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L. Wprowadzenie

I.1. Charakterystyka morfologiczna i biologiczna okrzemek

Okrzemki (Bacillariophyta) to fotoautotroficzne organizmy jednokomoérkowe
wystepujace powszechnie w §rodowisku wodnym 1 glebowym. Ze wzgledu na typ budowy
okrzemki dzielimy na: okrzemki centryczne (centrice) i pierzaste (pennate). Okragle lub
eliptyczne okrywy sa cechg okrzemek centrycznych, u ktorych ornamentacja okryw jest
promienisty lub nieregularny, a liczba osi symetrii jest nieskonczenie wielka. W przypadku
okrzemek pierzastych wystepuja trzy osie symetrii: o§ gtdéwna, poprzeczna oraz podtuzna.
Okrywy okrzemek pierzastych moga mie¢ rozne ksztalty, na przyklad: eliptyczne, romboidalne
lub lancetowate. Ponadto okrzemki pierzaste moga posiadaé: jedng szczeling (raphae) -
Achnanthes sp., dwie szczeliny - Navicula sp. lub nie posiadajg jej wcale na przyktad Fragilaria
sp. (Plinski, Witkowski 2009). Przez szczeling wydzielany jest polisacharydowy §luz, ktory
pomaga przytwierdzi¢ si¢ do podtoza, a takze umozliwia ruch okrzemkom. Ponadto jej ksztatt,
lokalizacja oraz zakonczenie stanowig cechy umozliwiajace identyfikacj¢ taksonomiczng. Poza
ksztaltem okryw, obecnos$cig lub brakiem szczeliny waznymi cechami taksonomicznymi jest
takze obecnosc¢ 1 110$¢ prazkow (striae).

Liczba zidentyfikowanych i opisanych gatunkéw okrzemek podawana jest rozna
w réznych zrédtach. Lange-Bertalot 1 Moser (1994) podawali liczbe opisanych gatunkow
okrzemek na ponad 20 000 gatunkow. Szacuje sig, iz liczba ta moze by¢ wyzsza — miedzy 100
000 do nawet 500 000, ale pojawiaja si¢ watpliwosci co do ich doktadnosci (Stoermer, Smol
1999). Liczba poznanych i opisanych gatunkow na przelomie lat zmieniata si¢ wraz z rozwojem
technik obrazowania mikroskopowego. Podstawg identyfikacji taksonomicznej, poczatkowo
byta analiza cech morfologicznych widocznych w mikroskopie $wietlnym, w ktorym
powigkszenie maksymalne wynosito x1000. Uzywajac mikroskopu §wietlnego dokonuje si¢
klasyfikacji na podstawie wymiarow komorki, jej dtugosci 1 szerokosci, a takze na podstawie
ilosci prazkow lub ksztattu 1 zakonczenia szczeliny. Rozwoj skaningowej mikroskopii
elektronowej umozliwit lepsza wizualizacje 1 tym samym bardziej precyzyjny opis cech
morfologicznych, ktére nie byly widoczne w mikroskopie $wietlnym (Ryc.1), a ktore
umozliwity uwidocznienie wczesniej nieznanych cech morfologii skorupki (Lobo 1 in. 1990).
Przyktadem takich cech moga by¢ alweole - kamery mieszczace si¢ po wewnetrznej stronie
okrywy lub areole, ktére utozone regularnie tworza prazki. Cechy budowy, ktére mozna
analizowa¢ dzigki SEM staly si¢ podstawa nowej taksonomii okrzemek (Round i in. 1990;

Morales 1 in. 2001; Williams 1 in 2011; Witkowski 1 in. 2014; Genkal, Kulikovskiy 2015).
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Kolejnym krokiem byta rewizja klasyfikacji taksonomicznej, co réwniez obejmowato
przenoszenie gatunkéw do wyzszych jednostek taksonomicznych. Stato si¢ mozliwe przez
zastosowanie metod molekularnych polegajacych na poszukiwaniu typowych markerow DNA.
Wykorzystanie danych molekularnych do filogenezy i taksonomii okrzemek zapoczatkowata
Medlin 1 in. (1993), wykorzystujac mate podjednostki (SSU) rybosomalnego RNA.
Potwierdzilo to w wielu przypadkach tradycyjna, oparta na morfologii taksonomi¢. Kolejne
badania wykorzystywaly zaréwno 18S jaki 16S rybosomalnego RNA (Medlin 1 Kaczmarska
2004), a nastepnie jednostka SSU zostata zastgpiona przez duze podjednostki LSU (Jung 1 in.
2009; Souffreau i in. 2011). Poza rRNA do wyjasnienia filogenezy okrzemek wykorzystywano
tez geny jadrowe, chloroplastowe i mitochondrialne (Lee. i in. 2013), a dla potrzeb
ekologicznych stosuje si¢ metabarcoding (Rivera i in. 2020; Bailet i in. 2020). Analizy zarowno
morfologiczne jak 1imolekularne wykazaty, Ze okrzemki -charakteryzuja si¢ wysoka

réznorodno$cig taksonomiczng.

Ryc. 1. Cechy budowy okrzemek widoczne w mikroskopie $wietlnym (LM) i skaningowym mikroskopie
elektronowym (SEM).

Okrzemki s3 szeroko rozprzestrzenione na §wiecie poniewaz wyksztalcity
przystosowania pozwalajace na zasiedlanie siedlisk réznigcych si¢ warunkami abiotycznymi.
Na przyktad w wodach stojacych i wolno plynacych, z uwagi na to, ze gestos¢ komorek
okrzemek jest wigksza niz wody, unoszenie si¢ w nich przez dluzszy czas jest znacznie
utrudnione. Okrzemki wytworzyty rézne cechy adaptacyjne umozliwiajace wydtuzenie czasu
utrzymania si¢ w strefie eufotycznej. Jednym ze sposobow takiej adaptacji jest wystgpowanie
okrzemek o matych wymiarach. Okrzemki zmniejszaja predkos¢ opadania rowniez przez

zmniejszenie gestosci cytoplazmy oraz zwigkszenie opornosci ksztattu. Odpowiedni ksztalt



pojedynczej komorki, w ktorej stosunek pola powierzchni jest wigkszy od jej objgtosci
zwigksza opor komorki podczas jej opadania. Za przykitad moga postuzy¢ wydluzone —
igtoksztattne komorki u Fragilaria i Nitzschia. Takze tworzenie kolonii, jak u Aulacoseira, jest
cechg pozwalajacg na dluzsze utrzymywanie si¢ w strefie eufotycznej i unoszenie si¢ w wodzie
podczas jej ruchow (Round i in. 1990). Czynnikiem zmniejszajacym gestos¢, a tym samym
spowalniajagcym proces opadania, jest obecnos¢ thuszczow w komorce, ktore przybierajg forme
kropelek - ciat lipidowych i1 produkowane sg przez okrzemki, podobnie jak weglowodan —
chryzolaminaryna, w celu magazynowanie wegla (Maeda iin. 2017). Ciata lipidowe najczes$ciej
majg ksztalt kulisty, jednak u niektorych okrzemek moga one mie¢ inny ksztalt, szczegdlnie
w poznej fazie kumulacji thuszczu (Nojima i in. 2017). Rozmiar i liczba ciat lipidowych jest
rézna w zalezno$ci od gatunku oraz od fazy akumulacji thuszczu. Lokalizacja cial thuszczowych
jest cechg gatunkowg jak na przyktad u Fistulifera solaris. Kolejng cecha przystosowawcza,
ktéra spowalnia opadanie komorki Iub kolonii, jest obecno$¢ sluzowej otoczki. Warstwa $luzu
pozwala roéwniez na przytwierdzanie si¢ okrzemki do podloza oraz jest pomocna przy
poruszaniu si¢ form bentosowych. Sluz produkowany przez okrzemki jest ztozonym,
wielosktadnikowym materialem, w ktorym dominuja zwiazki weglowodanowe, a takze zwiazki
biatkowe (Molino 1 in 2016).

Niektore okrzemki potrafig si¢ przemieszcza¢. Zdolno$¢ t¢ posiadajg okrzemki ze
szczeling. Ruch okrzemek jest nastgpstwem wydzielania przez szczeling materialu w postaci
polisacharydu. Sugeruje si¢, ze sita wprawiajaca w ruch okrzemke jest generowana przez
interakcj¢ miedzy wildknami aktynowymi a strukturami transblonowymi, ktére moga
swobodnie poruszac¢ si¢ w komorce 1 szczelinie (Round 1 in. 1990). Dominujagcym modelem
mechanizmu lokomocji okrzemek stat si¢ ten zaproponowany przez Edgara i wspotautorow
(Edgar, Pickett-Heaps 1983; Edgar, Zavortink 1983; Molino, Wetherbee 2008). Model ten
jednak nie daje pelnej odpowiedzi jaki jest mechanizm ruchu. Inne badania sugeruja, ze
poruszanie moze odbywac si¢ za pomocg dwoch lub wigcej pseudopodidow (nibynozek), ktore
wystajg z pancerzyka. Ustalono, ze przyczepno$¢ okrzemki do podtoza moze by¢ uzyskana
w wyniku odrywania si¢ nibyndzki od podtoza przez dzialanie §luzu (EPS) (Wang i in. 2013).

Kolejnym przystosowaniem do zycia w §rodowisku wodnym umozliwiajagcym szybkie
zmiany w jako$ciowej 1 iloSciowej strukturze zbiorowisk okrzemek jest ich rozmnazanie.
Okrzemki rozmnazaja si¢ zar6wno piciowo jak i bezpiciowo, przy czym ten drugi sposob
rozmnazania prowadzi do stopniowego zmniejszania si¢ komorek. Dlatego tez rozmnazanie
ptciowe nie tylko pozwala na zwigkszanie si¢ ich r6znorodnos$ci genetycznej, umozliwia ono

takze odtworzenie komorki o optymalnych w danych warunkach rozmiarach, tym samym
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przeciwdziata procesowi zmniejszania si¢ okrzemek. Okrzemki centryczne i pierzaste réznig
si¢ sposobem rozmnazania ptciowego. Okrzemki centryczne wytwarzaja w nastepstwie mejozy
duze makrogamety (komorki jajowe) i mate, wyposazone w wici mikrogamety (plemniki).
Okrzemki pierzaste natomiast produkuja niewyposazane w wici gamety o rOwnym rozmiarze -
izogamety lub o nieréwnym rozmiarze - anizogamety (Montresor i in. 2016). Na podstawie
badan prowadzonych nad rozmnazaniem plciowym okrzemek centrycznych mozna
wnioskowac, ze faza ptciowa u tych okrzemek jest wywolywana poprzez czynniki zewnetrzne
(Chepurnov i in 2004; Montresor 1 in. 2016). Znany jest takze przypadek morskiej, centrycznej
okrzemki Skeletonema marinoi, u ktérej gametangia, ruchliwe gamety i auksospory, uzyskano
przez przeniesienie kultur do srodowiska o wyzszym zasoleniu (Godhe i in. 2014). U okrzemek
pierzastych rozmnazanie plciowe moze by¢ indukowane przez specyficzne zwigzki chemiczne
— feromony. W badaniach nad Seminavis robusta wykazano, ze to wlasnie feromony
posrednicza w przycigganiu si¢ mi¢dzy komoérkami (Gillard 1 in. 2013) i determinujg przejscie
od mitozy do mejozy. Chemiczne sygnaly rowniez odgrywaja rol¢ w rozmnazaniu ptciowym u

morskiej okrzemki Pseudo-nitzschia multistriata (Scalco 1 in. 2014; Basu 2017).

