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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zamétuje na vyuziti rozsivek (Bacillariophyta) ve forenzni védé, zejména
mimo klasické ptipady utonuti (diatom test). Predstavuje principy forenzni botaniky a limnologie,
metody extrakce rozsivek z riznych typt materialt (odév, obuv, pida) a shrnuje jejich vyznam

jako environmentélnich stop v kriminalistickém vySetiovani. Rozsivky diky své ekologické
specifité, vysoké odolnosti a schopnosti pilnout k povrchiim umoznuji propojeni osob ¢i objektt

s konkrétnim vodnim ¢i suchozemskym prostfedim. Prace dale diskutuje experimentalni studie
zamétené na perzistenci rozsivek na riiznych substratech a predstavuje piipadové studie, které
ilustruji jejich praktickou vyuzitelnost pfi lokalizaci mista ¢inu, rekonstrukci udalosti a ovérovani
vypovédi. V zdvéru jsou shrnuty vyhody, limity a potencidlni sméry dalSiho rozvoje forenzni

aplikace rozsivek.

Klic¢ova slova: forenzni botanika, forenzni limnologie, rozsivky, biomonitoring, environmentalni

stopy



Abstract

This bachelor's thesis focuses on the use of diatoms (Bacillariophyta) in forensic science,
particularly in applications beyond traditional drowning cases (diatom test). It introduces the
principles of forensic botany and limnology, methods for diatom extraction from various types of
materials (clothing, footwear, soil), and summarizes their significance as environmental traces in
criminal investigations. Thanks to their ecological specificity, high durability, and ability to adhere
to surfaces, diatoms enable the linking of individuals or objects to specific aquatic or terrestrial
environments. This thesis further discusses experimental studies on the persistence of diatoms on
different substrates and presents case studies illustrating their practical application in crime scene
localization, crime reconstruction, and verifications of testimonies. In conclusion, the advantages,
limitations, and potential directions for further development of forensic diatom applications are

summarized.

Keywords: forensic botany, forensic limnology, diatoms, biomonitoring, environmental traces
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Scanning Electron Microscopy (Skenovaci elektronova mikroskopie)
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Lung/Water Diatom Ratio (Pomér rozsivek v plicni tkani a vodnim vzorku)

Rinsing—Ethanol-Centrifugation—Filtration (Metoda oplachu, ethanolu, centrifugace

a filtrace)
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SHapE Recognition, Processing and Analysis (Software pro analyzu tvaru rozsivek)
Scientific Working Group on Botany (védecka pracovni skupina pro forezni botaniku

Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (védecka pracovni skupina pro

molekularni forenzni analyzu)

European Network of Forensic Science Institutes (Evropska sit’ forenznich védeckych
instituti)

Deoxyribonucleic Acid (Deoxyribonukleova kyselina — nositelka genetické
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Standard Operating Procedures (Standardni opera¢ni postupy)
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Next-Generation Sequencing (Sekvenovani nové generace — moderni metoda
rychlého ¢teni sekvence DNA)

18S ribosomal RNA (Malad ribozomalni podjednotkovd RNA — geneticky marker
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Zkratka  Vyznam
SiO,'nH,O Hydratovany oxid kiemicity (chemické slozeni schranek rozsivek)

Dusi¢na kyselina (silnd anorganicka kyselina vyuzivana pfi chemickém rozkladu

HNO3

vzorkil)

Chlorovodikova kyselina (bézna laboratorni kyselina pouzivand pro odstranéni
Hel mineralnich piimési)
H,O Peroxid vodiku (oxidac¢ni ¢inidlo vyuZzivané pro Setrny rozklad organické hmoty)
USA United States of America (Spojené staty americke)
PCR Polymerazova fetézova reakce (technika slouzici k amplifikaci DNA)

metoda extrakce rozsivek zalozend na traveni kyselinou dusi¢nou, vakuové filtraci a
HNO3-PCF .
rozpousténi polykarbonatového filtru (PCF — polycarbonatefiltering)

CHC; Chloroform



1 Uvod

Forenzni véda ptedstavuje interdisciplinarni obor zaméfeny na aplikaci védeckych metod pii
vySetfovani trestnich ¢int (Saferstein 2011). Jednou z disciplin forenzni védy je forenzni botanika, ktera
vyuziva poznatky z biologie k analyze materidlu nalezeného na mist¢ ¢inu (Hall, Byrd 2012). Pojem
forenzni botanika je pomérng Siroky, nebot’ zkoumany biologicky materiadl mize byt rizného rostlinného
puvodu — od pylovych zrn (palynologie), pfes mechorosty (bryologie), liSejniky (lichenologie) a houby
(mykologie), az po analyzu letokruhi stromt (dendrochronologie) ¢i mikroskopickych fas a sinic
pritomnych ve vodnim prosttedi (algologie). Jednotlivé védy lze vyuzit samostatné nebo v kombinaci, podle
povahy ptipadu. Forenzni botanika mize piispét k objasnéni klicovych otazek vySetfovani, naptiklad odlisit
vrazdu od nehody a sebevrazdy (Coyle 2005, Bajerlein 2015), urcit ptiblizny ¢as a misto smrti, nebo propojit
podezrelého s konkrétnim biotopem (Boyd 2006). Specifickym odvétvim forenzni védy je forenzni
limnologie, ktera vyuziva vodni mikroorganismy, pfedevsim fasy, sinice a nalevniky v ramci vySetiovani
trestnych ¢intl. Jejich ekologicka specifita a odolnost vici biotickym i abiotickym zménam prosttedi z nich
¢ini uzitecné nastroje pro forenzni analyzu. Nélez téchto mikroorganismt na dikaznim materialu (napf. na

téle, odévu nebo obuvi) potvrzuje kontakt s konkrétnim vodnim prostfedim (Scott et al. 2021).

Nejpropracovanéjsi oblasti forenzni limnologie je forenzni diatomologie, kterd se zamétfuje na
analyzu rozsivek (Bacillariophyta) ve vzorcich z lidskych tkani nebo z mista ¢inu (Hu et al. 2013; Scott et
al 2021). Rozsivky jsou jednobunécné fasy charakteristické dvoudilnou kifemicitou bunécnou sténou
(frustulou). Zahrnuji vice nez 100 000 popsanych druhd, pticemz odhady celkové diverzity presahuji az dva
miliony (Mann et al. 1999; Malviya et al. 2016)Jejich frustula (schranka) je vysoce ornamentovana,
tvarove rozmanita a doddva jim odolnost viici vn&j$im vliviim prosttedi a biologickému rozkladu. Schranky
se dobfe zachovévaji i dlouho po smrti obéti, coz zvySuje Sanci na jejich detekci v rdmci forenzniho
vySetfovani (Hu et al. 2013). Rozsivky se hojné vyskytuji ve sladkych a motskych vodach. Lze je vSak
nalézt i v suchozemském prosttedi, zejména ve vlhkych pidach a moktadech, ale dosahuji zde vyrazné nizsi
abundance nez ve vodé¢ (Lund 1945, Zhang et al. 2020). Zatimco ve vodnich ekosystémech muze byt
identifikovano vice nez 30 rodt a 70 druhti rozsivek v jednom vzorku, pidni vzorky bézné obsahuji jen 3—
5 rodt a 7-16 druhti (Lund 1945, Zhang et al 2020). Motské druhy (napt. Thalassiosira, Chaetoceros)
dominuji planktonu a sladkovodni druhy (napt. Navicula, Fragilaria, Gomphonema) jsou b&zné v
bentickych spolecenstvech, epifytonu nebo biofilmech (Round et al. 1990; Lang et al. 2016)). Rozdily v

druhovém slozeni (obr. 1) umoziuji presnéjsi lokalizaci hledaného mista ¢inu.



Tradi¢né se rozsivky ve forenzni véde€ vyuzivaji pro urceni smrti utonutim pomoci diatom testu
(rozsivkového testu) (Kumar et al. 2012). V posledni dobé¢ vsak roste zajem o vyuziti rozsivek i mimo toto
vyuziti, lze je pouzit pii analyze stop z odévi, obuvi nebo dopravnich prostiedkt. (Wanner 2018, Scott et
al. 2021). Rozsivky jsou z forenzniho hlediska cenné zejména proto, ze tvofi ekologicky specificka
spolecenstva, jejichz druhové slozeni a abundanci ovliviiuje fada faktori, jako chemické vlastnosti vody
(pH, salinita, koncentrace zivin), intenzita svétla, teplota, proudéni vody, stupenn zneciSténi a charakter
substratu (Hu et al. 2013; Rimet et al. 2012). Pro pfiklad spole¢enstvo z ¢istého potoka bude vyrazné odlisné
od spolecenstva z eutrofniho rybniku. Diky témto specifickym narokiim lze rozsivky vyuzit jako efektivni
bioindikatory prostiedi (Kelly et al. 2009).

