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Referat:

Diese Arbeit untersucht die Ovarienentwicklung der forensisch relevanten Schmeilflie-
genart Calliphora vicina bei differierender Proteinverfligbarkeit. Ein besonderes Augen-
merk wird dabei auf das Vorhandensein von frilhentwickelten Eiern gelegt, da diese bei
der Bestimmung des postmortalen Intervalls zu Verschiebungen fuhren kénnen. Obwohl
dieses Phanomen bereits 1986 das erste Mal beschrieben wurde, gibt es bisher nur
wenig Forschung dazu. Daher wird in dieser Arbeit untersucht, ab welcher Proteinver-
fugbarkeit es zu fruhreifen Eiern kommt. Hierfur wurden die Entwicklung der Ovarien
von frischgeschlipfter Calliphora vicina Uber einen Zeitraum von 16 Tagen bei ver-
schiedenen Verflgbarkeiten der Proteinquellen Rinderleber und Milchpulver beobachtet.
Es konnte festgestellt werden, dass bei einer langeren Verflgbarkeit von Protein die
Ovarien schneller das letzte Stadium der Entwicklung erreichten und folglich eher frih-
reife Eier entstanden.
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Einleitung 1

1 Einleitung

In der forensischen Entomologie ist die Altersschatzung des altesten juvenilen Stadiums
(Ei, Larve oder Puppe), das an einem menschlichen Kadaver gefunden wird, eine der
wichtigsten Methoden zur Bestimmung der minimalen Leichenliegezeit. Es kann davon
ausgegangen werden, dass dieses Tier als erstes von einer weiblichen Fliege abgelegt
wurde und daher am nachsten am Todeszeitpunkt des Leichnams liegt.

Diese Methode kann jedoch zu einer Uberschatzung der minimalen Leichenliegezeit fiih-
ren, da bei einigen Fliegenarten das Phanomen der friih entwickelten Eier auftreten kann,
wie z. B. bei der forensisch relevanten Schmeilfliegenart Calliphora vicina Robineau-
Desvoidy, 1830. Hat ein Weibchen ausreichend Zeit, eine Proteinaufnahme in reife Eier
umzuwandeln, findet aber Uber einen langeren Zeitraum keinen geeigneten Ort flr die
Eiablage, kann dies zur Folge haben, dass ein bereits befruchtetes Ei in den Genitaltrakt
der Fliege geschoben wird und sich dort ggf. bis zum ersten Larvenstadium entwickelt
(Villet et al., 2009). Dies fuhrt dazu, dass ein solches Ei deutlich alter ist als die Ubrigen
Eier im Gelege. Dies kann z. B. bei 22 °C eine Abweichung von ca. 24 Stunden bedeuten
(K. Davies & Harvey, 2012).

1.1 Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist es, einen Uberblick zu geben, inwieweit sich eine unterschiedliche Ver-
fugbarkeit von Proteinquellen auf die Ovarienentwicklung der forensisch relevanten
Schmeil¥fliegenart Calliphora vicina auswirkt. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf die
Bildung frih entwickelter Eier gelegt werden.

Zu diesem Zweck wurden die Ovarien einer Laborpopulation von Calliphora vicina am
Institut fur Rechtsmedizin in Frankfurt am Main Uber einen Zeitraum von 16 Tagen auf ihre
Entwicklung hin untersucht und das mdégliche Vorkommen frihzeitig entwickelter Eier no-
tiert. Insgesamt wurden drei Versuchsreihen durchgefuhrt.

In der ersten und dritten Versuchsreihe wurden vier Gruppen sowie eine Kontrollgruppe
von frisch geschlipften Calliphora vicina mit unterschiedlicher Verfligbarkeit der Protein-
quelle Rinderleber (ein, drei, funf, zehn und 15 Tage) etabliert. Uber einen Zeitraum von
16 Tagen wurden jeweils drei Fliegen gesammelt und eingefroren. Anschlie3end erfolgte
die Entnahme des Fortpflanzungssystems unter dem Binokular und die fotografische Do-
kumentation.

Die zweite Versuchsreihe wurde mit Magermilchpulver als Proteinquelle und Verfigbar-
keiten von funf, zehn und 15 Tagen durchgefuhrt.
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1.2 Kapitelubersicht

Die folgenden sechs Kapitel gliedern die Arbeit:

In der vorangestellten Einleitung wird ein grober Uberblick tiber das Thema gegeben und
die spezifische Forschungsfrage der vorliegenden Arbeit erlautert.

Im zweiten Kapitel folgen die Grundlagen, die fur das Verstandnis der Arbeit notwendig
sind. Hier werden das Arbeitsgebiet der forensischen Entomologie und die Morphologie
des weiblichen Reproduktionsorgans der Calliphoridae beleuchtet. Das Kapitel wird mit
einem Uberblick Uiber den aktuellen Stand der Forschung zum Phanomen der friih entwi-
ckelten Eier abgeschlossen.

Das folgende Kapitel befasst sich mit den verwendeten Materialien und Methoden. Es
wird auf die unter anderem allgemeine Vorgehensweise bei der Zucht eingegangen.

Die Auswertung der untersuchten Ovarien ist Gegenstand des vierten Kapitels. Es werden
die Ergebnisse innerhalb der Versuchsreihen miteinander verglichen und die Ergebnisse
der Proteinquellen Rinderleber versus Milchpulver gegentbergestellit.

Im Anschluss daran werden die Ergebnisse in der Diskussion interpretiert, es wird auf
mdgliche Fehlerquellen der Methodik eingegangen und ein Ausblick gegeben.

Eine Zusammenfassung schlief3t die Arbeit ab.
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2 Grundlagen

Das folgende Kapitel erlautert die Grundlagen der forensischen Entomologie und der
postmortalen Intervallbestimmung. AnschlieRend wird ein Uberblick Gber die Familie der
Calliphoridae gegeben. Dabei wird insbesondere auf den weiblichen Genitalapparat sowie
der Ovarienentwicklung und das Phanomen der fruh entwickelten Eier eingegangen.

2.1 Rechtsmedizin und rechtsmedizinische Methoden

Rechtsmedizin definiert sich heute als wissenschaftliche Erforschung medizinisch-
naturwissenschaftlicher Sachverhalte und Zusammenhange sowie deren Darstellung und
Interpretation im weitesten Sinne der Rechtspflege. Weit davon entfernt, sich auf Leichen
zu beschranken, befasst sich dieses Arbeitsfeld auch mit der Untersuchung von Gewalt
gegen lebende Opfer, wie zum Beispiel bei Kindesmisshandlungen oder Sexualverbre-
chen. Es handelt sich um eine typische Querschnittsdisziplin. Sie reicht von der Durchflih-
rung von Obduktionen und der Untersuchung von Leichenfundorten Uber die Toxikologie
bis hin zur forensischen Entomologie. (Dettmeyer et al., 2019; Madea, Wiegand, et al.,
2015).

Das zentrale Arbeitsgebiet der Rechtsmedizin I&sst sich unter dem Begriff ,Thanatologie*
zusammenfassen. Diese wird definiert als die Wissenschaft, die sich mit den Ursachen
und Umstanden des Todes befasst. Darunter kann die Beantwortung aller Fragen ver-
standen werden, die sich im Zusammenhang mit dem Eintritt des Todes ergeben, wie
Vorgeschichte, Identitat, Todeseintritt, Todesursache, Leichenschau und Obduktion und
Umstande des Todeseintritts (Dettmeyer et al., 2019; Madea, Jachau, et al., 2015).

Fir die sichere Feststellung des Todeszeitpunkts werden die Leichenerscheinungen un-
tersucht Sie ermdglichen nicht nur eine sichere Todesfeststellung, sondern helfen auch
dabei, die seit dem Todeseintritt verstrichene Zeit zu bestimmen. Dabei wird unterschie-
den zwischen frihen Leichenerscheinungen wie Totenflecken, Totenstarre und Auskuih-
lung des Kdrpers und spaten Leichenerscheinungen wie Autolyse, Faulnis, Verwesung
oder konservierende Prozesse. (Madea, Jachau, et al., 2015)

2.2 Forensische Entomologie

Wenn rechtsmedizinische und andere kriminaltechnische Methoden bei der Bestimmung
der Liegezeit von Leichen an ihre Grenzen stof3en, kommen in der Regel Methoden der
forensischen Entomologie zum Einsatz. Dies ist die Auswertung von Spuren insektenspe-
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zifischer Art zur Klarung von rechtlichen oder kriminalistischen Sachverhalten. (Amendt,
Krettek, et al., 2004; Hall et al., 2012; Magni et al., 2013).

Bereits wenige Minuten nach Eintritt des Todes konnen erste nekrophage Insekten in na-
tirlichen Korperéffnungen (Abbildung 1) und eventuell offenen Wunden am Kadaver ge-
funden werden (Greenberg, 1991; Payne, 1965; Sharanowski et al., 2008). Der Leichnam
ist eine geeignete Nahrungsquelle und Lebensraum fir viele Insekten und andere Arthro-
poden, sodass bereits kurze Zeit spater die ersten Eier gelegt werden kénnen (Amendt et
al., 2013). Schmeilfliegen (Calliphoridae) sind eine der ersten und daher forensisch be-
sonders relevanten Besiedler von Kadavern (Greenberg & Kunich, 2002; Martin-Vega &
Hall, 2016; Reibe & Madea, 2010). Die hohe Anzahl an Larven der ersten Besiedlungs-
welle bietet dann fiir rauberische Kafer und Parasiten ausreichend Nahrung und Substrat
fur eigene Eiablagen. Mit fortschreitender Verwesung sind auch andere Fliegenfamilien,
bspw. Kasefliegen (Piophilidae) aufzufinden (Amendt et al., 2005; Greenberg & Kunich,
2002)

Abbildung 1: Typisches Gelege in den natiirlichen Korperéffnungen einer Leiche (Amendt,
Klotzbach, et al., 2004)

Bis zu 400 verschiedene Spezies kdnnen auf einem einzigen Kadaver gefunden werden
(Amendt, Krettek, et al., 2004; Pais & Archer, 2018; Payne, 196. Die am Leichnam vorge-
fundene Artenzusammensetzung und die Kenntnisse Uber die artspezifischen und tempe-
raturabhangigen Wachstumsraten der Insekten und die Dauer ihrer Entwicklungsstadien
ermaoglichen es der forensischen Entomologie, das Alter eines Insektes moglichst zuver-
l&ssig einzuschatzen. Das Alter korreliert mit der Leichenliegezeit (Amendt et al., 2013).