I.2. Cechy budowy okrzemek determinujace ich przydatnos¢ w kryminalistyce

Charakterystyczng cecha, ktéra odréznia okrzemki od pozostatych grup glonow, jest
zbudowany z uwodnionej krzemionki egzoszkielet o strukturze opalu (Round i in. 1990), ktory
okreslany jest rowniez jako pancerzyk lub skorupka. Pancerzyk okrzemki powstaje w wyniku
pochlaniania krzemionki rozpuszczonej w wodzie, ktora nastepnie sktadowana jest w aparacie
Golgiego. W dalszym procesie silikosomy w postaci pecherzykéw uwalniajg si¢ z aparatu
Golgiego i1 inkorporuja biatka frustuliny obecne w blonie komorkowej (Schmid 1988; 1994).
Proces budowy egzoszkieletu a nastgpnie eksportowania go na zewnatrz wymaga
zaangazowanie duzej liczby genow 1 ich produktéw biatkowych. Tworzenie ,,prefabrykatow”
egzoszkieletu 1 ich wyprowadzenie na zewnatrz btony komoérkowej wymaga poswigcenia
znacznej ilo$ci potencjatu biosyntetycznego komorki (Hildebrand i in. 2018).

Struktura egzoszkieletu okrzemek warunkuje jej niezwykla wytrzymalo$¢ na dziatanie
czynnikow fizycznych 1 chemicznych. Egzoszkielet poddany dzialaniu nawet silnych kwasow
nieorganicznych, perhydrolu lub wysokiej temperatury nie ulega destrukcji, co w konsekwencji pozwala
na identyfikacje¢ okrzemek do poziomu gatunku. Dzigki wytrzymatosci pancerzyki okrzemek sg dobrze
zachowywane w osadach i dzigki temu na podstawie badania tej grupy organizmow mozliwe jest

odtworzenie warunkow $rodowiskowych panujacych w przesztosci (Lobo i in. 2016). Pancerzyk



posiada determinowane genetycznie liczne cechy w budowie morfologicznej, do ktérych naleza
migdzy innymi: ksztalt okryw, obecnos$¢, ksztalt i potozenie szczeliny, w tym budowa jej
zakonczen 1 czesci centralnej; obecnos¢, ksztatt 1 liczba prazkow lub tez obecnos¢, ksztalt
1 liczba otworéw w skorupce (alveole i areole); obecnos¢ 1 rodzaj portuli oraz obecnos¢ i ksztatt
zeber w skorupce. Sa to gtowne cechy stosowane w oznaczaniu okrzemek (Round i in. 1990).
Wymienione wyzej cechy daja mozliwo$¢ przeprowadzenia rzetelnej identyfikacji okrzemek
do poziomu gatunku oraz trwatego zachowania materialu dowodowego. Materiat ten, w razie
potrzeby, moze by¢ wielokrotnie poddawany analizie i by¢ wykorzystany do typowania i/lub

eliminacji w postepowaniu wykrywczym.

1.3. Ekologia okrzemek w ekosystemach dla nich dost¢pnych

Zréznicowanie jakosciowe 1 ilosciowe struktury zbiorowisk okrzemek w roéznych
ekosystemach byto podstawa do przeprowadzenia badan w réznym celu. Na przyktad okrzemki
analizowano pod katem zmian zachodzacych w §rodowisku (Zelazna-Wieczorek, Ziutkiewicz
2007; 2009), a takze wptywu dziatalno$ci cztowieka na rdézne ekosystemy wodne (Szczepocka
1 in. 2016; Macklin 1 in. 2019, Szczepocka 1 in. 2024). Okrzemki wskazywaty na poziom
zanieczyszczen, jaki wynikat z niekontrolowanego rozwoju rolnictwa (Walsh, Wepener 2009),
a takze okreslano typy ekosystemoéw, ktore one zasiedlajg (Potapova, Charles 2007; Potapova
2011; Rivera i in. 2018; Stevenson i in. 210). Dlatego tez zaré6wno réznorodno$¢ gatunkowa
jak 1 ekologia okrzemek stanowig czynnik predysponujacy t¢ grupe organizmow do poszerzenia
kryminalistyki o nowg dziedzing jaka jest diatomologia.

Okrzemki stanowig grup¢ organizmow charakteryzujacych si¢ licznymi cechami
umozliwiajacymi zasiedlanie roznych $rodowisk. Mozemy je spotka¢ w wodach stodkich,
stonych, stojacych i ptynacych, a takze w Srodowisku glebowym (Kawecka, Eloranta 1994).
Prowadzone byly 1 sa liczne badania pordéwnawcze zbiorowisk okrzemek w roznych
ekosystemach (Serieyssol 2013; Wojtal 2009; Noga 1 in 2014). Na podstawie
przeprowadzonych badan powstato wiele publikacji, w ktorych wykazano, ze rozne siedliska
ro6znig si¢ strukturg zbiorowisk okrzemek, w tym odnotowano réznice w strukturze dominacji
gatunkoéw. Wynika to z szerokiego spektrum preferencji srodowiskowych tej licznej w gatunki
grupy organizméw. Na uwage zastuguje tez fakt, ze posrdd okrzemek sg takie, ktére maja
specyficzne wymagania co do warunkéw srodowiskowych, w tym waski zakres tolerancji. Dato
to podstawe do okreslania wartosci wskaznikowych migdzy innymi wobec odczynu wody,

zasolenia, st¢zenia tlenu, saprobii, trofii oraz warunkow wilgotnosciowych $rodowiska (Van
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Dam i in. 1994). Powstaly rozne systemy ekologiczne (Denys 1991; Hakansson1993; Carayon
1 in. 2019), ktore zostalty wykorzystane przy konstruowaniu i aktualizowaniu programu
OMNIDIA. Program ten zawiera baz¢ danych oraz arkusz kalkulacyjny, co pozwala okresla¢
warunki srodowisk, w ktorych okrzemki wystepowaty 1 wylicza¢ indeksy okrzemkowe.
Okrzemki wykazujg preferencje do konkretnych siedlisk (Chao i in. 2023). Moga
wystepowac jako formy wolnoplywajace w planktonie, ale tez jako formy osiadte. Wsér6d form
osiadtych wystepuje zréznicowanie siedliskowe na okrzemki, ktére preferujg dno kamieniste,
muliste, piaszczyste, a takze te, ktore zyja jako epifity na roslinach. Ich mozliwosci zycia
w réznych warunkach, na réznych poditozach uwarunkowane sa budowa komorki oraz
wyksztalceniem zdolnosci poruszania si¢, lub tez ré6znymi sposobami przytwierdzania si¢ do
podtoza (Ryc. 2) (Pandey i in. 2017). Na przyktad niektore okrzemki z rodzaju Gomphonema
przytwierdzaja si¢ do podtozy za pomoca dlugich stylikow, co umozliwia im zycie w gornej
warstwie biofilmu, a tym samym lepszy i1 latwiejszy dostep do $witata 1 sktadnikéw
odzywczych (Passy 2007). Wyro6znia si¢ posrod nich takze takie gatunki, ktore tworzg réznego
typu kolnie w formie tancuchéw, lodygowatych rozgalezien oraz rurek. Formy kolonijne
tworzg gatunki z rodzajow Diatoma, Ellerbeckia, Fragilaria, Gomphonema, Melosira
1 Synedra. Okrzemki dzigki dlugim koloniom moga wykracza¢ poza warstwe graniczng
biofilmu, co pozwala im na lepszy dostep do $§wiatla 1 innych zasoboéw (Nicolosi Gelis 1 in

2020).

Long-stalked
Cymbella sp Euplanktonic Stephanodiscus sp eaught in Petritus eloud

Long-stalked Gomphonema sp

Epiphytie

. Achnanthes sp
g{tl:'lr;h:fi:? sp attached to Cywbella

stalk Rosette colony of Synedra sp

Cocconels sp

Ryc. 2. Schemat roznych form osiadtych okrzemek (Munteanu 2023).
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Poza $rodowiskiem wodnym mozna je spotka¢ na ladzie, w glebie, na wilgotnych
skalach 1 pniach drzew. Okrzemki wystepuja rowniez w skrajnych warunkach
srodowiskowych: od wod wysoce zanieczyszczonych zarowno materig organiczng jak
1 zwigzkami chemicznymi (Chonova i in. 2019), po wody nieobcigzone zanieczyszczeniami;
od wod o wysokich wahaniach temperatur, po wody tylko o niskich lub tylko o wysokich
temperaturach (Fan i1 in. 2023; Hattich i in. 2024; Hejdukova i in. 2024); od wdd bogatych
w tlen, po wody o niskiej zawartosci tlenu (Kamp 1 in. 2011); od wod o niskim zasoleniu, po
wody o zasoleniu wysokim (Zelazna-Wieczorek i in. 2015; Feijdo i in. 2018; Rodriguez-Miret
i in. 2023; Potapova 2011). Spotka si¢ je takze w Srodowiskach, gdzie widoczne sg duze
wahania nate¢zenia promieniowania stonecznego (Prins i in. 2020; Kawecka, Eloranta 1994).
Wykazuja one przystosowania do wystgpowania w warunkach skrajnych wilgotnosciowo, od
okresowo zalanych do catkowitego wyschnigecia podtoza (B-Béres i in. 2019; Béres i in. 2022;
Quevedo-Ortiz i in. 2024). Okrzemki s3 uwazane za idealng grupe, ktéra moze przyniesé
wymierne korzysci kryminalistyce. Wynika to z r6znych wymagan srodowiskowych okrzemek,
wielu ich mozliwos$ci przystosowawczych, a takze tego, ze potrafia one w krotkim czasie
odbudowac¢ strukture zbiorowiska, ktére na skutek zmian srodowiskowych zostato zaburzone.
Obecnie zostata zauwazona w kryminalistyce potrzeba badania zbiorowisk okrzemek
w konteks§cie mapowania takich ekosystemoéw wodnych jak rzeki, gdzie na ich rozwdj ma
wplyw wiele zmiennych, szczeg6lnie w klimacie umiarkowanym, gdzie istotng rol¢ odgrywa

mig¢dzy innymi czynnik sezonowosci.

