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Streszczenie

Mimo ogromnych postepéw w badaniach podstawowych i stosowanych entomologia sagdowa stale si¢ rozwija i jest
uznawana za interdyscyplinarng dziedzine wiedzy. W zestawieniu z innymi naukami prawnymi i biologicznymi pu-
blikacje z zakresu entomologii sadowej sa jednak stosunkowo skromne, podobnie jak liczba entomologéw sadowych.
Gléwnym celem niniejszej pracy jest przedstawienie znaczenia entomologii sadowej przez oméwienie jej zastosowan,
czynnosci podejmowane przez entomologéw moga bowiem dostarcza¢ istotnych informacji dotyczacych czasu, miej-
sca i przyczyny $mierci, ulatwia¢ identyfikacje sprawcéw i/lub ofiar przestepstwa, a w niektérych przypadkach takze
okresla¢ stan zaniedbania ofiar przed $miercig. W pracy omoéwiono tez mozliwos¢ wykorzystywania zdobyczy najno-
wocze$niejszych technologii. Interdyscyplinarnos$¢ prac badawczych umozliwi dalsze zgtebianie tej dziedziny, przyczy-
niajac si¢ do wytyczania nowych obszaréw badan z korzyscig dla rozwoju nauki oraz zastosowan kryminalistycznych.

Stowa kluczowe: owady, PMI, gatunki, identyfikacja, dochodzenie przyczyny zgonu.

Abstract

Despite the great strides made in fundamental and applied research, forensic entomology is constantly growing and
considered to be an interconnected scientific discipline. Indeed, there is shortage in the available scientific literature in
comparison to many other legal and biological subjects as well as in the number of forensic entomologists. The main
goal of this work is to clarify the importance of forensic entomology by demonstration of their applications; it can pro-
vide important information about when, where, and how a particular death occurred. It can also identify the assailant
and/or the victim or might highlight in some cases, the victim’s state of neglect prior to death. It also aimed to demon-
strate the impact of new emerging technologies; encouraging researchers to further pursue this line of research. More
multidisciplinary research would lead to better understanding and identifying novel research areas. Consequently, that
could meet scientific and legal expectations.
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Wstep

Entomologia sagdowa (ES) odgrywa wazng role
w systemach wymiaru sprawiedliwosci. Na podsta-
wie dowodow entomologicznych z miejsca popelnie-
nia przestepstwa mozliwe jest ustalenie, kiedy, gdzie
i w jaki sposdb nastapit zgon. Moga one tez ulatwic¢
ustalenie tozsamosci sprawcy i/lub ofiary (ryc. 1).

Jednym z gléwnych zadan ES jest okreslanie
czasu, jaki uplynal od $mierci do ujawnienia zwlok
(PMI), na podstawie analizy skladu gatunkowego
owaddw zerujacych na zwlokach lub oceny sta-
dium rozwojowego stawonogow [1, 2]. Zazwyczaj
na miejscu zdarzenia zabezpiecza si¢ owady w nie-
dojrzalych stadiach i wykorzystuje je jako ,zegar
biologiczny” w celu ustalenia minimalnego PMI [3].
Dowody entomologiczne pozwalajg tez na przypo-
rzadkowanie zebranych osobnikéw do okreslonych
lokalizacji geograficznych [4]. Badania molekularne
i toksykologiczne owadéw moga ulatwiac ustalenie
przyczyny $mierci [1]. Owady hematofagiczne i ne-
krofagiczne sg przydatne w identyfikacji zaréwno
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Introduction

Forensic entomology (FE) plays a great role in
criminal justice system. Entomological evidence at
a crime scene can provide important information
about when, where, and how a particular death oc-
curred. It can also identify the assailant and/or the
victim (Fig. 1).

One of its principle application is the determi-
nation of time since death or post-mortem interval
(PMI), in suspicious death cases, either via insect
species composition on the corpse or assessing the
arthropods development rates [1, 2]. Typically, at
crime scene the immature stages are collected and
used as biological clock to determine the minimum
PMI [3]. Entomological evidence would be useful in
assigning specimens to certain geographic locations
[4]. Molecular and toxicological examinations of
these insects could help also in identifying the cause
of death [1]. All haematophagous and necrophagous
insects are valuable in human identification (victim
and assailant) or might highlight in some cases, the
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ofiary, jak i sprawcy przestepstwa, moga réwniez
pomoéc w ocenie stanu zaniedbania ofiary przed
$miercig (zwlaszcza oséb w podesztym wieku) [5].

Zastosowanie jakiejkolwiek metody wymaga
uprzedniej walidacji — zaréwno pod wzgledem na-
ukowym, jak i prawnym. Celem walidacji jest po-
twierdzenie, ze metoda spelnia kryteria odpornosci,
niezawodnos$ci i odtwarzalno$ci. Kwestie dopusz-
czalno$ci dowodoéw reguluja okreslone zasady, ktdre
réznig si¢ w zaleznosci od systemu prawnego obo-
wigzujacego w danym kraju. Zasadniczo dowody
naukowe muszg spelnia¢ tzw. kryteria Dauberta,
tzn. muszg zostaé przetestowane, poddane ocenie
specjalistow w danej dziedzinie (proces peer review),
opublikowane, zweryfikowane pod katem wiary-
godnosci i potencjalnych bledow, a takze powszech-
nie akceptowane w srodowisku naukowym [2]. Cele
te mozna osiggnaé przez stosowanie najlepszych
praktyk [6] i zapewnienie jakosci [7].

Z punktu widzenia medycyny sadowej nie ma
idealnego podejscia, a wybdr konkretnej metody
jest uzalezniony od wielu czynnikéw, m.in. badane-
go zagadnienia, kwestii finansowych, zasobow labo-
ratoryjnych i ograniczen czasowych. Nalezy wzig¢
pod uwage wszystkie te elementy [8]. W pracy omo-
wiono rézne zastosowania ES oraz wpltyw nowych
technologii na rozwoj tej dziedziny.

Czas od chwili zgonu

Od entomologéw sadowych czesto oczekuje sie
szacowania minimalnego i maksymalnego PMI
(PMI i PMI_ ), czyli czasu, jaki uptynal miedzy
zgonem a ujawnieniem zwlok, na podstawie dostep-
nych wludzkich szczatkach dowodéw dostarczanych
przez stawonogi. Niektdre Zrédla okreslaja ten okres
jako najwczesniejszy termin owipozycji (EOD), po-
niewaz skladanie jej przez owady moze nastepowac
zaréwno przed $miercig gospodarza (np. w mu-
szycy), jak i po zgonie. Oznacza to, ze PMI i EOD
mogg miec rézne wartosci [9]. W literaturze istnieje
wiele terminéw opisujacych jeden lub kilka aspek-
tow okresu aktywnosci owadéw (PIA) oraz PMI,
co moze by¢ mylace. Brak jednolitej nomenklatury
wplywa na praktyke medyczno-sadowa i badania
podstawowe, istnieje wigc potrzeba wprowadzenia
znormalizowanej terminologii [10]. Szacowanie
PMI opiera si¢ ponadto na pewnych zalozeniach,
co moze prowadzi¢ do znacznych rozbiezno$ci mie-

victim’s state of neglect prior to death especially in
elderly persons [5].

However, any method needs to be validated be-
fore using in any forensic applications. It is manda-
tory requirement at both scientific and legal levels.
With considerations that validation is an important
process for demonstration that method is robust, reli-
able, and reproducible. The admissibility of evidence
in the legal system is governed by different rules
which also need to be met. These vary according to
the legal systems in different countries. As general,
scientific evidence must fulfil “Daubert standards”
under which scientific methods must have been test-
ed before, subjected to peer review and publication,
verified the reliability of the technique, estimated po-
tential error, and obtained widespread acceptance in
the scientific community [2]. This could be obtained
by the commitment with best practice procedures
[6] and quality assurance [7].

Critically, from a forensic point of view, there is
no perfect method and the reason for the choice of
a particular method is often depends on several of
factors as: the research question investigated, finan-
cial constraints, laboratory resources and time limi-
tations. However, all points must be examined care-
tully to evade unsuitable choices [8]. Here we review
the different applications of FE with the impact of
new emerging technologies.

Time passed since death

Forensic entomologists are frequently asked to
estimate the minimal and maximal PMI (PMI_. and
PMI_ ) between death occurrence and corpse dis-
covery by arthropod evidence recovered from hu-
man remains. Actually this time is referred in some
references to the earliest oviposition date (EOD),
which is more precise as the eggs may be laid before
death (as in myasis) or afterwards. Thus, PMI and
EOD might not be identical [9]. A wide variety of
terms to describe one or more aspects of the period
of insect activity (PIA) and PMI have been used in
literature adding confusion in forensic practice and
basic research. The need of a common language for
practitioners and researchers in the field become
mandatory, a sort of standardized terminology to
be used in all situations [10]. Nonetheless, arthro-
pod-based PMI predictions are recognized to be
connected with a number of assumptions that may
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dzy ustalonym a faktycznym PMI [2]. Wigkszos¢
dowodéw pochodzi z dwdch zaleznych od czasu
procesow: sukcesji stawonogéw na zwlokach oraz
rozwoju stadiéw preimaginalnych owadoéw. Stawo-
nogi pojawiaja si¢ na padlinie w okreslonej sukce-
sji lub sekwencji, gdyz poszczegdlne etapy rozkladu
zwlok przyciagaja rézne grupy owaddéw [11]. Sukce-
sja stawonogow na zwlokach zostala potwierdzona
doswiadczalnie w rozmaitych warunkach otoczenia
[12, 13]. Wyjasnia to réznice w jej schemacie w za-
leznosci od pory roku, polozenia geograficznego
i typu siedliska [11]. Informacje zgromadzone na
podstawie modeli zwierzgcych moga mie¢ przeto-
zenie na przypadki kryminalne i stuzy¢ jako baza
danych dotyczacych entomofauny w okreslonym
siedlisku [14]. W niektoérych krajach nie ma jednak
literatury na ten temat lub jest ona skapa [15].

Identyfikacja gatunkowa

Prawidlowa identyfikacja gatunkowa owaddéw
zasiedlajacych zwloki ma kluczowe znaczenie, po-
niewaz dostarcza informacji przydatnych przy sza-
cowaniu czasu zgonu [16].

Identyfikacja morfologiczna

W analizach taksonomicznych i identyfikacyj-
nych najczesciej wykorzystuje sie cechy zewnetrzne
lub wewnetrzne organizmoéw [8]. Nieprawidlowo
zabezpieczone probki, a takze duze podobienstwo
wigkszoéci preimaginalnych stadiéw rozwojowych
(jaj, larw, poczwarek) i fragmentéw owaddéw moga
jednak utrudnia¢ identyfikacje [17-22]. Mimo
zwiekszonej dokladnosci identyfikacji gatunkow
na poziomie morfologicznym dzieki analizom wy-
konywanym za pomocg skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM) podobne cechy stwierdzano
u gatunkow nalezacych do réznych rodzin: pluj-
kowatych (Calliphoridae), $cierwicowatych (Sarco-
phagidae) i muchowatych (Muscidae) [23]. Znaczna
plastycznos¢ morfologiczna miedzy gatunkami sio-
strzanymi a organizmami nalezacymi do tego same-
go gatunku moze by¢ mylaca [8]. Z kolei hodowla
wymaga zebrania zywych larw i utrzymywania ich
w warunkach odpowiednich do dalszego rozwoju, co
bywa czasochlonne i nie zawsze jest skuteczne [24].
Ponadto brak kluczy taksonomicznych dla owadéw
o istotnym znaczeniu z punktu widzenia medycy-
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lead to serious deviations from the true PMI if vio-
lated [2]. The bulk of its evidence derives from two
time-dependent processes: carrion-arthropod suc-
cession and the development of immature insects.
Arthropods visit carrion in sequential waves in
a typical succession or sequence, where each stage of
decomposition is attractive to a different groups of
insects [11]. The succession has been experimental-
ly shown on carrions in several countries and under
a variety of conditions [12, 13]. This can explain the
difference in pattern of succession on the carrion in
different regions depending on the year season, geo-
graphic location and habitat [11]. The experimental
data on animal models seem to be applicable to ac-
tual forensic cases and can act as a valid database of
entomofauna in the same habitat [14]. There is no or
little literature about geographical distribution of fo-
rensically important species in some countries [15].

Species identification

Valid species identification of insects inhabiting
the carcass is crucial from the forensic perspective
as it provides information useful in estimating the
time of death [16].

Morphological identification

The external or internal features of an organism
are most utilized process in both taxonomy and
identification [8]. However, in morphology-based
approaches, badly preserved samples, the similarity
of most immature stages (such eggs, larvae or pu-
pae) or insect fragments are considered the major
challenges in species identification [17-22]. In spite
of the improve accuracy in identification of insect
species on morphological level via scanning elec-
tron microscope (SEM), alike features were found
in species belonging to Calliphoridae, Sarcophagi-
dae and Muscidae [23]. Nonetheless, the significant
morphological plasticity between sibling species
and organisms of the same species can make iden-
tification difficult and even puzzling [8]. Rearing
requires larvae to be collected live and kept in con-
ditions suitable for continued development which
can be time consuming and the success is not guar-
anteed [24]. Even if the investigator jumps over this
challenge, taxonomic keys might be not available
for all forensic important insects [16, 22, 25-27]
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ny sagdowej [16, 22, 25-27] moze powodowac bledy
w identyfikacji. Jednag z przyczyn jest uwzglednianie
tylko kilku cech morfologicznych wynikajacych ze
zbieznej ewolucji podobnych fenotypéw u niepo-
wiazanych filogenetycznie organizméw [28]. Dla-
tego identyfikacja na podstawie DNA jest uznawa-
na za bardziej wiarygodna niz klasyczne podejscie
morfologiczne.

Innym narze¢dziem rdéznicujacym jest morfome-
tria. Zajmuje si¢ badaniem ilosciowym wielkosci
i ksztaltu obiektow biologicznych oraz ich kowa-
riancji. W entomologii czesto wykorzystuje si¢ ana-
liz¢ geometryczno-morfometryczng skrzydel owa-
dow ze wzgledu na jej prostote, niski koszt i duza
wiarygodnos¢. Wielko$¢ skrzydel moze zaleze¢ od
czynnikow $rodowiskowych, nie sprawdza si¢ wigc
jako kryterium roéznicujagce muchéwki z rodziny
plujkowatych, natomiast ich ksztalt stanowi stabilng
ceche informujaca o zaleznosciach filogenetycznych
i ewolucyjnych miedzy organizmami. Na jej podsta-
wie mozliwe jest roznicowanie plujkowatych na po-
ziomie rodzaju i gatunku. Analiza morfologii skrzy-
det jest niezawodng technikg klasyfikacji niektérych
gatunkow (Chrysomya), cho¢ bywa znacznie mniej
precyzyjna przy roznicowaniu innych muchéwek
(Lucilia i Hemipyrellia) [29].

