092 pb hned po ném nasledoval naopak nejpiibuznéjsi T. sinae s 160 47 pb, za nim byl T.
castaneum s 15 881 bp a nejmensi mitogenom m¢l taky velmi ptibuzny druh Ch. scaritides,
15 511 pb.

4.3.1 Poradi genu
Potadi genu v mitogenomu N. violacea a dalSich tfi druht (Trichodes sinae,
Chaetosoma scaritides a Phloiophilus edwardsi) odpovida ancestralnimu potadi genti hmyzu

(Boore at al, 1998) a je zobrazeno na nasledujicim obrazku (Obr. 6).

B ~o: EIEIRE cox: B coxe BBY ates| ates | coxs [ vo: [NEINIEIEE

nDs [l npa | NDaL R nos | cys N L1 L [V s [ AT

Obr. 6: Ancestralni potfadi geni hmyzu; pouzity barevny kod je stejny jako na zobrazeni

kruhové molekuly (viz Obr. 4).

4.3.2 Fylogeneticka rekonstrukce

Fylogeneticka rekonstrukce byla provedena s pouzitim vSech genti kodujicich proteiny
deseti zastupci piibuznych druhd (N. violacea, C. assimilis, P. limbata, T. castaneum, A.
ocellata, T. sinae, Ch. scaritides, P. edwardsi, H. dermestoides a N. americana). Vzhledem
k tomu, Ze mély vsechny druhy stejné potadi gent, byly geny kodujici proteiny sefazeny za
sebou tak, jak je miizeme najit v mitogenomech. Dvéma ze zminénych chybély neékteré geny,
H. dermestoides chybél cely gen ND2 a ¢ast genu COX1, u P. limbatata chybél jak gen ND2
tak COX1, proto byly nahrazeny adekvatni sekvenci ,, NNNNN*.

Samotna analyza byla provedena v programu MEGA 7.0.26 (Tamura et al., 2018;
dostupné z: https://www.megasoftware.net/). V programu MEGA byl nejdiive proveden vybér
vhodného modelu genetické vzdalenosti, ktery byl nasledné pouzit pro fylogenetickou
rekonstrukci. Byly vytvofeny tfi typy fylogenetickych stroml, Neighbor-Joining (NJ)
s modelem Tamura-Nei, Gamma distributed, Maximum Likelyhood (ML) s modelem
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Tamura-Nei, Gamma distributed with Invariant sites (G + 1) a Maximum Parsimony (MP)
metodou SPR. Pro vSechny fylogenetické stromy byl pouzit bootstraping o 1000 replikacich
a stromy byly zakofenény druhem N. americana. Vzhledem ktomu, Ze se topologie
jednotlivych stromti mirn¢ 1isi, jsou zde zobrazeny vSechny (NJ — Obr. 7, ML — Obr. 8, MP —
Obr. 9). Rozdily jsou v postaveni A. ocellata, ktery se fadi bud’ jako sesterska skupina klastru

Lymexyloidea+Tenebrinoidea nebo jako sesterska skupina Cleroidea.

Necrobia violacea

100

99 Trichodes sinae
68 Chaetosoma scaritides
Clanoptilus assimilis
67
75 o
Phycosecis limbata
Phloiophilus edwardsi
Anatis ocellata
Hylecoetus dermestoides
100 . .
Tribolium castaneum
Necrophila americana
i
0.05

Obr. 7: Fylogeneticky strom Neighbor-Joining; Tamura-Nei model, Gamma distribution,

Bootstrap 1000x, Pairwise deletion; bootstrapové hodnoty pod 50% nejsou zobrazeny.
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Obr. 8: Fylogeneticky strom Maximum Likelyhood; Tamura-Nei model, Gamma distribution

with Invariant sites (G+1), Partial deletion, NNI, Bootstrap 1000x; bootstrapové hodnoty pod