1.4. Kryminalistyka - nauka korzystajaca z innych nauk

Kryminalistyka to preznie rozwijajaca si¢ nuka obejmujaca metody i $rodki walki
z przestepczoscia (Hanausek, Stawik 1995). Kryminalistyka swoj rozwoj zawdzigcza gléwnie
innym dziedzinom nauk, a nadrzgdnym jej celem jest przeciwdziatanie przestepczosci. Jej
poczatki byly gtownie zwigzane z medycyng sadowa, ktéra dazac do ustalenia przyczyn zgonu
pomagata organom S$cigania W rozwigzywaniu spraw zwigzanych z przstepczym
spowodowaniem $mierci. Sama kryminalistyka jako nauka, gtownie dzieki opublikowanym
pracom Alfonsa Bertillon’a, Franciszka Galtona oraz Hansa Grossa, zaczela si¢ rozwijaé
dopiero pod koniec XIX wieku. Celem kryminalistyki bylo zwalczanie przestgpczosci
1 poczatkowo byla ona zwigzana gtownie z technikg kryminalistyczng, ktora nastawiona byta
na badanie i analize dowodu rzeczowego. Z czasem okazalto si¢, iz by zwalcza¢ rosnaca

przesteczos¢ sama technika kryminalistyczna to za mato, dlatego pojawity si¢ kolejne dziedziny

9



kryminalistyki, takie jak: taktyka krymianlistyczna oraz strategia kryminalistyczna. Dalszy
rozwoj kryminlistyki zwigzany byt i jest z rozwojem innych nauk, na przyklad wspomniana
wczesniej medycyna sgdowa, ktéra dzi$§ dziata w oparciu o inne dziedziny nauk, jak na przyktad
toksykologi¢ (Mikulewicz i in. 2014), biochemi¢ (Maeda i in 2011) oraz wymiarowanie 3D
(Briischweiler i in 2003; Villa i in. 2023) i dzieki temu pozwala na uzyskanie szerszego obrazu na
temat przyczyn $mierci. Wspodtczesne badania naukowe z réznych dziedzin, w tym biologii
srodowiskowej, przynosza korzysci kryminalistyce dajac wiele mozliwosci w zwalczaniu
przestepczosci. Jedng z takich nauk biologicznych jest diatomologia kryminalsistyczna, ktora
w oparciu o wiedz¢ na temat budowy oraz ekologii okrzmek moze by¢ wykorzystna na wielu

ptaszczyznach kryminaistyki (Ryc. 3).

entomologia entomoskopia
g antropologia
antropologia sadowa
. . pomoc
biologia W
diagnozowaniu
utonig¢
typowanie
miejsca zdrzenia
T diatomologia —— A 5 2
kryminalistyka kryminalistyczna wykluczenie
miejsca
zdarzenia
medycyna
T sadowa powiazanie
osoby lub rzeczy
Z miejscem
chemia ——  toksykologia il

Ryc. 3 Schemat przedstawiajacy zalezno$¢ kryminalistyki jako nauki od innych wybranych nauk przyrodniczych
i medycznych, w tym diatomologii kryminalistycznej

1.5. Diatomologia kryminalistyczna

W medycynie sadowej po raz pierwszy okrzemki zostaly wykorzystane przez
Revenstorfa, ktory w 1904 roku probujac rozwigzac sprawe utoniecia wykryl w ptucach ofiary
okrzemki i od tego czasu zaczgly by¢ one wykorzystywane jako pomoc przy diagnozowaniu
utoni¢¢. Od tamtego czasu pojawilo si¢ wiele badan naukowych taczacych kryminalistyke
z diatomologia, ktore sa kontynuowane do dzi$. Rozwijaty si¢ od ujawnienia okrzemek we krwi

1 narzadach ofiar utoni¢¢ (Incze 1942), przez badania nad okrzemkami obecnymi w szpiku
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kostnym (Tamasaka 1942), az po badania Peabody (1977) oraz Pollanen’a, ktéry jako pierwszy
wprowadzil termin Forensic Diatomology — diatomologia kryminalistyczna (Pollanen i in.
1998). Termin ten poczatkowo odnosit si¢ tylko do medycyny sadowej, a wtasciwie do badan
1 analiz, jakim byly aspekty zwigzane z diagnozowaniem utoni¢cia. Nastepstwem prac
Polallen’a byty kolejne, koncentrujace si¢ nie tylko na mozliwos$ciach diagnostycznych utonigé
(Ludes iin. 1994; Lunetta i in 1998; Ludes, i in. 1999; Hiirlimann i in. 2000; Krstic i in. 2002;
Piette 1 in. 2006; Delabarde i in. 2013), a takze na probie potwierdzenia lub wykluczenia
miejsca ujawnienia zwtok jako miejsca utonigcia (Kakizaki 1 in. 2011; Bak i in 2018). Pomimo
wielu dyskusji na temat wykorzystania okrzemek w diagnozowaniu utoni¢¢ nadal sa one bardzo
pomocnym i wiarygodnym narzedziem (Tambuzzi i in. 2024). Naukowcy stawiajg wcigz nowe
pytania zwigzane z okrzemkami w kontekscie utoni¢¢, co podkresla potrzebg ich dalszych
badan w tym zakresie. W pi$miennictwie wskazywano, ze szpik kostny, szczegélnie Zebra,
moze by¢ idealnym narz¢dziem do analizy okrzemkowej w celu potwierdzenia utonigcia jako
przyczyn¢ $mierci. Jednak wokot tej metody pojawilo sie tez wiele glosow sceptycznych,
szczegolnie gdy zwloki przebywaly dluzej w wodzie i poddane byly procesowi rozktadu.
Dlatego tez, by rozwia¢ watpliwos$ci pojawila si¢ potrzeba potwierdzenia lub wykluczenia, czy
okrzemki moga biernie przenika¢ do szpiku kostnego zeber w przypadku dlugotrwatego
przebywania szczatkow ludzkich w wodzie.

Nastepny krok to rozwdj diatomologii kryminalistycznej w kierunku powigzania osoby
z konkretnym $rodowiskiem na podstawie transferu okrzemek i utrzymania si¢ ich na r6znych
materiatach (Scott 1 in. 2014; Levin 1 in. 2017; Scott i in. 2019; Magni 1 in. 2020). Badania
wykazaly, ze analiza okrzemkowa odziezy 1 przedmiotow moze by¢ pomocna przy powigzaniu
0s6Ob z konkretnym miejscem. Nadal jednak konieczne jest sprawdzanie r6znych okoliczno$ci
zdarzen w konteks$cie obecnosci 1 mozliwosci transferu okrzemek na rézne materiaty, by moc
ja w pelni wykorzysta¢ w procesie wykrywczym. Pomo tego, ze w ostatnich kilku latach
pojawito si¢ duzo publikacji bedgcych wynikiem badan naukowych, w ktorych okrzemki maja
zastosowanie w kryminalistycznym badaniu miejsca zdarzenia (Ryc. 4 ) to wcigz wiele pytan
pozostaje bez odpowiedzi. Brak nadal takich informacji na przyktad: jak dtugo okrzemki moga
utrzyma¢ si¢ na odziezy, a takze czy procesy zwigzane z codziennym uzytkowaniem
przyczyniaja si¢ do utraty przeniesionych po kontakcie okrzemek oraz jaka jest metodyka
pozyskiwania materiatu okrzemkowego z odziezy i przedmiotow.

Diatomologia kryminalistyczna jako nauka laczaca kryminalistyke 1 biologie

srodowiskowg preznie si¢ rozwija, co potwierdzaja liczne publikacje naukowe. Pomimo tego
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II. Hipoteza badawcza

W rozprawie doktorskiej postawione zostaty nastepujace hipotezy badawcze, ktére poddane
byty weryfikacji:
H 1 — Okrzemki sg narzgdziem wspomagajacym w diagnozowaniu utoni¢c.
H 2 — Analiza struktury zbiorowisk okrzemek pozwala na potwierdzenie lub wykluczenie miejsca
ujawnienia zwtok jako miejsca utonigcia.
H 3 — Analiza struktury zbiorowisk okrzemek pozwala na powigzanie osob lub rzeczy
z ekosystemem, a nawet z siedliskiem.
H 4 - Mapowanie rzek pod katem struktury zbiorowisk okrzemek moze by¢ wykorzystane
w kryminalistyce.

III.  Cele szczegétowe rozprawy doktorskiej

Weryfikacja postawionych w rozprawie doktorskiej hipotez wymagata podjecia badan
w celu okreslenia mozliwosci wykorzystania w kryminalistyce wiedzy z zakresu taksonomii
1 ekologii okrzemek.

Badania realizowano poszukujac odpowiedzi na pytania i wyjasnienia nastepujacych
zagadnien na podstawie ponizszych zadan badawczych:

e zbadanie obecnosci okrzemek w narzagdach wewnetrznych, szczegolnie w zebrach, pod
katem wnioskowania, Ze przyczyna $mierci bylo utonigcie;

e zbadanie, czy struktura zbiorowisk okrzemek zidentyfikowanych w narzadach
wewnetrznych zwlok ludzkich odzwierciedla strukture zbiorowisk okrzemek w prdobach
srodowiskowych pobranych w miejscu znalezienia zwtok;

e okreslenie, czy s3 ograniczenia odnosnie do miejsca, czasu i1 sposobu pobierania
materialu biologicznego ze zwtok ludzkich podczas sekcji;

e zbadanie 1 okre$lenie, czy sa ograniczenia odno$nie do miejsca, czasu i Sposobu
pobierania prob srodowiskowych z miejsc, w ktorych zwtoki ludzkie zostaly ujawnione;

e okres$lenie réznorodno$ci taksonomicznej okrzemek w wybranych ekosystemach
wodnych;

e zbadanie i okreslenie mozliwo$ci przenoszenia si¢ i utrzymania okrzemek na wybrane

elementy odziezy;
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e sprawdzenie, czy okrzemki przenoszone na odziez swym skladem iloSciowym
1 jakosciowym odzwierciedlajg strukture zbiorowiska okrzemek ze $srodowiska, z ktérym miaty
kontakt;

e zbadanie i okreslenie, jak zmienia si¢ struktura zbiorowisk okrzemek w miare oddalania
si¢ od zbiornika wodnego;

e zbadanie 1 okreslenie przyczyn zroéznicowania pomiedzy dwoma ekosystemami
rzecznymi na podstawie analizy struktury zbiorowisk okrzemek;

e wskazanie ograniczen, ktére moga wplywaé¢ na wykorzystanie okrzemek jako

kryminalistycznych $ladéw srodowiskowych.
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IVv.

art.