Identyfikacja molekularna (markery
i metody)

Sperling jako pierwszy zaproponowal metode
opartg na DNA mitochondrialnym (mt) jako alter-
natywe dla kluczy morfologicznych do identyfikacji
gatunkow stuzacych szacowaniu PMI [30]. Od tego
czasu powstalo wiele metod typowania za pomoca
jednego lub wigkszej liczby markeréw oraz rozma-
itych technik.

Markery mitochondrialne

Genom mt sklada si¢ z setek kopii dwuniciowe-
go DNA zamknietych otoczka lipidowa. Odpowia-
da za kodowanie kluczowych podjednostek tancu-
cha transportu elektronéw obecnych w centrach
energetycznych komorek eukariotycznych. Szybsze
tempo mutacji mtDNA oznacza, ze u blisko spo-
krewnionych gatunkéw moze wystepowac znaczna
zmienno$¢ sekwencji, jest wiec przydatne przy iden-
tyfikacji, a takze w badaniach ewolucyjnych, takso-

and false identification can also be encountered.
This can occur if only few morphological features
are taken into consideration due to the presence of
convergent evolution with similar phenotypes in
phylogenetic unrelated parasites [28]. Thus, DNA-
based approach in identification is considered to be
more advantageous than the classical morphology
approach.

Besides classical morphological and DNA based
identification, the use of morphometrics has been
suggested as a valuable tool for discrimination.
Morphometrics involves the quantitative studies of
biological size and shape, with its covariation. The
geometric morphometric analysis of insect wings
is well known in entomology, due to its low costs,
high reliability and simplicity. The wing size is eas-
ily affected by environmental factors and cannot be
used to separate blow fly species. In contrast, wing
shape showed to be a stable character compared to
size and very informative on the phylogenetic and
evolutionary relationship of organisms. The wing
shape could be used to separate blow flies at both
the genus and species level. The wing morphology
(based on a landmark characterization) is a reliable
technique for classifying some species (Chrysomya),
but a much less precise technique to separate others
(Lucilia and Hemipyrellia) [29].

Molecular identification (markers and
methods)

Sperling work was the first to propose the DNA-
based approach — mitochondrial (mt) DNA - as an
alternative to morphological keys for species iden-
tification used for PMI estimation [30]. Since that
time, many DNA-based typing approaches were
used which depend on single or multiple markers
of different origin and using different techniques as
described in the following section.

Mitochondrial markers

Mitochondrial genome comprise of a dou-
ble-stranded DNA present in hundreds of copies
surrounded by a lipid envelope; dedicated to the
coding of key subunits of the electron transport
chain present in the powerhouses of eukaryotic
cells. The accelerated mutation rate of mitochondri-
al DNA signifies that considerable amounts of se-
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nomicznych i kryminalistycznych stawonogéw oraz
kregowcéw [8, 31, 32]. mtDNA jest dziedziczone
od jednego rodzica (w linii zenskiej), co zapewnia
wysoka rozdzielczos¢ analizy. U réznych gatunkéw
mozna je amplifikowa¢ bez klonowania, co ula-
twia interpretacje [33]. Popularno$¢ metody wyni-
ka w duzej mierze ze stosunkowo prostej izolacji,
zwlaszcza w przypadku prébek zdegradowanego lub
bardzo starego DNA, poniewaz mtDNA wystepuje
w komorce w kilku kopiach. Pod tym wzgledem ma
wiec przewage nad metodami opartymi na genomie
jadrowym z zachowang sekwencja i struktura w roz-
nych taksonach [34, 35].

Gléwnym ograniczeniem stosowania markeréw
mt do okreslania gatunku jest mozliwo$¢ introgre-
sji hybrydowej [36, 37], a takze zmienno$¢ mtDNA
na poziomie wewnatrz- i miedzygatunkowym, jak
u gatunkéw zarazonych bakteria Wolbachia [38].
mtDNA obejmuje regiony kodujace biatko w postaci
2 sekwencji genéw kodujacych rRNA (16S i 12S), 22
czasteczki transferowego RNA (tRNA), cytochrom
b (CYTB), podjednostki I-III oksydazy cytochromu
¢ (CO I-III), inne otwarte ramki odczytu kodujg-
ce podjednostki dehydrogenazy NADH (ND1-6
i ND4L) oraz region niekodujacy zwany regionem
kontrolnym (CR) lub petla D [39, 40] (ryc. 2A). Co
ciekawe, Chrysomya chloropyga — jeden z gatunkéw
muchoéwek z rodziny plujkowatych - zawiera 23

Ui
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quence variation might be present in closely related
species; making it a useful characteristic for species
identification procedures as well as evolutionary,
taxonomic and forensic investigations in arthropods
and vertebrates in general [8, 31, 32]. The mtDNA
is uniparentally (maternally) inherited, a fact that
greatly provides a high level of resolution, can be
easily amplified without cloning in a variety of spe-
cies and simplifies the results interpretation [33].
Moreover, its popularity derives in large part from
its relative easy isolation especially in degraded or
ancient DNA samples as it is found in several cop-
ies per cell; providing an obvious advantage over the
nuclear genome-based approaches with conserved
sequence and structure across taxa [34, 35].

The most significant limitations of using mito-
chondrial markers in the definition of species is the
possibility of hybrid introgression [36, 37], mtDNA
variation at the intra- or interspecific level as in Wol-
bachia-infected species [38]. The mtDNA includes
protein-coding regions as two rRNA-encoding gene
sequences (16S and 12S), 22 transfer RNAs (tRNAs),
cytochrome b (CYTB), cytochrome c oxidase subu-
nits I-IIT (COI-III), other open reading frames en-
code subunits of the NADH dehydrogenase subunits
(ND1-6 and ND4L) and non-coding region called
the control region (CR) or D-loop [39, 40] (Fig. 2A).
Interestingly, Chrysomya chloropyga — one of the fo-

3'ETS _-_

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie genéw mtDNA i rRNA. A) Mapa mitochondrialnego DNA owadéw
(mtDNA). B) Uktad genéw rybosomalnego RNA (rRNA) w genomie organizméw eukariotycznych. Klastry
18S, 5.8S i 28S rRNA oraz 5S, ktére u wiekszosci eukariontéw wystepuja w odrebnych matrycach

Fig. 2. Diagrammatic representation of mtDNA and rRNA genes. A) Map of the insect mitochondrial DNA
(mtDNA). B) Eukaryotic genomic organization of ribosomal RNA (rRNA) genes. Each cluster 18S, 5.8S and 28S
rRNA as well as 5S which usually exist in most of eukaryotes in separate arrays
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geny tRNA w genomie mt zamiast tradycyjnych 22
genéw opisanych dla rzedu Diptera [41]. U kregow-
c6ow analizowanymi Joci sg gléwnie CYTB i COI, na-
tomiast u owadéw bada si¢ fragmenty COI i COII
[39, 40].

Gen COI wykazuje wigkszy zakres sygnatu fi-
logenetycznego niz alternatywne geny o wigkszej
szybkosci ewolucji molekularnej [42]. Zbadano go
u kilku gatunkéw muchéwek z rodzin Calliphoridae,
Sarcophagidae i Muscidae [24, 25, 43-45]. Zapropo-
nowano tez globalny system bioidentyfikacji wszyst-
kich gatunkéw zwierzat na podstawie ,,kodow kre-
skowych DNA” (barcodéw) obejmujacych gen COI
[42]. Barcoding byt wykorzystywany w badaniach
stawonogéw (m.in. muchéwek z rodziny plujkowa-
tych) [46, 47]. W niedawnej analizie zaproponowa-
no wilaczenie tej metody do technik stosowanych
w ES [47] zgodnie z zaleceniami obowigzujacymi
w innych krajach [48, 49]. Analiza COI zakonczy-
fa si¢ jednak niepowodzeniem m.in. w przypadku
gatunkow, u ktoérych stwierdzono taksony parafile-
tyczne (C. putoria i C. chloropyga) [50], introgresje
mtDNA zwigzang z zakazeniem bakterig Wolbachia
(Protocalliphora) [38], zdarzenie hybrydyzacyjne
(L. sericata i L. cuprina) [36, 37, 51], niewystarcza-
jaca zmiennos$¢ miedzy gatunkami (Calliphora spp.)
[16] lub niezgodnos¢ drzewa filogenetycznego z tra-
dycyjna klasyfikacja morfologiczna [17, 24, 46, 52].

Mimo ze gen COII jest bardzo przydatny w ba-
daniach populacyjnych i ewolucyjnych [39], tyl-
ko nieliczni autorzy analizowali jego uzytecznos¢
w medycynie sadowej [27, 52]. Potwierdzono, ze
fragment 635-pz genu COII umozliwia réznicowa-
nie blisko spokrewnionych gatunkéw o spojnym
drzewie filogenetycznym [16, 53].

Bezpos$rednie sekwencjonowanie genu 16S uzna-
no za swoisty i stabilny marker stuzacy identyfikacji
gatunkowej. Charakteryzuje si¢ on mniejszg zmien-
noscia wewnatrzgatunkowa niz wiekszo$¢ gendw
kodujacych biatka, dlatego jest powszechnie stosowa-
ny do opracowywania drzew filogenetycznych [54].
Analiza sekwencyjna genu mt 16S lub 12S rRNA
moze ujawnia¢ istotne substytucje nukleotydéw
przydatne zwlaszcza przy identyfikacji muchdéwek
z rodzin Calliphoridae i Muscidae [55, 56]. Ze wzgle-
du na niski stopienn zmiennosci migdzygatunkowej
rozréznienie blisko spokrewnionych gatunkéw wy-
maga jednak sekwencjonowania wiekszego fragmen-
tu regionu 16 [56]. Z drugiej strony Cameron i wsp.

rensically important blow fly species — was reported
to contain 23 tRNA genes within their mitochondri-
al genome instead of the usual 22 already described
for Diptera [41]. For vertebrates, the loci of choice is
being either mainly the CYTB or the COI, however,
for insects the COI and COII are indeed the mito-
chondrial genes of choice [39, 40].

The COI gene seems to have a greater range of
phylogenetic signal than alternatives with a higher
rate of molecular evolution [42]. COI gene of dif-
ferent lengths has been extensively investigated in
several Calliphoridae, Sarcophagidae, and Muscidae
(24, 25, 43-45]. A global bioidentification barcod-
ing system for all animal species has been proposed
based on the mtDNA COI gene [42] and was lately
used for arthropods as blow fly species [46, 47]. Re-
cent Brazilian study recommended the inclusion of
DNA barcoding in the forensic entomological iden-
tification [47], as has been recommended for oth-
er countries [48, 49]. Nevertheless, several studies
showed failure of COI in occasions where species
paraphyly was encountered as in Chrysomya putoria
and C. chloropyga [50], Wolbachia-associated mtD-
NA introgression as Protocalliphora [38], hybridiza-
tion event as Lucilia sericata and L. cuprina [36, 37,
51], inadequate variability between species as Cal-
liphora spp. of southern Australia [16] or inconsist-
ent phylogenetic tree with traditional morphologi-
cal classification [17, 24, 46, 52].

Although the COII gene is very useful for popu-
lation genetics and evolution studies [39], only few
studies have investigated the utility of that region
(27, 52]. Tt is elucidated that the 635-bp COII frag-
ment has high discriminating power in differentia-
tion of closely related species with consistent phy-
logenetic tree [16, 53].

Direct sequencing of 16S has approved to be
a specific and stable marker for species identifica-
tion. It was reported that 16S has lower intraspecific
variability than most protein coding genes. There-
fore, it is commonly used to construct phylogenetic
trees [54]. The sequence analysis of mitochondrial
16S or 12S rRNA gene can reveal abundant phy-
logenetically informative nucleotide substitutions
for identification in Insecta especially Calliphoridae
and Muscidae families [55, 56]. However, due to low
interspecific variation, sequencing of a larger frag-
ment of 16 region is required to discriminate be-
tween closely allied species [56]. On the other hand,
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zalecaja zwigkszong ostroznos¢ przy badaniu gendw
rRNA. Wniosek ten wynika z analizy topologii drzew
na podstawie genéw rRNA, ktéra wykazala rozbiez-
nosci z uprzednio ustalonymi powigzaniami filogene-
tycznymi w obrebie rodzaju Diptera. Inne trudnosci
zwigzane z wykorzystaniem genéw rRNA w analizie
filogenetycznej to miedzygenomowa heterogennosc¢
sekwencji niektorych genéw rRNA oraz brak spdjnej
adnotacji w sekwencjonowanych mt genomach owa-
dow, co powoduje koniecznos¢ stosowania w celach
poréwnawczych funkcjonalnych metod adnotacji ge-
néw mtrRNA bazujacych na analizie struktury dru-
gorzedowej [57].

Gléwna funkcja CYTB jest identyfikacja probek
biologicznych pochodzacych od kregowcow [58].
W sekwencji CYTB niektére miejsca ewoluuja po-
woli, a inne szybko, co utatwia badanie glebszych za-
leznosci i moze poprawiaé skuteczno$¢ identyfikacji
gatunkow [54]. De Pablo i wsp. wykazali, ze cho¢
marker ten jest rzadko stosowany, odzwierciedla
on roéznice genetyczne w obrebie gromady Insecta,
ktdre sg na tyle istotne, ze umozliwiaja réznicowanie
do poziomu gatunku. Wtasciwos¢ te mozna faczy¢
z umiejscowieniem CYTB w genomie mt [59].

CR stanowi najwigksza niekodujaca czes¢ ge-
nomu mt okredlang jako ,region bogaty w A+T”
u bezkregowcow lub ,,petla D” u kregowcéw [60].
Zawiera on wiele istotnych elementéw regulatoro-
wych odpowiedzialnych za transkrypcje i replika-
cje mtDNA [61]. Hua i wsp. wysuneli hipoteze, ze
w obrebie gromady Insecta regiony CR nie zawsze
stanowia cze$¢ genomu mt o najwyzszej zawartosci
AT, a ich wielko$¢ rézni sie w zaleznosci od takso-
nu [62]. U stawonogéw CR czesto maja kilka lub
wszystkie sposrdd 4 motywoéw: dluga sekwencje ty-
miny, podregion o jeszcze wigkszej zawartosci A+T,
sekwencje powtérzone tandemowo oraz struktu-
ry w postaci tzw. spinek do wloséw [63]. Mimo ze
region dostarcza waznych informacji, w niedawno
przeprowadzonym badaniu nie udalo si¢ bezpo-
$rednio zsekwencjonowa¢ CR mtDNA u muchéwek
z rodzaju Chrysomya, co wskazuje na heteropla-
zmie. Niezbedne bylo klonowanie produktéw am-
plifikacji CR przed sekwencjonowaniem - inne re-
giony sa pod tym wzgledem mniej problematyczne
(np. COI czy ITS2) [64]. W niektorych badaniach
amplifikacja CR u muchéwek z rodzaju Chrysomya
- C. albiceps, C. bezziana, C. chloropyga, C. mega-
cephala i C. rufifacies — wykazala obecno$¢ dwdch

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 44-77

Cameron et al. elucidated that rRNA genes possibly
warrant more caution in their use. This conclusion
based on the tree topologies derived from the rRNA
genes which disagree with previously accepted dip-
teran phylogenies. An additional difficulties associ-
ated with using rRNA genes in phylogenetic anal-
ysis included intergenomic sequence heterogeneity
of certain rRNA genes and the lack of consistent an-
notation across sequenced insect mt genomes that
urges for functional methods of annotation of mtr-
RNA genes based on secondary structure analyses
for comparison [57].