50% nejsou zobrazeny.
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Obr. 9: Fylogeneticky strom Maximum Parsimony; SPR, Use all sites, Bootstrap 1000x.
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5 Diskuze

Mitochondrialni genomy jako takové, a ptedev§im pak hmyzi, se vyznacuji vyraznou
odchylkou v kompozici bazi (A+T > G+C). Neni neobvyklé, Ze tato vlastnost komplikuje
ziskavani kompletnich mitogenomt, at’ uz na urovni PCR amplifikace nebo sekvenace.
Sekvenace AT oblasti je ¢asto nemozna kvili nedostatku G a C nukleotidi, které jsou potieba
k vytvofeni funkénich primeri. Navic tvofeni polyA nebo polyT fetizkd a tandemovych
repetic ¢asto vede ke sklouzavani sekvenazy, ptipadn¢€ se mohou tvoftit sekundarni struktury,
které mohou vést pred¢asnému ukonceni amplifikace (Cameron et al., 2012). Diky témto
problémim se také v databazi GenBank nachazi velké mmnozstvi téméf kompletnich
mitogenomu, u kterych bylo sice dosazeno sekvenace vsech kodujicich genti i tRNA, ale AT
oblast chybi (Cameron, 2014b). Toto se tyka i ptipadu N. violacea v této praci a dalSich jedinct
pouzitych pro srovnavaci analyzu (C. assimilis, H. dermestoides, P. edwardsi, P. limbata, u

téchto vsak vétsinou krom¢ AT oblasti chyb&ly i nékteré geny).

Existuje nékolik zpasobi, jak se vyhnout, respektive omezit, problémy spojené
s vysokym obsahem A/T bazi. V prvni fad¢ jde o sniZeni teploty nasedani primerti, ptidavani
stabilizatorti k PCR reakci nebo pouZivani riznych polymeraz. Teplota nasedani je definovana
slozenim bazi jednotlivych primerd, ale diky vysokému obsahu A/T nukleotidi u hmyzich
mitogenomu byva ¢asto vhodné teplotu oproti vypocitané optimalni teploté snizit az o 4°C
(Cameron, 2014b). Obdobné¢ je vhodné upravit i teplotu elongace, nebot’ hiife navazany primer
(zejména pokud k nasedani primerti dochazi pii nizké teploté) se mize pii zvysSeni teploty na
standardnich 72°C uvolnit, proto se pouziva snizena teplota elongace na 68°C. Dany piistup
se ukazal byt uziteCnym i v této praci, kdy snizeni teploty nasedani primert vétSinou vedlo
K lepsim vysledkiim. Pti netispé$né amplifikaci nebo nedostate¢né velikosti fragmentii bylo ze
zacatku pfidavano k reakcim BSA (Bovine Serum Albumin) pro stabilizaci reakce, to vSak
nemélo zadny prokazatelny efekt na vysledny produkt, a proto bylo od jeho pouzivani
upusténo. Co se vsak ukazalo byt velice uZitecnym, bylo pouziti riznych polymeraz. Celkem
byly vyzkouseny tfi typy: Taq DNA p. Unis (Top-Bio s. r. 0.), TaKaRa ExTaq (Takara Bio
Inc.) a PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara Bio Inc.). Tag DNA polymerdza Unis,
ktera byla pouzivana standardné, nema “proof-reading* aktivitu a bylo s jeji pomoci mozno
uspokojivé amplifikovat mensi procento fragmentt, konkrétné 5 (NV, A, B, C a Q7; dle Tab.
4). Pouziti polymerazy ExTaq s “proof-reading™ aktivitou vedlo k prokazatelné lepSim
vysledktim, jelikoz se s ni podafilo uspésné amplifikovat vétSinu fragmentt (A1F, C2, K4F,

L7, M1, M8, N5F, P2, Q4, R4 a S6; dle Tab. 4). Jedinym usekem, ktery se nepodatilo
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amplifikovat ani jednou z vyse zminénych polymeraz byl praveé tisek v AT oblasti (T7, dle
Tab. 4), na ten byla pouzita GXL polymeraza, kterd je schopna ptekonat polyA useky a

minimalizuje optimalizac¢ni naroky reakce, byla proto pro tento usek fesenim.