Obr. 1 - Sladkovodni (vievo) a moiské rozsivky (vpravo). Zdroj: Microscopy of Nature, Plymouth Marine

Laboratory, Diatoms; Clayton, Michael W., University of Wisconsin

Cilem této bakalaiské prace je zhodnotit forenzni vyuziti rozsivek nejen pii diagnostice utonuti, ale
i v SirSim kontextu kriminalistickych aplikaci. Prace se zaméfuje na shrnuti metod extrakce rozsivek z
riznych typt materialil, analyzuje vyznam rozsivek jako environmentalnich stop, diskutuje limity jejich

forenzniho vyuziti a hodnoti potencial budoucich metod v¢etné molekularnich a digitalnich pristupti.
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2 Forenzni botanika

Forenzni botanika je aplikovana védni disciplina, ktera vyuziva poznatky z botaniky k analyze
rostlinného materidlu nalezeného na misté ¢inu. Ackoli byva v kriminalistické praxi ¢asto opomijena, mize
byt zdsadnim nastrojem pfi rekonstrukei udalosti, zejména v piripadech, kdy jiné dikazy chybi nebo jsou
nejednoznacné (Coyle et al. 2005). Rostlinny materiadl ma v tomto kontextu vyhodu, Ze je vSudypfitomny a
snadno pfilne k odévu, obuvi, vrazedné zbrani nebo télu, Casto i bez védomi osoby (Coyle et al. 2005,
Kasprzyk 2023) Tento pasivni prenos z né€j €ini cenny, presto nendpadny ditkazni material. Rostlinné stopy
(obr. 2.) 1ze rozd¢lit na makroskopické, zahrnujici celé rostliny nebo jejich vétsi Casti (vétve, listy, semena
¢i plody), a mikroskopické, mezi néZ patii pylova zma (palynomorty), fragmenty rostlinnych pletiv, nebo

rozsivky (Kasprzyk 2023).

Obr. 2. Rostlinné materialy (vétve, listy, spory, pyl, pletiva, kiira a kmeny stromii, aj.) vyuZivané ve forenzni

botanice (Kasprzyk 2023)
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Diky specifické morfologii Ize rostlinné materialy Casto urcit az na druhovou Groven. To umoziuje
vyuzit ekologické informace o téchto druzich (napf. areal rozsiteni) k rekonstrukci pohybu podezielé osoby
¢i obéti, k propojeni podezielého s mistem Cinu, nebo k urceni zplisobu a ¢asu smrti (Aquila et al. 2014). Pti
forenznim vySetfovani se asto kombinuji klasické metody analyzy (toxikologické testy, izotopova analyza
nebo spektroskopie) s modernimi molekularnimi pfistupy, jako je DNA analyza (Kasprzyk 2023), kterd je
obzvlast’ uzitetna pro vzorky s degradovanymi nebo fragmentovanymi schrankami (Ferri et al. 2009).
Kombinaci modernich a tradi¢nich pfistupli se vyrazné zvySuje presnost a spolehlivost identifikace
ditkazniho materialu (Kasprzyk 2023).

Pro spravné vyuziti botanickych ditkazl v soudni praxi je klicova pecliva dokumentace mista €inu,
spravny odbér a uchovani vzorkd, jejich néslednd morfologicka nebo molekularni analyza, a Gzka
spoluprace mezi kriminalisty a botaniky (Aquila et al. 2014). Zaroveii je nutné dodrzovat forenzni standardy
a metodicka doporucCeni, naptiklad smérmice SWGDAM a ENFSI, které zdlraznuji dilezitost validace
metod, kontrolu kvality a spravné vedeni dokumentace. Tyto principy byly pivodné vyvinuté pro genetické
analyzy, ale daji se pln¢ aplikovat i na forenzni botaniku (ENFSI 2015).

V oblasti forenzni botaniky zatim neexistuji jednotné globalni standardy, proto odbornici doporucuji
dodrzovat protokoly podobné tém pouzivanym v molekularni biologii a ekologii (naptiklad spravné znaceni
vzorkd, peclivou kontrolu jeho stavu a mozné kontaminace, vhodné je i vyuzivani referencnich databazi
rostlinnych druht)(Ferri et al. 2009; Coyle et al. 2005). V ramci nékterych evropskych zemi, naptiklad
Velké Britanie, se forenzni botanicka analyza fidi internimi standardnimi opera¢nimi postupy (SOPs) v
ramci akreditovanych laboratoii (Hall, Byrd 2012).

Obecné plati, ze pro minimalizaci rizika kontaminace je nutné pouzivat sterilni néstroje, ochranné
pomucky, vzorky oddé€lené skladovat a spravné je oznacovat (ENFSI 2020; SWGMAT 2000). Kvalitni
forenzni praxe by se méla fidit také mezinarodnimi standardy ISO/IEC 17025, které stanovuji pozadavky
pro forenzni laboratote, véetné validace pouzivanych metod, kalibrace pfistroju a zajisténi sledovatelnosti
pracovnich postupti (ISO/IEC 2017). Dodrzovani téchto zasad je klicové k tomu, aby vysledky botanickych

analyz byly v soudnim fizeni akceptovany jako spolehlivé, relevantni a védecky podlozené dikazy.

2.1 Ptipadové studie

Prvni systematické vyuziti rostlinného materialu v kriminalistice se objevilo na poc¢atku 20. stoleti.
Prilomovym piipadem byl ptipad Bruna Hauptmanna z roku 1935, kde soudni botanik prokazal shodu mezi
drevem Zebiiku pouzitym pti unosu ditéte a podlahou domu podezielého (Lane et al. 1990). Tento piipad

ukdzal, ze 1 bézné rostlinné materialy mohou mit zdsadni diikazni hodnotu.
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Od té doby se forenzni botanika rozvijela soubézné¢ s dalSimi specializovanymi obory, jako je
palynologie a dendrochronologie, a dnes vyuziva i moderni molekularni metody, naptiklad analyzu DNA a
digitalni databdze pro ur€ovani druhti (Ferri et al. 2009).

Botanické ditkazy byly GspéSné€ vyuzity v celé fadé piipadii. Jednim z nich je nalez obéSeného muze
v lese. Pfi ohledani téla byly na vnitini strané zapésti nalezeny stopy mechu, které odpovidaly mechu
rostoucimu na vétvi, na niz byla uvdzana smycka provazu. Pfitomnost mechu na kiizi naznacovala, Ze si
provaz uvazal sam a pfi tom se otfel o vétev, ¢cimz se mech pienesl. Tento detail pomohl potvrdit, Ze Slo o
sebevrazdu, nikoliv o vrazdu naaranzovanou jako sebevrazdu (Coyle et al. 2005)*. Dalsi ptipad, znamy jako
ptipad Hoepplinger, se tykal nasilné vrazdy zeny. Manzel ob¢ti tvrdil, Ze ji doma nalezl mrtvou. Po ohledani
pozemku byla v jezirku za domem nalezena vrazedna zbran. Na oble¢eni manzela byl identifikovan vodni
rostlinny material, oznacovany jako fasy, ktery odpovidal t¢ém ptitomnym v jezirku. Botanické stopy tak
propojily pachatele, zbraf i misto ¢inu a pomohly usvédcit pachatele z vrazdy (Coyle et al. 2005)*. V jiném
ptipadé z Velké Britanie sehral kliCovou roli pfi vySetfovani vrazdy specificky druh endemitniho plevele.
Jeho fragmenty byly nalezeny na podrazce boty podezielého. Botanicky expert navic ur€il, Ze rostlinny
material je Cerstvy, coZ naznacovalo neddvny kontakt s mistem ¢inu. Tato ditkazni stopa vyrazné piispéla k

usvédCeni pachatele (Hall, Byrd 2012).
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3 Forenzni limnologie

V névaznosti na forenzni botaniku, ktera vyuziva rostlinny material pii vySetfovani trestnych ¢int,
se forenzni limnologie specializuje na analyzu stop biologického plivodu pochézejicich z vodniho prostiedi.
Limnologie je obor ekologie, ktery se zabyva studiem fyzikéalnich, chemickych a biologickych vlastnosti
vnitrozemskych vodnich ekosystémil, jako jsou jezera, feky a moktady. Zkouma vztahy mezi organismy a
jejich prostfedim v ramci vodnich systéma (Wetzel 2001).

Forenzni limnologie zahrnuje nékolik pfistupi, jejichz volba zavisi na typu biologického materialu
a otazce, kterou je potieba ve vysetfovani zodpovedét. Pokud je cilem urcit misto ponotfeni nebo transport
téla, vyuziva se biomonitoring druhového slozeni organismi v prostredi a jejich ekologickych preferenci
(viz 3.1). Pro odhad délky ponoteni ostatkll se zkouma epinekroticky biofilm, ktery se vytvaii na povrchu
téla a meéni se v Case podle podminek (viz 3.2). V pfipadech podezieni na utonuti se nejcastéji aplikuje
rozsivkovy test, ktery sleduje pfitomnost rozsivek ve vnitinich organech (viz 3.3).