The main usage of CYTB is in identifying biolog-
ical specimens from diverse vertebrate animals [58].
Within CYTB sequences, there are some sites evolve
slowly whereas others evolve rapidly that facilitate
the investigation of deeper relationships and can im-
prove species identification [54]. De Pablo and his
colleagues showed that although the use of CYTB
is rare but this marker contains genetic difference
within the order Insecta which are high enough to
help differentiation at the species level. This could
be attributed to the location of CYTB gene on the
mitochondrial genome [59].

The CR is largest non-coding portion of the
mt genome that is usually known as “A+T-rich” or
“D-loop” region for invertebrates and vertebrates re-
spectively [60]. This hypervariable region possesses
a number of essential regulatory elements responsi-
ble for transcription and replication of mtDNA [61].
Hua et al. have proposed that in Insecta CR were not
constantly the most AT-rich part of the mt genome
- as previously known - and its size varies con-
siderably in different taxa [62]. In arthropods, the
CRs often have any or all of these 4 motifs: a long
sequence of thymines, subregion of an even high-
er A+T content, tandemly repeated sequences, and
stem-loop structures [63]. Though, this region is in-
formative, recent study had revealed that the direct
sequencing of mitochondrial CR of Chrysomya was
unsuccessful, consistent with the presence of heter-
oplasmy. Thus, cloning of amplification products of
CR prior to sequencing was required in contrast to
other regions as COI or ITS2 which appear to be less
problematic [64]. In several studies, amplification of
the control region of Chrysomya genus - C. albiceps,
C. bezziana, C. chloropyga, C. megacephala and C.
rufifacies — had revealed the presence of two cop-
ies of the tRNA™ and partial duplication of tRNA-
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kopii tRNA™ i cze$ciowg duplikacje genéw tRNACH
(43, 64-66]. Rearanzacja genu tRNA nie ograni-
cza si¢ najprawdopodobniej do rodzaju Chrysoma.
Analiza sekwencji CR u gatunkéw Calliphora dubia
i Phormia regina potwierdzita wystepowanie dupli-
kacji gen6w tRNA"™ i tRNA®" w tej samej lokalizacji
genomowej [65]. Z drugiej strony analogiczna ana-
liza sekwencji CR u innych przedstawicieli rodziny
Calliphoridae (Lucilia i Cochliomyia) nie wykazata
takiej duplikacji [41]. Zmienna domena CR u nie-
ktérych Calliphoridae moze wiec by¢ tzw. goracym
miejscem rearanzacji genowych w mtDNA [63].
Duplikacje te mogg stanowi¢ konserwatywng ceche
gatunkéw nalezacych do rodziny Calliphoridae i by¢
przydatnym markerem zwlaszcza przy identyfikacji
larw - ze wzgledu na brak diagnostycznych cech
morfologicznych w tym stadium rozwoju [41, 65].

Konieczne jest opracowanie bazy danych DNA
réznych gatunkéw stawonogéw. Rozszerzenie za-
kresu genéw mt wykorzystywanych do analizy mu-
chéwek nekrofagicznych wymaga sekwencjonowa-
nia calych genoméw mt i poréwnania zmiennosci
w poszczegolnych regionach [45]. W 2015 r. wyka-
zano, ze sekwencjonowanie nowej generacji (NGS),
inaczej sekwencjonowanie o wysokiej przepustowo-
$ci (HTS), pozwala uzyska¢ kompletne genomy mt
u muchéwek (C. hominivorax, H. irritans, P. regina
i S. crassipalpis) bez koniecznosci stosowania kon-
wencjonalnych technik molekularnych, takich jak
reakcja fancuchowej polimerazy (PCR) i klonowa-
nie, co potwierdza przydatnos¢ tej metody u stawo-
nogéw [67]. Umozliwia ona analize wielu osobni-
kéw i generowanie duzych zbioréw danych. Cho¢
nie zostala jeszcze w pelni przetestowana, w przy-
sztosci moze sta¢ si¢ waznym narzedziem w bada-
niach na szerszg skale [68, 69].

Markery jadrowe

Uklad genomowy rybosomalnego DNA (rDNA)
charakteryzuje sie¢ duza spojnoscia [41], ale jest
rézny u eukariontéw i prokariontéw. Wigkszos¢
organizmoéw eukariotycznych ma wiele kopii po-
szczegolnych klastrow rDNA w powtdrzeniach tan-
demowych. Kazdy klaster zawiera regiony 5.8S, 18S
i 285 z ITS1 i ITS2 po obu stronach genu 5.8S, na-
tomiast gen 5S wystepuje w odrebnych matrycach
powtdrzen (ryc. 2B) [8, 70]. Czesci rDNA kodujace
konserwatywne podstawowe rRNA (188, 5.8S i 28S)

G genes [43, 64-66]. Indeed, the rearrangements
of tRNA gene seem not to be limited to Chrysoma.
Analysis of the control region sequence of Callipho-
ra dubia and Phormia regina confirmed the occur-
rence of the tRNA"™and tRNA®" genes duplication at
the same genomic location in this Calliphoridae as
well [65]. Nonetheless, the same analysis for CR se-
quences in other genera of Calliphoridae, as Lucilia
and Cochliomyia revealed no such duplication [41].
It seems that the variable domain of the CR of some
of Calliphoridae species might be a hot spot for gene
rearrangements in mtDNA [63]. These duplications
may be a conserved trait in Calliphoridae species
and could be a useful molecular marker especially
for larval identification, owing to the lack of diag-
nostic morphological traits in this developmental
stage [41, 65].

The establishment of a comprehensive DNA da-
tabase, which provides coverage for arthropod spe-
cies, is mandatory. It is suggested that for improving
the range of mitochondrial genes that may be uti-
lized in forensically important necrophagous flies,
sequencing the whole mt genomes from different
species and comparisons of variation within each
gene region are desperately needed [45]. In 2015, the
dream becomes a truth as the utility of next genera-
tion sequencing (NGS) or high throughput sequenc-
ing (HTS) was demonstrated to obtain complete mi-
tochondrial genomes for dipterans (C. hominivorax,
H. irritans, P. regina and S. crassipalpis) without the
aid of conventional molecular techniques such as
polymerase chain reaction (PCR) and cloning and
validates this method of mt genome sequencing in
arthropods [67]. The application of HT'S enables the
analysis of huge numbers of individuals as a whole
and the generation of large datasets. Although this
method was only tested on a small-scale, it is clear
that HTS is an important tool for future large scale
purposes [68, 69].

Nuclear markers

The genomic arrangement of ribosomal DNA
(rDNA) is one of greater consistency that consid-
ered in comparative genomic studies [41]; however,
it is somewhat different in eukaryotes and prokar-
yotes. The majority of eukaryotes contain many
copies of each rDNA cluster presented in tandem
repeats. Each cluster includes the 5.8S, 18S and 28S
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gromadza mutacje w wolnym tempie, dlatego do
réznicowania odlegle spokrewnionych gatunkéw
zwykle wykorzystuje si¢ réznice w konserwatyw-
nym rDNA. Z kolei niekonserwatywne czg¢$ci rDNA
(ITS), ktére zazwyczaj nie koduja funkcji podsta-
wowych, stosunkowo szybko gromadza mutacje,
a zmienno$¢ w tym regionie moze stuzy¢ roznico-
waniu blisko spokrewnionych gatunkéw [71]. Dla-
tego sekwencje rDNA maja duza warto$¢ informa-
cyjna [72]. W badaniach na muchéwkach (Diptera)
i blonkéwkach (Hymenoptera) regiony ITS1, ITS2
i 28S byly zdominowane przez kompleksy w ramach
blisko spokrewnionych i kryptycznych gatunkéw
(22, 39, 73, 74]. Wiekszos¢ istotnych informacji
w obrebie regionu 28S znajdowata si¢ w pozycjach
nukleotydowych 511-710 i 1521-1830. Analiza
tych dwoch podregionéw byta spojna z analiza fi-
logenetyczng obejmujaca cala dlugos¢ genu 28S
(2148 nukleotydéw), co sugeruje, ze podregiony
moga zapewni¢ wiarygodna identyfikacje filogene-
tycznag bez koniecznosci badania calego regionu.
Choc¢ ostateczna identyfikacja niektérych gatunkow
(L. illustris i L. caesar) wymaga analizy calego genu
28S [22], poréwnanie zmiennosci sekwencji rDNA
u Drosophila wykazalo, ze koniec 3’ intronu ITS1
i koniec 5" intronu ITS2 s3 wysoce konserwatywne
i sekwencyjnie identyczne u wszystkich gatunkow
[75]. Przeprowadzono tez kilka molekularnych ba-
dan filogenetycznych na muchéwkach z rodziny
plujkowatych z wykorzystaniem jako markera mole-
kularnego wewnetrznej sekwencji transkrybowanej
ITS2, ktora réwniez zostala pomyslnie zsekwencjo-
nowana [76, 77]. Sekwencja ITS2 wydaje sie wysoce
konserwatywna — w przeciwienstwie do sekwencji
ITS1, ktéra wykazuje znaczna zmiennos¢, podlega
szybkim zmianom ewolucyjnym i niefatwo ulega
amplifikacji [70, 77]. Potencjalne trudnosci zwig-
zane z analizg gendéw jadrowych to m.in niewielka
liczba kopii i heterozygotyczno$¢, ktére utrudniajg
amplifikacje, a takze duza liczba duzych intronow
wymagajacych stosowania metody PCR z odwrotng
transkryptaza [39].

Strategia wielomarkerowa

Wykorzystywanie wylacznie pojedynczego locus
genu do identyfikacji owadéw nie jest pozbawione
ryzyka [78]. Powigzania filogenetyczne okreslone na
podstawie pojedynczego locus wyprowadzaja jedynie

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 44-77

regions with ITS1 and ITS2, either side of the 5.8S
gene, whereas the 5S gene exists in separate repeat
arrays (Fig. 2B) [8, 70]. Parts of rDNA coding for
conserved essential rRNA (18S, 5.8S, and 28S) ac-
cumulate mutations slowly. Therefore differences
in conserved rDNA are usually used to differenti-
ate distantly related species. On the other hand, the
non-conserved parts of rDNA (ITS) which normally
do not code for essential functions, accumulate mu-
tations relatively rapidly and variation in this region
could be used to distinguish closely related species
[71]. Thus, the rDNA sequences have proven high-
ly informative [72]. The ITS1, ITS2 and 28S regions
were dominated in Diptera and Hymenoptera stud-
ies within closely related and cryptic species com-
plexes [22, 39, 73, 74]. The majority of the informa-
tive phylogenetic information within the 28S region
was located within two distinct regions of the gene
fragment, nucleotide positions 511-710 and 1521-
1830. Analysis of these two smaller subregions was
consistent with the phylogenetic analysis of length
of the entire 28S gene (2148 nucleotides), suggesting
that the subregions would be able to provide a re-
liable phylogenetic identification without the need
to analyse the entire region. While it is noticed that
definitive identification of some species (L. illustris
and L. caesar) requires the analysis of the entire 28S
gene [22]. Comparison of sequence variation of
rDNA in Drosophila demonstrated that the 3" end of
ITS1 and the 5end of ITS2 were highly conserved,
showing sequence identity across all species [75].
Several molecular phylogenetic studies have been
conducted on blow flies, based on transcribed spac-
er ITS2 molecular marker that was also successfully
sequenced [76, 77]. The ITS2 sequence appears to be
highly conserved opposed to ITS1 which showed to
be quite variable as seem to undergo rapid evolution-
ary changes and been amplified with great difficulty
[70, 77]. Nonetheless, potential difficulties might be
encountered when working with nuclear genes are:
low copy number and heterozygosity that hamper
amplification or large content of large introns which
require reverse transcriptase PCR method [39].

Multi-marker approach

It became clear that the exclusive use of single
gene locus for DNA-based identification of foren-
sic insects is not without risks [78]. Single locus
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zaleznosci ewolucyjne dla konkretnego genu i moga
nie odzwierciedla¢ faktycznej filogenezy gatunkéw
z powodu niepelnego sortowania linii genealogicz-
nych lub poziomego transferu genéw w analizowa-
nym locus [3]. Zaleznosci filogenetyczne u mucho-
wek z rodziny plujkowatych ustalone na podstawie
genéw jadrowych i mt wykazaly sprzeczne powia-
zania ewolucyjne. Z tego wzgledu konieczne jest za-
stosowanie strategii wielogenowej, ktéra umozliwia
analize wielu niezaleznych lokalizacji w obrebie ge-
nomow [79-81]. Wskazuje sig, ze polaczona analiza
fragmentow mtDNA zapewnia wigkszg dokladnos¢
identyfikacji gatunkéw niz analiza pojedynczego
fragmentu genu COI [82]. Do tej pory przeprowa-
dzono niewiele badan filogenetycznych stuzacych
identyfikacji muchowek [71, 83]. Najcze$ciej analizo-
wana kombinacja to COI i COII - stosunkowo szyb-
ko ewoluujgcy marker przydatny w badaniach ga-
tunkow, ktore dopiero niedawno ulegly rozdzieleniu
(16, 20, 39, 83-86]. Zaidi i wsp. ustalili, ze zmiennos¢
miedzygatunkowa segmentéw mtDNA obejmuja-
cych CYTB, COI i ND5 moze by¢ wykorzystywana
w analizach filogenetycznych gatunkéw z rodziny
plujkowatych [70]. Istnieja doniesienia dotyczace
skuteczno$ci analizy regionu ITS2 jako badania uzu-
pelniajacego analiz¢ COI w przypadkach niejedno-
znacznej identyfikacji [76]. Rozbiezno$¢ w drzewach
filogenetycznych opartych na pojedynczych genach
(COI lub ND5) zmniejszyta sie po polaczeniu obu
fragmentéw genéw (79, 81]. Z kolei w innym bada-
niu oznaczenie oparte na kombinacjach fragmentow
genowych zakonczyto si¢ niepowodzeniem - analiza
COI, COII i ND4 wykazala niejednoznaczng identy-
fikacje znacznej czesci probek [81].