2.2.1 Insektensukzession

Bei der Verwesung, die in der Literatur in vier Stufen ,frisch®, ,geblaht, ,verwest“ und
,vertrocknet“ beschrieben wird, laufen in einer Leiche verschiedene physikalische und
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chemische Prozesse ab. Hierbei ist zu bedenken, dass die Zersetzung ein kontinuierlicher
Prozess ist, der einzelne Stufen durchlauft. (Goff, 2010; Pérez et al., 2005; Rodriguez I,
1982). Je nach Verwesungszustand entsteht eine entsprechend typische Leichenfauna,
wodurch eine chronologische Abfolge von Arten entsteht (Sukzession) (Abbildung 2) (An-
derson, 2010; Leblanc & Logan, 2010). Die mit menschlichem Kadaver assoziierten In-
sekten lassen sich in vier 6kologische Gruppen einteilen: Nekrophage, Rauber und Para-
siten der Nekrophagen, Omnivoren und Besucher(Hall et al., 2012; Smith, 1986). Wah-
rend zu Beginn der Besiedlung hauptsachlich Vertreter von Calliphoridae, der Echten
Fliegen (Muscidae) und Sarcophagidae auf Leichen nachgewiesen wurden, sind mit fort-
schreitender Verwesung hauptsachlich verschiedene Coleoptera-Arten auf den Kadavern
zu verzeichnen. Dieses Sukzessionsverhalten Iasst sich durch die unterschiedlichen 6ko-
logischen und biologischen Vorlieben der einzelnen Arten erklaren. Nachkommen von
Calliphoridae, Muscidae und Sarcophagidae erndhren sich bevorzugt von weichem Ge-
webe, wahrend Coleoptera-Arten hauptsachlich mit langlebigem Gewebe assoziiert, wer-
den (Madra et al., 2015; Pérez et al., 2005; Smith, 1986).

Abbildung 2: Sukzession adulter Anthropoden an einem menschlichen Kadaver in Tennes-
see. (Amendt, Krettek, et al., 2004)

Jede Art schafft entweder durch ihr Vorhandensein oder die Verwertung des Kadavers
eine Voraussetzung fur die potenzielle Nutzung der nachsten Besiedlungswelle (Goff,
2010). Daruber hinaus ist das Sukzessionsverhalten der Insekten stark vom geografi-
schen Gebiet (Anderson, 2010; Galloway et al., 1989) der Jahreszeit (Shi et al., 2009;
Voss et al., 2009), die Klimabedingungen (Archer, 2004; Shean et al., 1993) und dem
Standort des gefundenen Kadavers(Campobasso et al., 2001; Centeno et al., 2002; Voss
et al., 2008) abhangig.

Den bedeutsamsten Wert an Informationen liefert die Gruppe der Nekrophagen durch ihre
direkte Assoziation mit dem Leichnam. Innerhalb dieser Gruppe sind die Schmeif3fliegen
von grofter forensischer Relevanz, da diese sowohl die ersten Besiedler des Kadavers
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sind sowie in hoher Anzahl aufgefunden werden, sie liefern die akkuratesten Informatio-
nen zur Bestimmung der minimalen Leichenliegezeit (Greenberg, 1991; Hall et al., 2012).

2.2.2 Postmortales Intervall

Die Familie der Schmeiffliegen sind beim Zersetzungsprozess sowohl die ersten als auch
die dominantesten Insekten, weshalb ihr Vorkommen und die Kenntnisse Uber die Arten
haufig Anwendung bei der Einschatzung der Leichenliegezeit findet. Das Zeitintervall zwi-
schen dem Eintreten des Todes und Auffinden der Leiche wird als postmortales Intervall
bezeichnet(Catts & Goff, 1992; Villet & Amendt, 2011). Wichtig ist zu beachten, dass die
Insektenaktivitat von Umwelteinflissen wie Wetterbedingungen und Tageszeit abhangig
sind und dass der Zugang zu einem toten Kdrper insbesondere in Innenrdumen mdglich-
erweise erschwert wird, daher kdnnen sie nicht immer unmittelbar nach Todeseintritt den
menschlichen Kadaver besiedeln. Aus diesem Grund handelt es sich bei der entomologi-
schen Leichenliegezeitbestimmung stets um die Zeitspanne, die mindestens nach Eintre-
ten des Todes bis zum Auffinden der Leiche vergangen ist. Aus diesem Grund wird in der
forensischen Entomologie haufig der Begriff des minimalen postmortalen Intervalls (PMI-
min) Verwendet. Dieser gibt einen Zeitraum an, der in der Regel nicht unterschritten wird,
jedoch die Méglichkeit offenhalt, dass der Todeseintritt friiher erfolgte als durch den Zeit-
punkt der Eiablage anzunehmen (Amendt et al., 2013).

2.2.2.1 PMinin -Bestimmung

Fiar die Eingrenzung des PMInin bietet die forensische Entomologie mehrere Méglichkei-
ten(Amendt et al., 2007). Hauptsachlich erfolgt diese mithilfe einer Altersbestimmung der
am menschlichen Kadaver befindlichen nekrophagen Insekten. Das Alter des Tieres wird
in der Regel mit zwei verschiedenen Methoden bestimmt, unter Berlcksichtigung der Tat-
sache, dass die Temperatur den wichtigsten Einfluss auf die Wachstumsrate des Insekts
hat (Faucherre et al., 1999; Greenberg & Kunich, 2002; Janisch, 1932).

Die erste Methode basiert auf den einzelnen, leicht unterscheidbaren Entwicklungsstadi-
en, die die unreife Schmeil}fliege durchlauft, Referenzdaten fur die Zeit, die fur jedes die-
ser Stadien bei verschiedenen Temperaturen benétigt wird, wurden von verschiedenen
Autoren fur diverse Schmeif¥fliegenarten erhoben und veroffentlicht(Anderson, 2000; Da-
vidson, 1944; Donovan et al., 2006; Grassberger & Reiter, 2001).

Eine zweite Methode zur Altersbestimmung ist die Messung der Larvenlange. Nach dem
Schlipfen aus dem Ei nimmt die Grdl3e einer Larve stetig zu, bis sie mit Beginn der Ver-
puppung wieder etwas abnimmt. Diese Langenangaben kdnnen ebenfalls mit Referenz-
daten verschiedener Temperaturen abgeglichen werden(Byrd & Butler, 1997; Grassber-
ger et al., 2003; Nufiez-Vazquez et al., 2013). Von besonderem Interesse ist dabei die
Langenmessung der altesten Larve(Amendt, Krettek, et al., 2004; L. Davies & Ratcliffe,
1994; Reiter, 1984)
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Bei beiden Methoden wird das Alter einer Schmeif¥fliegenlarve durch Vergleich mit verof-
fentlichten Referenzdaten bei der entsprechenden Temperatur fir die jeweilige Art abge-
leitet. Eine Ruckrechnung der Temperaturen am Fundort des Kadavers ist bei dieser Me-
thode unerlasslich. Zu diesem Zweck wird am Fundort ein Datenlogger ausgelegt. Die
Daten des Datenloggers werden mit den Temperaturen der nachstgelegenen Wetterstati-
on verglichen. Um die Temperaturen am Fundort zu rekonstruieren, wird die Differenz
zwischen Wetterstation und Datenlogger zu den Daten der Wetterstation addiert (Amendt
et al., 2013; Campobasso et al., 2001; Hofer et al., 2017).

Im Laufe der Zeit wurden drei Modelle zur Bestimmung des minimalen PMI entwickelt, die
jedoch alle auf der Tatsache der Abhangigkeit der Entwicklungsgeschwindigkeit von der
Umgebungstemperatur beruhen (Grassberger & Reiter, 2001). Eine visuelle Darstellung in
Form von Wachstumskurven der Insektenentwicklung bieten das Isomorphen-Diagramm
und das Isomegale-Diagramm (Grassberger & Reiter, 2001)

Das Isomorphen-Diagramm (Abbildung 3) ist ein Streudiagramm, auf dessen Achsen die
Zeit bis zum Erreichen bzw. Abschlielen eines Entwicklungsstadiums gegen die Tempe-
ratur aufgetragen ist. Jede Linie stellt den Ubergang in das nachste Entwicklungsstadium
dar. Abstufungen innerhalb eines Entwicklungsstadiums werden nicht darge-
stellt(Grassberger & Reiter, 2001)

Abbildung 3: Isomorphen-Diagramm einer hypothetischen Entwicklung vom Schlupf der
Made bis zum Schlupf der Fliege bei 10-35°C. x-Achse: Zeit, die seit dem Schlupf der Made
vergangen ist (in Stunden); y-Achse: Temperatur (in °C) (Amendt et al., 2011).

Das Isomegalen-Diagramm (Abbildung 4) schlielt dagegen von der Larvenlange auf die
Entwicklungszeit. Mit jeder Linie wird eine bestimmte Larvenlange bei bestimmten Tempe-
raturen angegeben(Grassberger & Reiter, 2001)
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Abbildung 4: Isomegalen-Diagramm einer hypothetischen Entwicklung. X-Achse: Zeit seit
der Eiablage (in Stunden); y-Achse: Temperatur (in °C). Jede Linie steht fiir eine Larvenlan-
ge (in mm) (Amendt et al., 2011).

Das Temperaturakkumulationsmodell eignet sich dagegen besonders fir fluktuierende
Temperaturen. Hierbei wird zunachst von der Umgebungstemperatur der artenspezifische
Schwellenwert subtrahiert, die sich daraus ergebene Differenz wird mit der Zeit multipli-
ziert (Formel 1)Je nach Wahl der Zeiteinheit (Stunde/Tag) erhalt man schlieRlich die ak-
kumulierten Gradstunden (ADH) oder die akkumulierten Gradtage (ADD) (Allen, 1976;
Amendt et al., 2013; Baskerville & Emin, 1969; Wigglesworth, 1972).

Formel 1: Berechnung der akkumulierten Stundengrade (ADH) bzw. Tagesgraden (ADD). Tu
= Umgebungstemperatur; Tus = Temperatur des artspezifischen unteren Schwellenwertes; t
= Zeit (in Stunden oder Tagen)

(Ty — Tys) * t = ADH bzw.ADD

Eine weitere Variante ist die Weiterzucht, bei der am Kadaver gefundene Larven im Labor
weiter geziichtet werden. Ausgehend vom Schlupfzeitpunkt der adulten Fliege kbnnen
dann Rickschliusse auf den Zeitpunkt der Eiablage und damit auf die PMImin gezogen
werden(Amendt et al., 2007).