5.1 Mitochondrialni genom Necrobia violacea

V této praci se podatilo ziskat téméf kompletni mitogenom N. violacea. Jednalo se o
15 285 pb, které tvofi, v zavislosti na skutecné délce AT oblasti, vice nez 95% mitogenomu
(ve srovnani s délkou mitogenomu T. sinae). V piipadé, ze by se délka porovnavala s druhym
nejpiibuznéjsim jedincem Ch. scaritides (na zaklad¢ nasi fylogenetické analyzy, viz Obr. 7, 8
a 9), bylo by zavérem, ze ziskana sekvence tvoii vice nez 98% mitogenomu. K uceleni
mitogenomu zbyva prosekvenovat dvé oblasti. Mensi z nich (100 bp) se nachazi uvniti genu
ND4, i ptes pouziti specifickych primeri a vSech tfi riznych polymeraz se nepodafilo
amplifikovat dostate¢ny produkt na to, aby mohl byt cely fadné€ prosekvenovan. K feSeni by
mohly vést dal$i zmény profild, pfidani vétSstho mnozstvi templatu nebo klonovéani. VéEtsi
Z neprosekvenovanych usekd se nachazi v problematické AT oblasti, zde se podaftilo ziskat
velmi silny PCR produkt, proto se predpoklada, ze k problému doslo na trovni sekvenace,
tady by k pro¢teni sekvence mohlo opét vést klonovani. Pro oba fragmenty by také mohlo

pomoci navrhnout nové specifické primery.

5.1.1 Zastoupeni bazi v mitogenomu

Sheffield et al. (2009) tvrdi, Ze mitogenomy broukd obsahuji 65% az 78% A+T bazi.
Téméf tplné osekvenovany mitogenom N. violacea obsahoval 78,3% A+T a 21,7% G+C bazi,
coZ samo o sob¢ vypovida o tom, Ze je vysoce bohaty na nukleotidy A a T. Ve srovnani s vyse
uvedenou praci lze vidét, Ze se mitogenom N. violacea pohybuje nad horni hranici tohoto
rozpéti. Navic 1ze oCekavat, Ze procento A+T jesté poroste, z divodu neosekvenovani celé AT
oblasti, kterd nejvyrazné&ji pfispiva k celkové procentudlni hodnoté A+T bazi. Primé&r obsahu
bazi v celém mitogenomu pies v§echny druhy analyzované v této praci je 77,6% A+T a 22,5%
G+T z ¢ehoz vyplyva, ze mitogenom N. violacea je opét nadprumérny co se tyce obsahu A+T,

coz se zjevné odrazilo v fad€ nesnazi pti ziskavani sekvenci.

Ocekavané vysledky pfineslo srovnani nukleotidového slozeni genti kddujicich
proteiny a AT oblasti. Geny kodujici proteiny mély nizsi obsah A+T (77,2%) nez AT oblast
(83,2%). Ze srovnani s ostatnimi druhy vyplynulo, Zze zatimco geny kodujici proteiny N.
violacea jsou opét obsahem A+T spisSe nadprimérné (77,2% vs 75,6%), AT oblast je naopak
podpriamérna (83,2% vs 85,5%).
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5.1.2 Geny kodujici proteiny

Podatilo se ziskat vSech 13 gent kddujicich proteiny. Jedingm problémem byla
priblizn¢ 100 pb dlouha oblast uvnitt genu ND4, kterou se zatim nepodaftilo prosekvenovat
ackoli bylo vyuzito vSech polymeraz a riznych PCR profili. Tato oblast byla tedy na zékladé

sekvence T. sinae odhadnuta na 112 bazi a nahrazena odpovidajicim poétem ,,N“. Vétsina

.....