Analiza RFLP markera molekularnego
(PCR-RFLP)

Do identyfikacji mozna wykorzysta¢ unikatowe
wzory prazkowe opracowane dla kazdego blisko
spokrewnionego gatunku w procesie trawienia re-
strykcyjnego. Metoda jest uznawana za tanig i szyb-
ka alternatywe dla metod sekwencyjnych. Mimo
obaw, ze zréznicowanie wewnatrzgatunkowe moze
wplywa¢ na wyniki RFLP, a mutacje punktowe
mogg zmienia¢ miejsca restrykcyjne, prowadzac do
blednej interpretacji [87], w niemal wszystkich do-
tychczasowych badaniach technika okazala sie sku-
teczna [20, 21, 88].

phylogenies only derive evolutionary relationships
for the particular gene used that might not display
the true species phylogeny owing to incomplete
lineage sorting or horizontal gene transfer at the
locus in question [3]. Blow fly phylogenies based
on nuclear and mitochondrial genes have revealed
conflicting evolutionary relationships. Hence,
a switch to multi-gene approaches to screen mul-
tiple independent sites across forensically impor-
tant insect genomes is needed. The combinations
of such genes are supposed to react positively and
maximize the explanatory power of sequences to
resolve phylogenetic relationships [79-81]. It has
been stated that the combined analysis of mtDNA
fragments is a more accurate approach for Diptera
species identification than single COI fragment
analysis [82]. Few studies have used multi-gene
phylogenies to determine the identity of forensical-
ly important flies [71, 83]. Both COI and COII are
the most studied combination which offer relative-
ly rapidly evolving complementary marker suitable
for investigating recently diverged species [16, 20,
39, 83-86]. Zaidi and his colleagues reported that
the inter-specific variation for mtDNA segments,
comprising CYTB, COI and ND5 was found suit-
able for phylogenetic analyses of blow fly species
[70]. The effectiveness of ITS2 was reported as
a complement to COI in case of ambiguous spec-
imen identification [76]. The discrepancy in the
phylogenetic trees based on individual genes (COI
or ND5) improved after combination of both gene
fragments [79, 81]. On the other hand, the com-
binations of gene fragments were not succeeded
in other experiment. For example, in case of COI,
COII and ND4 unambiguously identified a large
portion of the specimens included [81].

RFLP analysis of molecular marker
(PCR-RFLP)

Unique banding patterns, which are produced
from the restriction digestion for each closely re-
lated species, can be used for species identification.
It is commonly used as cheap and fast alternatives
to sequence-based species identification. Although
the announced fear that intraspecific variation may
affect RFLP approaches; point mutations may alter
restriction sites and thus lead to misidentifications if
not properly interpreted [87]. Almost in all previous
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Polimorfizm dtugosci amplifikowanych
fragmentéw

Metoda wykorzystujaca profile polimorfizmu
dlugoséci amplifikowanych fragmentéw (AFLP)
jest prosta i niezbyt kosztowna. Pozwala na lepsza
identyfikacje istniejacych powigzan filogenetycz-
nych w blisko spokrewnionych taksonach niz przy
zastosowaniu barcodéw. We wczesniejszych donie-
sieniach wskazywano na brak mozliwosci réznico-
wania gatunkow L. caesar i L. illustris na podstawie
analizy genu COI [89], w jednej z najnowszych prac
wykazano jednak, ze oba gatunki sg wzajemnie mo-
nofiletyczne pod wzgledem genotypéw AFLP, co
pozwala na ich wiarygodna identyfikacje [90].

Mikromacierze

Mimo Ze metoda nie byta dotad szczegélowo ba-
dana, przewiduje sig, ze w przysztoéci bedzie odgry-
wa¢ istotng role w naukach sadowych [91]. Dzigki
pojedynczej plytce mikromacierzowej mozliwe be-
dzie niemal dowolne genotypowanie poszczegol-
nych gatunkéw owadow [92].

Metoda Western blot i marker biatkowy

Inne markery przydatne do identyfikacji gatun-
kowej to allozymy. Wallman i Adams opisali pomysl-
ne zréznicowanie czterech gatunkéw Calliphora spp.
(dorostych owadéw oraz osobnikéw w trzeciej fazie
larwalnej) za ich pomocg [93]. McDonagh i wsp. wy-
kazali potencjalng moc dyskryminacyjna techniki
Western blot u czterech gatunkéw muchdéwek z ro-
dziny plujkowatych. Ich zdaniem dzigki takim swo-
istym gatunkowo markerom mozliwe bedzie opraco-
wanie zestawow diagnostycznych do szybkiej analizy
najbardziej rozpowszechnionych plujkowatych [3].

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu
(SNP)

Metoda faczy technike PCR w czasie rzeczywi-
stym z analizg profilu topnienia w wysokiej rozdziel-
czos$ci [94]. Potwierdzono, ze umozliwia ona analize
zmiennos$ci genetycznej SNP oraz genotypowanie.
Udalo si¢ prawidlowo rozrdézni¢ kilka gatunkow
owaddéw na podstawie ksztaltu profilu topnienia
oraz temperatury produktéw PCR w analizie genéw

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 44-77

studies — investigated PCR-RFLP technique in iden-
tification of forensically important species — proved
to be successful and robust [20, 21, 88].

Amplified fragment length polymorphism

Amplified fragment length polymorphism
(AFLP) profiles represent an easy and inexpensive
method. These data are more likely than barcodes to
recover the true phylogeny for closely related taxa.
Previously, it was reported that L. caesar and L. illus-
tris could not be separated using COI [89], but very
recent work revealed that both species were recipro-
cally monophyletic for AFLP genotypes and could
be reliably identified [90].

Microarrays

Although this method is not investigated ex-
tensively, but it was suggested that microarrays
will have impact in forensic science [91]. Via these
species-diagnostic assays, single microarray chip
can be produced having the ability of performing
nearly every genotyping task needed for an insect
specimen [92].

Western blot and protein marker

Allozymes are another marker that can be used
in species identification. Wallman and Adams have
reported a clear distinction between four Calliphora
species at both adults and third larval instar stages
using such enzymes [93]. McDonagh and his col-
leagues had exposed the potential species discrim-
inatory power of analytic technique as Western
blot in four blow fly species, anticipating that such
species-specific diagnostic protein markers might
develop on-site rapid diagnostic kits for many com-
mon blow flies [3].

Single nucleotide polymorphisms
(SNPs)

New method was applied for carrion-breeding
blow flies identification through combining the
real-time PCR and high-resolution melting assay
[94]. This high-performance sensitive method
proved to enable the analysis of genetic variation
of SNPs and genotyping. Several insects’ species
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18S i COI za pomocg uniwersalnego, swoistego dla
tego rzedu startera [95].

Cytometria przeptywowa

Umozliwia identyfikacje gatunku i pici, a tym sa-
mym réznicowanie blisko ze sobg spokrewnionych
gatunkow w przypadku skomplikowanych cech
morfologicznych lub ich braku. U niektérych gatun-
kéw pozwala na skuteczne réznicowanie wielkosci
genomow [96].

Identyfikacja chemiczna (,,chemiczny
odcisk palca”)

Profil chemiczny (m.in. skfad i stezenie) zwlok
zmienia si¢ w toku procesu rozkladu. Dzieje si¢ tak
ze wzgledu na substancje wytwarzane przez bakte-
rie, ktore trawig biatka, lipidy i weglowodany. Zwigz-
ki te dzialajg nastepnie jako wskazoéwki olfaktorycz-
ne (semiochemiczne lub lotne) przy kolonizacji
zwlok przez stawonogi [2]. Wedlug jednej z hipotez
obecno$¢ bakterii na lub w zwlokach sprzyja prze-
poczwarzaniu i rozwojowi larw, poniewaz bakterie
moga zwieksza¢ dostepno$¢ substancji odzywczych
lub same stanowi¢ zrédlo pozywienia [97]. W celu
identyfikacji ogromnej liczby bakterii wystepuja-
cych w miejscach rozkladu szczatkow wykorzystuje
sie metagenomowg analiz¢ losowych fragmentow
tzw. metodg ,,shotgun” albo analize 16S rDNA lub
16S rRNA metoda pirosekwencjonowania FLX ko-
dowanych znacznikami amplikonéw bakteryjnych
za pomoca sekwencjonowania kolejnej generacji
[97, 98]. Badania nad transkryptomem i skupiska-
mi bakterii jelitowych wykazaly réznice w czesto-
$ci ich wystepowania w zalezno$ci od regionu jelita
owadow. Odzwierciedlaja one réznice metaboliczne
miedzy poszczegdélnymi regionami - jelito przednie
i Srodkowe odpowiada na ogot za procesy sygnali-
zacji i fermentacji, natomiast jelito tylne uczestni-
czy gltéwnie w transporcie sktadnikéw odzywczych
oraz usuwaniu produktéw odpadowych przemiany
materii [98]. Najnowsze dane wskazujg na wspot-
prace metaboliczng pomiedzy gospodarzem a jego
mikrobiotg pod wzgledem przyciggania muchowek
oraz wplywu na proces owipozycji [99-101], a takze
trawienia, detoksykacji i obrony, ktéra moze obej-
mowac nie tylko jelito owadéw nekrofagicznych,
lecz takze zasoby odzywcze [98].

were successfully differentiated by the melt pro-
file shape and temperature of their 18S and COI
PCR product using order-specific universal prim-
er [95].

Flow cytometry

Flow cytometry is a useful tool to forensic ento-
mologists for species and sex identification to dis-
tinguishing between closely related species either
due to difficult or non-existent morphological char-
acters, the genomes size for some species are well
differentiated based on flow cytometry [96].

Chemical identification (fingerprinting)

It is demonstrated that the chemical profile (in-
cluding composition and concentration) of dead
body changes during the decomposition process.
This happens due to the produced substances by
bacteria which digest proteins, lipids and carbohy-
drates that act as olfactory clues (semiochemicals
or volatiles) for arthropod colonization [2]. It has
been proposed that the presence of bacteria on or in
the corpse appears to aid in larval pupariation and
development as it could be either used as making
nutrients more available to larvae or being them-
selves as a food source [97]. Metagenomic shotgun
“random” analysis or bacterial tag-encoded FLX
amplicon pyrosequencing analysis of 16S rDNA or
16S rRNA using the next-generation sequencing are
often used to identify the huge number of bacteria
that normally present at sites of decomposition [97,
98]. Studying the gut transcriptome and gut micro-
bial community has revealed a difference in bacteri-
al prevalence between insect’s gut regions. Indeed,
this reflects the significant metabolic differences
between the regions, as the foregut and midgut are
usually involved in signalling and digestion, while
the hindgut mainly involved in the transport of nu-
trients and waste removal and detoxification [98].
Recent data has provided an evidence of metabolic
cooperation between the host and its microbiota for
attraction and oviposition of flies [99-101], as well
as for digestion, detoxification and defence that can
extends from the necrophagous insects’ gut to its
nutritional resource [98].

In addition, the attractive role of some volatiles
released by dead bodies could have potential im-
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Ponadto okreslenie roli niektérych substancji
lotnych uwalnianych przez zwloki w wabieniu owa-
déw moze miec znaczenie przy ustaleniach, dlacze-
go szczatki ludzkie przyciagaja okreslone gatunki
[101]. Na ich podstawie mozliwe jest tez szacowa-
nie PMI, dlatego niezbedne s3 interdyscyplinarne
badania sluzace identyfikacji substancji lotnych
oraz czynnikéw sprzyjajacych aktywacji owadow.
Wiedza ta bedzie mie¢ bezposrednie przetozenie na
ustalenie PMI__ . Przewiduje si¢, ze w niedalekiej
przyszlosci metody mikrobiologiczne i biochemicz-
ne umozliwig takie analizy, a badania zachowania
stawonogow z perspektywy genetycznej przyczynia
sie do zmniejszenia odsetka bledow w ES [2].

Badacze zwracajg takze uwage na metody spek-
troskopii wibracyjnej, m.in. spektroskopi¢ bliskiej
podczerwieni, spektroskopie ostabionego catkowite-
go odbicia w podczerwieni i spektroskopie w pod-
czerwieni z transformatg Fouriera, jako szybkie,
nieniszczace i ekonomiczne techniki analizy, kto-
re wymagaja minimalnego przygotowania prébek.
Mozna je wykorzysta¢ do identyfikacji metabolicznej
(bialek, lipidow, proceséw komoérkowych) owaddw,
co z kolei ulatwia réznicowanie miedzygatunkowe,
poniewaz oskdrek przedstawicieli poszczegélnych ga-
tunkéw ma unikatowy sklad chemiczny zwigzany ze
spektrum absorpcji [102]. Metody te moga by¢ réw-
nie swoiste jak barcoding, a przy tym eliminuja ko-
nieczno$¢ stosowania kosztownych i czasochfonnych
technik na bazie DNA [103]. W niedawnym badaniu
okazaly si¢ one przydatne przy identyfikacji gatun-
kéw nalezacych do rodziny Sarcophagidae [104].

Pomiar czasu od owipozycji
oraz szybkosci rozwoju

Metody morfologiczne

Warto$¢ PMI__ jest okreslana na podstawie wie-
ku najstarszego owada w stadium preimaginalnym
zabezpieczonego na zwlokach [11]. Najwieksza do-
ktadnos¢ szacowania wieku muchéwek jest osiggana
we wczesnych stadiach rozwojowych (tj. od jaj po
larwy w drugim stadium). Znacznie dluzszy czas
trwania trzeciego stadium larwalnego i stadium
poczwarki utrudnia szacowanie wieku [105]. Naj-
nowsze badania dostarczaja systematycznych da-
nych rozwojowych na temat gatunkéw muchdéwek
(uzyskanych na podstawie dysekcji poczwarek pod
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plications in the better understanding of attrac-
tiveness of certain species toward a corpse [101].
PMI could be estimate based on identification of
these volatiles that associated with a dead body.
Thus, collaborative research is required to iden-
tify more volatiles and factors affecting insect
activation. This will has direct impact on estima-
tion of the negligible duration between death and
initial arthropod detection of dead body. It will
be measurable in near future through different
assays (microbial and biochemical). Moreover,
it has been suggested that understanding the be-
haviour of arthropods based on genetics will help
decrease error in FE [2].

Recently, it is claimed that vibrational spectros-
copies such as near infra-red (NIR), attenuated
total reflection (ATR) and Fourier-transform in-
frared (FTIR) are rapid, non-destructive and cost
effective techniques which require minimal sam-
ple preparation. They can be used to determine the
metabolic identity (proteins, lipids, cellular pro-
cesses) of the insect which in turn help in differen-
tiation between species because the cuticle of each
species may have a unique chemical composition
because of their particular absorption spectrums
[102]. Thus, it can be as specific as barcoding,
without the need for expensive and time-consum-
ing DNA techniques [103]. Recent study revealed
that the use of NIRS, ATR, FTIR helped in identi-
fication of insect species belong to Sarcophagidae
[104].