Prace stanowigce rozprawe doktorska

Zgodnie z ustawg Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r.

187 punkt 3 niniejsza rozprawa doktorska ma charakter hybrydowy 1 sktada si¢ ze

zbioru opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow naukowych oraz manuskryptu:

v

Bogusz Iwona, Bogusz M., Borowska B., Szleszkowski .., Zelazna-Wieczorek J.€ 2024.
A critical assessment of the diatom test of rib bone marrow as a supporting procedure in
the case of drowning. Journal of Forensic and Legal Medicine 107,
https://doi.org/10.1016/j.jflm.2024.102753.

IF 1,2 MNiSW 100 pkt. (Zalacznik 1)

Bogusz M., Bogusz Iwona, Zelazna-Wieczorek J. 2023. The possibilities and limitations
of comparative diatomaceous analysis for confirming or excluding the site of an incident —
case studies. Forensic Science International 346(1-3), 111644.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2023.111644.

IF 2,2 MNiSW 100 pkt (Zalacznik 2)

Bogusz Iwona, Bogusz M., Zelazna-Wieczorek J. 2022. Diatoms from inland aquatic and
soil habitats as indestructible and nonremovable forensic environmental evidence. Journal
of Forensic Science 67(6):1490-1504.

https://doi.org/10.1111/1556-4029.15017.

IF 1,832 MNiSW 70 pkt (Zalacznik 3)

Bogusz Iwona, Zelazna-Wieczorek J. Przestrzenne zrdznicowanie wystepowania
okrzemek w dwoch ekosystemach rzecznych — mapowanie okrzemek pod katem

kryminalistyki — manuskrypt (Zalacznik 4)

Bogusz Iwona, Zelazna-Wieczorek J., Jesionowska 1. 2023. Methodology for securing
environmental traces in the form of diatomaceous material. Issues of Forensic Science 319
(1):39-52.

https://doi.org/10.34836/pk.2023.319.1.

MNiSW 20 pkt (Zalacznik 5)
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V. Teren badan, materialy i metody pracy

W celu weryfikacji postawionych hipotez badawczych wytypowano ekosystemy
wodne i1 lagdowe, w ktorych przeprowadzono eksperymenty s$rodowiskowe oraz miejsca
zwigzane z analizowanymi przypadkami. Niniejszy rozdziat oraz zawarte w nim podrozdzialy
przedstawiaja skrocony opis terenu badan, wykorzystanych materiatéw, w tym metodyki
poboru préb oraz metod opracowania materiatu.

Szczegdtowy opis terenu badan, metod poboru préb i1 analizy warunkéw
srodowiskowych, przygotowania materiatow do analizy jakosciowej i potilosciowej okrzemek
oraz metod analizy danych znajduje si¢ w publikacjach i manuskrypcie stanowigcych rozprawe
doktorska: Bogusz i wspotautorzy 2024 — Zalacznik 1; Bogusz i wspoélautorzy 2023 —
Zalacznik 2; Bogusz 1 wspotautorzy 2022 — Zalacznik 3; Bogusz i wspotautor — Zalacznik 4;
Bogusz i wspotautorzy 2023 — Zalgcznik S.

V.1. Teren badan

Terenem badan do weryfikacji hipotezy H 1 byty ekosystemy wodne, row melioracyjny
oraz staw. SzczegOlowy opis terenu badan zawarto w publikacjach Bogusz 1 wspoétautorzy 2024,
ktory stanowi Zalacznik nr 1.

Terenem badan do weryfikacji hipotezy H 2 byly ekosystemy wodne w obrebie Miasta
Stotecznego Warszawy oraz okolicznych miejscowosci (rzeki, jeziora, stawy, rowy melioracyjne),
ktére byly zarazem miejscami ujawnienia zwiok ludzkich. Szczegdtowy opis terenu badan zawarto
w publikacji Bogusz i wspotautorzy 2023, ktory stanowi Zalacznik 2.

Terenem badan do weryfikacji hipotezy H 3 byly ekosystemy wodne, takie jak rzeka,
réw melioracyjny, mokradto oraz ekosystemy ladowe do nich przylegle. Szczegotowy opis terenu
badan zawarto w publikacji Bogusz 1 wspotautorzy 2022, ktory stanowi Zalacznik 3.

Terenem badan do weryfikacji hipotezy H 4 byly dwa ekosystemy rzeczne — rzeka Bug
1rzeka Narew, na wybranych odcinkach. Szczegétowy opis terenu badan zawarto w manuskrypcie,

ktory stanowi Zalacznik 4.

V.2. Pobor materialu, metodyka i analiza prob

W celu weryfikacji hipotez H 1 oraz H 2 pobierane i analizowane byty proby biologiczne

z zeber §winskich, a takze $rodowiskowe ze stawu oraz z rowu melioracyjnego zgodnie ze
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szczegbtowym opisem w publikacji Bogusz 1 wspdtautorzy 2024, ktory stanowi Zalacznik nr 1
oraz proby biologiczne z narzadow wewnetrznych ludzkich pobranych podczas sekcji sadowo
lekarskiej 1 proby srodowiskowe z miejsc znalezienia zwtok ludzkich zgodnie ze szczegétowym
opisem w publikacji Bogusz i wspotautorzy 2023, ktéry stanowi Zalgacznik 2.

W celu weryfikacji hipotezy H 3 pobierane byly proby srodowiskowe z trzech siedlisk
wytypowanych w r6znych ekosystemach zgodnie ze szczegétowym opisem w publikacji Bogusz
1 wspotautorzy 2022 - Zalacznik 3.

W celu weryfikacji hipotezy H 4 analizowano proby srodowiskowe pobrane z siedmiu
stanowisk, na kazdym z nich z trzech siedlisk, zgodnie z opisem zawartym w manuskrypcie, ktory
stanowi Zalacznik 4.

Metody postepowania z materiatem biologicznym pochodzenia ludzkiego, w tym
sposOb trawienia chemicznego préb, ich oczyszczania oraz zabezpieczenia przed
kontaminacjg zawarto w publikacji Bogusz i wspotautorzy 2023, ktory stanowi Zalacznik 2.
Natomiast specyfike postepowania w przypadku materialu biologicznego pochodzenia
zwierzecego — zwierzecy model eksperymentalny, w tym pozyskanie materiatu,
przechowywanie materiatu oraz jego preparatyke przedstawiono szczegdétowo w publikacji
Bogusz 1 wspotautorzy 2024 - Zalacznik 1.

Metody postepowania z materiatem obejmujagcym proby srodowiskowe z rdéznych
typow podlozy opisano szczegdtowo w publikacji Bogusz i wspotautorzy 2022, stanowigcym
Zalacznik 3 oraz w manuskrypcie - Zalacznik 4.

Ponadto metodyke postepowania z ré6znymi materiatami, wykorzystanymi migdzy
innymi w eksperymentach prowadzonych in situ, ktore moga by¢ przedmiotem badan
diatomologicznych na potrzeby kryminalistyki, opisano szczegétowo w publikacjach Bogusz
1 wspoélautorzy 2022, stanowigcym Zalgeznik 3 1 publikacji metodycznej Bogusz

1 wspolautorzy 2023 — Zalacznik 5.
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VI. Omowienie uzyskanych wynikow

VI.1. Diagnozowanie utoni¢cia na podstawie obecno$ci okrzemek w narzadach

wewnetrznych

Analizowano przypadki zwtok znalezionych w $rodowisku wodnym w latach 2017 —
2019 na terenie Miasta Stotecznego Warszawy i okolicznych miejscowosci. Na podstawie
autopsji jako przyczyn¢ zgonu stwierdzono utonigcie, z wyjatkiem jednego przypadku,
w ktorym jako przyczyne $mierci wskazano zawat migsnia sercowego. Analizowano materiat
biologiczny w postaci fragmentéw narzadéw pobranych podczas sekcji, takich jak: fragment
zebra, phuca, nerki oraz tres¢ zoltadka. Pobierano proby srodowiskowe z miejsc, w ktérych
zwloki zostaly ujawnione pod katem potwierdzenia w nich obecnosci okrzemek. Takie analizy
stanowi¢ mogg narzedzie wspomagajace diagnozowanie utonigcia jako przyczyny $mierci.