Nejcasteji vyuzivanymi organismy ve forenzni limnologii jsou rozsivky (Scott et al. 2021). Jejich
odolna kfemicCitd schranka (frustula) je kliCova pravé pro ucely rozsivkového testu (Round et al. 1990; Hu
et al. 2013). Ten je zaloZeny na principu - pokud obét’ zaziva vdechne vodu obsahujici rozsivky, mohou
proniknout skrz stény plicnich sklipkii do krevniho obéhu a nasledn€ do vnitinich organti. Potvrzeny nalez

rozsivek v téchto tkanich pak slouzi jako podplrny dikaz smrti utonutim (Kumar et al. 2012).

3.1 Biomonitoring

Biomonitoring je metoda, kterd dlouhodobé sleduje stav prostiedi analyzou ptitomnosti, pocetnosti
a druhovym sloZenim organismti v dané lokalit¢ (Baird et al. 2012). Ve vodnich ekosystémech se
biomonitoring vyuziva k hodnoceni dlouhodobé kvality vody na zaklad¢ tzv. bioindikdtorii — organismti
citlivych na zmény prostiedi (Baird et al. 2012). Na rozdil od chemické analyzy vody, kterd poskytuje
aktualni snimek stavu, biomonitoring zohlediiuje i historické a kumulativni vlivy prostfedi, cozZ umoziuje

komplexni hodnoceni ekologické stability a miru antropogenniho znecisténi (Rimet 2012).

Rozsivky patfi mezi nejCastéji vyuzivané bioindikdatory v biomonitoringu vod, a to diky jejich
ekologické specifité, rychlé reakci na zmény prostfedi a pfitomnosti druhi citlivych i tolerantnich vaci
zneCisténi. Jejich vyuZiti je pevné zakotveno i v evropské legislative, konkrétné v Ramcové smémici o
vodach (WFD — Water Framework Directive), kde slouzi k hodnoceni ekologické kvality povrchovych vod
pomoci standardizovanych indext (Kelly et al. 2009).

Metody biomonitoringu zahrnuji jak tradiéni mikroskopickou analyzu, tak moderni molekularni

pristupy. Klasicka mikroskopicka analyza spociva v odbéru vzorkli vody, sedimentu nebo biofilm1, jejich
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fixaci a nasledném pozorovani pod svételnym ¢i skenovacim elektronovym mikroskopem. Organismy, jako
jsou rozsivky, se identifikuji na zakladé morfologickych znakti (tvar, ornamentace, velikost a symetrie
frustuly)(Round et al. 1990). Tato metoda umoziiuje nejen identifikaci jednotlivych druht, ale také odhad
jejich abundance, coz je klicové pro ekologickou interpretaci prostiedi (Kelly et al. 2009).

Moderni molekularni pristupy vyuzivaji environmentalni DNA (eDNA), ktera pochazi z bunck
zivych 1 mrtvych organismi pfitomnych ve vzorcich vody, sedimentu nebo biofilmi. Tato DNA je
extrahovana a analyzovana pomoci techniky DNA metabarcodingu (Leese et al. 2021). Metabarcoding
kombinuje univerzalni PCR amplifikaci specifickych markerovych genovych sekvenci (napt. 18S rRNA u
eukaryot) s naslednym sekvenovanim nové generace (NGS). Ziskana data jsou néasledn¢ porovnavana s
referencnimi genetickymi databazemi za celem taxonomické identifikace druhd pfitomnych ve vzorku
(Giampaoli et al. 2014). Vyhodou této metody je schopnost detekovat Siroké spektrum organismil véetné
téch, které jsou mikroskopicky tézko rozliSitelné. eDNA analyza tak poskytuje komplexnéjsi a citliveéjsi
obraz biologické diverzity prostfedi, umoziiuje sledovani zmén v ekosystému v redlném Case a zvysuje

pravdépodobnost odhaleni vzacnych ¢i invaznich druhi (Leese et al. 2021; Deiner et al. 2017).

V ramci forenzni limnologie ma vyuziti eDNA potencidl zejména tam, kde je tradicni identifikace
rozsivek obtizna kvili degradaci vzorkidi, malé velikosti fragmentli, nebo kontaminaci substratu.
Molekularni biomonitoring tak mize vyznamné zvysit presnost lokalizace mista ¢inu, rekonstrukce pohybu

téla nebo potvrzeni kontaktu s konkrétnim vodnim biotopem.

Ve forenzni limnologii se ekologické preference jednotlivych druhti (ziskané biomonitoringem)
uplatniuji pii lokalizaci mista utonuti, nebo pfi ovétovani, zda bylo télo pfemisténo z jiné lokality (Rimet
2012). Dilezitou roli hraji tzv. referencni stanovisté, tedy ekologicky stabilni a dobie zdokumentované
lokality, jejichz slozeni spoleCenstev organismi odrazi podminky prostfedi. Biologické slozeni téchto

lokalit slouzi jako srovnavaci zaklad pti analyze vzorkt z ptipadovych mist (Dahiya 2022).

Jednim z hlavnich problémt je sezénni variabilita slozeni spoleCenstev rozsivek, ktera komplikuje
srovnavani vzorkd odebranych v rGznych obdobich. V nékterych obdobich roku, zejména na jafe a na
podzim, dochézi k masivnimu riistu rozsivek a tvorbé vodnich kvéta (tzv. diatom blooms), zatimco v jinych
obdobich (napft. v 1ét€ pii vysokych teplotach) se jejich populace vyrazné¢ méni nebo snizuji. To znamena,
ze stejna lokalita mize v riznych mésicich obsahovat odlisné spoleCenstvo, coz komplikuje interpretaci

dukazniho materialu.
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Dalsi vyzvou je mozna kontaminace vzorku pfi odbéru a zpracovani, kterd mtize vést k chybné
interpretaci. Také samotna identifikace druhtl je narocna, vyZaduje vysokou miru odborné znalosti a ptistup

ke kvalitni mikroskopické technice (Rimet 2012).

3. 2 Epinekrotické biofilmy

Kromé ekologickych preferenci jednotlivych druhil 1ze ve forenzni limnologii vyuzit i také sukcesni
vyvoj mikroorganismi v Case. Piikladem je studium epinekrotickych biofilmui, které vznikaji na povrchu
téla po jeho ponofeni do vodniho prostiedi. Tyto biofilmy tvofené bakteriemi, sinicemi, rozsivkami,
houbami a zoobentosem, jsou obaleny slizovitou extracelularni polymerni matrici (EPM) (Balaguer et al.
2016). Jejich slozeni se méni v zavislosti na Case a podminkach prostfedi, coz umoznuje odhad
postmortalniho intervalu ponoreni (PMSI) (Lang et al. 2016).

Extracelularni polymerni matrix (EPM) chrani mikroorganismy pifed nepifiznivymi podminkami
prostiedi, zajist'uje jejich adhezi k povrchu téla a tim podporuje tvorbu stabilnich biofilmt (Balaguer et al.
2016). Rozsivky hraji v téchto biofilmech vyznamnou roli, zejména v pozdéjsich stadiich sukcese, kdy diky
své ekologickeé toleranci a schopnosti pfilnout k ménicimu se substratu pfispivaji k charakteristickému
vzhledu biofilmu.

Vyvoj biofilmu probihé sukcesivné (tab. 1) pficemz jednotlivé skupiny mikroorganismt kolonizuji
télo v riznych fazich rozkladu. Dynamiku této kolonizace ovliviiuje teplota, proudéni vody, typ substratu a
sezonni zmény. Vysledky studii Lang et al. (2016) a Zimmerman a Wallace (2008) ukazuji, Ze sukcesni
zmény v biofilmech, v¢etné zmén ve spolecenstvech rozsivek, Ize vyuzit jako doplikovy nastroj pti odhadu
PMSI. Pfestoze je vyuziti epinekrotickych biofilmi zatim pfevdzné experimentdlni, pfedstavuje slibné

rozsifeni moznosti forenzni limnologie.
Budouci vyzkum se zaméfuje na propojeni sukcesni analyzy s molekularnimi pfistupy, naptiklad

DNA metabarcodingem biofilmi, coz by mohlo déle zvysit spolehlivost forenzniho vyuziti epinekrotickych

biofilmi pfi odhadu doby ponofeni.
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PMSI | Kolonizace organismy Vzhled biofilmu

0-3 Prevladaji zelené tasy (Cladophora) a|Tenky, prihledny a malo strukturovany.

dny |rozisvky (Nitzschia, Navicula, Cocconeis).

Dochazi k mnarGstu sinic (Oscillatoria, | Biofilm tmavne a vytvari slizovitou strukturu.
3-7 Pseudanabaena) a bakterii (Bacillus,
dni Pseudomonas); objevuji se veétsi rozsivky

(Cymbella, Amphora).

Prevladaji rozsivky tolerantni k eutrofii | Vicevrstvy, tmavy, vyrazné zapachajici.
7-14 | (Nitzschia) a zelend ftasa Cladophora;
dni prostiedi se stava anaerobnim a rozklad se

zintenziviyje.

Dochazi ke kolonizaci vodnimi houbami [ Husty, opalescentni, intenzivné zapachajici, pokryvd

>14 (Saprolegnia, Achlya) a anaerobnimi |celé t¢lo.

dni bakteriemi.