Using time since oviposition
and developmental rate

Morphological methods

A PMI__ is estimated by calculating the age
of the oldest immature insect on a corpse [11].
Fly age estimation with high accuracy is usual-
ly in early stages (egg through second instar).
On the contrary, the far longer duration of the
third instar and pupal stages makes estimation
of age more difficult with high percentage of
error [105]. Thus, recent studies provide suc-
cessfully systematic pupal developmental data of
forensically important fly species (based on pu-
pal dissection under stereomicroscope) for the
estimation of PMI with recommendation to take
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mikroskopem stereoskopowym), ktdre moga by¢
pomocne przy okreslaniu PMI, zalecajac uwzgled-
nienie w analizie czynnikéw zakldcajacych (np.
temperatury otoczenia), aby unikna¢ btedéw [106,
107]. Inni badacze oceniali progresje wieku, anali-
zujac diapauze w trzecim stadium larwalnym. Etap
ten stanowi ok. potowy calkowitego okresu rozwo-
ju mtodych osobnikéw i moze trwac kilka tygodni,
a nawet miesiecy. Dowiedziono potencjalnej przy-
datnosci analizy ekspresji gendw jako narzedzia dia-
gnostycznego w badaniach diapauzy u gatunkéw,
u ktérych wystepuje brak spojnosci poziomoéw eks-
presji (C. vicina i L. sericata). Ta niespdjnos¢ moze
wynikaé z réznicy w procesach bazowych i potwier-
dza hipoteze kilku drég ewolucji diapauzy [108].

Dzigki coraz liczniejszym dowodom potwier-
dzajacym zroznicowanie biogeograficzne gatunkow
ro$nie znaczenie gromadzenia danych rozwojowych
pozyskiwanych lokalnie [2]. Przykladowo, w popu-
lacjach angielskich L. sericata stwierdza si¢ nizsza
$miertelno$¢ oraz mniejsze rozmiary dorostych
osobnikéw niz w populacjach hiszpanskich [109].
Dlatego dobra praktyka jest przyporzadkowanie
muchowek do odpowiedniej populacji przed przy-
stagpieniem do szacowania wieku na podstawie cech
rozwojowych. Taka procedura moze zmniejszy¢ od-
setek btedow przy okreslaniu PMI [2].

Wraz z postepem w technikach obrazowania
nowe metody osiggaja znacznie wyzszag moc dys-
kryminacyjng niz mikroskopia $wietlna. Badanie
larw za pomoca mikroskopu SEM zapewnia wyz-
sza rozdzielczo$¢, wigze sie jednak z trudnoscia-
mi technicznymi [110]. Flores i wsp. za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej zdefiniowali zestaw
mierzalnych kryteriow morfometrycznych i opisali
przechodzenie od drugiego do trzeciego stadium
larwalnego. Najwazniejsze wyzwania tej metody to:
1) wplyw zaleznej od uwarunkowan genetycznych
lub $srodowiskowych zmiennosci larw na mierzalne
réznice miedzy probkami oraz 2) trudnosci wdroze-
niowe ze wzgledu na koszty i specjalistyczng wiedze
niezbedng w mikroskopii fluorescencyjnej [111].

Od niedawna stosuje si¢ tez mikrotomografi¢
komputerows, ktéra pozwala na wykrywanie we-
wnetrznych i zewnetrznych zmian morfologicznych
gatunku C. vicina w celu dokladnego szacowa-
nia wieku osobnikéw w stadiach preimaginalnych
[112]. ,,Dysekcja wirtualna” ma przewage nad me-
toda klasyczng; moze by¢ réwniez wykonywana

in consideration confounding factors (such as
environmental temperature) to avoid any error
[106, 107]. Other researchers thought to over-
come the problem of aging during diapausing in
the third larval stage. This stage lasts about half
the total juvenile development and may extend
up to several weeks or even months. Previous
study proves the potential use of gene expression
analysis as a suitable diagnosis tool for diapause
in a blow fly species with inconsistency of ex-
pression levels in different species (C. vicina and
L. sericata). This inconsistency could be due to
the difference in underlying processes and sup-
ports the hypothesis of multiple evolutions of
diapauses [108].

Increasing evidence of biogeographic varia-
tion in forensically important species makes use
of locally derived development data critical for
accurate assessment [2]. For example, L. sericata
derived from English populations tend to suffer
lower mortalities and produce smaller adults than
Spanish populations [109]. Thus, it is best practice
to assign flies to their proper population before
estimation of their ages with developmental data.
This practice should result in lower error rates for
PMI estimates [2].

With the advancement in imaging techniques,
new methods improved discriminatory power of
the lower resolution of light microscopy. Inspec-
tion of the larvae was done by using SEM pro-
vides greater resolution but it is technically chal-
lenging [110]. Flores et al. defined successfully
a set of measurable morphometric criteria and
captured developmental transitions of second
instar to third instar using fluorescence micros-
copy (FM). The major challenges are 1) either
genetically or environmentally driven variability
in larvae will affect the measurable differences
between samples and 2) the difficulty in imple-
mentation lies in cost and expertise associated
with the use of FM [111].

Recently, other modalities such as mi-
cro-computed tomography are used to detect
the internal and external morphological chang-
es in C. vicina to estimate accurately age of
immature stage [112]. The virtual dissection
can help in “dissection” in several ways at once
which is not possible when using the classical
method. Several experts can also examine the
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jednocze$nie przez kilku badaczy, ktérzy maja nie-
ograniczony dostep do tych samych danych pier-
wotnych. Gléwne wady to konieczno$¢ barwienia,
aby zmaksymalizowa¢ kontrast, brak réznicowania
miedzy poszczeg6lnymi typami tkanek, niewystar-
czajacy rozdzielczo$¢ na poziomie komdrkowym
oraz wysoki koszt. W przyszlosci rozwoj technolo-
giczny by¢ moze wyeliminuje jednak koniecznos¢
stosowania barwnikdw [112].

Metody chemiczne
Aminokwasy

Identyfikacja jaj jest szczegdlnie skomplikowana,
poniewaz u wielu gatunkow sa one do siebie bardzo
podobne pod wzgledem morfologicznym. Identyfi-
kacje gatunkows jaj muchéwek mozna przeprowa-
dzi¢ na podstawie tzw. chemicznego odcisku palca
przy uzyciu techniki wysokorozdzielczej spektro-
metrii mas w analizie bezposredniej w czasie rze-
czywistym (DART-HRMS). Podstawg chemiczna
réznicowania sg odmienne profile aminokwaséw.
Szybko$¢ metody pozwala na generowanie bazy da-
nych profili chemicznych jaj, na podstawie ktdrej
mozliwa jest analiza widm DART-HRMS jaj pocho-
dzacych od osobnikéw nieznanych gatunkéw w celu
identyfikacji bez koniecznosci hodowania jaj az do
wieku dorostego [113].

Ekdysteroidy

Ekdysteroidy to hormony steroidowe wytwarza-
ne przez owady. Odpowiadajg za koordynacje wielu
procesow rozwojowych i fizjologicznych poprzez
wigzanie ze swoistym receptorem komdrkowym -
receptorem ekdysteroidowym [114]. Przy okresla-
niu PMI zwracano uwage na ograniczenia analizy
ilosciowej ekdysteroidow metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej/testu immunoenzyma-
tycznego. Zdarzaly si¢ nieprawidlowe oznaczenia
zawartosci ekdysteroidéw u martwych poczwarek,
co przekfadalo si¢ na btedne okreslenie wieku [115].
W ostatnim czasie pojawita si¢ propozycja stoso-
wania metody biochemicznej (analizy Western blot
receptora przeciwko ekdyzonowi) jako uzupelnie-
nia oceny wieku larw, wymaga ona jednak dalszych
badan [111].

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 44-77

same virtual dissection simultaneously, allow-
ing them to freely examine the same original
data. The major disadvantages are the need for
staining to maximize the contrast, lack of dif-
ferentiation between different tissue types, in-
sufficient resolution power at the cellular level,
and the cost. However, emerging technology
in the future could eradicate the need for dyes
[112].

Chemical methods
Amino acids

Determination of the egg’s identity is particu-
larly challenging, because the eggs of multiple
species are morphologically very similar. The
species identity of fly eggs can be determined
from their chemical fingerprint signatures ac-
quired by direct analysis in real-time high-res-
olution mass spectrometry (DART-HRMS). The
chemical basis of discrimination was differences
in amino acid profiles. The rapidity of the method
makes feasible the generation of a fly egg chem-
ical profile database against which the DART-
HRMS spectra of unknown eggs can be screened
to rapidly assess species identity without needing
to rear the eggs to adulthood [113].

Ecdysteroids

Ecdysteroids are the steroid hormones of
insects which responsible for coordination of
a wide variety of developmental and physiolog-
ical processes by binding to a specific cellular
receptor called the ecdysteroid receptor (EcR)
[114]. The limitation of ecdysteroids quantifica-
tion-based on using HPLC/EIA (high-pressure
liquid chromatography/enzyme immunoassay)
was reported at PMI estimation. In case of died
pupae, false determination of ecdysteroids con-
tent was detected and that would falsely deter-
mine the age [115]. Recently, it is supposed that
the biochemical method (anti-ecdysone receptor
Western blot analysis) could be used as a com-
plementary method for larval age determination
but the extension of this investigation is needed
to be able to reach final conclusion [111].
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Weglowodory kutykularne

Oskorek (kutykula) owadéw pokryty jest war-
stwa woskéw zawierajacych weglowodory. Weglo-
wodory kutykularne (WK) sa bardzo stabilne i obec-
ne we wszystkich stadiach rozwoju owadéw [116].
Zachodzace w nich zmiany bada si¢ na réznych ga-
tunkach muchéwek z rodziny Calliphoridae za po-
mocg chromatografii gazowej polaczonej ze spektro-
metrig mas (GC-MS). Wedtug dostepnych doniesien
identyfikacja PMI jest mozliwa w réznych stadiach
rozwojowych (larwy, larwy podznego trzeciego sta-
dium, poczwarki) u Calliphoridae [117, 118]. Cechy
te wykazaly roznice migdzyplciowe u przedstawicie-
li gatunku C. vicina, natomiast nie udalo si¢ to u L.
sericata [119]. Szybkos¢ rozkladu WK u poczwa-
rek wykazywala regularno$¢ oraz istotng zaleznos¢
z klasg WK. Wysoka przewidywalno$¢ potwierdzo-
na w terenie wskazuje na silne oddzialywanie wa-
runkéw $rodowiskowych, ktére moga przyspieszaé
tempo rozktadu [120]. Puste puparia maja wartos¢
informacyjng zwlaszcza przy dluzszych okresach
PMI, natomiast osobniki doroste umozliwiaja po-
miar PMI w ciagu pierwszych dni od zgonu [119].
Zauwazono, ze profil swoistych WK zmienia si¢ wraz
z wiekiem owada, a doroste osobniki poszczegdlnych
gatunkow majg swoj wlasny unikatowy profil [118,
119]. Zamiast pelnej analizy wszystkich WK korzyst-
niejsze wydaje si¢ badanie wylacznie ndég owadow
uzupelnione o pomiar jednego okreslonego WK (n-
-pentakozanu). Technika ma te zalete, Ze nie wyma-
ga niszczenia calo$ci materialu dowodowego [119].

Pterydyny

Prowadzono liczne badania na muchdéwkach
w preimaginalnych stadiach rozwoju, duzo rzadziej
analizowano natomiast osobniki doroste, zwlaszcza
w kontekscie ich potencjalu informacyjnego przy
ogledzinach miejsca zgonu [121]. Istnieje wiele me-
tod okreslania wieku dorostych muchoéwek, ale nie-
wiele z nich znajduje zastosowanie w medycynie
sadowej ze wzgledu na niska precyzje, np. metody
wykorzystujace obecno$¢ charakterystycznych pasm
na oskorku oraz fizjologiczne cechy reprodukcyjne
u samic. Obie te techniki wymagaja zmudnej dysek-
cji. W pierwszej wykazano skutecznos¢ jedynie w od-
niesieniu do muchowek w wieku < 15 dni i w prze-
dziale temperatur 15-21°C, druga za$ umozliwia

Cuticular hydrocarbons

The cuticle of every insect is covered with an
epicuticular layer of wax which contains hydro-
carbons. Cuticular hydrocarbons (HC) are very
stable and present in all developmental stages of
insects [116]. The changes in HC are investigat-
ed in different species belonging to Calliphori-
dae by using gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS). It is reported that
PMI can be identified among and within the dif-
ferent stages (larvae, post feeding larvae, pupae)
belong to Calliphoridae [117, 118]. These traits
showed difference between sexes in C. vicina
while that is not happened with L. sericata[119].
The weathering rate of the puparial HCs was
regular and significantly correlated with the HCs
classes. It is highly predictable in the field, sug-
gesting a strong influence of environmental con-
ditions, which can accelerate this rate [120]. The
empty puparia are of value especially for longer
PMI, while adult flies enable timing for the first
days post-mortem [119]. It was noticed that the
profile of specific HCs changes in a consistent
pattern as adult insect age with unique profiles
of each adult blow fly species [118, 119]. The
analysis of just the insect legs with analysis of
only one specific HC (HC n-pentacosane)might
be a more promising approach for age estima-
tions than the complete analysis of all HCs with-
out complete consumption of evidence [119].

Pteridines

Regarding the age-grading techniques, many
studies were performed on the pre-adult stages
of the flies, while few studies were performed on
the adult flies especially because their potential in
indoor death-scene investigation [121]. There are
numerous methods used for aging adult flies, but
few have forensic application with low precision
such as cuticular bands and female reproductive
physiology. However, both techniques require te-
dious dissection. While the first one worked only
for < 15 days old flies with temperature fluctuation
around 15-21°C. The other technique based on
female reproductive physiology could predict age
up to 3 days post-mortem with no methods for ag-
ing male flies. However, use of such techniques is
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szacowanie wieku do 3 dni po zgonie, ale nie spraw-
dza si¢ przy ocenie wieku samcéw. Ich stosowanie jest
wigc problematyczne, poniewaz u wielu muchéwek
samce pojawiajg sie przed samicami lub sktadane s
partie jaj jednoplciowych, co w przypadkach zgonéw
w pomieszczeniach zamknietych skutkuje zabezpie-
czeniem wylacznie osobnikéw plci meskiej [122].

Pterydyny sa produktami metabolizmu zasad
purynowych, ktore odkladaja sie w miare uptywu
czasu w wystepujacych u owadow oczach ztozonych.
Mail i wsp. opracowali metode okreslania wieku do-
rostych muchéwek z gatunku Stomoxyscalcitrans
(rzad Diptera: rodzina Muscidae) poprzez pomiar
stezenia pterydyn, ktérg mozna wykorzystaé takze
u wielu innych gatunkéw [123]. Ustalenie, ze wiek-
sz0$¢ osobnikéw jest w zblizonym wieku, dowodzi,
ze rozwinely sie na szczatkach. Z kolei identyfikacja
réznych grup wiekowych wskazuje, ze zostaly one
zwabione na miejsce przez rozktadajace sie szczatki.