2.3 Forensisch relevante Calliphoridae (Diptera)

Aufgrund der Tatsache, dass Insekten der Familie Calliphoridae bereits kurz nach Eintritt
des Todes einen Korper besiedeln und diesen vor allem in den ersten Wochen dominie-
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ren, gelten sie als eine der wichtigsten Vertreter fir die Bestimmung des PMIni, (Byrd &
Castner, 2009; Greenberg & Kunich, 2002)

Calliphoridae sind eine weitverbreitete Familie, welche weltweit 1100 Arten umfasst. In
Deutschland kommen 62 Arten vor (Amendt et al., 2013; Nuorteva, 1963a; Rognes,
1990). Forensisch relevant sind vor allem Lucilia sericata, Calliphora vicina und Lucilia
ampullacea. Dies ergab eine aktuelle Studie des Instituts fur Rechtsmedizin, in der 949
insektenassoziierte Falle aus den Jahren 2001 bis 2019 untersucht wurden (Lutz et al.,
2021). In der Literatur wird daruber hinaus Calliphora vomitoria als eine der am haufigsten
an Leichen in Deutschland gefundenen Arten genannt (Gennard, 2012; Schroeder et al.,
2003)

Charakteristisch ist vor allem die auffallige, meist metallische Farbung, die von grin Gber
blau bis hin zu schwarz schimmernd reicht. Je nach Art und Nahrungsangebot erreichen
die Larven eine Grofe von 8 bis 23 mm, die ausgewachsenen Fliegen dagegen 6 bis 14
mm. Sie ernahren sich vorwiegend von tierischen und menschlichen Kadavern, Exkre-
menten und verrottendem Pflanzenmaterial, das sie auch zur Eiablage nutzen(Rognes,
1990; Sivell, 2021).

Die fur diese Arbeit relevante Schmeil¥fliegenart Calliphora vicina kann eine Korpergrolie
von 5 bis 12 mm erreichen. Der Korper dieses Tieres ist metallisch mattblau gefarbt. Die
geografische Verbreitung dieser Fliegenart im europaisch-afrikanischen Raum reicht im
Norden bis nach Mittelfinnland und im Suden bis in die Mittelmeerregionen Nordafrikas
(Nuorteva, 1963b; Reiter, 1984; Sivell, 2021).

2.3.1 Entwicklungszyklus (Diptera)

Der Entwicklungszyklus (Abbildung 5) erfolgt nach einem einheitlichen Schema, das die
Schmeil¥fliegen durchlaufen. Dieser lasst sich in vier Entwicklungsstadien: Ei, Larve, Pup-
pe und Adulte einteilen. Die Dauer eines solchen Zyklus ist abhangig von zwei Parame-
tern, zum einen von der Umgebungstemperatur und zum anderen der Artenzugehdrigkeit
der Fliege.
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Abbildung 5: Entwicklungszyklus einer Schmeiffliege. Im Uhrzeigersinn dargestelit sind die
einzelnen Stadien (Ei, ersten bis drittes Larvenstadium, Puparium, adulte Fliege) (Amendt et
al., 2005)

Nach der Eiablage schltipfen in der Regel 24 Stunden spater aus den Eiern ein bis zwei
Millimeter grof3e Fliegenmaden. Die Dauer kann je nach Art und Umgebungstemperatur
variieren. Die Larve durchlauft wahrend der Fitterungsphase verschiedene Phasen, wel-
che anhand des Hautens sich in drei Larvenstadien (L1, L2, L3) weiter untergliedern las-
sen. Mit Abschluss der Nahrungsaufnahme befinden sich die Larven im post-feeding (PF).
Sie verlassen die Nahrungsquelle, entleeren den Darm und suchen eine passende Um-
gebung, um sich anschlielend zu verpuppen. Nach der Ruhephase schlipft aus dem
tonnchenférmigen Puparium eine adulte Fliege. (Amendt et al., 2005)

Bereits kurz nach dem Schlupf sind mannliche Fliegen fortpflanzungsfahig, bei den Weib-
chen dauert dies ein paar Tage bis zu Wochen abhangig von dem Vorhandensein ausrei-
chender Nahrung. AnschlieRend beginnt der Zyklus von vorne(Amendt, Krettek, et al.,
2004).

2.3.2 Morphologie des weiblichen Reproduktionsorgans (Diptera: Cal-
liphoridae)

Wie bei den meisten Insekten sind auch bei den Dipteren die Ovarien paarig angelegt
(Abbildung 6). Jedes Ovarium besteht aus einer artspezifisch konstanten Anzahl von ca.
80 langlichen Eirdhrchen (Ovariolen). Die Ovariolen beginnen meist mit einem dinnen
Faden (Terminalfilum), der sie an der Kérperwand verankert. Das Terminalfilament wird
von einem einkammerigen Keimlager (Germarium) gefolgt, an das sich der mehrkamme-
rige Dottersack (Vitellarium) anschliefdt. Die Ovarien enden in einem schlanken, aber elas-
tischen Ovarienstiel. Durch diesen Stiel werden die Eier in den Eileiter (Ovidukt) entlas-
sen, dass seinerseits eine Verbindung zur Vagina des Insekts (Eggert et al., 2010; Erzin-
clioglu, 1990; Hayes & Wall, 1999).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des inneren Reproduktionssystems (Diptera: Cal-
liphoridae) (Avancini & do Prado, 1986)

Die Ovarien lassen sich nach ihrem Aufbau in verschiedene Klassen einteilen (Abbildung
7). Es gibt die panoistischen Ovariolen, die nur aus Oozyten und dem follikularen Epithel
bestehen. Im Gegensatz dazu sind die merositischen Ovariolen mit einer Nahrzelle aus-
gestattet, die fur die Ernahrung der Eizellen sorgt. Sie befindet sich in Oozyten Nahe in-
nerhalb des Follikelepithels und bildet mit dem Ei einen Ei-Nahrzellenverband. Abhangig
von der Lage der Nahrzelle werden zwei verschiedene Arten unterschieden. Bei den telot-
roph-meroistischen Ovariolen verbleiben die Nahrzellen im Germarium, dass dadurch
gleichzeitig zum gemeinschaftlichen endstandigen Nahrfach wird. Im Gegensatz dazu
bildet bei den polytroph-meroistischen Ovariolen, die bei hbheren Insekten wie den Dipte-
ren vorkommen, jede Eizelle mit ihren Nahrzellverbanden eine Eikammer, die aus einem
Eifach und einem Nahrfach besteht. Zwischen den Eikammern bilden die Follikelzellen
kleine basale Verbindungsstiele. Diese werden zusammen mit den Eikammern als Follikel
bezeichnet. (Eggert et al., 2010; Schmitt, 2022).
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Abbildung 7: Die drei verschiedenen Klassen von Ovariolen. a = panoistisch; b = telotroph-
meroistisch; ¢ = polytroph-meroistisch(Eggert et al., 2010)

Zur Aufnahme und Speicherung der Spermien wahrend der Paarung und zur Befruchtung
der Eizellen minden drei kugelige, sklerotische Samenbanke (Spermatheken) in die Va-
gina. Zwei dieser Banke sind miteinander verbunden, wohingegen die dritte getrennt ist.
Zusatzlich gibt es akzessorische Driusen, die in der Nahe der Spermatheken in die Vagina
minden. Sie dienen dazu, Kittsubstanzen fiur das Anhaften der abgelegten Eier zu produ-
zieren. Zusatzlich werden Schmiermittel produziert, die das Gleiten der Eier im Legeappa-
rat (Ovipositor) erleichtern. (Avancini & do Prado, 1986; Spradbery & Sands, 1976).

2.3.3 Ovarienentwicklung

Harlow (1956) konnte in seinen Experimenten an der Schmeilfliege Protophormia terra-
novae funf verschiedene Stadien der Entwicklung der Ovariolen unterscheiden.
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Abbildung 8: Die fiinf Stadien der Ovarienentwicklung (Harlow, 1956)

Im ersten Stadium, unmittelbar nach dem Schlupf der Schmeiffliege, sind die Ovarien
sehr klein, weif3 und undurchsichtig. Die Ovariolen kleben zusammen und die ersten Ei-
kammern (Follikel) sind ununterscheidbar (Harlow, 1956).

Ab dem zweiten Stadium ist das Ovarium transparenter und die erste Eikammer ist deut-
lich vom Germarium zu unterscheiden. Dariber hinaus sind bei hoher Vergré3erung auch
die Nahrzellen zu erkennen (Harlow, 1956).

Im dritten Stadium sind die ersten Eikammern vergroRert, kugelférmig und weniger stark
miteinander verklebt, was dazu fihrt, dass die Ovarien optisch die Form einer Blase ha-
ben (Harlow, 1956).

Ab dem vierten Stadium nehmen die ersten Eikammern eine elliptische Form an. Dies ist
auf das Wachstum der Nahrzelle und der Eizelle zurlckzufihren. Die Oozyte enthalt nun
einen Dotter, ist oft halbmondférmig und gréRer als die Nahrzelle. (Harlow, 1956).

Im finften und letzten Stadium ist das ausgereifte Ovar riesig. Die Nahrzelle ist ver-
schwunden und das lange, gebogene, zylindrische Ei ist vollstdndig mit Dotter gefillt, der
die ersten Eikammern ausflllt. Der Eidotter ist entweder undurchsichtig oder weniger dicht
und teilweise durchscheinend (Harlow, 1956).
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2.3.4 Oogenese

Die Entwicklung der Follikel innerhalb eines Ovars verlauft synchron und kontinuierlich.
Dies ist auf die gleichzeitige Eiablage zurlickzuftihren. Diese Entwicklung ist durch eine
Abfolge spezifischer zytologischer Ereignisse gekennzeichnet. Anhand der jeweils vor-
herrschenden zytologischen Ereignisse ist eine klare Einteilung in verschiedene Stadien
mdglich (Avancini & do Prado, 1986; Hayes & Wall, 1999; Wells & King, 2001). Der erste
Zyklus der Oogenese kann nach Avancini und do Pardo in die folgenden 10 Stadien un-
terteilt werden:

Das erste Stadium ist unmittelbar nach dem Schlupf der adulten weiblichen Fliege zu be-
obachten und zeichnet sich insbesondere durch das Vorhandensein des Germarium aus
(Abbildung 9). Jede Ovariole ist an ihrer Spitze mit einem birnenférmigen Germarium
ausgestattet. In diesem befinden sich Stammzellen (Oogonien) und somatische Zellen
(prafollikulare Zellen). Eines der Oogonien teilt sich in einen Zellkern (Zytoblast) und ein
weiteres Oogonium, das den Teilungsprozess fortsetzt. Der Zytoblast durchlauft 4 mitoti-
sche Teilungen. Die 16 Tochterzellen bilden eine kugelformige Zyste in der Basalregion
des Germarium, die von einer Schicht Follikelzellen umgeben ist. Die Zyste verlasst das
Germarium und wird zur ersten Eikammer, sobald sie vollstdndig von Follikelzellen um-
hallt ist (Avancini & do Prado, 1986; Spradbery & Sands, 1976).

Im zweiten Stadium ist der Follikel durch einen interfollikularen Stiel vollstandig abgetrennt
und fast kugelférmig (Abbildung 9). Die 16 Zytoblasten differenzieren sich zu 15 Nahrzel-
len und einer Oozyte, alle von ahnlicher GréRe und Form. Die Eizelle ist in der Basalregi-
on des Follikels lokalisiert. Wahrend sich die Follikelzellen in der Mitose befinden, hat das
den Follikel umgebende Epithel eine kubische Form. Innerhalb der Nahrzellen kommt es
zu morphologischen Veranderungen des Chromatins im Kern (Nukleus) (Avancini & do
Prado, 1986).