Tabulka 1. Vyvoj epinekrotickeho biofilmu na téle ve vodnim prostredi podle PMSI (upraveno podle Lang

et al. 2016; doplnéno o sukcesni zmény rozsivkovych spolecenstev podle Zimmerman & Wallace 2008).

3.2 Diatom test

Diatom test, téz rozsivkovy test je jednou z nejdéle pouzivanych a zaroven nejpropracovanéjSich
metod forenzni limnologie, respektive forenzni diatomologie (Hu et al. 2013). Jeho hlavnim cilem je
potvrdit, zda doSlo k tmrti nasledkem utonuti. Poprvé byl vyuzit na pocatku 20. stoleti, kdy Revenstorf
(1904) prokazal ptitomnost rozsivek v plicich obéti utonuti (Hu et al. 2013). Od t¢ doby se rozsivkovy test
stal standardni metodou, obzvlast’ v ptipadech, kdy je t€lo v pokrocilém stadiu rozkladu a jiné zndmky
utonuti (napt. péna v dychacich cestach) nejsou detekovatelné (Kumar et al. 2012). Pii utonuti dochazi k
vdechnuti vody obsahujici mimo jing i rozsivky (Obr. 3). Tyto jednobunécné fasy mohou proniknout skrze
alveolarni vystelku do krevniho ob¢hu a nésledné do vnitinich orgénil — jater, ledvin, mozku, sleziny, a
zejména do kostni diené. Nalez rozsivek ve femoralni kostni dfeni je povazovan za nejspolehlivejsi dikaz

ante mortem utonuti, protoze tuto oblast neni mozné kontaminovat pfi posmrtném ponoteni (Kumar et al.

2012; Scott 2021).
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Forensic Diatomology and Drowning

LIVE ENTRY DUMPING

COMPARE
TYPES

&

Obr. 3. Rozdil mezi utonutim zaZiva (ante mortem) a posmrtnym ponoienim (post mortem). Pri utonuti
zaziva (live entry) dochazi k vdechnuti vody (inhalation) obsahujici rozsivky, které se nasledné mohou dostat
az do krevniho obéhu a vnitinich organii. Naopak pri posmrtném ponoreni (dumping) se tento mechanismus

neuplatni, protoze je krevni obéh jiz zastaven, tudiz se rozsivky do organit nedostanou (Vinayak 2019).

Ackoli rozsivkovy test ziistava klicovou metodou pfi diagnostice smrti utonutim, v praxi se ukazalo,
Zze ma 1 sva omezeni. Kritika se zaméfuje zejména na riziko faleSné pozitivnich vysledki, moZznost
sekundarni kontaminace a obtiznost interpretace nalezd, zvlasté u znacné rozlozenych t¢l (Piette a De Letter
2006; Lunetta et al. 2013). V reakci na tyto vyzvy byla navrZena kvantitativni metoda, které¢ ma zvysit

presnost diagnostiky utonuti skrz vypocet poméru rozsivek v plicni tkani a ve vodé (L/D pom¢r).
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3.2.1 L/D pomér rozsivek

L/D pomér (lung/water diatom ratio) porovnava mnozstvi rozsivek v plicni tkani s jejich koncentraci
ve vodnim prostiedi, kde bylo té€lo nalezeno. Princip spociva v tom, ze pii aktivni inhalaci vody béhem
utonuti dochazi k vyssi koncentraci rozsivek v plicich nez ve vodé (L/D > 1), zatimco pfi pasivnim ponofeni

po smrti byvé koncentrace stejné nebo nizsi (L/D < 1) (Zhao et al. 2016).

V nedavné studii Hagen et al. (2023) byla optimalizovana metoda kvantifikace rozsivek pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Autoii zjistili, ze levy horni plicni lalok vykazuje nejnizsi
koncentraci rozsivek, a doporucili jej jako nejvhodné&jsi misto pro odbér vzorku. Potvrdili také, ze L/D
pomér vyssi nez 2 je silnym indikatorem aktivniho vdechnuti vody. Tato kvantitativni metoda vykazuje
niz8i nachylnost k fale$né pozitivnim vysledkiim a je mén€ zavisla na subjektivnim posouzeni nez klasicky

rozsivkovy test, i kdyz vyzaduje kvalitni odbér a pokrocilé analytické vybaveni.

Vyse popsané piistupy ukazuji, Ze rozsivky hraji v ramci forenzni limnologie kli¢ovou roli jak pfi
uréovani smrti utonutim, tak pti lokalizaci mista ¢inu a odhadu délky ponoteni t&la. Usp&nost tdchto metod
je vSak podminéna spravnym ziskdnim a zpracovanim biologického materialu. Proto se nasledujici kapitola
zaméfuje na prehled technik extrakce rozsivek z riznych typt substratd, jejichz volba a provedeni zasadné

ovliviiyji kvalitu vysledné analyzy.
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4 Metody extrakce rozsivek

Uspé&sna forenzni analyza rozsivek je podminéna spravnou volbou metod extrakce, které umozni
zachovat jejich morfologické i genetické vlastnosti a minimalizovat riziko kontaminace. Rozsivky maji
bunécnou sténu tvofenou dvoudilnou kiemicitou schrankou, nazyvanou frustula, ktera je sloZzena prevazné
z amorfniho oxidu kemicitého (SiO,-nH,0O)(Round et al. 1990). Schranky rozsivek se obvykle pohybuji
v rozmezi 10-200 p, i kdyZ nékteré drobné druhy dosahuji velikosti pod 5 pm a nejvétsi druhy mohou méftit
az 500 um (Round et al. 1990). Jejich frustula je vysoce odolna vici biologickému rozkladu a chemickému
poskozeni, coz umoziuje jeji dlouhodobou konzervaci i po smrti organismu. Prave diky této odolnosti Ize
rozsivky extrahovat z riznych druhti materiald i v pokrocilych stadiich rozkladu (Hu et al. 2013). Piesto
vSak mohou byt nckteré jemné schranky poSkozeny agresivnimi chemikaliemi. Napiiklad pfi pouziti
koncentrovanych kyselin, jako je kyselina dusicnd (HNO3), mtze dojit k poleptani povrchu schranek nebo
dokonce k jejich destrukci (Bailet et al. 2019).

Tato kapitola shrnuje tradi¢ni i moderni pfistupy pouzivané pii izolaci schranek rozsivek z télesnych
tkani obéti, odévl, obuvi a piidy. Diiraz je kladen na ucinnost jednotlivych metod, Setrnost viici schrankam
a vhodnost pro nasledné morfologické nebo molekuldrni analyzy. Popsany jsou jak klasické chemické

metody, tak fyzikalni techniky a moderni pfistupy vyuzivajici enzymatické ¢i molekuldrni postupy.

4.1 Chemicka oxidace

Tradi¢ni metodou extrakce rozsivek je chemicka oxidace, kterd vyuziva silné kyseliny, nejcastéji
kyselinu dusi¢nou (HNO3) a chlorovodikovou (HCI), k rozkladu lidskych mékkych tkani a organickych
necistot (detritu). (Bailet et al. 2019; Besta et al. 2025).

Postup chemické oxidace pomoci silnych kyselin zpravidla zahrnuje umisténi vzorku do laboratorni
nadoby a zaliti koncentrovanou kyselinou. Smés se zahfiva na mirném plameni nebo v digestofi, pricemz
dochazi k rozkladu organické hmoty. Délka zahtivani obvykle zavisi na typu a mnozstvi vzorku materidlu,
ale standardn¢ se pohybuje kolem 30 az 60 minut (Lang et al. 2016). Po ochlazeni se vzorek doplni kyselinou
chlorovodikovou za icelem odstranéni nerozpustnych mineralnich ptimeési, jako jsou uhlicitany, které by
mohly interferovat s mikroskopickou analyzou (Bailet et al. 2019). Vysledna smés se poté nckolikrat
promyje destilovanou vodou nebo se provede vakuova filtrace, aby doslo k odstranéni zbytki kyselin a
ziskaly se Cisté schranky vhodné k analyze.

Vyhodou chemické oxidace je jeji ii€innost a univerzalnost, protoze se mtze pouzit pro rizné typy
materiald a tkani. Nevyhodou je riziko poskozeni jemnéjsich schranek pii pfili§ agresivnim plsobeni kyselin
(Bailet et al. 2019; Lang et al. 2016). Pfesto moderni studie ukazuji, Ze pfi sprdvném provedeni lze

chemickou oxidaci optimalizovat tak, aby se schranky zachovaly.
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4.1.1 HNO3-PCF metoda

Aby se minimalizovalo riziko poSkozeni schranek pii chemickém rozkladu a zéaroven
maximalizovala vytéZnost rozsivek, byla vyvinuta novd metoda znamé jako metoda HNOs3-PCF. Tato
metoda kombinuje rozklad tkani pomoci 65% kyseliny dusicné (HNOs) s vakuovou filtraci pftes
polykarbonatovy filtr (PCF) a naslednym rozpusténim filtru na podloznim sklicku. Vysledkem je zachovani
neporusené morfologie a vyrazné zvyseni poctu ziskanych schranek ve srovnani s tradicnimi metodami
(Besta et al. 2025).