Innym obiecujacym narzedziem jest analiza sta-
bilnych izotopéw u dorostych muchéwek oraz w ich
pustych pupariach umozliwiajagca réznicowanie
zrodta pokarmu larwalnego (pochodzenia ludzkie-
go lub zwierzecego). Aby zwiekszy¢ precyzje oceny,
nalezy analizowa¢ proporcje poszczegdlnych ptery-
dyn u muchéwek w réznym wieku. Niezbedne s3 tez
badania na populacjach pochodzacych z réznych re-
gionéw, aby okresli¢ zakres wiarygodnosci metody
i jej przydatnos¢ do celéow dowodowych [122].

Metoda molekularna
Oznaczanie iloSciowe genéw

Genetyka ilo$ciowa pomaga w zrozumieniu i opi-
sie zmiennosci fenotypéw [2]. Geny, ktérych ekspresja
jest regulowana w gore lub w dot w zaleznosci od sta-
dium rozwoju owadoéw, s3 potencjalnie wiarygodnymi
markerami w ocenie procesu starzenia. Przydatnos¢
badan ekspresji genéw metoda PCR w czasie rzeczy-
wistym zostala potwierdzona dla réznych etapdw roz-
wojowych [124, 125], nalezy jednak pamigtac, ze dane
dotyczace muchéwek zabezpieczonych w tym samym
czasie mogg dawac btedne wyniki ze wzgledu na wyso-
ki stopien inbredu i niewielkg zmienno$¢ genetyczna.
Trzeba takze wzig¢ pod uwage, ze fenotypy moga by¢
ksztattowane przez interakcje genetyczno-$rodowisko-
we. Na rozwdj moze tez wplywac wilgotno$¢ pokarmu
czy zageszczenie larw. Badania pozwola na ogranicze-
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problematic as many blow fly may emerge males
prior to females or may lay single-sex egg batches,
making it possible for only male flies to be collect-
ed at an indoor death [122].

The pteridines are degradation products of
purine metabolism and accumulate over time in
compound eyes. Mail et al. developed a method
to determine the age of adult Stomoxys calcitrans
(Diptera: Muscidae) by measuring the level of
pteridines with applicability to many other insect
species [123]. Quantifying pteridines in the heads
of C. megacephala, C. macellaria, and P. regina
is an effective method for estimating the age of
adult flies. If the majority of flies are of a similar
age group (based on pteridines fluorescence), this
could support the hypothesis that these flies were
produced from the remains. But if flies were just
attracted to the remains, it would likely not fall
into this same age group.

Stable isotope analysis shows promise as an
additional tool for distinguishing the larval food
source (human or animal origin) of adult blow flies
and their empty puparia. The ratios of the differ-
ent pteridines should be investigated at different
flies’ age to increase the precision of aging flies. It
also should be tested on regional fly populations to
determine the range of validity and application to
forensic casework [122].

Molecular method
Gene quantitation

Quantitative genetics helps to understand
and recognise variation in continuously varia-
ble phenotypes [2]. In this regard, the different
genes that are up- or down-regulated during dif-
ferent life stages are potentially reliable markers
to assess the ageing process. Thus, study of gene
expression based on real-time PCR has already
been demonstrated in different developmental
stages [124, 125]. With consideration that devel-
opmental data collected from flies caught at the
same time may result in genotype-biased results
due to large degree of inbreeding. This could
be solved by large population sizes which will
maintain genetic variation. Another important
consideration is that phenotypes can be affected
by genetic-environmental interactions. Howev-
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nie bledéw w ocenach opartych na dowodach entomo-
logicznych poprzez ustalenie, w jaki sposéb dochodzi
do odchylen. Entomolodzy sadowi beda mogli wow-
czas uwzgledni¢ te czynniki w swoich analizach [2].
Metody genomiki funkcjonalnej nie naleza do ru-
tynowych praktyk w medycynie sagdowej. Genomika
funkcjonalna jest przydatna przy okreslaniu zalezno-
$ci miedzy konkretnymi regionami genowymi a réz-
nicami fenotypowymi. Takie zréznicowanie u gatun-
kéw muchéwek zerujacych na zwlokach ma kluczowe
znaczenie w praktyce procesowej. Za pomocg meto-
dy PCR w czasie rzeczywistym monitorowano np.
poziomy ekspresji molekularnej genéw rytmu okoto-
dobowego, aby okresli¢ ewentualng zalezno$¢ miedzy
ekspresja genu a zachowaniem. Jest to istotne przy
szacowaniu PMI__ ,jesli zgon nastgpit w nocy. Bada-
nia wykazaty regulacje ekspresji genéw i zachowania
w celu adaptacji do zmienionego oswietlenia. Wyniki
te przecza ogodlnie przyjetemu zalozeniu, ze u C. vici-
na owipozycja zawsze nastepuje za dnia [126].
Analizy umozliwia réwniez ocene wieku mucho-
wek [105]. Nowa technika oparta na transkryptomie
de novo i cyfrowej metodzie ekspresji gendéw pozwo-
lita uzyskac profile ekspresji genowej o wysokiej
rozdzielczosci, ktére identyfikujg markery genetycz-
ne jako kandydatéw do szacowania wieku C. vicina
pupae. Badacze wysuneli wniosek, ze metody NGS
umozliwiaja oceneg ekspresji genéw w wysokiej roz-
dzielczosci oraz ujawniajg zréznicowang ekspresje
transkryptow o niskiej liczebnosci poza zakresem
mikromacierzy i sekwencji RNA-seq w przypadku
sekwencjonowania o zblizonej glebokosci [127].
Opracowanie szybkiej i niezawodnej metody
szacowania wieku poczwarek muchowek z rodziny
plujkowatych nadal stanowi wyzwanie. Poczwarki
odpowiadaja za ok. 50% owaddw w postaci preima-
ginalnej ujawnianych na zwlokach. Zidentyfikowano
nowe markery, ktére wykazujg swoisty, zalezny od
wieku przebieg ekspresji w fazie rozwoju poczwarek
u C. vicina na podstawie danych transkryptomo-
wych otrzymanych metoda masowego réwnolegltego
sekwencjonowania. Nastepnie opracowano i podda-
no walidacji oznaczenie prowadzone metoda iloscio-
wej reakcji tancuchowej polimerazy (QPCR) w kaz-
dej z 15 wyznaczonych grup wiekowych poczwarek
w 4 réznych temperaturach. W wigkszosci badanych
markeréw nie stwierdzono zaleznosci od tempera-
tury. Do okreslania fazy rozwojowej zalecono wy-
korzystywanie profilu ekspresji genowej dla jednego

er, other factors such as food moisture and lar-
val density can also influence fly development.
Continuous research will enable the discipline
to reduce error in estimates with entomological
evidence by understanding how deviations may
occur and consequently allow forensic entomol-
ogists to account for these factors in analyses [2].

Unfortunately, analyses related to function-
al genomics have not been routine practice in
FE. Functional genomics helps to find relation
between certain genetic region and phenotypic
differences in fly. Such variations in forensically
informative fly species are critical from forensic
point of view. For example, the molecular expres-
sion levels of circadian genes were monitored
based on real-time PCR to determine whether
gene expression and behaviour correlated. This
is important in cases of night death to calculate
a PMI__ . The results declared the adjustment in
gene expression and behaviour to adapt with the
shifted regime of light. This is reverse the tradi-
tional assumption that oviposition by this species
(C. vicina) always occurs during daylight [126].

The functional genomics researches will also
enable to predict fly age [105]. In this direction, re-
cent analysis based on de novo transcriptome and
digital gene-expression method provided high-res-
olution gene expression profiles which identify ge-
netic markers as candidates for age estimation of
C. vicina pupae. This study drew a very promising
conclusion that NGS provides high-resolution
gene-expression values and reveals differential ex-
pression of low-abundant transcripts beyond the
scope of microarrays and RNA-seq, if sequenced at
similar depth [127].

Establishing a quick and reliable method for
the age estimation of blow fly pupae is therefore
still a challenge of current research and particu-
larly important because this stage occupies about
50% of the immature development. Thus, new
age markers were identified, which show a very
specific age dependent expression course during
pupal development of the forensically-important
blow fly (C. vicina) by massive parallel sequenc-
ing (MPS) generated transcriptome data. Then,
quantitative PCR (qPCR) assays were designed
and validated for each of 15 defined pupal ages
at 4 different temperatures. A temperature de-
pendency could not be observed for most of test-
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lub dwdch markeréw. Docelowe stosowanie mole-
kularnych markeréw wieku w ES wymaga dalszych
badan w niskich temperaturach, w ktérych okres
przeobrazenia moze by¢ dluzszy. Ponadto nalezy
opracowa¢ modele matematyczne do oceny warian-
cji, aby umozliwi¢ cyfrowe okreslanie wieku [128].

W ostatnim czasie zaproponowano tez prosta
i szybka metode molekularng umozliwiajacg iden-
tyfikacje gatunkowa larw muchéwek ujawnionych
na miejscu przestepstwa. Badanie obejmuje amplifi-
kacje PCR krotkiego segmentu DNA zawierajacego
cze$¢ eksonu-4 i eksonu-5 genu wingless (biorace-
go udzial w rozwoju zarodkowym) i wystepujacego
miedzy nimi intronu. W ten sposéb wyodrebniono
segment genomowy o stalej wielko$ci wewnatrz-
gatunkowej, ale réznej wielkosci pomiedzy gatun-
kami. Uwaza si¢, ze metoda ta ma przewage nad
technikami molekularnymi, ktore sg czasochlonne,
drogie i wymagaja zaawansowanego sprzetu. Kazdy
zabezpieczony osobnik moze by¢ identyfikowany
na podstawie wielko$ci amplifikowanego segmentu.
Zalecono rozszerzenie prowadzonych badan o iden-
tyfikacje genéw o zrdznicowanej ekspresji podczas
rozwoju zarodkowego w celu identyfikacji wieku
larw zabezpieczanych osobnikéw [129].

Okreslanie miejsca zgonu i ujawnienia
ciata

Okreslanie miejsca zgonu

Innym zadaniem ES jest okreslanie miejsca zgo-
nu. Owady zerujace na zwlokach moga potwierdzi¢
miejsce zgonu, jesli wystepuje tam populacja tego
gatunku, lub ujawni¢ przeniesienie zwlok do innej
lokalizacji, jezeli dany gatunek tam nie wystepuje
[130]. Pochodzenie geograficzne dowolnej probki
mozna okresli¢ za pomocg metod przyporzadkowy-
wania do populacji. Metody te opierajg si¢ glownie
na roznicach w hiperzmiennych obszarach nDNA
[131]. Do najczgsciej wykorzystywanych marke-
réw hiperzmiennych naleza: losowo amplifikowane
polimorficzne DNA (RAPD) [132-134], polimorfi-
zmy dlugosci amplifikowanych fragmentéw (AFLP)
[135, 136] oraz sekwencje mikrosatelitarne (STR)
[35]. Z kolei polimorfizmy konformacji fragmentéw
jednoniciowych (SSCP) stanowig niedroga i wygod-
na metode badania zmiennosci genéw mt (przy wy-
korzystaniu wielu loci mt) w duzych prébkach z za-
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ed markers. The gene expression profile of one
to two markers was recommended to define the
progress in development. For application of mo-
lecular age markers in FE, further work is rec-
ommended at low temperatures that where the
metamorphosis may last longer. Furthermore,
mathematical models have to be developed to
estimate the variance of age determination, to be
able to detect the digital age [128].

Recently, it was suggested an alternative sim-
ple and rapid molecular method to identify the
species of the fly larvae found at a crime scene.
This involves the PCR amplification of a short
DNA segment containing part of exon-4 and
exon-5 of the wingless gene (involved in embryo
development) and the intron between them. It
identified a genomic segment with a constant
intraspecific size but a different size among spe-
cies. It is claimed that it is better than the current
molecular methods that require time, money and
sophisticated instrumentation. Each specimen
can be identified based on the amplified segment
size. It was recommended to extend such work to
identify genes that differentially expressed dur-
ing embryo development to identify the larval
age of the found specimens [129].

Determination of death and body
location

Determination of death location

Another application of FE is to determine
place of death. The presence of a definite species
on the suspect proves death location where pop-
ulation of this species is present. Then, the trans-
fer of dead body to another place in which this
species is not found [130]. Geographic origins of
any sample can be determined using population
assignment methods. These methods are based
mainly on differences in hypervariable nDNA
[131]. The hypervariable markers most often
used are Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) [132-134], Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) [135, 136] and microsat-
ellite (STRs) [35]. Moreover, single strand con-
formation polymorphisms (SSCPs) provide an
inexpensive and convenient method of surveying
mitochondrial genetic variation (by using multi-
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stosowaniem systemu oceny do analizy zmiennosci
miedzypopulacyjnej, np. réznic wykrytych miedzy
populacjami Musca domestica w Afryce i Ameryce
Péinocnej [137].

Losowa amplifikacja polimorficznego
DNA (RAPD)

Do generowania widm polimorficznych wyko-
rzystuje sie nieswoiste startery RAPD [11]. Wyka-
zano, ze profile RAPD ujawniaja obecno$¢ polimor-
fizméw w regionach niekodujgcych genomu [138].
Stevens i Wall udowodnili, ze blisko spokrewnione
ze sobg populacje L. sericata mozna rozr6ézni¢ na
podstawie profili RAPD, nawet jesli na zwlokach
ujawniono wiecej niz jedng populacje [134].

Polimorfizm dtugosci amplifikowanych
fragmentéw (AFLP)

Zazwyczaj amplifikacji i detekcji podawanych
jest 50-100 fragmentow restrykcyjnych, metoda
AFLP stanowi wiec potezne narzedzie genotypowa-
nia. Analizom poddaje si¢ m.in. istotne z punktu wi-
dzenia medycyny sadowej muchéwki z rodzin pluj-
kowatych i $cierwicowatych [135, 136, 139, 140].
Za gléwna zalete AFLP uznaje si¢ wysoka zdolnos¢
dyskryminacyjna, poniewaz przy identyfikacji do-
datkowych markeréw mozna wykorzystywac¢ wiele
kombinacji selektywnych nukleotydéw pod katem
opracowywania swoistych gatunkowo profili [140].
Za pomocy analizy opartej na AFLP potwierdzono
stabg zalezno$¢ miedzy odlegtoscia geograficzng
i genetyczng u Phormia regina i L. sericata przy do-
datnim wzglednym wspoétczynniku spokrewnienia.
Wyniki te wskazuja na potencjalng przydatnos¢
metody przy ocenie po$miertnego przemieszczania
zwlok [135, 136, 141].

Markery mikrosatelitarne

Sekwencje mikrosatelitarne to bardzo krétkie po-
wtérzenia tandemowe (STR) lub proste sekwencje
powtarzalne (SSR) wystepujace w tandemowych mo-
tywach o dlugosci 2-6 pz [142], ktére u niektdrych
gatunkow stanowig nawet 45% genomu [143]. Se-
kwencje mikrosatelitarne maja znaczenie jako mar-
kery na bazie DNA o pojedynczym niekodujacym lo-
cus [35, 39]. Powszechnie uwaza sie, ze te niekodujgce

ple mt loci) in large samples with scoring to inves-
tigate variations between populations such as dif-
ference was detected between African and North
American populations of Musca domestica [137].