Przeprowadzona analiza pod katem obecnos$ci okrzemek w narzadach wewnetrznych
obejmowata nie tylko analiz¢ iloSciowa, ale rowniez analiz¢ pod wzgledem taksonomicznym.
We wszystkich zbadanych probach z narzadow wewnetrznych stwierdzono 265 gatunkow
okrzemek. W probach z nerki 1 szpiku zebra zidentyfikowano 57 gatunkow, co stanowito
21,5% ze wszystkich zidentyfikowanych okrzemek. Rowniez liczba okryw, ktore zostaty
ujawnione w badanych przypadkach w ptucach i1 zotadkach (5639), jest wielokrotnie wigksza
od ilosci okryw ujawnionych w nerkach i szpiku zeber (333). Przeprowadzona analiza
szeroko$ci 1 dlugos$ci okryw okrzemek przenikajacych do réznych narzadow wykazata
zréznicowanie pomiedzy wielkoSciag okrzemek potwierdzonych w ptlucach 1 zZotadku
a wykazanych w probach z nerki i1 szpiku kostnego. Wsrdd okrzemek zidentyfikowanych
w plucach 1 w tre$ci zoladka 88% z nich miesécito si¢ w zakresie dlugosci od 5,1 um
do 85,1 um, natomiast w przypadku okrzemek przenikajacych do nerek i szpiku zebra 93% to
okrzemki w zakresie dlugosci od 5,1 um do 50,1 pum. Analizujgc szeroko$¢ okryw
zidentyfikowanych okrzemek w plucach 1 w tresci zotadka 80% zawiera si¢ w przedziale
szeroko$ci od 2,5 pum do 12,5 pum, natomiast u 70% okrzemek szeroko$¢ okryw
zidentyfikowana w nerkach i szpiku zebra zawiera si¢ w przedziale 3,3 um do 9,9 pm, co daje
mozliwos$¢ wnioskowania, ze okrzemki o mniejszych rozmiarach tatwiej dostajg si¢ do szpiku
ko$ci. Obecnos¢ okryw o duzych rozmiarach moze wskazywa¢ na kontaminacj¢ podczas
pobierania materialu sekcyjnego lub podczas preparatyki w celu pozyskania oczyszczonych

z materii organicznej skorupek (Zalacznik 2).
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VLI.2. Zebra jako material pomocniczy w diagnozowaniu utonieé

Przeprowadzono badanie eksperymentalne z materiatem biologicznym w postaci zeber
$wini zanurzonych w dwoch ekosystemach wodnych, w stawie oraz rowie melioracyjnym,
w réznych przedziatach czasowych: lmiesigc, 3 miesigce, 6 miesigcy oraz 12 miesiecy.
Przeprowadzono cztery serie badan. W stawie i w rowie melioracyjnym ujawniono tacznie
158 gatunkow okrzemek, przy czym 66 gatunkéw wystepowato w obu ekosystemach. W
badanych prébach kontrolnych pobranych ze stawu stwierdzono obecnos¢ gatunkow, ktorych
srednia szeroko$¢ okryw w znaczacej wigkszosci przypadkow (94,8%) zawierata si¢
w przedziale 2,85 pm do 21,25 um. W badanych probach pobranych z rowu melioracyjnego
stwierdzono obecno$¢ gatunkoéw, ktorych $rednia dlugosci okryw w 91,4% przypadkéw
zawierala si¢ w przedziale od 6,5 do 76,5 um.

W badanych probach z wszystkich zeber stanowigcych material kontrolny, nie
poddany zanurzeniu w $rodowisku wodnym, nie stwierdzono obecno$ci okryw okrzemek.
Lacznie w badanych probach pobranych z zeber z I, I1 1 III serii badan stwierdzono obecnos¢
30 gatunkow okrzemek, przy czym dla jednej proby nie odnotowano ani jednej ich okrywy,
dla czterech prob odnotowano od 1 do 7 okryw, dla dwoéch préb odnotowano od 34
do 39 okryw dla jednej proby odnotowano 376 okryw oraz dla czterech prob odnotowano
powyzej 500 okryw. Natomiast w IV serii eksperymentu w probie pobranej z zZebra
zanurzonego przez 3 miesigce stwierdzono obecnos¢ jedynie 2 okryw gatunku Sellaphora
pupula (srednia dtugos¢ okrywy 18,5 um, srednia szerokos¢ okrywy 7,0 um). W pozostatych
preparatach z zeber (po zanurzeniu przez Im, 6m i 12m) nie stwierdzono okryw okrzemek.

Wyniki badan eksperymentalnych wskazaly, Zze naruszenie integralnosci kosci, co
miato miejsce w seriach I, II i IIl, a zwigzane bylo ze sposobem przygotowania materialu
poprzez wylamywanie zeber ze stawow, dalo mozliwo$¢ przenikania okrzemek ze §rodowiska
wodnego do szpiku zeber. Natomiast w serii IV, w celu uniknigcia naruszenia integralnosci
kosci do eksperymentu zebra wycigto wraz z gtdbwkami kosci 1 z otaczajacymi je tkankami

migkkimi (Zalgcznik 1).

VIL.3. Analiza porownawcza okrzemek zidentyfikowanych w narzadach wewnetrznych
pobranych ze zwlok z okrzemkami w prébach Srodowiskowych pobranych w miejscu

znalezienia zwlok

Przeprowadzona analiza struktury zbiorowisk okrzemek w probach §rodowiskowych,
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zardwno pod wzgledem jakosciowym jak i iloSciowym, wykazata przestrzenne zréznicowanie
zbiorowisk w odniesieniu do miejsca odnalezienia zwtok jak i roznych formacji ekologicznych
w poszczegOlnych miejscach. W kazdym z badanych przypadkéw najwiecej gatunkéw
zidentyfikowano w probach z bentosu, natomiast najmniej gatunkoéw zidentyfikowano
w probach z planktonu. Analiza dla prob sSrodowiskowych zwigzanych z przypadkami
ujawnienia zwlok pochodzacych z rzeki Wisty, na odcinku 20 km, potwierdzita odrgbnos¢
struktury zbiorowisk okrzemek w poszczegolnych miejscach badanych przypadkéw. Analiza
wskazata 50 gatunkéw okrzemek w najwiekszym stopniu decydujgcych o odmiennosci
badanych miejsc. Gatunki te w rézny sposob wskazywaty na odrgbnos$¢ tych miejsc. Rozne
miejsca charakteryzowaty si¢ rozng liczebnoscia tych samych gatunkéw, lub potwierdzono
obecno$¢ gatunku w jednym miejscu, a brak w innym. Gatunkami obecnymi we wszystkich
probach srodowiskowych, klasyfikowanych jako gatunki absolutnie state (euconstant species)
byly: Melosira varians, Gomphonema parvulum, Cyclotella meneghiniana 1 Nitzschia palea.
Gatunkiem wystepujacym w kilku miejscach/przypadkach byta, miedzy innymi, Navicula
salinarum, preferujaca wody o podwyzszonym zasoleniu. Wystepowata ona w trzech probach
z badanych przypadkow, jednak z r6znym udzialem procentowym, co wyrdznialo te miejsca
sposrod wszystkich innych. Informacje o gatunkach, ktorych wystgpowanie jest ograniczone
do siedlisk o specyficznych warunkach abiotycznych jest wyjatkowo przydatne dla
potwierdzenia lub wykluczenia, czy miejsce znalezienia zwlok bylo tez miejsce utonigcia
(Zalacznik 2).

Przeprowadzone badania organow wewnetrznych zwtok osob, ktore utonetly, pod katem
obecnosci okrzemek wykazaty ograniczenia dla wnioskowania. Po pierwsze zbyt mata liczba
zidentyfikowanych okrzemek w narzadach wewnetrznych, w tym badaniu w nerkach, jak
1 w szpiku zebra. Po drugie licznie wystepujace okrzemki w probach pobranych z ptuc lub
z zawartosci zotadka nie stanowig potwierdzenia utonigcia, poniewaz woda z okrzemkami do
tych narzadéw moze dostawac si¢ biernie. Po trzecie, pomimo $mierci w wyniku utonigcia,
w organach wewngetrznych nie stwierdza si¢ okrzemek z powodu braku lub malej ich
liczebnosci w akwenie, w ktorym nastgpila absorbcja wody lub takze w przypadku naglej
$mierci, natychmiast po dostaniu si¢ do wody. Po czwarte czas, ktory uptynat od $mierci do
mozliwosci poboru proby do analizy porownawczej, moze wplyna¢ na brak zgodnosci
pomiedzy okrzemkami zidentyfikowanymi w narzadach z tymi ze srodowiska, co wynika ze
zmian sezonowych. Po piate ograniczeniem jest pobieranie prob jedynie z jednego, bardzo
czgsto niereprezentatywnego miejsca lub mikrosiedliska dla danego ekosystemu wodnego

(Zalacznik 2).
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VI1.4. Transfer okrzemek na odziez i utrzymanie si¢ ich na niej

VI.4.1. Skarpety jako powszechnie uzywany element odziezy

Analizowano mozliwo$¢ przeniesienia okrzemek na odziez, w postaci dwdch réznych
rodzajow skarpet, wykonanych z bawelny oraz bambusa. W tym celu skarpety zatozone na
stopy miaty kontakt z trzema roznymi ekosystemami wodnymi, rzeka, réw melioracyjny
1 mokradto, w r6znych przedziatach czasowych. We wszystkich przypadkach bez wzgledu na
rodzaj podloza i czas kontaktu liczba zliczonych okryw pozyskanych ze skarpet znacznie
przekraczata 500. Natomiast w preparatach wykonanych z préb uzyskanych ze skarpet, ktére
po kontakcie z podtozem poddano suszeniu, a nastepnie praniu, stwierdzono okrywy okrzemek,
przy czym dla prob z mokradta i rowu melioracyjnego okryw zliczono mniej niz 500. W tych
przypadkach widoczna byla zalezno$¢ pomigdzy czasem kontaktu z podtozem a iloScig
stwierdzonych okryw w preparatach i dotyczy to obu rodzajow materialow, z ktorych skarpety

byly wykonane (Zalacznik 3).

VI1.4.2. Poréwnawcza analiza iloSciowa i jakoSciowa okrzemek na skarpetach po

kontakcie z ekosystemem wodnym

Analiza preparatow ze skarpet po kontakcie z trzema rdéznymi zbiornikami wodnymi
wykazata podobienstwo zbiorowisk okrzemek z tymi, ktore wyizolowano z prob
srodowiskowych. Podobienstwo pomiedzy probami byto wysokie niezaleznie od rodzaju
materiatu, z jakiego wykonane byly skarpety. Zastosowane przedzialy czasowe kontaktu
skarpet z danym podtozem oraz fakt prania skarpet, dawaly obraz zbiorowisk okrzemek z nich
pozyskanych zgodny z prébami srodowiskowymi. W probach niezaleznie od tego, czy byly to
proby srodowiskowe, czy pozyskane z r6znego rodzaju skarpet, po roznym czasie kontaktu ich
z podiozem, uwzgledniajac fakt prania i nieprania, odnotowano te same okrzemki i w tych

samych proporcjach jak w miejscach wybranych do do§wiadczenia (Zalacznik 3).

VI1.4.3. Wybrane materialy wykorzystywane do produkcji odziezy

Do badan uzyto trzech réznych rodzajow materiatow takich jak, bawelna, zamsz oraz
gabka, ktore stanowity podtoza do zasiedlania przez okrzemki. Kazde z podtozy umieszczano

w butelkach z tworzywa sztucznego, ktére nastepnie umieszczono w trzech typach srodowisk,
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dwoéch wodnych (staw, rzeka) oraz glebowym. Czas eksperymentu to okres 6 tygodni
powtorzony w trzech sezonach. Analiza zbiorowisk okrzemek wyekstrahowanych
ze wszystkich substratow uzytych w eksperymencie wykazata, ze okrzemki sktadem
ilosciowym 1 jakosciowym odzwierciedlaty rodzaj ekosystemu niezaleznie od pory roku.
Powyzszy eksperyment wskazuje, ze rdzne typy materiatow po dluzszym kontakcie
ze srodowiskiem, w ktorym sg okrzemki beda przez nie zasiedlane. Moze to by¢ pomocnym
narzedziem w kryminalistyce, gdy dysponuje si¢ materiatem dowodowym, ktéry miat kontakt

ze srodowiskiem, w ktorym wystepuja okrzemki (Zalacznik 3).