Po chemickém rozlozeni vzorku v kyseling je suspenze filtrovana pfes membranu s pory o velikosti
I pum. (BeSta et al. 2025). Rozsivky zlstanou zachyceny na PCF filtru, ktery je nasledné pienesen na
podlozni sklicko, zahtaty a rozpustén pomoci chloroformu (CHCI;3). Nasledné je mozné provést ptimou
analyzu pomoci svételné mikroskopie (Besta et al. 2025).

Ve srovnavacich experimentech dosadhla metoda HNOs-PCF témér bezeztratového ziskani schranek
rozsivek a zaroven zachovala druhové slozeni rozsivkového spolecenstva. Vyhodou této metody je nizka
technicka narocnost: postacuje vakuova filtrace, horka plotynka a svételny mikroskop (Besta et al. 2025).

Metoda byla uspéSné ovétena jak na experimentalnich vzorcich z prasecich kadaverl, tak na
realnych forenznich ptfipadech lidskych utonuti, kde prokazala vyssi citlivost a spolehlivost ve srovnani s
klasickou chemickou oxidaci (Besta et al. 2025).

Zavedenim této metody se ukazuje, Ze pfi spravné kombinaci postuptt mtize byt kyselina HNO 3

velmi ucinnym nastrojem forenzni diatomologie, aniz by vedla k poskozeni schranek rozsivek.

Prestoze chemicka oxidace sice zlstava standardni a vysoce u¢innou metodou pii analyze vzorku s
vysokym podilem organické hmoty, neni bez rizik. Moderni optimalizované pfistupy, jako je HNO3-PCF
vyrazné zlepSuji zachovani schranek. Proto existuji i Setrnéj$i postupy, které eliminuji pouziti silnych

kyselin a témi jsou enzymatické metody.

4.2 Enzymaticky rozklad

Enzymatické metody pfedstavuji Setrnéj$i alternativu chemické oxidace. Vyuzivaji specifické
enzymy, nejcastéji proteindzu K, ktera selektivné hydrolyzuje bilkoviny a dalsi organické slozky, aniz by
narusovala schranky rozsivek. (Hu et al. 2013; Giampaoli et al. 2014). Typicky postup zahrnuje inkubaci
vzorku v pufrovaném roztoku obsahujicim proteindzu K (obvykle v koncentraci 20-50 png/mL) pii teploté
55-65 °C po dobu 12—24 hodin (Giampaoli et al. 2014). Tento postup umoziiuje ucinné rozlozeni meékkych
tkani a usnadiiuje naslednou separaci frustul pomoci centrifugace nebo filtrace. Tento ptistup je vhodny
zejména pro ostatky v pokrocilém stadiu rozkladu a pro ptipady, kdy je zddouci zachovat geneticky material

pro nasledné molekularni analyzy, naptiklad pro DNA metabarcoding (Hu et al. 2013; Giampaoli et al.
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2014). Enzymaticky rozklad rovnéz snizuje riziko fragmentace schranek ve srovnani s chemickymi

wrvr

diilezitou soucasti moderni forenzni limnologie (Hu et al. 2013).

4.3 Tepelné zpracovani (vypalovani — ashing)

Metoda ashingu spociva ve spalovani vzorka pti vysokych teplotach (450-550 °C), kdy dochazi k
odstranéni organického materialu a zachovani pouze anorganickych latek (Lang et al. 2015). Tento proces
se bézn¢ provadi v muflovych pecich (muffle furnace), které umoziuji piesné fizeni teploty a rovnomeérné
zahtivani vzorku. Vzorky, naptiklad kostni dfenl, mékké tkdn€ nebo kontaminované ptadni materidly, se
umistuji do zarovzdornych kelimk a zahtivaji se postupné na cilovou teplotu, aby se predeslo prudkému
odpafteni t€kavych slozek, které by mohlo narusit integritu kfemicitych schranek. Pokud je teplota ptilis
vysoka nebo je ohfev prili§ rychly, mize dojit k tepelné degradaci nebo fragmentaci jemnéjSich schranek,
coz snizuje kvalitu vysledné analyzy (Lang et al. 2015).

Proto Lang et al. (2015) doporucuji ptizplsobit parametry spalovani konkrétnimu typu vzorku:
napiiklad nizsi teploty a del$i doba Zihani pro vzorky s jemnou strukturou.

Tepelné zpracovani je zvlasté¢ vhodné pro kontaminované vzorky nebo vzorky s vysokym obsahem
tuku, kde chemické a enzymatické metody selhdvaji. Vzorky po ashingu jsou nasledné analyzovany

mikroskopicky za ucelem identifikace ptfitomnych rozsivek a hodnoceni jejich morfologie.

4.4 Mechanické a fyzikalni metody separace

Po odstranéni organické hmoty chemickymi, enzymatickymi ¢i tepelnymi metodami je tfeba
izolovat a koncentrovat kfemicit¢ schranky rozsivek pro naslednou mikroskopickou analyzu. K tomuto
ucelu se vyuzivaji mechanické a fyzikalni metody separace, uvedené v nasledujicich podkapitolach, které

umoziuji Setrné zachyceni rozsivek ze zpracovanych vzorkda.

4.4.1 Vakuova filtrace a membranova filtrace

Vakuova filtrace vyuziva podtlak k prichodu vzorku pfes jemnou membranu (obvykle nylonovou
nebo acetatovou), ktera zachyti schranky rozsivek (Lang et al. 2016). Membranova filtrace je zvlasté €inna
pti zpracovani vzorkt s nizkou koncentraci rozsivek, protoze minimalizuje riziko ztraty materialu. Tato
metoda je vhodna jako zavére¢ny krok po chemickém nebo enzymatickém rozkladu a umoziuje efektivni
ptipravu vzorku pro néslednou mikroskopickou analyzu (Lang et al. 2016). V ptipadech, kdy je tieba odd¢lit

rozsivky od jemnych organickych zbytki, se kromé filtrace uplatituje také metoda gradientové centrifugace.
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4.4.2 Gradientova centrifugace

Gradientova centrifugace umoziuje separaci Castic na zéklad¢ jejich rozdilné hustoty. Kfemicité
schranky rozsivek maji vys$si hustotu nez organické zbytky, coz umoziiuje jejich u¢inné oddéleni (Hu et al.
2013). Vyhodou gradientové centrifugace je Setrnost k schrankam a schopnost odd¢lit rozsivky i z velmi
jemné rozlozenych vzorkli. Nicméné studie Hu et al. (2013) upozoriiuje, Ze opakovana centrifugace miize
veést ke ztrate 11-14 % rozsivek, proto je dulezité optimalizovat pocet cykli a odstfedivou silu. Pro
minimalizaci ztrat se doporucuje provadét maximaln€ 2-3 centrifugacni cykly a pouzivat relativné nizkou
odstfedivou silu kolem 1000-1500 x g (Hu et al. 2012). Optimalizace téchto parametrii je kliCova pro
zachovani morfologické integrity frustul, zejména téch kiehkych nebo fragmentovanych. Vedle téchto
tradi¢nich metod extrakce rozsivek se v poslednich letech prosazuji moderni metody, které kombinuji

rychlost a Setrnost k analyzovanému materialu.

4.4.3 Mikrovinny rozklad a kombinované pfistupy

Mikrovlnny rozklad v kombinaci s vakuovou filtraci a SEM predstavuje moderni a efektivni metodu
extrakce rozsivek (Hu et al. 2013). MikrovInné zateni umoziuje rychly a rovnomérny rozklad organickych
latek, zatimco vakuova filtrace zachyti i drobné schranky. Hu et al. (2013) prokazali, Ze tato metoda
dosahuje vyssi citlivosti nez tradi¢ni chemicka oxidace, s pozitivnimi vysledky v 86,7 % pfipadii, coz
predstavuje o 20 % vyssi UspéSnost. Rozsivky zachycené na povrchu filtranich membran lze nésledné

analyzovat pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) (Obr.4).

4.4.4 Mechanické oplachovani (jet rinsing) a vodni lazen

Pro Setrné ziskani rozsivek ze svrchnich materidlli, zejména z obuvi, se vyuziva oplach destilovanou
vodou pod tlakem (jet rinsing) nebo ohfev vzorku ve vodni 1azni (Levin et al. 2017). Pti metodé¢ jet rinsing
je vzorek jemné oplachovan proudem destilované vody tak, aby doslo k uvolnéni Castic z povrchu, aniz by
doSlo k mechanickému poskozeni schranek. Tento pfistup je zvlast€ vhodny pro materidly s jemnou
strukturou, naptiklad textilni nebo semiSova obuv. Vodni ldzeri se vyuziva u vzorku, které obsahuji pevnéji
prichycené Castice nebo vyssi mnozstvi organického materidlu. Vzorek je ponoten do teplé destilované vody
(obvykle 40-60 °C) na dobu n¢kolika desitek minut az hodin, ¢imz se usnadni uvolnéni rozsivek bez
nutnosti pouziti chemikalii.