Random amplified polymorphic DNA
(RAPD)

The non-specific RAPD primers are used to
generate polymorphic bands which are useful as
genetic markers [11]. RAPD profiles have proven
to reveal polymorphisms in non-coding regions of
the genome [138]. Stevens and Wall showed that
closely related populations of L. sericata could be
distinguished on the basis of their RAPD profiles
even if more than a population is found on the
corpse [134].

Amplified fragment length polymorphism
(AFLP)

Typically, 50-100 restriction fragments are am-
plified and detected, making the AFLP technique
a powerful genotyping method. Recently, AFLP
assays are utilized on a wide variety of taxa includ-
ing the forensically important blow fly and flesh fly
[135, 136, 139, 140]. The high discriminative capac-
ity is considered as main advantage of AFLP since
multiple combinations of selective nucleotides can
be used to observe additional markers to develop
species specific profiles [140]. Via AFLP-based anal-
ysis, negligible correlation between geographic and
genetic distances was found in blowflies Phormi-
aregina and L. sericata with positive mean relative
relatedness coeflicient, supporting a genetic test for
inferring the post-mortem relocation of a corpse
[135, 136, 141].

Microsatellites markers

Microsatellites, named for the very short tan-
dem repeats (STRs) or simple sequence repeats
(SSRs) that are repeated in tandem motifs of 2-6
bp in length [142] which might be as much as 45%
of the genome in certain species [143]. Microsatel-
lites have been widely gaining importance as sin-
gle-noncoding locus DNA markers in population
genetic analysis[35, 39]. These noncoding regions
are generally perceived to gave high mutation rate
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regiony odznaczajg sie¢ wysokim wskaznikiem muta-
cji, co potwierdza duzy stopien polimorfizmu [144]
przydatny przy réznicowaniu osobnikéw w ramach
gatunku. Rozwdj technik identyfikacji genetycznej
przy uzyciu loci mikrosatelitarnych, ktére pozwalajg
na przypisywanie osobnikéw nieznanego pochodze-
nia do okreslonej lokalizacji geograficznej, moze by¢
przydatny w naukach sagdowych [145]. Istnieje nie-
wiele populacyjnych badan genetycznych prowadzo-
nych na muchéwkach istotnych w kryminalistyce,
m.in. nalezacych do gatunkéw L. illustris, L. sericata,
C. albiceps i C. putoria [4, 146, 147]. U muchéwek
nekrofagicznych udalo si¢ przeksztalci¢ swoiste ga-
tunkowo fragmenty sekwencji miedzymikrosateli-
tarnych (ISSR) w markery w postaci tzw. sekwencyj-
nie charakteryzowanych regionéw amplifikowanych
(SCAR). W rezultacie uzyskano swoisty dla gatunku
marker o potencjalnym zastosowaniu w analizie po-
pulacyjnej w réznych regionach kraju w przypadku
odmiennych wzoréw prazkowych [142, 143]. Takie
badania pozwolityby na przypisywanie réznych osob-
nikéw do okreslonych lokalizacji geograficznych oraz
analize pokrewienstwa, umozliwiajac wnioskowanie
o po$miertnym przeniesieniu zwtok [4, 92, 136].
Opracowanie nowego testu wykorzystujacego se-
kwencje mikrosatelitarne dla danego gatunku jest
bardzo pracochtonne [39], przy czym u niektérych
owadow zadanie to przysparza szczeg6lnych trudno-
$ci [150]. Znacznym ulatwieniem mogg by¢ techniki
NGS. W literaturze opisywano sekwencjonowanie
Roche 454 w ekstrakeji danych dotyczacych sekwen-
¢ji mikrosatelitarnych u réznych organizméw w celu
wykrywania interesujacych z informacyjnego punk-
tu widzenia loci, ktére sg nastepnie wykorzystywa-
ne w profilowaniu populacyjnym [151]. Wykazano
tez, ze techniki NGS odznaczajg si¢ wyzsza czuloscig
w poréwnaniu ze standardowg analiza STR, nawet je-
$li badane probki entomologiczne zawieraja minimal-
ne ilosci DNA lub material jest silnie zdegradowany
[5, 152]. Aby zwiekszy¢ moc dyskryminacyjna, jako
cele dla technik NGS mozna wykorzystywa¢ STR
i SNP [153]. Poniewaz niewiele wiadomo o zachowa-
niu owadéw z dala od padliny, podejmowane sg proby
opracowania systemu profilowania mikrosatelitarne-
go przy wykorzystaniu NGS do analizy zachowan po-
pulacyjnych przy wyzszej rozdzielczosci [151].
Uzyteczng metodg przypisywania osobnikéw
do populacji jest tez konstruowanie haplotypow za
pomoca oprogramowania HaploPOP. Ocenia sie,
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which provides evidence of high levels of poly-
morphism [144] for detectable distinction be-
tween individuals within a species. Developments
in genetic assignment techniques using microsat-
ellite loci for assigning individuals of unknown
origin to a certain geography can help in forensic
science to identify insects specimen to their pop-
ulation of origin [145]. There are few population
genetic studies which were performed on certain
forensically informative species belong to blow
flies including L. illustris, L. sericata, C. albiceps
and C. putoria [4, 146, 147]. In forensically in-
formative necrophagous fly, previous studies had
succeeded to convert species-specific Inter-Simple
Sequence Repeats (ISSR) fragments into sequence
characterized amplified region (SCAR) markers;
resulting in species-specific marker that can po-
tentially be applied for population assignment of
same species from different regions in same coun-
try which yielded different banding patterns [142,
143]. Such investigation would be useful in assign-
ing specimens to particular geographic locations
and for kinship analysis by providing basic infor-
mation to infer post-mortem relocation of corpses
(4, 92, 136].

In 2000, it is elucidated that development of
new microsatellite test for a certain species is very
labor-intensive [39] and even more difficult to de-
velop in some insects than others [150]. Now, it
becomes clear that NGS will make this task easy.
The process of using Roche 454 sequencing to ex-
tract microsatellite sequence data was described
from various organisms to detect the loci of inter-
est that are then used to profile populations [151].
Moreover, it is revealed that NGS techniques have
higher sensitivity in comparison to standard STR
analysis, even with using low template and de-
graded entomological samples [5, 152]. To maxi-
mize the power of discrimination, STRs and SNPs
can be incorporated as targets for NGS [153]. Be-
cause of little information is known about insect
behaviour away from carrion. This is why there
is a trial to create a microsatellite profiling sys-
tem by NGS to identify higher resolution, popu-
lation-level behaviour [151].

Construction of haplotypes with HaploPOP is
considered to be valuable methods to assign indi-
viduals to known populations in forensic science.
Through using such approach, the accuracy of

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

RO

SUREIEL

\3SOCIET

G

65



Sanaa M. Aly, Hebatalla M. Aldeyarbi

Zastosowanie entomologii sadowej: przeglad stanu wiedzy i najnowsze doniesienia

ze moze ona znacznie poprawi¢ dokladno$¢ przy-
porzadkowywania populacyjnego (btad przypisania
mozna zmniejszy¢ nawet o 70%) [154]. W teorii ES
pozwala réwniez na analize i walidacje wczesniej-
szych obserwacji u ludzi, genetyka populacyjna nie
nalezy jednak do rutynowych badan entomologicz-
nych wykonywanych na miejscu ujawnienia zwlok.
Analiza genetyczna jest pomocna przy identy-
fikacji okreslonych populacji w obrebie gatunku,
dlatego konieczne jest tworzenie baz danych dla po-
szczegolnych populacji, co umozliwi identyfikacje
osobnikéw nalezacych do okreslonych grup. Popu-
lacje moga réznic si¢ na poziomie genetycznym bez
zadnych réznic w fenotypie. Rozbieznosci fenotypo-
we s3 takze mozliwe w obrebie tej samej populacji
przy wysokim tempie przeptywu genéw. Badanie
pelnego zakresu oczekiwanej zmiennosci jest bar-
dzo istotne, poniewaz ma wplyw na przewidywania
i stopien pewnosci przy wykorzystywaniu dowoddéw
entomologicznych [2]. Badacze powinni uwzglednic¢
przy tym kilka czynnikéw, m.in. losowy dobdr duzej,
reprezentatywnej probki, okreslenie granic populacji
oraz ustalenie, czy wybrane populacje znajduja sie
w réwnowadze Hardyego-Weinberga [131]. Majg
one duze znaczenie dla wydajnej analizy populacyj-
nej i uzyskiwania doktadnej skali geograficznej dla
struktury genetycznej danej populacji [151].

AFLP a STR

Wspoétdominujace markery STR majg wigksza
zdolnos¢ rozdzielcza na locus przy okreslaniu po-
chodzenia populacyjnego probek niz dominujace
markery AFLP. W poréwnaniu z analizag STR me-
toda AFLP wymaga wysokiej jako$ci probek DNA.
Ustalono takze, ze bledy w analizie STR s3 mniej
istotne niz w AFLP gtéwnie ze wzgledu na réznice
w wysokosci pikéw [125].

Okreslanie lokalizacji zwtok

Podejmowane s3 proby opracowania przeno-
$nych systeméw, ktore umozliwialyby wykrywanie
rozkladajacych sie szczatkéw na podstawie ,che-
micznego odcisku palca” (jak opisano powyzej),
komplementarnych wobec metody lokalizowania
zwlok przez psy. Identyfikacja profilu chemicznego
moze tez poméc w szkoleniu pséw poszukujacych
ludzkich zwtok [155].

population assignment will be significantly im-
proved as the assignment error can substantially
reduce to 70% [154]. This previous experience with
human could be tested and validated in FE. Unfor-
tunately, analysis related to population genetics has
not been routine practice in FE.

Population genetic analysis helps to identi-
ty distinct population within a species. Thus, it
is mandatory to establish population-specific
databases to be able to identify individuals that
belong to those groups. Populations may be di-
verging at genetic level without diverging in phe-
notype. Moreover, phenotypes may be diverged
in the same population if gene flow is high. Ex-
ploration of the full range of expected variation is
very important, which will have great impact on
predictions and confidence with using entomo-
logical evidence [2]. Researchers should take into
consideration several factors that increase the ac-
curacy of assignment tests such as collection of
random large representative sample, identified
the boundaries of populations, selected popula-
tions are in Hardy-Weinberg equilibrium [131].
These factors are important to perform efficient
population genetic analysis and provide accurate
geographic scale of population genetic structure
[151].

AFLP versus STRs

STRs outperform AFLPs. The co-dominant
STRs markers have more resolving power per lo-
cus to determine the population origins of sample
in comparison to the dominant AFLPs markers.
The AFLPs technique requires high quality DNA
in comparison to STRs. The errors associated with
STRs have been found to be lesser than for AFLPs
mainly because of differences in peak height inten-
sity [125].

Determination of body location

The efforts are being done to make portable
detection systems which would locate decompos-
ing bodies based on chemical fingerprinting (as
described before). This could be compliment to
canine lead to victim recovery. Moreover, identi-
fication of chemical profile could be used to train
the canines [155].
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Przyczyna zgonu
Identyfikacja obszaréw urazéw

Skora stanowi skuteczng bariere dla larw zeru-
jacych na zwlokach, chroniac tkanki miekkie przez
pierwsze kilka dni procesu rozkladu. Na zwlok bez
urazéw muchoéwki z rodziny plujkowatych w pierw-
szej kolejnosci skladaja jaja w naturalnych otworach
na twarzy (oczy, nos, usta), gdzie ujawniane sg pierw-
sze masy zlozonych jaj. Dzieje si¢ tak na skutek wy-
dostawania si¢ gazéw powstajacych podczas rozktadu
ciala przez nos i usta. W przypadku ujawnienia na cie-
le duzych kolonii larw w takim samym lub starszym
wieku niz kolonie w obrebie twarzy, mozna przypusz-
czad, ze wlasnie w tej lokalizacji doszto do urazu [130].

Wykrywanie substancji w tkankach
owadéw (entomotoksykologia)

Beyer i wsp. jako pierwsi opisali wykrywanie sub-
stancji chemicznych spozytych przez osoby przed
$miercig poprzez analiz¢ owadéw zabezpieczonych
na zwlokach [156]. Metoda moze by¢ wykorzystywa-
na w przypadkach, w ktérych standardowe badania
s3 utrudnione z wzgledu na przekonania religijne lub
wzgledy etyczne. Badania toksykologiczne owadéw
majg niewatpliwe zalety — wykazano wieksza czulos¢
analizy owadéw niz materialu pobranego ze zwlok
objetych procesem gnilnym. Ponadto stezenia lekow
wykazuja wigksza stabilno$¢ w organizmach owadéw
niz w pobranych po$miertnie probkach tkanek ludz-
kich [157]. Dzieje sie tak na skutek magazynowania
zwigzkow chemicznych w strukturze molekularnej
zewnetrznej ostony chitynowej pokrywajacej ciato
owaddéw [130], gdzie zachowuja stabilnos$¢ i przez
dtuzszy okres nie ulegaja zmianom [158, 159].

Entomotoksykologia zajmuje si¢ gléwnie analiza
owadow pod katem identyfikacji substancji toksycz-
nych spozytych za zycia przez ludzi, zwlaszcza w przy-
padkach, gdy zwloki ulegly zaawansowanemu roz-
ktadowi lub zeszkieletowaniu. Dostarcza ona dwdch
podstawowych rodzajéw informacji istotnych z punktu
widzenia medycyny sadowej: 1) umozliwia pozyskanie
posrednich dowodéw na spozycie przez denata sub-
stancji trujacej i 2) pozwala na uwzglednienie substan-
cji toksycznych i ich ewentualnego wplywu na tempo
rozwoju owadow, ktoére ma duze znaczenie przy szaco-
waniu PMI. Zadaniem entomotoksykologii jest jako-

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 44-77

Cause of death
Identify areas of trauma

The skin is a major barrier to the early-feeding
maggots with protection of the underlying soft tis-
sues during first several days of decomposition.
The preferred site for initial blowfly egg-laying
(in case without trauma) is the natural orifices in
the face (eyes, nose, and mouth) as specific sites
for finding the first egg masses. This is due to the
gases are generated during the body purging from
the nose and mouth. It is displayed that when there
are extensive colonies of maggots in certain area
of the dead body, that are as old as or older than
the colonies on the face, there is a strong evidence
that some kind of trauma are occurred to that body
region [130].

Detect substances in insect tissue
(entomotoxicology)

Beyer et al. were the first to detect substances
by analysis of insects collected from dead bodies
[156]. Insect analysis could be used in cases where
religious and ethical beliefs lead to problems. In-
sect analyses have many advantages such as greater
sensitivity was obtained when using larvae instead
of putrefied material. Moreover, drug concentra-
tions are more stable in insects than post-mortem
tissues [157]. This is because of storing of these
chemicals within the molecular structure of the
outer chitin covering of the insect [130] that can
remain unaffected and unchanged for an extended
period of time [158, 159].