VL.5. Analiza struktury zbiorowisk okrzemek w miare oddalania si¢ od zbiornika wodnego

Wyznaczone do badan transekty, w miar¢ oddalania si¢ od trzech ekosystemow
wodnych: rzeka, row 1 mokradto, r6éznity si¢ strukturg zbiorowisk okrzemek, zarowno pod
wzgledem ilosciowym, jaki i jako§ciowym. Gatunkami statymi we wszystkich transektach,
jednak z ré6znym udziatem w poszczegdlnych probach, byty: Planothidium frequentissimum,
Eolimna minima, Nitzschia palea oraz Gomphonema parvulum. Gatunkami wyr6zniajgcymi
dla transektu rzeka — lad, byly: Stephanodiscus hantzschii, Cyclotella meneghiniana
1 Aulacoseira granulata, ktore dominowaty w $rodowisku wodnym, natomiast ich liczebno$¢
spadata wraz z oddalaniem si¢ od brzegu rzeki. Natomiast gatunkami wyrdzniajagcymi wodng
1 ladowg cze$¢ tego transektu byly: Navicula veneta, N. cincta oraz Halamphora montana, przy
czym wyzszy udziat tych gatunkoéw stwierdzono w probach glebowych transektu niz w probach
zrzeki. W probach glebowych odnotowano wystepowanie Mayamaea atomus oraz M. permitis,
ktore nie wystepowaty w probach z wody. Natomiast Navicula gregaria w probach glebowych
transektu rzeka — lad wystapita dos$¢ licznie, a w probach z wody wystapity pojedyncze jej
okrywy. Odnotowanie tak duzej liczby okryw w probkach glebowych dla tego transektu mogto
by¢ wynikiem tego, ze miejsce poboru pordb glebowych znajduje si¢ na terasie zalewowe;.

Zaobserwowano takze wyrazne zréznicowanie zbiorowisk okrzemek pomiedzy dwiema
czgsciami transektu row melioracyjny — lad. W probach wodnych gatunkami wyrdzniajagcymi
byly: Achnanthidium eutrophilum, Hippodonta capitata, Melosira varians, Meridion circulare,
Navicula gregaria, Planothidium lanceolatum, Staurosira venter 1 Staurosirella pinnata.
Natomiast w probach glebowych tego transektu wyrdzniajacymi gatunkami byty: Hantzschia
amphioxys, Pinnularia borealis, P. obscura, Luticola ventricosa, L. mutica oraz Stauroneis

phoenicenteron. Nalezy zwroci¢ uwage, ze Navicula gregaria w transekcie rzeka — lad
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wystepowata licznie w probach glebowych, a w transekcie row — lad w probach glebowych jej
nie odnotowano. Tu na uwage zastuguje fakt, ze proby glebowe transektu rzeka — lad zbierane
byly z terasy zalewowej, na ktorej do potowy wiosny najczesciej pozostaje woda, ktora wylewa
z gldwnego koryta. Okrzemkami, ktére wystepuja w czesci glebowej w transekcie row — lad
i czesci glebowej w transekcie mokradto — lad byly: Luticola mutica, Hantzschia abundans,
Pinnularia isselana 1 P. marchica. Natomiast gatunkami charakterystycznymi w cze¢$ci
glebowej dla transektu mokradto — lad, jednak nie notowanych w innych transektach,
w czesSciach glebowych byty: Nitzschia acidoclinata, Pinnularia sinistra, Stauroneis
thermicola oraz Nitzschia perminuta. Gatunki te najliczniej reprezentowane byly w najwigkszej
odlegtosci od wody. W probach wodnych transektu mokradto gatunkami wyr6zniajagcymi
zbiorowiska okrzemek byly: Stauroneis kriegeri, Gomphonema exilissimum, Eunotia bilunaris,
Mayamaea petersenii oraz Navicula cryptocephala.

W prébach glebowych w transektach wystgpity gatunki charakterystyczne dla
srodowiska poddanego okresowemu wysychaniu lub z deficytem wody i zaliczane do gatunkow
aerofitycznych, jak na przyktad gatunki z rodzaju Luticola, Hantzschia lub Pinnularia borealis.

W srodowiskach typowo wodnych sg one bardzo rzadko notowane. (Zalgceznik 3).

VI.6. Struktura zbiorowisk okrzemek dwoch ekosystemow wodnych w bliskiej odleglosci,

lotycznego i lenitycznego oraz gleby

W celu wykazania zrdznicowania struktury zbiorowisk okrzemek w dwoch
ekosystemach wodnych i1 $rodowisku glebowym znajdujacych si¢ w bliskiej odleglosci,
analizowano proby pobrane z trzech typow siedlisk: ze stawu i rzeki oraz proby glebowe
z grobli o szeroko$ci 3 metrow rozdzielajacej staw i rzekg. Ogoélem oznaczono 245 taksondw
okrzemek, w tym w probkach z gleby oznaczono 145 gatunkow, z rzeki 175, a ze stawu 162.
Odnotowano gatunki state 1 dominujace dla wszystkich typow siedlisk: Staurosirella pinnata,
Cocconeis pseudothumensis, Achnanthidium minutissimum, Planothidium lanceolatum,
P. dubium, P. frequentissimum. Natomiast gatunkami wyrdzniajagcymi dla $rodowiska
glebowego byty: Staurosirella lapponica (0,7-7,2%, staty), Fragilaria vaucheriae (2,7-6,9%,
staly), Placoneis elginensis (staty). Gatunkami wyrdzniajacymi dla stawu byty: Staurosira
venter 1 Nitzschia linearis, ktore w tym zbiorowisku byly tez gatunkami stalymi
i dominujacymi. Przeprowadzona analiza podobienstwa zbiorowisk okrzemek wykazata
odrgbno$¢ kazdego z badanych siedlisk oraz wyrazne niepodobienstwo srodowiska glebowego

od pozostatych (Zalacznik 3).
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VI1.7. Zroéznicowanie pomi¢dzy dwoma ekosystemami rzecznymi na podstawie analizy

struktury zbiorowisk okrzemek

Badania zbiorowisk okrzemek z siedmiu stanowisk, na rzece Narew i rzece Bug, byty
prowadzone co kwartat, przez dwa pelne sezony, od wiosny 2018 roku do zimy 2020 roku.
Przenalizowano 210 prob, w ktérych lacznie zidentyfikowano 293 taksony okrzemek.
Skalowanie wielowymiarowe NMDS, przeprowadzone na podstawie analizy podobienstwa
Bray-Curtisa, wykazato odrebno$¢ zbiorowisk okrzemek pomigdzy rzekg Narew 1 rzeka Bug.
Proby z czterech stanowisk z rzeki Bug wykazaly wigksze podobienstwo wzgledem siebie niz
proby z trzech stanowisk wyznaczonych na rzece Narew. Na podstawie analizy SIMPER
niepodobienstwo prob pomiedzy rzeka Narew i1 rzeka Bug zostato okreslone na blisko 70%, na
co gléwnie mialy wyplyw udzialy procentowe w probach nastepujacych gatunkow
Stephanodiscus hantzschii, Aulacoseira granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella
meneghiniana, Aulacoseira ambigua, Planothidium frequentissimum, Amphora pediculus,
Cocconeis euglypta, C. placentula oraz Fragilaria vaucheriae. Pomimo tego, ze proby ze
stanowisk na rzece Bug wykazaty si¢ wigkszym podobienstwem, niz te ze stanowisk na rzece
Narew, to analiza okrzemkowa wykazata rowniez rdznice pomiedzy stanowiskami, biorgc pod
uwage czestos¢ wystepowania niektorych gatunkéw. Na przyktad gatunki state dla stanowiska
Dg¢be nie zostaly stwierdzone w probach z innych stanowisk lub obserwowano jedynie ich
pojedyncze okrywy.

Proby z wytypowanych do badan stanowisk pobierane byly nie tylko
z potamoplanktonu, ale tez z epifitonu, a takze z podtozy bentosowych w postaci epipsammonu,
epipelonu lub peryfitonu. Analiza struktury zbiorowisk okrzemek wykazala zréznicowanie
takze na poziomie mikrosiedlisk. Na przyktad na wybranych stanowiskach zaré6wno na rzece
Narew, jak i rzece Bug zaobserwowano, ze w przypadku niektorych gatunkow okrzemek udziat
procentowy jest r6zny dla poszczegdlnych mikrosiedlisk.

Ponadto na podstawie analizy okrzemek dokonano charakterystyki ekologiczne;j
stanowisk badawczych obu rzek. Obie rzeki wykazaty si¢ stabo zasadowym odczynem wody,
sg zeutrofizowane 1 obcigzone materig organiczng. Przy czym w przypadku stanowisk na rzece
Bug wody te wykazujg stan hipertrofii. Natomiast w odniesieniu do zasolenia analizowane
gatunki z prob pobranych ze stanowisk na obu rzekach w wigkszos$ci nalezaty do oligohalobow.
Z kolei za§ analiza okrzemek w odniesieniu do wilgotnosci wykazala, ze wiekszos¢

zidentyfikowanych taksonéw to gatunki wodne oraz tolerujace warunki aerofityczne.
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Weczedniejsze prace na temat mapowania rzek obejmowaly analize okrzemek
wystepujacych jedynie w planktonie, z oznaczeniem ich do rodzajéw. W przypadku badan na
rzekach, Narew 1 Bug, analizowano tez proby z réznych typoéw podtozy, w ktorych okrzemki
identyfikowano do poziomu gatunku. Dato to szersza wiedz¢ o rdéznych miejscach
i stanowiskach wod ptynacych, a oznaczenie okrzemek do poziomu gatunku warunkuje
doktadno$¢ i rzetelnos¢ informacji, jaka uzyskuje si¢ o konkretnym srodowisku. Jest to
szczegblnie istotne w kontekScie potwierdzenia, ewentualnie wykluczenia, czy miejsce
znalezienia zwlok bylo tez miejscem utonig¢cia. Trudnoscia w mapowaniu rzek
z wykorzystaniem identyfikacji okrzemek do poziomu gatunku jest posiadanie umiejetnosci na
poziomie eksperta, ale z punktu widzenia kryminalistycznego badania miejsca zdarzenia, przy

opiniowaniu, takie wlasnie umiejetnosci sg pozadane (Zalacznik 4).
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VII. Whnioski — mozliwosci i uwagi Kkrytyczne wobec wykorzystania wiedzy

o roznorodnosci gatunkowej i ekologii okrzemek w kryminalistyce

1. Podczas pobierania probek srodowiskowych w konteks$cie wykorzystania okrzemek jako
narzgdzia pomocniczego przy diagnozowaniu utoni¢¢ oraz wykorzystaniu ich do
wykluczenia badz typowania miejsca utoni¢cia nalezy kierowal si¢ nast¢pujacymi
wskazaniami (Zalacznik 2):

*  Probki srodowiskowe powinny by¢ pobierane w trakcie ogledzin miejsca znalezienia
zwlok, a do probek powinna by¢ dotaczona informacja o czasie opodznienia* (*po jakim
czasie od ogledzin pobierano probki srodowiskowe), co moze wptywaé na strukture
zbiorowiska okrzemek wynikajaca ze zmian sezonowych w réznych typach
ekosystemow.