Obé¢ metody maji spolecnou vyhodu v tom, ze minimalizuji riziko poskozeni jemnych kfemicitych

schranek a umoziuji zachovat jejich morfologii pro naslednou mikroskopickou analyzu. Jsou proto vhodné

23



zejména v pripadech, kdy je potfeba zachovat plivodni charakter dikazniho materidlu, napiiklad pii analyze

obuvi, odévil nebo jemnych textilii (Levin et al. 2017).

Obr. 4. Skenovaci elektronova mikrofotografie rozsivky rodu Navicula zachycené na porovitém
filtru pri zvétseni 10 000 x. Detailni pohled ukazuje morfologii frustuly a strukturu podkladového materialu
(upraveno podle Hu et al. 2013).

4.4.5 RECF metoda (Rinsing—Ethanol-Centrifugation—Filtration)

RECF (Rinsing—Ethanol-Centrifugation—Filtration) je alternativni Setrnd metoda extrakce
rozsivek, kterd kombinuje mechaniko-chemické postupy s cilem minimalizovat poSkozeni textilie i
schranek. Postup zahrnuje ¢tyti hlavni kroky: oplachovéani vzorku destilovanou vodou, oSetieni ethanolem,
centrifugaci a zavéreCnou filtraci. Nejprve je vzorek Setrné€ oplachnut, aby se odstranily volné Castice a
snizilo povrchové napéti. Nasleduje promyti ethanolem, které narusuje biologické necistoty a uvoliluje
rozsivky pfichycené k vlaknim. Uvolnéné c¢astice jsou nasledné€ separovany centrifugaci a zachyceny

filtraci pfes jemnou membranu (Magni et al. 2020; Hu et al. 2013).

Vyhodou RECF metody je omezené riziko fragmentace rozsivek a zachovani integrity textilni
struktury, coz je dilezité zejména pii analyze forenzniho materidlu, jako jsou jemné tkaniny odévi (Magni

et al. 2020; Hu et al. 2013). Tato metoda se doporucuje v piipadech, kdy je potfeba maximalné Setfit
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analyzovany substrat a zaroveil zachovat kvalitni morfologii schranek pro naslednou mikroskopickou

analyzu.

4.5 Extrakce rozsivek z odévu, obuvi a pudy

4.5.1 Odév

Pro extrakci rozsivek z odévl se nejcastéji pouziva oxidacni ¢inidlo — peroxid vodiku (H,O,), ktery
efektivné rozkladda organicky material. Alternativou je RECF metoda (oplach ethanolem a centrifugace),
kterd Setfi strukturu tkaniny a minimalizuje fragmentaci rozsivek (Magni et al. 2020). Metoda vypalovéni
je u textilii méné vhodna kvili vy$Simu riziku poskozeni jemnych schranek.

Zachovani rozsivek na textiliich je ovlivnéno typem tkaniny, délkou expozice a podminkami
prostiedi. Experimentalni prace ukazuji, ze rozsivky mohou na odévu pretrvavat i pies mechanické a

chemické opottebeni, jako je prani ¢i dlouhodobé plsobeni pfirodnich jevt (vitr, dést’) (Flynn 2021).

4.5.2 Obuv

Extrakce rozsivek z obuvi se lisi podle materidlu. Kromé peroxidu vodiku se uplatiuje také ohfev
ve vodni lazni nebo mechanické oplachovani destilovanou vodou (jet rinsing) (Levin et al. 2017). Pti
analyze se hodnoti nejen pfitomnost rozsivek, ale také stupen jejich fragmentace a druhové slozeni, které

mize napomoci urcit ptivod vzorku.

4.5.3 Puda

Piadni vzorky vyzaduji pouziti silnych kyselin, zejména dusi¢né (HNO 3), a naslednou centrifugaci
za ucelem izolace schranek. Ptda je slozit€jsi substrat kvtili nizsi diverzité rozsivek a Casté fragmentaci
schranek, coz komplikuje spolehlivou identifikaci. Standardizované protokoly pro forenzni analyzu ptidnich

rozsivek zatim chybi (Zhang et al. 2020; Lund 1945).

Vybér vhodné metody extrakce zavisi na typu vzorku, jeho stavu a zamySleném cili analyzy.
Zatimco tradicni chemické oxidace zistavaji standardem diky vysoké ucinnosti, moderni pfistupy jako
mikrovinny rozklad a vakuova filtrace nabizeji vyssi citlivost a moznost zachovani genetického materialu
pro molekularni analyzy (Hu et al. 2013; Magni et al. 2020). Spravna volba a kombinace postupt je klicova
pro zachovani integrity materidlu a uspéSnou forenzni interpretaci. Nasledujici kapitola se zaméfuje na

praktické aplikace rozsivek pfi realném vySetfovani.
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5 Experimentalni aplikace rozsivek ve forenzni praxi

Rozsivky se v kriminalistickém kontextu uplatiiuji nejen jako dilkaz smrti utonutim, ale i jako
environmentalni stopy, které mohou prokazat kontakt s vodnim nebo vlhkym prostiedim. Jejich ptitomnost
na odévu, obuvi nebo v pudé mlze pomoci lokalizovat misto Cinu, ovétit vypoveédi podezielych nebo
potvrdit transport téla. Vysoka rezistence rozsivek vii¢i rozkladu a jejich ekologicka specifita z nich Cini
cenny forenzni nastroj. Tato kapitola shrnuje experimentalni studie, které dokumentuji potencial rozsivek

jako environmentélnich stop.

5.1 Rozsivky jako environmetalni stopy

Rozsivky mohou byt zachyceny na riiznych typech substratu, véetn¢ odévu, obuvi a pudy. Mezi
faktory, které ovliviiuji perzistenci rozsivek patfi typ materialu, délka expozice, podminky pocasi a
sezonnost. Typ materidlu ovliviiyje, jak dobfe se rozsivky pfichyti a udrzi. Hrubé a porézni povrchy (napf.
platno, synteticky semis) zachycuji vice rozsivek nez hladké materialy (napf. guma, polyuretan) (Scott et
al. 2021). Délka expozice urcuje, kolik rozsivek ziistane zachovano v Case, pficemz nejvétsi tbytek dochézi
behem prvnich hodin po kontaktu s vodnim prostiedim. Stav pocasi, jako dést’, vitr nebo silné slunecni
zateni ovliviiuje retenci rozsivek (Levin et al. 2017). Sezonni zmény ovliviiuji jak mnoZzstvi rozsivek v
prostiedi, tak podminky zachovani. Na jate a v 1ét¢ je naptiklad vyssi pravdépodobnost kontaminace diky
vy$si produkcei rozsivek a ptiznivejSim podminkam pro jejich preziti.

V experimentalni studii Scott et al. (2021) byla testovana perzistence rozsivek na deviti typech
textilii po pfimém kontaktu s fekou a nasledném noSeni po dobu 30 dni. Testované textilie zahrnovaly
bavlnu, viskézu, akryl, nylon, polyester, denim, PVC, lycru a len (obr. 5). Byla analyzovana hustota rozsivek
na cm?, a to v pravidelnych intervalech (0,5 h, 1 h,2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h, 168 h, 336 h a 720 h).
Nejvetsi zachované mnozstvi schranek bylo zjisténo u akrylu a viskdzy, nejmensi u nylonu a polyesteru.
Druhova bohatost rozsivek zlstala i po mésici vysoka, u akrylu bylo detekovano az 50 druhd.

Podobné zavéry ptinesla i studie Levin et al. (2017) zaméfena na perzistenci rozsivek na péti typech
svrchniho materialu obuvi (obr. 4): platno, kiize, synteticky semis, guma a polyuretan. Obuv byla ponofena
do sladkovodni nadrze na 3 minuty a nasledn€ nosena po dobu 7 dni. Nejvyssi zachyceni bylo pozorovano
u tkanych materidll, zatimco hladké povrchy, jako je guma a polyuretan, vykazovaly niz$i retenci. Po 30
sekundach bylo na platn¢ detekovano vice nez 600 rozsivek na cm?, po ttech minutach pak primérné 2 511

rozsivek na cm?. U polyuretanu bylo zachyceno pouze 15 rozsivek/cm?. Mensi schranky (<200 pm?)
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pretrvavaly na obuvi nejdéle. Délka expozice je kliCova, nejvetsi ubytek rozsivek nastava do 8 hodin od

kontaktu (az 75 %), poté se proces zpomaluje a stabilizuje.

ACRYLIC LYCRA PVC NYLON VISCOSE POLYESTER  DENIM LINEN COTTON

Obr. 5. Snimky deviti typit textilnich materidalii odévu pri zvétseni 1x a 50% pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie (prevzato z Scott et al. 2021).
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Obr. 6. Snimky péti typit materialit obuvi zachycenych pri zvétseni 1x a 50% pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie (prevzato z Levin et al. 2017).