Der Follikel nimmt im dritten Stadium deutlich an GrofRe zu (Abbildung 9), was eine noch
starkere Verteilung der 15 Kerne in den Nahrzellen zur Folge hat. Zu diesem Zeitpunkt
nehmen die Nahrzellen den gréiten Teil des Follikels ein, da der Kern der Oozyte kleiner
ist als der der Nahrzellen. Die sukzessive Endomitose, die bereits im zweiten Stadium
begonnen hat, setzt sich in diesem und den folgenden Stadien fort. Das Chromatin ist in
den verschiedenen Nahrzellen unterschiedlich ausgebildet, einige sind kompakter als an-
dere. Am Ende des Stadiums sind alle Nuklei der Nahrzellen kompakt, aber sie behalten
eine unterschiedliche GroRe. Die follikularen Zellen verlieren ihre wirfelformige Form und
werden zu flachen Zellen (Avancini & do Prado, 1986).
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Abbildung 9: Ersten drei Stadien der Oogenese. Links = Stadium I; Mitte = Stadium II;
Rechts = Stadium Ill; G = Germarium; F = Follikel (Avancini & do Prado, 1986)

Im vierten Stadium vergréRert sich der Follikel weiter und nimmt eine leicht elliptische
Form an (Abbildung 10). Um den Kern der Oozyte werden Eidotter Granulate sichtbar.
Das Epithel gleicht dem des dritten Stadiums. Wahrend im Germarium die Bildung eines
zweiten Follikels beginnt. (Avancini & do Prado, 1986)

Die Ablagerung des Dotters in der Oozyte setzt sich im funften Stadium fort. Zudem
nimmt der Follikel weiter an Grof3e zu und wird zunehmend elliptisch (Abbildung 10)
(Avancini & do Prado, 1986).

Abbildung 10: Viertes und fiinftes Stadium der Oogenese. Links = Stadium IV; Rechts = Sta-
dium V; Oc = Oozyte; Nu = Nahrzelle (Avancini & do Prado, 1986)

Ab dem sechsten Stadium ist etwa ein Drittel der Gesamtlange des Follikels vom Dotter
eingenommen (Abbildung 11). Dartber hinaus haben die Follikelzellen die Mitose been-
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det. Nur in der Form und Dichte der Follikelzellen treten noch weitere Veranderungen auf.
Das Epithel, das die Eizelle umgibt, wird saulenartig(Avancini & do Prado, 1986).

Im siebten Stadium nimmt der Follikel erheblich an Lange zu, die Breite bleibt jedoch un-
verandert. Zu diesem Zeitpunkt macht die Oozyte 50 % der Lange des Follikels aus
(Abbildung 11). Wahrend die Dichte der Follikelzellen in der Umgebung der Nahrzelle
abnimmt, nimmt die Dichte in der Umgebung der Eizelle zu. Die wenigen verbleibenden
Follikelzellen um die Nahrzellen werden schuppenférmig, wahrend die um die Eizelle sau-
lenférmig werden. Gleichzeitig wandern etwa acht Randzellen von den Follikelzellen zur
Grenze zwischen Nahrzelle und Eizelle und positionieren sich nahe am Eizellkern (Avan-
cini & do Prado, 1986).

Abbildung 11: Sechstes und siebtes Stadium der Oogenese. Links = Stadium VI; Rechts =
Stadium VII; F2 = zweite Follikel; Fe = Follikelepithel(Avancini & do Prado, 1986)

Charakteristisch fir das Stadium 8 ist die Fortsetzung der Zunahme der Lange des Folli-
kels jedoch mit einer Abnahme der Breite. Zwei Drittel der Gesamtlange werden nun von
der Eizelle eingenommen (Abbildung 12). Wahrend die Randzellen ihre endgultige Positi-
on erreicht haben, beginnen die schuppenformigen Follikelzellen mit der Wanderung in
Richtung des Zentrums des Follikels zur Bildung einer Barriere zwischen der Nahrzelle
und der Eizelle. Zur gleichen Zeit beginnen die Follikelzellen, die die Eizelle umgeben, mit
der Absonderung der Dotterhaut (Dottermembran). (Avancini & do Prado, 1986)

Die Breite des Follikels verringert sich im neunten Stadium weiter. Die degenerierende
Nahrzelle nimmt nur noch einen kleinen Bereich im vorderen Teil des Follikels ein
(Abbildung 12), behalt aber ihre schuppenartige Form bei und sondert das Chorion
ab(Avancini & do Prado, 1986).
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Abbildung 12: Achtes und neuntes Stadium der Oogenese. Links = Stadium VIIl; Rechts =
Stadium IX; V = Dottermembran(Avancini & do Prado, 1986)

Im zehnten und letzten Stadium erreicht die Oozyte ihre volle Grofte und nimmt den ge-
samten Follikel ein. Gleichzeitig 16sen sich die Nahrzellen auf (Avancini & do Prado,
1986).

Sobald sich der erste Follikel das 4. Stadium erreicht hat, beginnt der nachste Follikel den
Zyklus. Wenn der erste Zyklus das achte Stadium erreicht, befindet sich der zweite Zyklus
im dritten Stadium und wird bis zur Eiablage des ersten Zyklus in diesem verweilen
(Avancini & do Prado, 1986).

Die komplette Entwicklung zum reifen Ei dauert bei einer Temperatur von 24 °C 152
Stunden, also 6 bis 7 Tage (T. S. Adams & Reinecke, 1979).

2.3.5 Ei Morphologie

Das Ei ist das erste Entwicklungsstadium, in dem vor dem Schlupf der Larve eine Reihe
von Veranderungen stattfinden. Ein typisches Ei zeichnet sich durch die folgenden Merk-
male aus (Abbildung 13). Die aultere Hille des Eies wird durch das Chorion gebildet. Die
Zellmembran, das Plastron, befindet sich sowohl innerhalb als auch neben dem Chorion
und umgibt das Zytoplasma. Am vorderen Ende des Eies befindet sich eine Pore, die Mik-
ropyle. Durch sie kdnnen die Spermien eindringen. Das Ei ist mit einem Langsstreifen
versehen, der sich spalten kann. Es handelt sich um eine Schlupflinie, die es der Larve
ermdglicht, aus dem Ei zu schlipfen.(Thyssen, 2010)
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Abbildung 13: Elektronenmikroskopische Aufnahme von einem Ei einer Callipho-
ridae(Thyssen, 2010)

2.3.6 Friihzeitig entwickelte Eier

Frih entwickelte Eier sind befruchtete Eier, die die embryonale Entwicklung im Ovidukt
eines schwangeren Weibchens vor der Eiablage durchlaufen haben. Dieses Phdnomen
wurde zum ersten Mal im Jahr 1986 von Smith in ,A manual of forensic entomology“ be-
schrieben (Smith, 1986). Wenn ein Weibchen genugend Zeit hat, eine Proteinaufnahme in
reife Eier umzuwandeln, aber Uber l&Angere Zeit keinen geeigneten Eiablageplatz findet,
kann ein bereits befruchtetes Ei in den Genitaltrakt der Fliege geschoben werden und sich
dort bis zum ersten Larvenstadium entwickeln (Abbildung 14). Die Folge dieses Phano-
mens ist, dass ein solches Ei deutlich alter ist als die Ubrigen Eier des Geleges(K. Davies
& Harvey, 2012; Sivell, 2021; Villet et al., 2009; Wells & King, 2001).
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Abbildung 14: Reproduktionssystem mit einem friihreifen Ei im Gentialtrakt. Pfeil deutet auf
das friihreife Ei (eigene Aufnahme)

Frih entwickelte Eier sind besonders haufig bei der Familie der Sarcophagen zu finden.
Aber auch bei Aldrichina grahami, Calliphora terraenovae Macquart oder Calliphora vicina
wurden derartige Vorkommnisse berichtet (Villet et al., 2009).

In einer Studie von Lutz und Amendt aus dem Jahr 2021 wurde Uber einen Zeitraum von
152 Tagen eine wilde Population der Calliphora vicina auf das Vorkommnis von friihzeitig
entwickelten Eiern in Bezug auf Jahreszeiten untersucht. Von den insgesamt 5.216 ge-
sammelten Weibchen waren 44 % schwanger und von diesen hatten 54 % ein frihzeitig
entwickeltes Ei oder eine L1 Larve in den Eileitern. Der Prozentsatz variiert nach Jahres-
zahl und war mit 64 % im Fruhling am hdchsten(Lutz & Amendt, 2020).

Da die Berechnung des PMImin oft auf dem gréRRten bzw. am weitesten entwickelten Indi-
viduum basiert, kann es zu einer Uberschéatzung durch friih entwickelte Eier kommen.
Dies kann z. B. bei 22 °C eine Abweichung von ca. 24 Stunden bedeuten. Die Haufigkeit
dieses Phanomens in Wild- und Laborkolonien und die Auswirkungen auf Entwicklungs-
studien und PMI-Bestimmungen sind noch weitgehend unbekannt (K. Davies & Harvey,
2012; Villet et al., 2009).
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3 Materialien und Methode

Im folgenden Kapitel werden zunachst die fur das Experiment bendtigten Materialien auf-
gelistet und anschlieflend die Methode beschrieben.

3.1 Materialien

Um eine bessere Ubersicht (iber die verwendeten Materialien zu gewahrleisten, werden
diese in Verbrauchsmaterialien, Losungen und organische Materialien, Organismen, Ge-
rate und Softwares unterteilt.

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Die im Verlaufe des Versuches verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 1 ab-
zulesen.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien und die dazugehorigen Her-
steller.

Materialien Hersteller

Kleintierstreu Vitalkraft

Feinmaschiger Papierkorb, MalRe 27x27x35 | IKEA

cm

Nylonstrumpfhosen ja!
Papierhandtlcher Tork
Petrischalen Sarstedt
Pinzette, gezahnt/spitz Dumont

Plastikboxen mit geléchertem Deckel 800 Buchsteiner, Freshbox 2281
ml 12x12x7,5 cm

Plastikeimer 1160 ml mit geléchertem De- Jokey
ckel

Plastikbecher, 200 ml k. A
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Praparierschere Stainless Germany

Schraubréhrchen Sarstedt

3.1.2 Losungen und organische Materialien

In Tabelle 2 sind die verwendeten Lésungen und organischen Materialien aufgefihrt.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Losungen und organischen Materialien sowie die
dazugehorigen Hersteller.