.....

ACG (Li et al., 2016), ale to, Ze se tento kodon vyskytuje u genu COX2 pravdépodobné
reprezentuje jedine¢ny piipad. Samoziejme, Ze se mize také jednat o chybu v sekvenovani,
ale touto oblasti prochézeji dvé, da se fict ukdzkové, dobie Citelné sekvence, proto je to spise
nepravdépodobné. U terminacnich kodonil se Zddné neobvyklosti nevyskytovaly, vétSina genli
koncila kompletnimi kodony TAA/TAG a tfi geny koncily parcialnimi kodony T, které jsou
pro mitochondrialni geny také typické (Cameron, 2014b).

5.1.3 RNA

Bylo detekovano vSech 22 tRNA, z nichz vétSina z nich méla typické antikodony i
slozeni do trojlistkovych sekundarnich struktur. Jedna z tRNA, trnS1 (serin), méla odvozeny
antikodon TCT, ktery je pravdépodobné konzervovany u vSech broukli podiadu Polyphaga
(Sheffield et al., 2008) a redukované D rameno, které se u zivocichi vyskytuje bézné (Doucet-
Beaupr¢ et al., 2010). Anomalii byla chybé&jici T smycka u trnG (glycine), trnT (threonine) a
trnP (prolin). V literatuie vSak nebyly nalezeny zadné podobné piipady, muze se tedy jednat
bud’ o mutaci, nebo o chybu v sekvenci. Proto by bylo vhodné dané oblasti znovu

prosekvenovat, aby se ptipadna chyba dala vyloudit.

Ob¢ jednotky rRNA byly nalezeny na piedpokladaném misté, viz Tab. 8. Velka
podjednotka, detekovana programem MITOS, nebyla kompletni, proto bylo jeji finalni

anotace docileno srovnanim s piibuznymi druhy.

5.1.4 Nekodujici oblasti

V mitogenomu N. violacea se vyskytuji jak rizné dlouhé nekodujici oblasti tak genové
prekryvy. Nejvetsi nekodujici oblasti je tzv. AT oblast, dlouha 681 pb toto vSak urcité neni
finalni ¢islo. Nejednd se o mezidruhove pftili§ konzervovanou oblast, proto se jeji délka mize
vyrazné liSit, ocekava se, ze se bude pohybovat né¢kde mezi souCasnym stavem a jeho

dvojnasobkem. Ackoli vétSina ostatnich mezigenovych prostor byva specificka pro jednotlivé
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druhy, tak mezi geny trnS2 a ND1 se vyskytuje maly prostor o délce 17 az 22 nukleotidt (v
tomto piipadé 17), ktery je v ramci hmyzu konzervovany (Sheffield et al., 2008, Cameron,
2014b). Tento usek byva identifikovan jako vazebné misto mtTERM (transkripcni terminacni
peptid) (Cameron, 2014b). Na hranici dvou genu koédujicich proteiny vétSinou dochazi
k ptekryvim a jinak tomu ani nebylo v této praci. Cameron (2014b) tvrdi, ze geny
ATP6/COX3 a ND6/CytB se ¢asto prekryvaji jedinou bazi a v piipadé ND6/CytB tomu tak bylo
I V této praci, a geny ATP8/ATP6 a ND4/NDAL se nejcastéji prekryvaji 7 bazemi a op€t tomu
tak bylo i v této praci u jednoho z nich, a to ND4/NDAL. Z praci zabyvajicich se mitogenomy
vsak vyplyva, Ze se na rozhrani gend Casto vyskytuji ptekryvy rizného rozsahu (Sheffield et
al., 2008; Cameron, 2014b; Li et al., 2016).