Rozsivky se daji mimo odév a obuv detekovat i v pide (Lund et al. 1945, Zhang et al. 2020). Ptdni
spoleCenstva rozsivek jsou obvykle tvofena ekologicky tolerantnimi rody, které se dobte adaptuji na sucha
a kolisajici prostiedi. Typickymi zastupci jsou naptiklad rody Luticola, Hantzschia a Pinnularia (Zhang et

al. 2020). Tyto rozsivky jsou schopny piezit v extrémnich podminkéach, jako je vysokd mineralizace
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substratu, omezend dostupnost vody a vyrazné teplotni vykyvy. Piesto je vyuziti pidnich rozsivek omezeno
nizkou druhovou diverzitou, fragmentaci schranek a rizikem sekundarniho ptenosu (Zhang et al. 2020).

Sekundarni prenos oznaCuje nepifimy pfesun rozsivek na analyzovany materidl, naptiklad ptes
kontaminovany povrch, objekt nebo osobu, a nikoli pfimym vystavenim vodnimu prostfedi. Tento jev mize
nastat napiiklad pfi chlizi po kontaminované mokré pudé ¢i manipulaci s kontaminovanym odévem. Pfi
forenzni interpretaci je proto nezbytné peclivé zvazovat moznost sekundarniho pfenosu.

Forenzni vyuziti rozsivek v ptidé bylo dale podrobnéji prozkoumano v experimentalni studii Guo et
al. (2021), kde byla kombinovéna analyza pylu a rozsivek pro Gcely forenzniho ur¢ovéani ptivodu ptdnich
vzorkl. Autofi odebrali vzorky ptidy z nékolika rtiznych lokalit a testovali schopnost rozlisit je na zakladé
slozeni mikrofosilii. Studie ukazala, Ze 1 kdyz rozsivky v ptidnich vzorcich vykazuji nizsi diverzitu nez ve
vodnim prostiedi, jejich druhové slozeni bylo dostate¢né odlisSné mezi lokalitami, aby umoznilo jejich
vyuziti pii forenznim ur¢ovani ptivodu pudy (Flynn 2021).

Ve studii Lund (1945) bylo analyzovano 66 ptudnich stanovist’ v Anglii, kde bylo v pidnich vzorcich
nalezeno pouze 3—5 rodd a 7-15 druhti rozsivek, zatimco vodni vzorky obsahovaly ptes 30 rodt a 70 druhti.
Podobné vysledky pfinesla i studie Zhang et al. (2020) z Ciny. A&koli mohou ptidni rozsivky v nékterych
ptfipadech slouzit jako doplikovy bioindikator ekologické charakteristiky stanovisté, jejich forenzni
vyuzitelnost je omezena. Duvody zahrnuji nizkou druhovou diverzitu, Castou fragmentaci schranek a
moznost sekundarniho pfenosu nebo pasivnim pienosu vétrem. Perspektivnéjsi se proto jevi vyuziti DNA
metabarcodingu zaméteného na bakteridlni spoleCenstva, kterd vykazuji vétSi druhovou pestrost a
ekologickou stabilitu.

Z metodického hlediska je analyza rozsivek v piidé komplikovanéjs$i nez u vodnich vzorkt. Chybi
standardizované protokoly pro odbér, extrakci a analyzu rozsivek na misté ¢inu. Proto je forenzni vyuziti

pudnich rozsivek v soucasnosti povazovano spiSe za experimentalni oblast.

5.2 Charakterizace prostfedi a databaze rozsivek

Presna identifikace druhti rozsivek je zasadni pro forenzni analyzu, protoze umoziuje odhadnout
typ prosttedi, ze kterého vzorek pochéazi. Na zaklad€ druhového slozeni a morfologie schranek lze rozlisit
typ vodniho biotopu, naptiklad eutrofni rybnik, horsky potok nebo brakickou vodu (Kloster et al. 2017).
Jednim z nastrojt podporujicich tuto analyzu je SHERPA (SHapE Recognition, Processing and Analysis)
némecky software pro automatizovanou analyzu morfologie rozsivek. Sherpa umoziuje automatizovanou
analyzu mikrofotografii rozsivek pomoci segmentace obrazu a porovndni jejich tvaru s databazi vice nez
500 referencnich Sablon. Na rozdil od klasického mikroskopického hodnoceni dokéaze software ptiradit i
poskozené nebo fragmentované schranky k urcitému rodu, coz je obrovskd vyhoda zejména pfi praci s

degradovanym dtikaznim materialem (Kloster et al 2017, Kloster et al. 2018). Je vSak tieba zdiraznit, ze
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pro digitalni analyzu musi byt pfipraveny trvalé¢ preparaty obsahujici pouze kiemicité schranky, bez

protoplasta.

Pfi urCovani druhl rozsivek existuji zasadni rozdily mezi morfologickym a molekuldrnim
pfistupem. Zatimco SHERPA pracuje s obrazovymi daty zalozenymi na morfologii, molekularni databaze
vyuzivaji sekvence genti, naptiklad /8S rRNA nebo rbcL (Bramburger et al. 2020). Molekularni pfistupy
umoziuji detekei kryptickych druhi, které jsou morfologicky nerozliSitelné, a predstavuji dilezity dopln€k
k morfologické analyze (Bogusz et al. 2023). Vyuziti molekularnich metod bylo demonstrovano naptiklad
ve studii Zhang et al. (2023), kde byla mikrobialni DNA z podrazek obuvi uspésné ptifazena k typim putdy.
I kdyZ se jednalo o analyzu bakteridlni DNA, princip kombinace ekologickych a genetickych informaci je

aplikovatelny i na rozsivky.

Pii forenzni interpretaci je nutné zohlednit i stav zachovani schranek. Fragmentované schranky
rozsivek mohou byt pouzity jako diikazni material, zejména pokud je mozné je spolehliveé identifikovat a
prifadit k ekologickému kontextu mista nalezu. Moderni néstroje, jako je SHERPA, umoziiuji pfifazeni i
poskozenych schranek na trovei rodu (Kloster et al. 2017). Ptesto je tieba byt obezfetny, nebot” fragmenty
maji vysSi riziko sekundarniho pfenosu a jejich interpretace vyzaduje komplexni pfistup a porovnani s

referencnimi vzorky (Zhang et al. 2020; Beres et al. 2017).
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6 Rozsivky jako forenzni stopy

V predchozi kapitole byly predstaveny experimentdlni aplikace rozsivek ve forenzni analyze,
zaméfené na jejich perzistenci na textiliich, obuvi a v ptidé. Nasledujici kapitola pfinasi konkrétni ptipadove
studie, které ilustruji praktické vyuziti rozsivek jako environmetnalnich stop pfi vySetfovani riznych typt
kriminalnich ptipadt. Tyto ptipady ukazuji, ze se rozsivky daji s ispéchem aplikovat nejen v pfipadech

utonuti, ale i pfi rekonstrukci udalosti, ovéfovani hypotéz a spojovani osob s mistem ¢inu.

6.1 Urceni doby ponoteni

Neznamy muz, oznaCovany jako D. B. Cooper, spachal v roce 1971 jeden z nejzndmé;jsich unost
letadla v historii Spojenych stati. Dne 24. listopadu nastoupil na let z Portlandu do Seattlu a béhem letu
oznamil letuSce, Ze ma bombu, pticemz pozadoval 200 000 dolart, ¢tyti padaky a natankovani letadla. Po
splnéni pozadavki vyskocil s vykupnym z letadla nékde mezi Seattlem a Reno. Od té doby je jeho osud

neznamy (Federal Bureau of Investigation, 2025).

Dne 10. tinora 1980, téméf devét let po Cinu, byl na biehu feky Columbia nalezen svazek bankovek
v hodnot¢ ptiblizn¢ 6 000 USD, jejichz sériova Cisla odpovidala vykupnému (Kaye & Meltzer, 2020). Tento

nalez vyvolal otazky ohledné toho, kdy a jak se penize dostaly na misto nalezu.

V roce 2009 byla provedena podrobna forenzni analyza nalezeného materialu, pricemz klicovou
roli hrala analyza rozsivek (Buergin, 2020). Vé&dci porovnali rozsivkova spolecenstva na Cooperovych
bankovkach s kontrolnimi bankovkami, které byly ponofeny do feky Columbia v listopadu a bfeznu.
Analyza pomoci SEM ukézala, Ze zatimco kontrolni vzorky obsahovaly zimni druhy, na Cooperovych
bankovkach dominovaly druhy charakteristické pro jarni a letni obdobi, zejména Asterionella a Fragilaria.
To naznacilo, Ze penize byly ponofeny do vody v kvétnu az ervnu, nikoliv v listopadu 1971. Dale byl
testovan prinik rozsivek do svazku bankovek. Vysledky ukézaly, ze rozsivky pronikaji pouze nékolik
milimetrd od okraje a v centralnich vrstvach chybi. Nélez intaktni rozsivky rodu Fragilaria mezi dvéma
bankovkami naznacCoval, Ze kontaminace rozsivkami nastala béhem volného kontaktu bankovek s vodou,
nikoliv pfi pozd¢jSim pohibeni. Simulace ukazala, Ze svdzany svazek bankovek po ponoieni do vody
vé&jitfovite expandoval, coz umoziiilo rozsivkam dostat se i do sttedovych ¢asti baliku. Dopliikova prvkova
analyza rozdili v obsahu sodiku a vapniku mezi Cooperovymi bankovkami a kontrolnimi vzorky dale

podporila zavér, zZe ponoteni probehlo v jiném obdobi nez v listopadu (Kaye & Meltzer, 2020).
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Vysledky analyz ukézaly, Zze bankovky byly vystaveny vodnimu prostfedi az béhem jarnich nebo
letnich mésicl, tedy né€kolik mésic po samotném tnosu. Tato zjisténi zasadn€ ovlivnilo interpretaci

ptipadu, protoze vyvratila piivodni hypotézy o tom, Ze penize byly okamzit€ po ¢inu ukryty nebo pohitbeny.