Losung und organische Materialien Hersteller

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Gibco

(Salzlésung)

Hackfleisch (Schwein/Rind) Chefs Culinar GmbH & Co. KG
Magermilchpulver Nestlé Gloria Magermilchpulver
Rinderleber Chefs Culinar GmbH & Co. KG
Wasser Leitungswasser

Zucker jal

3.1.3 Organismen

Der Versuch wurden mit einer Laborpopulati-
on der forensisch relevanten Schmeiffliegen-
art Calliphora vicina, Robineau-Desvoidy,
1830 durchgefihrt (Abbildung 15). Die Popu-
lation stamm aus der Zucht des Instituts fur
Rechtsmedizin in Frankfurt am Main, welche
diese Uber die Jahre durch wochentliche Ab-
lagen etabliert hat. Die Systematik dieser
Fliegenart ist der Tabelle 3 zu entnehmen.

Abbildung 15: Habitus Calliphora vicina (Lutz et al., 2018)
Tabelle 3: Systematik der Fliegenart Calliphora vicina

Klasse Ordnung Familie Gattung | Art

Insecta Calliphora Calliphora. vicina

Diptera ‘ Calliphoridae
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3.1.4 Gerate

Die in Tabelle 4 aufgelisteten Gerate wurden fiir die Durchflihrung des Versuches bend-
tigt.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Gerate sowie die dazugehorigen Hersteller.

Gerite Hersteller
Binokular, SZ61 Olympus
Binokular-Lichtquelle, KL1500 LCD Schott
Binokular-Kamera Axiocam ICc1
Gefrierschrank Liebherr
Inkubator 25 °C Flohr Instruments
Waage Kern&Sohn GmbH

3.1.5 Software

In Tabelle 5 sind die zum Festhalten und Auswerten der Ergebnisse verwendeten Soft-
wares aufgelistet, welche wahrend und nach dem Durchfihren des Versuches bendtigt
wurden.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Softwares sowie der dazugehorige Hersteller.

Software Hersteller
AxioVison Release Olympus
Microsoft Word Microsoft Corporation

3.2 Methode

Der folgende Teil ist der Methodik gewidmet. Zunachst wird auf die Eiablage und Aufzucht
eingegangen, anschlielRend folgt der Versuchsaufbau sowie die Probennahme und Préapa-
ration.

3.2.1 Eiablage und Aufzucht

Bei der verwendeten Fliegenart handelt es sich um eine Laborpopulation, die das Institut
fur Rechtsmedizin in Frankfurt am Main Uber Jahre hinweg etabliert hat. Die Haltung er-
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folgt je nach Fliegenanzahl in feinmaschigen Metallbehaltern oder grofRen Kunststoffbo-
xen, die als Fliegenkéfige dienen. Die Offnung der Kafige wird mit einer Nylonstrumpfho-
se, deren Enden abgeschnitten sind, verschlossen, um es zu ermoglichen, mit den Han-
den in das Innere der Kafige zu greifen, gleichzeitig aber zu verhindern, dass die Fliegen
entkommen. In allen Kafigen stehen zugeschnittene Plastikbecher mit Wirfelzucker als
Futterquelle und ein Becher mit Leitungswasser als Wasserquelle zur Verflgung. Zur
Vermeidung des Ertrinkens der Fliegen sind in dem Becher mit Wasser zusatzlich Papier-
ticher. Die Aufrechterhaltung der Population wird durch die wéchentliche Eiablage ge-
wahrleistet. Um diese zu stimulieren, wird den Fliegen eine Proteinquelle, hier aufgetaute
Rinderleber in einem Plastikbecher, in die Kafige gestellt (Abbildung 16 links). Das Protein
wird von den Fliegen nicht nur fur die Entwicklung der Ovarien benétigt, sondern bietet
gleichzeitig einen geeigneten Ort fur die Oviposition. Nach einigen Stunden wird der Be-
cher mit der Leber aus dem Kafig enthommen (Abbildung 16 rechts), in eine Plastikdose
mit luftdurchlassigem Deckel gegeben und bei 25 °C inkubiert.

Abbildung 16: Eiablage der Laborpopulation Calliphora vicina in der Rechtsmedizin Frank-
furt am Main. Links: Plastikbecher mit Rinderleber vor der Eiablage; Rechts: Plastikbecher
mit Rinderleber nach erfolgter Eiablage (eigene Aufnahme)

24 Stunden spater werden die geschlupften L1-Maden auf Hackfleisch Ubertragen. Sie
werden in einen Plastikeimer mit luftdurchlassigem Deckel gegeben, der mit Kleintierstreu
geflllt ist. Das Kleintierstreu soll den Maden eine geeignete Verpuppungsumgebung bie-
ten. Die Inkubation der Maden wird bis zum Schlupf der Larven fortgesetzt und es wird in
regelmafigen Abstanden kontrolliert, ob noch eine ausreichende Menge an Hackfleisch
vorhanden ist. Sobald die erste adulte Fliege schlupft, wird die Box in einen Zuchtkafig
Uberfuhrt, um zu gewahrleisten, dass die Population erhalten bleibt.

Um fur den eigentlichen Versuch frisch geschlipfte adulte Fliegen zu erhalten, wurde zum
einen der Boden des Plastikbechers mit der Rinderleber mit Papiertichern ausgelegt, da
die Leber wahrend der Inkubation zu viel Flussigkeit abgab und somit eine groRe Anzahl
von Eiern quasi darin ertrank. Zum anderen wurde zur Vermeidung von Feuchtigkeit in
den Eimern ein weiteres Papiertuch in die Einstreu gelegt und regelmafig gewechselt.
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Darlber hinaus wurde bei kalteren Temperaturen eine Art Warmeflasche in die Zuchtkafi-
ge gelegt, da die Fliegen bei niedrigeren Temperaturen sonst nicht genligend Eier ableg-
ten.

Abbildung 17: Plastikeimer nach der Larveniibertragung in das Hackfleisch enthaltenden
Plastikbecher. Der Boden des Eimers ist mit Kleintierstreu und Papiertiicher befiillt (eigene
Aufnahme).

3.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Méoglichst viele adulte Fliegen sollten gleichzeitig schllpfen, bevor der eigentliche Versuch
und die tagliche Probenahme beginnen konnten. Es wurde daher angestrebt, eine Ge-
samtzahl von ca. 2.400 Larven zu zuchten. Die Larven wurden in 12 Eimern gehalten.
Damit sollte die Konkurrenz minimiert und das Uberleben méglichst vieler Larven gesi-
chert werden. Jeder dieser Eimer hatte einen Plastikbecher mit Hackfleisch als Fillung. In
diesen Becher wurden ca. 200 Maden Uberfuhrt. Ziel war es, am Ende 1200 adulte Flie-
gen zu erhalten.

Nach dem Schlupf sollten sechs Kafige mit insgesamt 200 adulten Fliegen, je 100 Weib-
chen und 100 Mannchen, etabliert werden. Als Unterscheidungsmerkmal zwischen den
Geschlechtern wurde der Abstand zwischen den Augen herangezogen. Wie in zu sehen
ist, liegen die Augen der weiblichen Fliegen weit auseinander, wahrend die Augen der
mannlichen Fliegen eng beieinanderliegen (Sivell, 2021).
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Abbildung 18: Augenabstand zueinander als Unterscheidungsmerkmal zwischen den Ge-
schlechtern bei der Schmeiffliegenart Calliphora vicina. Links = weibliche Fliege; rechts =
mannliche Fliege(Sivell, 2021)

In jedem Kafig werden eine Wasserquelle und Zuckerwurfel bereitgestellt, damit die Flie-
gen nach Belieben trinken und fressen kénnen. Im Laufe des Versuchs werden das Futter
und das Wasser je nach Bedarf erneuert.

Zusatzlich wird in den Kafigen 1-5 eine Proteinquelle in Form von Leber fir zwei Replikate
und Milchpulver fur ein Replikat bereitgestellt. Diese wird nach dem Schlupf der Fliegen in
den Ka&fig platziert und bis zur Entnahme kontinuierlich im Kafig belassen. Die Protein-
quelle wird aus K&fig 1 nach einem Tag, aus Kafig 2 nach drei Tagen, aus Kéfig 3 nach
funf Tagen, aus Kafig 4 nach zehn Tagen und aus Kafig 5 nach 15 Tagen entfernt. Um zu
verhindern, dass die Leber zu sehr austrocknet oder zu faulen beginnt und um weiterhin
genugend Protein zur Verflgung zu haben, wird die Proteinquelle alle 5 Tage gewechselt.
Kafig 6 erhielt kein Protein und diente als Kontrollgruppe. Diese Methode lehnt sich an die
von Wessels et al. in ihren Versuchen mit der Fleischfliege Sarcophaga crassipalpis an-
gewandte Methode an (Wessels et al., 2011).

3.2.3 Probenentnahme und Praparation

Wahrend einer Versuchsdauer von 16 Tagen werden aus jedem Kafig taglich finf weibli-
che Fliegen entnommen. Die Entnahme erfolgt mittels eines Schraubréhrchens. Dieses
wird mit der K&fignummer und dem Datum beschriftet. Nach dem Uberfiihren in die Rohr-
chen werden die Tiere durch sofortiges Einfrieren bei -20 °C getotet. Auf diese Weise wird
der Zustand der Fliege und ihrer Ovarien sichergestellt. Um das zahlenmafige Verhaltnis
zwischen mannlichen und weiblichen Fliegen beizubehalten, werden auch 5 mannliche
Fliegen entnommen. Da diese Fliegen fur die weiteren Versuche nicht von Bedeutung
sind, werden sie in die Freiheit entlassen.
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Unter dem Binokular werden die Fliegen zunachst mit Stecknadeln auf einer Petrischale
fixiert. AnschlieRend wird das Abdomen mit Pinzette und Praparierschere gedffnet und
das Fortpflanzungssystem herausprapariert, wobei alle nicht bendétigten Organe wie Ma-
gen und Darm entfernt werden. Im Ovidukt und im Ovipositor werden die Eier auf das
Vorhandensein von frGhentwickelten Eiern.

Abbildung 19: Prapariertes Reproduktionssystem (eigene Aufnahme)

Zur fotografischen Dokumentation wurden Fotos von den Ovarien gemacht. Dazu wurde
auf eine Petrischale ein paar Tropfen einer Salzlésung hinaufgegeben, die Ovarien plat-
ziert und die Petrischale auf die schwarze Objektplatte gelegt, mithilfe einer am Binokular
angebrachten Kamera wurde dann ein Bild aufgenommen.
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4 Ergebnis

Die Ergebnisse des Versuchs sind Gegenstand des folgenden Kapitels. Im Versuchsver-
lauf musste die Fliegenzahl pro Kafig reduziert werden, da zu wenige Fliegen schllpften.
Aus den geplanten 100 Fliegen pro Geschlecht in jedem Kafig wurden 48, was einer Ent-
nahme von 3 statt 5 Proben pro Tag und Kéfig entspricht. Auflerdem wurde die Gruppe
mit der Proteinverfligbarkeit von 3 Tagen aus allen Versuchsreihen gestrichen, ebenso
wie die Gruppe mit der Proteinverfligbarkeit von 1 Tag und die Kontrollgruppe aus der
Versuchsreihe mit dem Milchpulver.