The main goal of entomotoxicology is the de-
termination of toxicant intake just before death,
especially in highly decomposed and skeletonised
remains. Entomotoxicology is largely organized
around the two central inquiries that must be com-
monly answered in practice: first inquiry is about
indirect evidence drawn from insects of whether
a body was poisoned; the second inquiry is about
whether the presence of toxicants must be taken
into account whether it affects the development
of insects in estimating PMI. Its scope involves
qualitative and quantitative detection of toxicants
with bearing in the mind multiple confounding
factors that affect the interpretation of the results
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$ciowe i ilosciowe wykrywanie substancji toksycznych
z uwzglednieniem licznych czynnikéw zakldcajacych,
ktére wplywaja na interpretacje wynikéw, takich jak
wystepowanie substancji toksycznych wykazujacych
tzw. tropizm tkankowy, zmiany przed- i posmiertne,
a takze skutecznos¢ ekstrakeji i wykrywania technik
analitycznych. Przy szacowaniu PMI istotne znaczenie
ma okrelenie, czy wynik ma zwigzek ze spozyta sub-
stancjg czy tez stanowi artefakt [160]. W organizmach
owadéw wykrywane s3 liczne substancje (leki, meta-
le, pestycydy) [151]. W badaniach prébek stosuje sie
analize radioimmunologiczng, HPLC, GC, GC-MS,
chromatografie cienkowarstwowa oraz chromatografie
cieczowa ze spektrometrig mas [116, 159]. Opracowa-
nie technik, ktére nie sg niszczace ani inwazyjne dla
owaddw stanowigcych material dowodowy, jest cenne,
zwlaszcza jesli dowody entomologiczne sg potrzebne
do innych analiz [161, 162]. Gléwnym wyzwaniem
w entomotoksykologii jest brak rygorystycznej oceny
wiarygodnosci kryminalistycznej dowodéw entomo-
toksykologicznych. W laboratoriach toksykologicznych
pilnie potrzebna jest zaréwno odpowiednio prowadzo-
na dokumentacja, jak i konsekwentne przestrzeganie
standardowych procedur operacyjnych, aby umozliwi¢
poréwnywanie i generalizacje wynikéw badan [160].

Wykrywanie pozostatosci po wystrzale
i wybuchu

Kazdemu uzyciu broni palnej towarzyszy poja-
wienie si¢ tzw. nieorganicznych pozostatosci po wy-
strzale, w sktad ktérych wchodzg m.in. otéw (Pb),
bar (Ba) i antymon (Sb). Roeterdink i wsp. wykryli
je za pomocy spektrometrii mas sprzezonej z pla-
zmga wzbudzang indukcyjnie w larwach muchéwek
[163]. Wykazano tez, Ze oznaczenie pozostalosci po
wystrzale w tkance zalezy bardziej od stadium roz-
ktadu zwlok niz od czasu, jaki uptynal od $mierci
[164]. Przy wykrywaniu nieorganicznych pozosta-
fosci po wystrzale stosuje si¢ skaningowa mikro-
skopie elektronowa w skojarzeniu ze spektroskopia
rentgenowska z dyspersja energetyczng, poniewaz
aczy ona w sobie analiz¢ morfologiczng i elemen-
tarna. Jej ograniczeniem jest jednak to, ze powoduje
przemieszczanie si¢ badanych czasteczek.

Potwierdzono, Ze spektrometria emisyjna ze
wzbudzeniem plazmowym stanowi potezne narze-
dzie do analizy pozostatosci po wystrzale. Umozliwia
ona jednoczesne wykonywanie analiz ilo$ciowych

such as toxicant tropism in the body, pre- and
post-mortem changes and the extraction and de-
tection efficiencies of the analytical techniques. It
is important to determine whether the results are
drug effects or artefacts to be able to calculate PMI
[160]. A wide variety of substances (drugs, met-
als and pesticides) have been detected in insect of
different species in a forensic context [151]. The
analytical methods of insect samples have been
used like radio-immune-analysis (RIA), HPLC,
GC, GC-MS, thin layer chromatography (TLC)
and liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS) [116, 159].With development of quan-
tification methods which are not destructive or
invasive to insect evidence, this could be of high
value, especially if entomological evidence is also
needed to other analysis [161, 162]. The main chal-
lenge of entomotoxicology is its validity as a source
of forensic evidence and it has not been evaluated
rigorously. Both well-documentation and consist-
ent applied standard operating procedures (SOPs)
are required urgently in toxicological laboratories
to be able to compare and generalize the results of
entomotoxicological research [160].

Detect gunshot and explosive residue

The lead (Pb), barium (Ba), and antimony (Sb)
elements are the major chemical markers present
in inorganic gunshot residues (GSR) released after
one shot. In 2004, Roeterdink et al. detected these
markers by used inductively coupled plasma mass
spectrometry in flies larvae [163]. In 2010, revealed
that the determination of gunshot residue in tissue
was more dependent on decomposition stage rath-
er than time since death [164]. Scanning electron
microscopy with energy dispersive X-ray spectros-
copy (SEM/EDS) was a common technique for the
detection of GSR because it combines a morpho-
logical examination with elemental analysis. De-
spite the advantage of SEMVEDS, it has limitations
in the technique itself with displacing particles of
interest. In 2015, other study confirmed that in-
ductively coupled plasma-optical emission spec-
trometry (ICP OES) is a powerful tool for GSR
analysis, providing simultaneous quantification of
Pb, Ba, and Sb with higher sensitivity than the tra-
ditional colorimetric (Feigl-Suter reaction) meth-
od [165]. Moreover, detection of explosive residues
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Pb, Ba i Sb, zapewniajac wyzszy poziom czulosci
niz tradycyjna metoda kolorymetryczna (reakcja
Feigla-Sutera) [165]. Pozwala réwniez na wykrywa-
nie pozostalosci po wybuchu w préobkach entomo-
logicznych. W jednym z badan poréwnywano lar-
wy hodowane na miesniu $winskim zawierajacym
trinitrotoluen (TNT) oraz w probce niezawierajgcej
TNT. W TNT wykryto tez wiele innych pierwiast-
kéw, m.in. zelazo, aluminium, magnez i krzem [166].

Rozpoznawanie przypadkéw znecania
sie i zaniedbania na podstawie muszycy

Muszyca oznacza zazyciowa kolonizacje skory
ludzi i innych kregowcéw przez larwy muchdéwek.
Najczesciej ma zwigzek z gatunkami przydatnymi
z punktu widzenia medycyny sadowej, takimi jak
M. domestica, E canicularis i C. vicina. Nieuwzgled-
nienie przez entomologa sadowego mozliwosci wy-
stapienia muszycy moze skutkowa¢ nieprawidto-
wa oceng PMI - szacowany czas od zgonu bedzie
wowczas dluzszy niz faktyczny [116]. Wydaliny
organizmu ludzkiego (kal i mocz) przyciagaja okre-
Slone gatunki owaddéw, dlatego entomofauna za-
bezpieczona na ciele moze wskazywa¢ na znecanie
sie (gwalt czy zaniedbanie) [167]. Niesamodzielna
osoba z otwartg rang (osoby w bardzo mtodym albo
podeszlym wieku, a takze chore i niepelnosprawne
intelektualnie) jest narazona na ryzyko muszycy,
a stwierdzenie kolonizacji larwami muchéwek jest
zwykle uznawane za dowdd zaniedbania [9].

Identyfikacja sprawcy i ofiary (badanie
zawartosci jelita owadow)

Dostepne sg techniki analizy ludzkiego DNA za
posrednictwem owadéw zerujacych na zwlokach
[130]. Wszystkie owady hematofagiczne moga do-
starcza¢ entomologom sagdowym waznych informa-
cji. Najcenniejsze pod tym wzgledem sg komary, wszy,
pchly i pluskwy. Na podstawie analizy spozytej przez
nie krwi ludzkiej da sie ustali¢ indywidualny profil
DNA gospodarza. Wykazano, ze dzieki muchéwkom
mozna uzyskaé pelten profil ludzkiego DNA w przy-
padkach napasci na tle seksualnym (sprawcy i ofiary)
oraz zaniedbania (przed $miercig) [5]. Stwierdzono
tez, ze larwy Zerujace na rozkladajacych si¢ tkankach
zawieraja oznaczalng ilo$¢ ludzkiego DNA [168], co
moze by¢ istotne np. wtedy, gdy zwloki zostaty usu-
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in entomological samples becomes also possible.
This result depends on previous study that com-
pared the larva reared on porcine muscle contain-
ing Trinitrotoluene (TNT) and non-TNT sample.
This study detected also a very high count of other
elements such as iron, aluminum, magnesium and
silicon in TNT group [166].

Diagnosis of abuse and neglect cases
by myasis

Myasis is the infestation of live human and ver-
tebrate animals with dipterous larvae. In the foren-
sic context, myasis is most frequently associated
with the forensically informative species such as
M. Domestica, E. canicularis and C. vicina. If not
tully appreciated, myasis can cause confusion for
the forensic entomologist, appearing to give PMI
estimate longer than the actual time since death
[116]. Using the knowledge that certain insects are
attracted to bodily waste (faeces and urine), the in-
sect fauna found on a body can be used to indicate
cases of abuse (rape and neglect) [167]. Anybody
with an open wound who is incapable of looking
after themselves, such as the very young, old, ill
and mentally incapacitated persons, is at risk of
suffering from myasis and the discovery of maggot
infestation would usually be considered a sign of
neglect [9].

Assailant and victim identification
(maggot gut content studies)

Techniques for analyzing the human DNA in
insects that feed on humans have been developed
[130]. All haematophagous insects can be valuable
forensic allies. The major insect groups being stud-
ied for these tests include the mosquitoes, lice, fleas
and bed bugs. Analysis of their human blood meals
can be done to obtain individual human DNA pro-
file. It is demonstrated the ability to obtain a full
human DNA profile from Diptera in cases of sex-
ual violence (for assailant and victim) and neglect
(prior to death) [5]. In addition to the blood-feed-
ing insects, maggots feeding on decomposing hu-
man tissues have been tested for human DNA pro-
file and found to retain testable levels [168]. This
can be important in several circumstances; the
dead body is removed from place of death, exten-
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niete z miejsca zgonu albo nastgpit ich daleko po-
suniety rozklad, a zabezpieczone na miejscu owady
zawierajagce DNA ofiary s3 jedynym dowodem. Za
pomocy tej techniki mozna réwniez obali¢ hipoteze,
ze larwy zostaly zebrane z innego miejsca [130].

Aby pomyslnie wyizolowa¢ DNA gospodarza z ukla-
du pokarmowego larw, potrzebne sg etapy Zerowania
[168]. Donoszono jednak o skutecznym wyizolowaniu
ludzkiego DNA z owadéw w kazdym stadium preima-
ginalnym, m.in. z dwudniowych poczwarek gatunku C.
dubia [169]. Zaréwno analizy ludzkiego mtDNA, jak
i STR mozna potencjalnie wykorzystywa¢ do ustalania
powigzan miedzy larwami a zwlokami ludzkimi, nawet
jesli nie doszto migdzy nimi do bezposredniego kontak-
tu fizycznego [32]. Standardowa metoda wyznaczania
ludzkich profili DNA jadrowego jest analiza krétkich
powtorzen tandemowych (STR). Sugerowang metoda
alternatywna w przypadku niepomyslnych efektow ana-
lizy STR jest analiza ludzkiego mtDNA [170]. W naj-
nowszych badaniach zawartosci jelita wykorzystywa-
no STR jako markery obejmujace loci Y-STR, ktore sa
przydatne przy wykrywaniu ludzkiego meskiego DNA
w probee [171, 172]. Wielu autoréw badato wptyw cza-
su [171] i rodzaju zabezpieczenia [165] na mozliwo$¢
ekstrakcji DNA ofiary przestepstwa z tresci jelitowej ze-
rujacych larw. Zehner i wsp. ustalili, ze PMI wynoszace
do 16 tygodni nie ma zauwazalnego wplywu na jakos¢
wynikéw [171], natomiast Linville i wsp. [174] wyka-
zali, Ze larwy najlepiej przechowywa¢ w temperaturze
-70°C bez ptynu konserwujacego [173]. W niedawnym
badaniu prowadzonym przy zastosowaniu NGS udato
si¢ opracowa¢ ludzki profil genetyczny na podstawie za-
wartosci ukladu pokarmowego wszy glowowej [5].

Whioski

Niezbedne s3 dalsze badania, ktére pozwolg na
lepsze poznanie analiz entomologicznych i ustalenie
zrédet potencjalnych bledéw w ocenach. Pozwoli to
wypelnic luke, jaka niewatpliwie istnieje w dziedzi-
nie ES. Zwigkszenie liczby badan - zwlaszcza o cha-
rakterze interdyscyplinarnym i z zastosowaniem
najnowoczesniejszych technik — pozwoli na znaczne
zwigkszenie precyzji, dzigki czemu mozliwe bedzie
dostosowanie dziedziny do ogdlnych standardéw
naukowych i prawnych oraz kryteriéw dopuszczal-
nos$ci dowodéw w postepowaniu sgdowym.

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.

sive decomposition occurred with leaving sizable
maggots and no recovery of remains, and maggots
with a victim’s DNA would be proof that the per-
son was dead. Also, this technique could be used
to disprove allegation that maggots recovered from
another crime scene [130].

It is displayed that the feeding stages usual-
ly are needed for the successful isolation of host
DNA from the alimentary tract of the larvae [168].
However, it is reported that human DNA may be
isolated from all stages of immatures, including
two-day old pupae of C. dubia [169]. Both human
mtDNA and STR analyses can potentially be used
to link maggots with a human corpse, even if phys-
ical contact between the two is not observed [32].
Short tandem repeat (STR) analysis is the standard
for the determination of human nuclear DNA pro-
files. It is proposed that analysis of human mtDNA
as an alternative in case of unsuccessful STR analy-
sis [170]. Recent gut content studies have used STR
loci as markers including Y-STR loci which are
useful for detecting human male DNA in a sam-
ple [171, 172]. Different authors studied the effect
of time [171] and preservative conditions [165] on
ability to extract victim DNA from gut content.
Zehner et al. reported that up to 16 weeks PMI,
there is no particular influence on the quality of
the results [171] and Linville et al. [174] displayed
that the best storage condition was observed from
maggots stored without any preservation fluid at
-70° C [173]. Recent study successfully used NGS
to obtain a human profile from the gastrointestinal
tract of head lice [5].

Conclusions

Future research must be directed to fully under-
stand the underlying mechanisms and to identify
the sources of error associated with entomolog-
ical-based predictions. This pursuing will help to
eradicate and fade the blank spot on the FE re-
search map. In short, pursuing more FE research-
es especially multi-disciplinary ones with the new
emerging techniques will lead to major improve-
ments and precision in order to align the field with
general requirements imposed by scientific and le-
gal standards and be admissible in court.

The authors declare no conflict of interest.
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