6.2 Odhaleni ptesunu téla

V roce 2020 byl v Argenting nalezen mrtvy muz, Facundo Astudillo Castro, ve vodnim kanalu
pobliz mésta Bahia Blanca. T¢lo bylo v pokrocilém stadiu rozkladu a standardni forenzni metody neposkytly
rozsivek v kostni dfeni obéti, pficemz druhové slozeni rozsivek nalezenych v téle se vyrazné lisilo od slozeni
rozsivek odebranych z kanalu, kde bylo télo nalezeno (Facundo Astudillo Castro ptipad, 2020). Tento
nesoulad naznaCoval, Ze k umrti nedoslo na misté nalezu a Ze télo bylo pravdépodobné pfemisténo po smrti.

Analyza rozsivek tak poskytla vyznamny podpirny dikaz ve vySetfovani okolnosti smrti.

6.3 Rozsivky na odévu

V sérii Sesti ptipadovych studii v Allahabadu v Indii bylo zkouméno vyuZiti rozsivek pii vySetfovani
umrti ve vodnim prostiedi (Nidhi et al., 2017). Analyza probihala jak na biologickych vzorcich (plicni tkan,
kostni dfen), tak na odévu obéti. U jedné obéti byly rozsivky nalezeny pouze na odévu, ale ne v télesnych
tkanich, coz naznacilo, ze t€lo bylo do vody umisténo az po smrti (¢zv. body dumping). U jiné obéti byla
nalezena shoda druhového slozeni rozsivek v plicich, kostni dfeni i na odévu, coz podpofilo hypotézu, ze k
utonuti doSlo skutecné na misté ndlezu. Tato studie ukédzala, ze analyza rozsivek z odévu mize byt cennym

doplikem klasického rozsivkového testu, zejména v ptipadech pokrocilého rozkladu tél.
6.4 Propojeni podezielého s mistem ¢inu

V roce 1996 byla v fece Hudson (USA) nalezena obé&t’, u niZ pitva prokéazala zdrogovani a ante-
mortem strangulace. Analyza rozsivek v kostni dfeni obé¢ti odhalila druhy, které odpovidaly druhiim
nalezenym na misté ¢inu. Rozsivky byly déle nalezeny na pen€zence a obuvi podezielého, pficemz druhové
slozeni odpovidalo rozsivkdm z mista ndlezu téla, coz pomohlo propojit podezielého s mistem c¢inu

(citovano podle Phys.org 2016).
6.5 Rozsivky v pudé

Guo et al. (2021) popsali ptipad, kdy byla analyza rozsivek a pylu vyuzita k propojeni podezielého

s mistem ¢inu v provincii Hunan v Ciné. Pidni vzorky odebrané z mista Cinu a odévu podezielé¢ho
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obsahovaly shodné spolecenstvo rozsivek, coz pfispélo k piiznani podezielé¢ho. Studie ukazala vyznam

vyuziti mikroskopickych stop v soudnim vysetfovani (Guo et al. 2021).

6.6 Rekonstrukce mista utonuti

Horton et al. (2006) vyvinuli kvantitativni metodu rekonstrukce mista utonuti zaloZenou na analyze
druhového slozeni a abundance rozsivek nalezenych v plicni tkani a na odévu obéti. Metoda spocivala v
porovnavani rozsivkovych spolecenstev ziskanych z biologickych a textilnich vzorkl se spolecCenstvy
odebranymi z riznych lokalit v okoli nalezeni téla. Analyzou druhové diverzity, ekologickych preferenci a
mnozstvi rozsivek bylo mozné zptesnit uréeni, v jakém typu vodniho prostiedi (napf. feka, jezero, bazina)
k utonuti pravdépodobné doslo.

Diky tomu bylo mozné nejen potvrdit pritomnost rozsivek charakteristickych pro dané prostiedi,
ale také odhalit pfipadné nesrovnalosti, které by mohly naznacovat sekundarni presun téla. Metoda
prokazala vysokou presnost pfi ptifazovani vzorkil k piivodnim lokalitam a stala se vyznamnym doplitkem
ke klasickému rozsivkovému testu, zejména v ptipadech, kdy bylo potieba rekonstruovat pohyb téla obéti

nebo overit verzi udalosti predlozenou vysetfovanymi osobami (Horton et al. 2006).

6.7 Rozsivky na dopravnim prosttedku

Podle popularizacniho ¢lanku Forensic Access (2023) byla analyza rozsivek vyuzita pfi vySetfovani,
kdy bylo tieba prokazat souvislost vozidla s mistem ¢inu v lese ve Velké Britanii. Rozsivky nalezené na
vozidle odpovidaly spolecenstvu v pid€ na mist¢ ¢inu, coz vyznamné podpotilo ditkazni hodnotu vzorku

(Forensic Access 2023).

Predstavené ptipadové studie ukazuji Siroké spektrum moznosti vyuziti rozsivek ve forenzni praxi.
Analyza rozsivek umoziuje nejen uréovani piitomnosti vody, ale také odhadovani ¢asu kontaktu, detekci
sekundarniho pfesunu t€la a spojovani podezielych s mistem ¢inu. Vysledky potvrzuji vyznam rozsivek

jako spolehlivého forenzniho nastroje i mimo klasické ptipady utonuti.
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7 Zaver

Cilem této bakalatské prace bylo analyzovat moznosti vyuziti rozsivek ve forenzni véd¢ nejen pii
diagnostice smrti utonutim, ale také v Sir§im kontextu kriminalistickych aplikaci. Byly pfedstaveny principy
forenzni limnologie, moZnosti vyuziti rozsivkového testu, metody extrakce rozsivek z riiznych substratl a

prehled experimentélnich studii, které dokumentuji vyuzitelnost rozsivek jako environmentalnich stop.

Rozsivky se v kriminalistickém kontextu ukdzaly jako spolehlivy forenzni nastroj diky své
ekologické specifite, schopnosti adheze k povrchiim a odolnosti vii¢i rozkladu. Rozsivkovy test, prestoze je
tradicni metodou pro stanoveni smrti utonutim, je doplilovan modernimi pfistupy, jako je kvantitativni

analyza (L/D poméru) nebo vyuziti SEM, které zvysuji piesnost vysledkd.

Experimentalni studie dale prokazaly, ze rozsivky mohou slouzit jako diikazni material i na odévu,
obuvi nebo v pude, a to i po delsim ¢asovém intervalu od kontaktu s vodnim prostfedim. Prace rovnéz
ukdézala na limity soucasnych metod, zejména riziko sekundéarniho pienosu, sezénni variabilitu spoleCenstev

a absenci standardizovanych postupt pro nekteré typy vzorki.

Vyznamnym smérem budouciho vyvoje je digitalizace a automatizace analyzy rozsivek,
reprezentovana napiiklad softwarem SHERPA, a tvorba rozsdhlych databdzi ekologickych spolecenstev.
Tyto kroky mohou vyznamné zvysit pfesnost a spolehlivost forenzniho vyuziti rozsivek. Pfestoze nové
pristupy k forenzni analyze rozsivek, jako je automatizovand morfologicka klasifikace pomoci softwaru
SHERPA (Kloster et al. 2017) nebo aplikace molekularnich metod (Zhang et al. 2020), predstavuji
vyznamny pokrok, odborna komunita upozorfiuje na urcitd omezeni téchto metod. Software SHERPA byl
ocenén za inovaci v oblasti digitdlni analyzy, avSak jeho schopnost piesné identifikovat fragmentované
schranky je omezena a jeho funk¢nost zavisi na kvalité vstupnich obrazovych dat. Podobné studie Zhang et
al. (2020) byla chvalena za vyuziti DNA metod v kriminalistice, ale recenze zdiraziuji potiebu
standardizace protokolil a upozorniuji na riziko sekundérniho pfenosu biologického materialu, coz mize
ovlivnit forenzni interpretaci. Béres et al. (2017) rovnéz zdiraziuji, Ze i pfi pouziti rozsivek jako
environmentalnich stop je nutna obezfetnost, zejména pii hodnoceni kontaminace a fragmentace schranek.
Tyto poznatky ukazuji, ze ackoli forenzni diatomologie nabizi slibné moznosti, jeji aplikace v praxi

vyzaduje peclivou metodologii a komplexni interpretaci vysledkd.
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