* W przypadku znalezienia zwtok w rzece, w ktorej mogto dojs$¢ do ich przemieszczenia
wraz z pradem wody, proby nalezy pobra¢ takze powyzej miejsca znalezienia zwlok,
w odlegtosci zaleznej od ksztattu 1 zagospodarowania linii brzegowej do miejsca,
w ktorym hipotetycznie mogta nastagpi¢ absorpcja wody.

* Pobieranie prob nie moze by¢ ograniczone tylko do formacji ekologicznej planktonu,
a powinno dotyczy¢ takze 1 probek z epifitonu oraz proébek bentosowych. Wynika to
z faktu, ze zbiorowiska okrzemek moga rézni¢ sie strukturg w zaleznosci od
mikrosiedliska, oraz faktu, zZe nie wiadomo, w ktéorym konkretnie
miejscu/mikrosiedlisku mogto dojs¢ do aspiracji wody, na przyktad z dna, z toni lub
z makrofitow (Zalacznik 4).

2. Materiat biologiczny cztowieka w postaci narzadow o zachowanej integralnos$ci, nerki,
pluca oraz fragmentu zebra, do poroéwnawcze] analizy okrzemkowej powinien by¢
pobierany podczas sekcji wykonywanej przez medyka sadowego lub anatomopatologa
z zachowaniem zasad zapobiegania kontaminacji proby (Zalacznik 2).

3. Badania na modelu zwierzgcym wykazaly, ze szpik kostny z zeber stanowi dobry materiat
do analizy okrzemkowej w celu potwierdzenia utonigcia jako przyczyny S$mierci
w $rodowisku wodnym. Nawet dlugotrwate zanurzenie materialu kostnego w wodzie daje
mozliwos¢ badania go pod katem obecnosci okrzemek. Nalezy jednak pamigtac, ze tylko
zebra, ktorych integralnos$¢ nie zostata naruszona, nadajg si¢ do diatomologicznej analizy.
Kazde uszkodzenie ciaglosci struktury kosci zeber moze przyczyni¢ si¢ do biernej
penetracji okrzemek do szpiku, co daje falszywy obraz, a tym samym nie moze by¢

pomocne przy diagnozowaniu utoni¢cia jako przyczyny $mierci (Zalacznik 1).
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Wyniki badan oraz wnioski z nich plynace potwierdzaja, ze postawiona hipoteza

badawcza: okrzemki sa narzedziem wspomagajacym w diagnozowaniu utonie¢é jest

prawdziwa.
Wyniki badan oraz wnioski z nich plynace potwierdzaja, ze postawiona hipoteza

badawcza: analiza struktury zbiorowisk okrzemek pozwala na potwierdzenie lub

wykluczenie miejsca ujawnienia zwlok jako miejsca utonigcia jest prawdziwa.

Okrzemki moga by¢ wykorzystane do powigzania osob i rzeczy z danym $rodowiskiem ze
wzgledu na ich tatwy transfer na ro6zne materialty nawet po krétkim kontakcie ze
srodowiskiem wodnym i glebowym oraz ze wzgledu na ich utrzymanie na materiale po
transferze, takze przy probach ich usuniecia na przyktad w wyniku prania (Zalacznik 3).

Okrzemki moga by¢ wykorzystane do powigzania oséb i rzeczy z danym $rodowiskiem ze
wzgledu na odmiennos¢ struktur zbiorowisk okrzemek w réznych typach siedlisk, nawet
jesli siedliska te sa zlokalizowane blisko siebie (Zalacznik 3) oraz réznych stanowisk

1 mikrosiedlisk w tym samum ekosystemie rzecznym (Zalacznik 4).

Wyniki badan oraz wnioski z nich plynace potwierdzaja, ze postawiona hipoteza

badawcza: analiza struktury zbiorowisk okrzemek pozwala na powiazanie osob lub

rzeczy z ekosystemem, a nawet z siedliskiem jest prawdziwa.

Wyniki badan oraz wnioski z nich plynace potwierdzaja, ze postawiona hipoteza

badawcza: mapowanie rzek pod katem struktury zbiorowisk okrzemek moze by¢é

wykorzystane w kryminalistyce jest prawdziwa.

Proby srodowiskowe z ekosystemow wodnych 1 glebowych oraz z materiatu dowodowego,
potencjalnie zawierajgce okrzemki, powinny by¢ pobierane zgodnie z metodyka
wypracowang podczas warsztatow seminaryjnych prowadzonych dla funkcjonariuszy
policji. Metody te zostaly dopracowane tak, aby speilnialy wymagania dotyczace
zapewnienia zroznicowania dostepnego materiatu okrzemkowego ze §rodowiska do analiz
porownawczych, jednoczes$nie uwzgledniajac procedury 1 mozliwos¢ techniczne podczas

ogledzin (Zalacznik 5).
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VIII. Streszczenie/Summary

Okrzemki (Bacillariophyta) to powszechnie wystepujace w  Srodowisku
fotoautotroficzne organizmy jednokomorkowe, ktore wyksztatcity wiele przystosowawczych
cech pozwalajacych na zycie w roznych ekosystemach wodnych. Ich wysycona krzemionka
sciana komorkowa stanowigca zarazem egzoszkielet jest niezwykle odporna na czynniki
fizyczne i1 chemiczne migdzy innymi takie jak: mocne kwasy nieorganiczne, perhydrol oraz
wysoka temperatura. Ponadto struktura tego pancerzyka posiada liczne cechy morfologiczne
pozwalajace na identyfikacje okrzemek do poziomu gatunku. Okrzemki wystepuja
we wszystkich ekosystemach, w ktérych woda jest dostepna lub panuja odpowiednie warunki
wilgotnosciowe, spotykamy je takze w skrajnych warunkach $rodowiskowych, a ich sktad
ilosciowy 1 jakoSciowy jest odzwierciedlaniem warunkéw. Autekologia okrzemek oraz
roznorodno$¢ gatunkowa, to cechy predysponujace do wykorzystania okrzemek
w kryminalistyce. W tym aspekcie diatomologia stanowigc specjalno$¢ biologii sSrodowiskowej
niesie korzy$ci dla kryminalistyki i daje wiele mozliwosci w zwalczaniu przestepczosci.
Wykorzystanie okrzemek w medycynie sadowej datuje si¢ od poczatku XX wieku, kiedy
Revenstorf (1904) wykryt okrzemki w ptucach ofiary utonigcia. Od tamtego czasu okrzemki
wykorzystywano jako pomocne narzedzie przy diagnozowaniu utoni¢¢. Pojawiato si¢ tez sporo
pytan 1 watpliwosci, ktore przyczynity si¢ do prowadzenia badan i eksperymentéw w zakresie
wykorzystania okrzemek w medycynie sadowej. Analizowano obecno$¢ okrzemek nie tylko
w plucach, ale tez w innych narzadach, takich jak nerki, zoladek, watroba oraz szpik kostny,
a takze prowadzone byly badania poréwnawcze z probami $Srodowiskowymi pobranymi
z miejsc znalezienia zwtok ludzkich. Dzigki tym badaniom wiemy, Ze okrzemki nie tylko
stanowig narzedzie pomocne przy diagnozowaniu utonig¢, a takze umozliwiaja potwierdzenie,
wykluczenie oraz typowanie miejsca utoni¢cia. Okazuje si¢, ze szpik kostny, szczegdlnie zebra,
moze by¢ idealnym narzedziem do analizy okrzemkowej w celu potwierdzenia utonigcia jako
przyczyny smierci. W zwigzku z ta metoda pojawialy si¢ tez glosy sceptyczne, gtownie
dotyczace sytuacji, gdy zwloki na skutek dlugotrwatego przebywania w wodzie ulegly
procesowi rozktadu. Dlatego tez prowadzono badania, ktorych celem byto sprawdzenie, czy
okrzemki moga biernie przenika¢ do szpiku kostnego zeber w przypadku dlugotrwatego
przebywania szczatkow ludzkich w wodzie. Badania nad zebrami, wykorzystujac model
zwierzecy, wykluczyly mozliwo$¢ biernej penetracji okrzemek do szpiku kostnego, a co za tym

idzie — potwierdzaly przydatno$¢ badan zeber w okrzemkowej ocenie utonigcia.
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Roéznorodnos¢ gatunkowa okrzemek oraz fakt zasiedlania praktycznie wszystkich
srodowisk wodnych i wilgotnych byly podstawa do prowadzenia badan nad mozliwo$ciami
wykorzystania ich przy powigzaniu oséb i1 rzeczy z konkretnym s$rodowiskiem. Dzigki
badaniom okrzemek prowadzonym w transekcie woda-lad w miar¢ oddalania si¢ od zbiornika
wodnego zaobserwowano zmiany jakosciowe i ilosciowe zachodzace w strukturze zbiorowisk
okrzemek. Takze badania okrzemek z prob pobranych z réznych $rodowisk, wodnych
1 glebowych, zlokalizowanych w niewielkiej odleglosci od siebie wykazaty, ze struktura
zbiorowisk okrzemek tych $rodowisk jest rézna. Powyzsze analizy moga by¢ podstawag
do wykorzystania ich w procesie wykrywczym, a tym samym maj3 istotne znaczenie
w kryminalistyce.