4.1 Proteinquelle Rinderleber

In der ersten und dritten Versuchsreihe wurde die Ovarienentwicklung von Weibchen der
Schmeil¥fliegenart Calliphora vicina tGber einen Zeitraum von 16 Tagen bei Proteinange-
bot in Form von Rinderleber von einem, funf, zehn und 15 Tagen sowie einer nur mit Zu-
cker und Wasser gefltterten Kontrollgruppe untersucht. In der ersten Versuchsreihe
musste der Versuch in den Gruppen mit einer 10- und 15-tagigen Verfugbarkeit sowie der
Kontrollgruppe aufgrund einer hohen Mortalitatsrate vorzeitig beendet, aus diesem Grund
wird sich auf die dritte Versuchsreihe fokussiert.

Repréasentativ werden zunachst die Ergebnisse bei einer Verfugbarkeit von zehn Tagen
beschrieben, die gesamte Entwicklung ist in der Abbildung 20 zu sehen. Anschlie3end
wird diese Entwicklung mit den signifikantesten Abweichungen der weiteren Proteinver-
fugbarkeiten und der Kontrollgruppe verglichen.
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Abbildung 20: Ovarienentwicklung iiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 10 Tagen in Form von Rinderleber (eigene Aufnahme)

Am ersten Tagen sind lediglich sehr kleine, unstrukturierte, weille, kompakte Blindel zu
sehen, die die Ovarien darstellen. Von Tag 2 bis 4 ist eine punktierte Struktur erkennbar.
Zu diesem Zeitpunkt sind weder individuelle Follikel noch einzelne Ovariolen zu erkennen,
da diese eng aneinanderhaften. Die Ovarien sind von einem Netz dunkler Faden, den
Tracheen, umgeben. Die Form der Ovarien ist weitgehend oval. Die Ovarien befinden sich
im ersten Stadium.

Ab dem 5. Tag nehmen die Ovarien eine rundliche Form und werden ab dem 6. Tag zu-
dem transparenter. Sie erhalten ein blasenartiges Aussehen. Innerhalb der Ovarien er-
scheint die Struktur geordneter. Zudem lassen sich einzelne Ovariolen mit rundlichem
Follikel sowie birnenférmigen Germarium. Erkennen. Die Ovarien befinden sich im zwei-
ten Stadium der Entwicklung.
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Von Tag 7 bis Tag 9 nehmen die Ovarien zu nehmend an

GrolRe zu. Die Ovariolen erscheinen am siebten Tag kuge-
lig, nehmen allerdings ab dem achten Tag in der Lange zu
und erscheinen leicht ellipsenférmig. Zu diesem Zeitpunkt

befinden sie sich im dritten Stadium der Entwicklung.

Ab dem 10. Tag ist eine Veranderung der Form der Ovari-
olen erkennbar. Sie sind nicht mehr rund, sondern lang-
lich, zylindrisch gekrimmt und schmaler. Sie sind nicht
mehr durchscheinend, sondern durch die vollstandige
Ausbildung der Dotter gelblich. Die Ovarien werden riesig
und sind im fuinften und somit letzten Stadium der Ent-
wicklung. Am 11. Tag jedoch sind die Ovariolen zweifar-
big, es lasst sich gut die gelbliche Oozyte von der creme-
farbenen Nahrzelle zu unterscheiden (Abbildung 21). Ab
dem 12. Tag gleichen die Ovarien, die der am Tag 10 pra-
parierten.

Zwischen dem 12. und 16. Tag wurden insgesamt in 9 von
14 Genitaltrakten der Fliegen frihreife Eier notiert (Tabelle
6). Dabei wurde am 15. Tag in allen drei Proben frihreife

Abbildung 21: Nahaufnahme der
Ovariolen an Tag 11 bei einer
Proteinverfiigbarkeit von 10 Ta-
gen in Form von Rinderleber
(eigene Aufnahme)

Eier aufgefunden. Allerdings konnten am letzten Versuchstag lediglich zwei Fliegen pra-
pariert werden anstelle der von drei, da scheinbar wahrend der Probenentnahme eine

weibliche Fliege entkommen sein muss.

Tabelle 6: Ubersicht der aufgefundenen friihreifen Eier bei einer Proteinverfiigbarkeit von 10

Tagen in der Form von Rinderleber

Tag 12 13 14

15 16

Anzahl an frihreifen Eiern | 2von 3 |1von3 | 2von3 | 3von3 | 1von2
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Tag 4

Tag 12

Abbildung 22: Ovarienentwicklung tiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 15 Tagen in Form von Rinderleber (eigene Aufnahme)

Diese Ergebnisse entsprechen im Wesentlichen den Ergeb-
nissen nach 15 Tagen Proteinverflgbarkeit in Form von Leber
(Abbildung 22), jedoch erfolgte die Entwicklung zum dritten
und fanften Stadium einen Tag friher. Ein deutlicher Unter-
schied ist am siebten Tag zu erkennen. Hier sind die Ovariolen
bereits deutlich elliptisch geformt und im hinteren Bereich ist
bereits die Bildung der Oozyte zu erkennen, die zu diesem
Zeitpunkt etwa ein Drittel der Ovariolen ausfillt. Die Ovarien
befinden sich im vierten Stadium.

Am neunten Tag flllt die Oozyte zwei Drittel der Ovariolen
aus. Diese sind nun sehr lang und zylindrisch gekrummt. Ab Abbildung 23: Nahaufnahme
dem 10. Tag sind die Ovariolen vollstéandig gelb gefarbt, die der Ovariolen an Tag 7 bei einer

R R . . ' . Proteinverfiigbarkeit von 15
Oozyte flllt sie nun vollstandig aus. Die Ovarien befinden sich Tagen in Form von Rinderleber.

(eigene Aufnahme)
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im funften Entwicklungsstadium.

Es wurden nur zwei frihreife Eier (Abbildung 24) gefunden, eines am Tag 13 und eines
am Tag 15. Am 14. und 16. Tag waren die Ovarien stark vergrofiert, hatten aber ein bla-
senartiges Aussehen. Es ist anzumerken, dass in dieser Gruppe es zu Eiablagen kam.

Abbildung 24: Nahaufnahme eines friihreifen Eies mit gespaltener Schlupflinie (eigene Auf-
nahme)
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Abbildung 25: Ovarienentwicklung iiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 5 Tagen in Form von Leber (eigene Aufnahme)

Im Gegensatz dazu erfolgte bei einer Proteinverfligbarkeit von flinf Tagen (Abbildung 25)
die Entwicklung sowohl zur Blaschenform, dem dritten Stadium, als auch zur vollstandi-
gen Entwicklung, dem funften Stadium, einen Tag spater als bei einer Proteinverfugbar-
keit von zehn Tagen (Abbildung 26). Am 12. Tag war allerdings die Ovarien in einer bla-
senformigen Form.

Abbildung 26: Ovarienentwicklung an Tag 10 bei differierenden Proteinverfiigbarkeiten in
Form von Rinderleber. Links = 5 Tage Proteinverfiigbarkeit; Mitte = 10 Tage Proteinver-
fligbarkeit; Rechts = 15 Tage Proteinverfiigbarkeit (eigene Aufnahme)
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Ebenfalls einen Tag spater wurde das erste frihreife Ei gefunden. Insgesamt konnten ab
dem 13. Tag in 6 von 11 Genitaltrakten frihreife Eier gefunden werden (Tabelle 7). In
allen drei Proben wurden am 13. Tag fruhreife Eier gefunden. Am 15. Tag wurden keine
gefunden, zu diesem Zeitpunkt waren die Ovarien blaschenférmig. Allerdings konnten,
wie bei der 10-tagigen Verfugbarkeit am letzten Versuchstag lediglich 2 Fliegen prapariert
werden anstelle der von drei, da scheinbar wahrend der Probenentnahme eine weibliche
Fliege entkommen sein muss.

Tabelle 7: Ubersicht der aufgefundenen friihreifen Eier bei einer Proteinverfiigbarkeit von 5
Tagen in der Form von Rinderleber

Tag 13 14 15 16

Anzahl an frihreifen Eiern | 3von3 | 2von3 | 0von3 | 1von 2

Weder in der Kontrollgruppe (Abbildung 27) noch in der Gruppe mit eintagiger Proteinver-
sorgung (Abbildung 28) gab es keine Entwicklung der Ovarien Uber den Zustand der bla-
sigen Ovarien, dem zweiten Stadium der Ovarienentwicklung, hinaus. Die Ovarien der
Kontrollgruppe waren jedoch ab dem 10. Tag wieder oval und kompakt, wahrend die Ova-
rien der Gruppe mit eintagiger Proteinverfugbarkeit zwischen dem ovalen und dem bla-
senférmigen Zustand schwankten.
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Abbildung 27: Ovarienentwicklung liber einen Zeitraum von 16 Tagen ohne Proteinzufuhr
(eigene Aufnahme)



Ergebnis 35

Abbildung 28: Ovarienentwicklung iiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 1 Tag in Form von Rinderleber (eigene Aufnahme)

4.2 Milchpulver

In der zweiten Versuchsreihe wurde die Entwicklung der Ovarien von Weibchen der
Schmeilfliegenart Calliphora vicina Uber einen Zeitraum von 16 Tagen untersucht. Die
Verfugbarkeit des Proteins in Form von Milchpulver betrug funf, zehn und 15 Tage. Re-
prasentativ werden, wie in der vorangegangenen Leberversuchsreihe, zunachst die Er-
gebnisse bei 10 Tagen Verfugbarkeit beschrieben (Abbildung 29). Im Anschluss daran
werden diese Ergebnisse mit den signifikantesten Abweichungen der Proteinverfugbarkei-
ten von funf und 15 Tagen verglichen.
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Abbildung 29: Ovarienentwicklung iiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 10 Tagen in Form von Milchpulver (eigene Aufnahme)

Die Ovarien sind am ersten Tag weil3e, kompakte Bindel ohne Struktur. Es sind keine
einzelnen Ovariolen zuerkennen. Die Ovarien werden von einem Tracheennetz umgeben.
Das erste Entwicklungsstadium der Ovarien ist erreicht. Vom zweiten bis zum vierten Tag
weisen die Ovarien eine punktierte Struktur auf, die Entwicklung der Ovarien befindet sich
im zweiten Stadium.