5.2 Srovnani mitogenomiu

5.2.1 Poradigent

Cameron (2014a) na zaklad¢ sumarizace dosavadnich poznatkii uvadi, ze zmény
poradi genl jsou spiSe vyjimecné, a to se potvrdilo i v této praci. N. violacea spoleéné
s T. sinae, Ch. scaritides a P. edwardsi méli ancestralni potadi gent (viz Obr. 6). U ostatnich
druhil v této analyze doslo k pfeskoku jediné tRNA, celkem se jednalo o 4 rizné tRNA u péti

ruznych brouki.

5.2.2 Fylogeneticka rekonstrukce

Bylo potvrzeno postaveni N. violacea v ramci nad¢eledi Cleroidea, kde spole¢né s T.
sinae tvorii Celed Cleridac. Zbytek uspofadani nadéeledi Cleroidea (Ch. scaritides, C.
assimilis, P. limbata, P. edwardsi), pfi pouziti metod NJ a ML, pfesné odpovidalo praci
Timmermanse et al. (2015), odkud byly tyto druhy také pievzaty. V MP doslo k zafazeni
P. edwardsi mimo nadéeled’ Cleroidea, jako sesterskou skupinu A. ocellata, zastupce
Coccineloidea, ale to bude nejspi$ statisticka chyba, ktera mutze souviset S nejasnym
postavenim této nadCeledi, resp. vybérem reprezentativnich zastupct. Lymexyloidea
(H. dermestoides) a Tenebrinoidea (T. castaneum) vychazi stejné jako v ostatnich publikacich
jako sesterské skupiny (Timmermans et al. 2015; Li et al., 2016; Yuan et al., 2016; Zhang et
al., 2018). Problém je vSak s dfive zminénou nadceledi Coccineloidea, kterd méla 1
v predeslych studiich pokazdé jiné postaveni (Timmermans et al. 2015; Yuan et al., 2016;
Zhang et al., 2018). S pomoci metody NJ byla Coccinelloidea postavena jako sesterska
skupina Lymexiloidea a Tenebrinoidea, coz by také odpovidalo praci Timmermanse et al

(2015) a jedné z verzi Yuana et al. (2016). Dalsi dv€ metody (ML a MP) postavily
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Coccineloidea jako sesterskou skupinu Cleroidea, coz vyslo ve druhé z verzi Yuana et al.
(2016).

Tato prace si vSak nekladla za cil objasnit fylogenetické vztahy infrafadu Cucujiformia,

kam vsechny zahrnuté nadceledi patii. O to se snazily jiné prace s mnohem vétsi Skalou

vvvvvv

2016; Yuan et al., 2016; Zhang et al., 2018). Zde $lo pfedevsim 0 zafazeni N. violacea do

kontextu ostatnich skupin, a to se bezpochyby podatilo.
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6 Zavér

Podafrilo se osekvenovet 15 285 pb mitogenomu brouka Necrobia violacea, a piestoze
sekvence nebyla zcela kompletni, byly identifikovany vSechny standardni geny: 13 gent
kodujicich proteiny, 22 tRNA, obé podjednotky rRNA a navic i ¢ast AT oblasti. Potadi vSech

gentl odpovidalo ancestralnimu potadi genti hmyzu. Nékteré tRNA vykazovaly nesrovnalosti

v sekundarni struktufe, proto by bylo potieba dal§iho zkoumani.

Fylogeneticka analyza potvrdila nejblizsi pfibuznost N. violacea k Trichodes sinae a
ukazala jejich postaveni v ramci nadceledi Cleroidea. Navic byla nadceled” Cleroidea
postavena do kontextu dalSich 3 nadceledi (Coccinelloidea, Lymexiloidea, Tenebrinoidea)
s nasledujicim vysledkem. Lymexiloidea a Tenebrinoidea jsou sesterské skupiny a dohromady
tvoti sesterskou skupinu k nadceledi Cleroidea, postaveni Coccinelloidea mezi nimi je vSak

nejisté.
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