Ab dem 5. Tag sind die Ovarien rundlich geformt. Die Ovarien werden immer gréRer, run-
der und durchscheinend und erhalten ein blasenartiges Aussehen. Es sind einzelne Ova-
riolen zu erkennen, zu diesem Zeitpunkt sehen sie sehr kugelférmig aus. Ab dem 8. Tag
bleibt die Form und GroRe der Ovarien weitgehend unverandert.
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Abbildung 30: Ovarienentwicklung iiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 5 Tagen in Form von Milchpulver (eigene Aufnahme)

Diese Ergebnisse stimmen im Wesentlichen mit den Ergebnissen fur die Proteinverfug-
barkeit von finf Tagen Uberein (Abbildung 30). Allerdings findet die Entwicklung der Ova-
rien zu einem blasenartigen Aussehen zwei Tage spater, an Tag 7, statt. Die Entwicklung
zur maximalen GrofRe der Ovarien erfolgt ebenfalls zwei Tage, an Tag 11, spater.
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Abbildung 31: Ovarienentwicklung iiber einen Zeitraum von 16 Tagen bei einer Proteinver-
fligbarkeit von 15 Tagen in Form von Milchpulver (eigene Aufnahme)

Bei einer Proteinverfugbarkeit von 15 Tagen (Abbildung 31) war die Entwicklung bis zum
9. Tag deckungsgleich. Danach nahmen die Ovarien weiter an GroRe zu. Ab dem 14. Tag
wurden die Ovariolen zwar immer langer und ellipsenférmiger, gleichzeitig nahmen sie
aber auch in der Breite ab. Zudem tribten sie sich etwas ein. Die Oozyte macht etwas
mehr als ein Drittel der Ovariolen aus. Einen Tag spater, an Tag 15, nimmt die Oozyte ca.
die Halfte der Ovariolen ein. Am 16. Tag waren die Ovarien sehr grof3 und die Ovariolen
hatten eine vollig gelbe Farbe bekommen. Darlber hinaus waren die Ovariolen langlich
und zu einer zylindrischen Form gebogen.

4.3 Vergleich der Proteinquellen

Im direkten Vergleich der Proteinquellen lasst sich zusammenfassend feststellen: Bei der
Proteinquelle Leber kommt es bei einer Verflgbarkeit von flnf, zehn und 15 Tagen zu
einer vollstandigen Entwicklung der Ovarien und Ovariolen, wahrend dies bei der Protein-
quelle Milchpulver nur bei einer Verfigbarkeit von 15 Tagen der Fall ist. Dartber hinaus
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wurde in der Versuchsreihe mit Leber in den Gruppen mit einer Verfligbarkeit von funf,
zehn und 15 Tagen jeweils mindestens zwei frihreife Ei gefunden, dagegen wurden keine
bei der Milchpulver Versuchsreihe gefunden.

Bei einem Vergleich der 15-tagigen Proteinverfligbarkeiten fallt auf, dass die Ovarienent-
wicklung bei der Proteinquelle Rinderleber bereits am 10. Tag abgeschlossen, wahrend
dies bei der Proteinquelle Milchpulver erst am 16. Tag der Fall ist.

Die Entwicklung der Ovarien bei einer Proteinverfugbarkeit von finf und zehn Tagen in
Form von Milchpulver ist weitestgehend deckend mit der Entwicklung bei einer Proteinver-
fugbarkeit von einem Tag in Form von Rinderleber.
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5 Diskussion

Zur Bestimmung des postmortalen Mindestalters wird in der forensischen Entomologie in
der Regel das Alter des grofiten am Kadaver nachweisbaren immaturen Individuums be-
rechnet. Das Vorhandensein pramaturer Eier kann jedoch eine Verschiebung des PMIinin
bewirken. Dieses Phanomen wurde bereits 1986 zum ersten Mal dokumentiert(Smith,
1986). Bis heute wurde jedoch nur wenig darlber geforscht(K. Davies & Harvey, 2012;
Lutz & Amendt, 2020; Wells & King, 2001).

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, inwieweit sich die differierenden Proteinverfig-
barkeiten auf die Ovarienentwicklung der forensisch relevanten Schmeiffliegenart Callip-
hora vicina auswirkt. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf das Vorhandensein friih-
entwickelter Eier gelegt.

Dieses Kapitel befasst sich mit der Auswertung und Diskussion der in Kapitel 4 vorgestell-
ten Ergebnisse, welche zunachst in die verschiedenen Proteinquellen untergliedert wurde.
Des Weiteren sollen Implikationen Gber das Phanomen der frihentwickelten Eier fiir die
forensische Entomologie sowie mdgliche Fehlerquellen in der Methode beleuchtet wer-
den. Abschliel3end soll eine ein Ausblick auf mégliche Optimierungen der Methode und
weiterfuhrende Forschungsfragen gegeben, die sich im Verlauf des Experiments ergeben
haben.

5.1 Proteinquelle Rinderleber

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Dauer der Futterung der Proteinquelle Rin-
derleber einen Einfluss auf die Ovarienentwicklung bei Schmeil¥fliegen haben kann. Je
langer eine Fliege kontinuierlich das Protein zur Verfugung hatte, desto eher entwickelten
sich die Ovarien und Ovariolen. Eine vollstandige Ovarienentwicklung wurde bei einer
Futterungsdauer von zehn und 15 Tagen bereits am 10. Tag beobachtet, wahrend dies
bei einer Dauer von funf Tagen erst am 11. Tag erreicht wurde und gar nicht bei einer
Verflgbarkeit von einem Tag. Dies entspricht der bisherigen Literatur (Brewer, 1993;
Hammack, 1999; Thomas, 1993; Wall et al., 1991). Die erzielten Ergebnisse deuten da-
rauf hin, dass unter den vorliegenden Laborbedingungen eine vollstandige Ovarienent-
wicklung friihstens zehn Tage nach Schlupf zu erwarten ist, bei einer Proteinverfiigbarkeit
von 10 Tagen in Form von Rinderleber. Die Ergebnisse zeigen auch, dass eine Verfiig-
barkeit von einem Tag nicht ausreichend ist, um eine Entwicklung tUber das zweite Stadi-
um hinaus zu erméglichen. Dies impliziert das eine Fliege nach dem Schllpfen eine lan-
gere Verfugbarkeit an Protein als einen Tag bendtigt.
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Ahnliche Aussagen lassen sich Uiber die Prasenz von frithreifen Eiern treffen. Die vorlie-
genden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Dauer der Fitterung von Rinderleber ei-
nen Einfluss auf das Vorhandensein von frihentwickelten Eiern im genitalen Trakt von
Schmeilfliegen hat. Je langer Rinderleber eine Fliege zur Verfiigung hatte, desto friher
befanden sich frUhentwickelte Eier im genitalen Trakt der Fliegen. Allerdings lassen sich
lediglich Aussagen Uber eine Verfugbarkeit von finf und zehn Tagen treffen, da es bei
einer Verfugbarkeit von 15 Tagen zu Eiablagen kam, wodurch keine weiteren Aussagen
mehr getroffen werden konnten. Die bei dieser Verfugbarkeit im genitalen Trakt gefunden
Eier kdnnten einerseits frihreife Eier sein, andererseits kdnnten die Fliegen wahrend des
Ablageprozesses aus dem Kafig entfernt wurden sein.

5.2 Proteinquelle Milchpulver

Fir die Verwendung von Milchpulver als Proteinquelle in Laboren gibt es mehrere Argu-
mente. Zum einen ware es eine preiswerte Alternative zu Rinderleber. Zum anderen ware
es langer haltbar und einfacher zu lagern, da es nicht gekuhlt werden muss. Das in dieser
Arbeit verwendete Milchpulver hatte einen Proteingehalt von 35,5 g pro 100 g, wahrend
im Vergleich dazu Leber einen Proteingehalt von 20,4 g pro 100 g (FoodData Central,
n.d.) hat.

In vereinzelten Experimenten (Gunn & Bird, 2011; Pechal et al., 2014) wurde Milchpulver
bereits erfolgreich als Proteinquelle bei Dipteren eingesetzt. Der Vergleich der in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse zeigt allerdings, dass Milchpulver keine geeignete Wahl dar-
stellt. Obwohl der Proteingehalt von Milchpulver deutlich hdher ist als der von Rinderleber,
entwickeln sich die Ovarien der Schmeiffliegen deutlich langsamer und bendtigen mehr
Zeit, um sich zu entwickeln. Wahrend sich die Ovarien der Tiere bei Verwendung von
Milchpulver bei einer Verfligbarkeit von 15 Tagen erst am 16. Tag bis zum Endstadium
entwickelten, reichte bei Verwendung von Rinderleber eine Verfligbarkeit von 5 Tagen
aus, um eine vollstandige Entwicklung ab Tag 11 zu erreichen. Bei einer Verfugbarkeit
von 10 Tagen war dies bereits am 10. Tag der Fall. Hervorzuheben ist, dass bei Verwen-
dung von Milchpulver am 16. Tag drei verschiedene Entwicklungsstadien der Ovarien
beobachtet wurden. Neben dem letzten Stadium wurden auch das zweite und dritte Sta-
dium beobachtet (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Drei verschieden Stadien der Ovarienentwicklung an Tag 16 bei einer 15-
tagigen Proteinverfiigbarkeit in Form von Milchpulver (eigene Aufnahme)

Die Ergebnisse zeigen, dass die Wahl der Proteinquelle von groRer Bedeutung flr die
Entwicklung der Ovarien bei Schmeil¥fliegen ist. Allerdings ist anzumerken, dass ein ho-
her Proteingehalt nicht garantiert, dass die Tiere ihn annehmen. Schmeil}fliegen gehéren
zu den Nekrophagen, d.h. sie ernahren sich von toten Organismen(Amendt et al., 2013).
Dies kénnte eine Erklarung daflr sein, dass die Verwendung von Rinderleber als Protein-
quelle eine schnellere und vollstandigere Entwicklung der Ovarien begiinstigt als die Ver-
wendung von Milchpulver.

5.3 Implikation fur die forensische Entomologie

Da ein forensischer Entomologe bei der Erstellung eines Gutachtens auf eine Vielzahl von
Methoden zurlickgreifen und das wahrscheinlichste Szenario wiedergeben muss, sollten
die Auswirkungen des Phanomens der fruh entwickelten Eier nicht zu stark gewichtet
werden (Lutz & Amendt, 2020; Wells & King, 2001) Um dieses Problem zu umgehen, wird
einerseits von einigen Autoren vorgeschlagen, die Zeit der Eiablage und des Larven-
schlupfes aus den Entwicklungsstudien auszuschlielen (Martin-Vega & Hall, 2016), oder
es wird nur die zweite Eiablage einer Fliege verwendet (Brown et al., 2015). Daruber hin-
aus existiert bereits ein Protokoll zur Minimierung des Vorkommens frihreifer Eier, wo-
nach den Fliegen fir einen Zeitraum von 7-10 Tagen der Zugang zu Proteinen verwehrt
wird und ihnen 30 Minuten vor der Enthahme der Eier Leber fur die Oviposition zur Verfi-
gung gestellt wird (Brown et al., 2015; K. Davies & Harvey, 2012). Andererseits gibt es
alternative Methoden zur Bestimmung von PMImin. So empfahl (Erzinclioglu, 1990) be-
reits vor rund 30 Jahren, sich auf die Altersbestimmung der am haufigsten vorkommenden
LarvengrofRe zu konzentrieren, anstatt auf das grofte Individuum am Kadaver. Dies wur-
de den genauesten PMI ergeben, da frihreife Eier ausgeschlossen werden. Dem steht
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jedoch entgegen, dass die vorherrschende Methode nach wie vor die Altersbestimmung
der groften Made ist (Z. J. O. Adams & Hall, 2003; Donovan et al., 2006; Greenberg,
1991). Eine einfache Losung ware daher, die Entwicklungszeit bis zum Schlupf der Ma-
den bei den Fliegenarten zu subtrahieren, bei denen das Phanomen der frihreifen Eier
beobachtet wurde (Wells & King, 2001). Denkbar wére auch eine Konzentration auf Arten,
bei denen keine fruhreifen Eier festgestellt wurden. Die Wahl einer solchen Methodik
muss jedoch von Fall zu Fall kritisch Uberdacht werden (Lutz & Amendt, 2020).

5.4 Methode

Die Versuche zu dieser Arbeit wurden im Winter 2023 durchgefuhrt. Aufgrund der kalten
Aullentemperaturen und der Tatsache, dass die Laborrdume nicht beheizbar waren,
konnte keine ausreichende Menge an Eiern aus den Laborpopulationen gewonnen wer-
den. Infolgedessen musste die Probenanzahl drastisch reduziert werden, welche nicht
zum Erstellen einer aussagekraftigen Statistik reichte. Verstarkt wurde dieses Problem
durch die hohe Mortalitat der adulten Fliegen. Insbesondere die erste Versuchsreihe, wel-
che im Januar stattfand, war von diesem Problem betroffen. Diese Versuchsreihe fand ein
vorzeitiges Ende.

In diesem Zuge war es ebenfalls nicht moglich, ausreichend Fliegen unmittelbar nach
dem SchlUpfen flr die Etablierung einer Gruppe zu erhalten. Dies ist unter anderem dem
verschuldet das die Fliegen innerhalb einer Zeitspanne von bis zu flinf Tagen schlipften.
Es wurde sich in diesem Versuch daflur entscheiden, moglichst gleichalte Fliegen in einem
Kafig zu gruppieren, eine Verzerrung der Ergebnisse von einem Tag kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden.

Die Fruchtbarkeit der weiblichen Calliphora vicina kann bei einer gro3en Spanne an Tem-
peraturen von etwa 12 °C bis 30 °C, erfolgen. Nach (Vinogradova, 2009) liegen die opti-
malen Laborbedingungen fir eine Ausschoépfung des maximalen Reproduktionspotenzials
einer Fliege bei Temperaturen zwischen 20 und 25 °C, mit einem Lichtzyklus von 16
Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit sowie Leber als Proteinquelle. Wie wichtig die
Temperatur Uber einen gewissen Schwellenwert fur die Produktion des ersten Geleges
ist, erkannte Saunders bereits im Jahr 1987. Fur die Produktion bedarf es bei der
Schmeil¥fliegenart Calliphora vicina 130 Tagesgrade bei einem Schwellwert Gber 5°C. (L.
Davies, 2006; Saunders, 1987). Die Durchfiihrung der Versuchsreihen fanden von Anfang
Januar bis Ende Méarz 2023 in nicht beheizten Raumen statt. Es ist anzunehmen, dass die
Raumtemperatur bei einer AuRentemperatur von durchschnittlich um die 4 °C (Wetter Und
Klima - Deutscher Wetterdienst - Klimailiberwachung - Deutschland - Klima an Ausge-
wéhlten Wetterstationen in Hessen, n.d.) deutlich unter diesem Optimum liegt. Bereits
1998 erkannte Davies, das im Anfang des Friihlings eine Verschiebung der Eireifung Ub-
lich ist bei Calliphora vicina. Es ist plausibel anzunehmen, dass wahrend der Wintermona-
te sich dies verstarkt. Nutzlich ware eine Messung der Temperaturen und Lichtverhaltnis-
se wahrend des Versuchverlaufes gewesen. Trotz das mit Sicherheit gesagt werden
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kann, das beide Werte unter diesem Optimum liegen, bleibt die genaue Abweichung lei-
der unklar.

Weitergehend kann keine Garantie geben werden, dass eine Fliege eine Protein aufge-
nommen hat und wie viel im Durchschnitt von einer einzelnen Fliege aufgenommen wur-
de, insbesondere bei geringer Verflgbarkeit. Dies wird besonders in der Gruppe mit einer
Leberzufuhr von funf Tagen in der dritten Versuchsreihe deutlich. Ab dem 11. Tag wurden
bereits komplett entwickelte Ovarien gefunden und ab dem 13. Tag bereits frihentwickel-
te Eier. Im Gegensatz dazu waren die Ovarien am 15. Tag lediglich bis zum 2. Stadium
fortgeschritten. Wesentlich ersichtlicher wird dieser Unterschied am 16. Tag bei einer Ver-
fugbarkeit von 15 Tagen der Proteinquelle Milchpulver. Wie in Abbildung 32 zu sehen,
sind Ovarien sowohl im zweiten, dritten als auch funftem Stadium der Entwicklung aufzu-
finden.

Ein weiteres Problem stellte das Praparieren dar, insbesondere zu Beginn der Entwick-
lung. Aufgrund ihrer geringen GroRe kann es bei der Enthahme mit der Pinzette zu Ver-
zerrungen oder Abreisen der Ovarien kommen. Auch gegen Ende der Entwicklung gestal-
tet sich die Entfernung der Ovarien in ihrer Gesamtheit schwierig. Da die Ovariolen oft-
mals lediglich leicht aneinanderhaften, kdnnen einzelne Ovariolen beim Herausnehmen
zuruckbleiben. Da die Ovarien zu diesem Zeitpunkt nahezu den gesamten Abdomen fl-
len, ist beim Aufschneiden des Abdomens besondere Vorsicht geboten.

5.5 Ausblick

Betrachtet man abschlieend die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse, sind mehrere
Méoglichkeiten zur Optimierung in Aussicht. Einerseits gilt es, die gefundenen Resultate
weiter zu untersuchen, zu anderen ihre Daseinsberechtigung in weiteren Experimenten zu
untermauern.

Grundsatzlich sollte das Experiment mit einer groReren Anzahl an Individuen wiederholt

werden, wie urspringlich in der Methodik angedacht. Dies erlaubt zum einem das Erstel-
len einer aussagekraftigen Statistik und zum anderen konnen Zufallsfunde ausgeschlos-
sen werden.

In den durchgefuhrten Experimenten zeigt sich, dass ab einer Proteinzufuhr von mindes-
tens funf Tagen frihzeitig entwickelte Eier in den genitalen Trakten der weiblichen Callip-
hora vicina gepresst werden. Diese Ergebnisse kdnnten durch weitere Untersuchungen
erganzt werden. Durch Abdecken der Zeitspanne von einem und finf Tagen kdnnte ge-
klart werden, welche Proteinzufuhr mindestens notwendig ist flr die Entstehung dieses
Phanomens.

An diesen Punkt kdnnen weiterfuhrende Forschungen angeschlossen werden. In Lang-
zeitstudien lassen sich Informationen Uber die saisonale Verteilung innerhalb von Labor-
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populationen sammeln. Diese konnten mit den Ergebnissen von Lutz Gber die Verteilung
der frihreifen Eier bei wilden Populationen abgeglichen werden.

Zudem ware eine Untersuchung bei weiteren forensisch relevanten Schmeilfliegenarten
wie zum Beispiel bei Lucilia sericata von grol3er Bedeutung, vor allem da es bei dieser
Fliege einerseits Berichte Uber frihreife Eier (Vanlaerhoven & Anderson, 2001), zum an-
derem gibt es Berichte Uber Resorption der Oozyten (Wall et al., 2002).

Weiteren Forschungsbedarf ergibt sich aus dem Vergleich mit der Zucht der Laborpopula-
tionen. Fur die Oviposition und Oogenese erhalten die Fliegen einmal die Woche Leber
fur eine Dauer von drei Stunden. Trotz das die Zufuhr an Protein wesentlich geringer ist
als bei den Versuchsreihen, sind unter diesen Bedingungen ebenfalls friihentwickelte Eier
zu finden. Ein Versuch mit fluktuierenden Proteinverfligbarkeiten ware daher fir die Labo-
re von immenser Bedeutung, um infolgedessen die vorherrschende Methodik zu beden-
ken.
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6 Zusammenfassung

Eines der Ziele der forensischen Entomologie besteht darin, die Besiedlung der menschli-
chen Leichen durch Insekten zeitlich einzuordnen, um den Todeszeitpunkt des Opfers zu
bestimmen. In diesem Zusammenhang sind Schmeil}fliegen (Calliphoridae) eine der fo-
rensisch relevantesten Insektenarten, da sie in der Regel die ersten Besiedler einer Lei-
che sind. Die Altersbestimmung forensisch relevanter forensisch relevanter Insektenfunde
wahrend der juvenilen Stadien der Tiere ermdglich eine Eingrenzung der Mindestliegezeit.
Hierbei findet in der Regel die Methode der Altersbestimmung des altesten Individuums
Anwendung. Allerdings kann es bei Schmeil¥fliegen wie Calliphora vicina aufgrund des
Phanomens der frihentwickelten Eier zu einer Verschiebung der minimalen Liegezeit
kommen. Sollte die Fliege nach einer Proteinaufnahme keine geeignete Stelle zur Eiabla-
ge finden, kann dies dazu fiihren, dass ein Ei in den genitalen Trakt des Tieres gepresst
wird und sich hier weiterentwickelt bis gegeben falls in das erste Larvenstadium. Bei einer
Eiablage ist ein solches Ei deutlich alter als die restlichen Eier des Geleges.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Entwicklung der Ovarien bei einer differierenden
Proteinverfligbarkeit, hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf das Vorhandensein
des Phanomens der frihentwickelten Eier gelegt. Es konnte gezeigt werden, dass eine
ausreichende Proteinaufnahme fur die vollstdndige Entwicklung von Ovarien notwendig ist
und dass eine unzureichende Proteinverfigbarkeit zu einer verlangsamten Ovarienent-
wicklung und damit verbunden zu einer verzégerten Eiablage fuhren kann.

Weiterhin wurde festgestellt, dass je nach Erndhrung ein erheblicher Unterschied in der
Entwicklung der Ovarien besteht. Die Proteinquelle Rinderleber fuhrt zu einer deutlich
schnelleren Entwicklung im Vergleich zu der Proteinquelle Milchpulver, was die Ernahrung
zu einem Schlusselfaktor fur die Entwicklung der Ovarien macht.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die vorliegende Arbeit, das Verstandnis Uber die
Bedeutung der Proteinverfligbarkeit und Wahl der Proteinquelle fir die Ovarienentwick-
lung der Schmeil¥fliegen verbessert, jedoch weitere Forschungen in diesem Gebiet nétig
sind.
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