Prowadzone badania nad transferem oraz utrzymaniem si¢ okrzemek na réznych
materialach tekstylnych wyraznie pokazaty, ze okrzemki nie tylko si¢ na nie przenosza
iutrzymuja, ale swym sktadem ilosciowym i jako$ciowym odzwierciedlajg $rodowisko,
z ktorym dany material miat kontakt. W tym przypadku nawet proces prania nie usungt
okrzemek z materiatu, a ich analiza potwierdzita kontakt z konkretnym §rodowiskiem. Pomimo
tego, ze okrzemki wykazuja preferencje do konkretnych siedlisk, to prowadzone badania nad
zasiedlaniem réznych materialow uzytkowych wykazaty, ze struktura zbiorowisk okrzemek,
ktore zasiedlaty rozne materiaty, swym sktadem ilosciowym 1 jakosciowym odzwierciedlata
srodowisko. Ponadto rodzaj materiatu nie miat znaczenia w jego zasiedlaniu. Przeprowadzone
badania potwierdzily, ze okrzemki moga by¢ doskonatym narz¢dziem dla organdéw $cigania,
by potwierdzi¢, wykluczy¢ lub wytypowac miejsce, z ktérym podejrzany mial kontakt.

Prowadzone liczne badania w zakresie zrdznicowania jakosciowego 1 ilosciowego
struktury zbiorowisk okrzemek w ekosystemach wodnych przynosza informacje o srodowisku,
a szczegblnie o zmianach jakie w nim zachodzg. Dlatego tez ta grupa glonéw stanowi idealne
narzedzie do oceny oraz predykcji na temat badanego ekosystemu. Ich szybka odpowiedz
na zmiany srodowiskowe w postaci przebudowy zbiorowisk okrzemek stanowi podstawe do
wykorzystania ich jako bioindykatorow warunkow Srodowiska. Jednak dla potrzeb
kryminalistyki, szybka reakcja okrzemek na zmiany zachodzace w $rodowisku moze by¢
zardwno zaleta, jak 1 wada. Zaletg jest gdy materiat sSrodowiskowy zawierajacy potencjalnie
okrzemki jest pobierany dla potrzeb postgpowania kryminalistycznego niezwlocznie po
zdarzeniu. Wadg natomiast jest wowczas, gdy mija dluzszy czas pomig¢dzy zdarzeniem
a pobieraniem prob okrzemek do badan porownawczych, co zwigzane jest ze zmianami

sezonowymi 1 wptywem antropogenicznym.
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Mapowanie ekosysteméw wodnych pod katem analizy okrzemkowej w celu zbadania
jak ksztattuje si¢ struktura zbiorowisk okrzemek w kontekscie na przyktad zmian wynikajacych
z sezonowosci, to kolejny krok w kierunku rozwoju diatomologii kryminalistycznej, poniewaz
informacje te moga na przyktad by¢ podstawg do wskazania miejsca utoni¢cia.

W celu prawidtowego zabezpieczenia materiatu, ktéry moze by¢ przedmiotem badan
diatomologicznych dla potrzeb kryminalistyki powstata metodyka zawierajaca praktyczne
wskazowki 1 zalecenia dedykowane funkcjonariuszom zabezpieczajacym materiat dowodowy
1 porownawczy na miejscu zdarzenia.

Wymagania $rodowiskowe okrzemek, ich mozliwosci przystosowawcze oraz ich
zdolnos$¢ odbudowania struktury zbiorowiska zaburzonego w wyniku zmian $§rodowiskowych
to cechy, ktoére moga przynies¢ korzysci dla kryminalistyki przy diagnozowaniu utonie¢,
typowaniu, potwierdzeniu i wykluczeniu miejsca utoni¢cia oraz powiazania podejrzanego

lub ofiary z konkretnym $rodowiskiem.

Summary

Diatoms (Bacillariophyta) are commonly occurring photoautotrophic unicellular
organisms in the environment that have developed many adaptive features that allow them to
live in a variety of aquatic ecosystems. Their silicon-rich cell wall, which also constitutes their
exoskeleton, is extremely resistant to physical and chemical factors, including strong inorganic
acids, hydrogen peroxide, and high temperatures. Furthermore, the structure of this exoskeleton
has numerous morphological features that allow for the identification of diatoms down to
the species level. Diatoms are found in all ecosystems where water is available or where
appropriate humidity conditions prevail, and they can also be found in extreme environmental
conditions, with their quantitative and qualitative composition reflecting these conditions.
The autecology of diatoms and their species diversity make them suitable for use in forensics.
In this aspect, diatomology, as a specialty of environmental biology, brings benefits to forensics
and offers many opportunities in combating crime. The use of diatoms in forensic medicine
dates back to the early 20th century when Revenstorf (1904) detected diatoms in the lungs
of a drowning victim. Since then, diatoms have been used as a helpful tool in diagnosing
drownings. There have also been many questions and doubts that have led to research
and experiments regarding the use of diatoms in forensic medicine. The presence of diatoms
has been analyzed not only in the lungs but also in other organs, such as the kidneys, stomach,

liver, and bone marrow, and comparative studies have been conducted with environmental
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samples taken from the sites where human remains were found. Owing to these studies,
we know that diatoms not only serve as a tool in diagnosing drownings but also enable
the confirmation, exclusion, and identification of the drowning site. It turns out that bone
marrow, especially from the ribs, can be an excellent tool for diatom analysis to confirm
drowning as the cause of death. However, there have been skeptical voices regarding
this method, mainly concerning situations where corpses that have been in water for a long time
have undergone decomposition. Therefore, studies were conducted to determine whether
diatoms can passively penetrate the bone marrow of ribs when human remains are submerged
in water for an extended period. Research on ribs, using an animal model, excluded
the possibility of passive penetration of diatoms into the bone marrow, thereby confirming
the usefulness of rib studies in diatom assessment of drowning.

The species diversity of diatoms and the fact that they inhabit practically all aquatic and
moist environments formed the basis for conducting research on their potential use in linking
individuals and objects to specific environments. Through studies of diatoms conducted in
a water-land transect, changes in the qualitative and quantitative structure of diatom
communities were observed as the distance from the water body increased. Additionally,
studies of diatoms from samples taken from various aquatic and soil environments located in
close proximity to each other showed that the structure of diatom communities in these
environments is different. The analyses mentioned above may serve as a basis for using them
in detection processes, and thus they have significant implications in forensics.

Research on the transfer and persistence of diatoms on various textile materials has
clearly shown that diatoms not only transfer and persist on these materials but also reflect
the environment with which the material has come into contact through their quantitative and
qualitative composition. In this case, even the washing process did not remove diatoms from
the material, and their analysis confirmed contact with a specific environment. Despite diatoms
showing preferences for specific habitats, studies on the colonization of various usable
materials have demonstrated that the structure of diatom communities inhabiting different
materials reflects the environment in terms of both quantity and quality. Furthermore, the type
of material did not matter in terms of colonization. The conducted studies confirmed that
diatoms can be an excellent tool for law enforcement to confirm, exclude, or identify
the location with which a suspect had contact.

Numerous studies on the qualitative and quantitative diversity of diatom communities
in aquatic ecosystems provide information about the environment, particularly regarding

changes occurring within it. Therefore, this group of algae serves as an ideal tool for assessing
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and predicting the state of the studied ecosystem. Their rapid response to environmental
changes, manifested in the restructuring of diatom communities, forms the basis for using them
as bioindicators of environmental conditions. However, for forensic purposes, the quick
reaction of diatoms to environmental changes can be both an advantage and a disadvantage.
The advantage arises when environmental material containing potentially diatoms is collected
for forensic proceedings immediately after an event. The disadvantage occurs when a longer
time elapses between the event and the collection of diatom samples for comparative studies,
which is related to seasonal changes and anthropogenic influences.

Mapping aquatic ecosystems for diatom analysis to investigate how the structure of
diatom communities is shaped, for example, by seasonal changes, is another step towards
the development of forensic diatomology, as this information could, for instance, be the basis
for indicating a drowning site.

To properly secure material that may be subject to diatomological research for forensic
purposes, a methodology has been developed containing practical guidelines
and recommendations dedicated to officers securing evidence and comparative material at
the scene.

The environmental requirements of diatoms, their adaptive capabilities, and their ability
to rebuild the structure of a community disrupted by environmental changes are features that
can benefit forensics in diagnosing drownings, identifying, confirming, and excluding

drowning sites, as well as linking a suspect or victim to a specific
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Diatoms (Bacillariophyta), being single-celled photosynthetic organisms, are widely distributed in aquatic eco-
systems around the globe. Their exoskeletons are resistant to most environmental factors as well as chemical
reagents in laboratory settings. Moreover, the ornamentation featured on exoskeletons can be used to identify
individual diatomaceous species. As a result, the detection of diatoms in the internal organs, and especially rib
marrow, of corpses found in water can serve as an important tool for diagnosing drowning as the cause of death
as long as passive postmortem penetration of diatoms into those organs is excluded. In the environmental ex-
periments described in this paper, diatoms were detected in rib marrow only when contamination resulted from a
mechanical breach of bone integrity and structure, irrespective of the residence time of bone material in the
aquatic environment. Our research suggests that the presence of diatom in the rib marrow may be the gold
standard in the diagnosis of drowning in the future. Our animal model research dispels one of the doubts, such as
the possibility of passive penetration of diatoms into the bone marrow, which is still under discussion in the
forensic medicine community.

1. Introduction pathomechanism of death by drowning consists of acute central nervous

system hypoxia'' as a result of the obstruction of the respiratory tract

Diatoms (Bacillariophyta) are a group of photoautotrophic organ-
isms whose size ranges from a few to several hundred microns "2, They
are distinguished by high diversity, with the number of species esti-
mated at around 200,000.% Of particular interest is the diatomaceous
exoskeleton. It is strongly impregnated with hydrated silica, which
results in high resistance to biodegradation processes® and to chemicals
used in the handling of these protists.®® Moreover, the external struc-
ture of the exoskeleton can serve as a basis for taxonomic identification
down to the species level."»*°

In 2002, the World Health Organization’s International Commission
of Experts revised the definition of drowning as “the process of experi-
encing respiratory impairment from submersion/immersion in liquid”
with outcomes being “death, morbidity” or “no morbidity”.'® The

* The study was financially supported by the University of Lodz.
* Corresponding author.

with a liquid, most often water, which usually contains diatoms. If water
enters the lungs antemortem, diatoms are spread throughout body or-
gans via circulation.'?>!” Thus, the finding of diatom valves in organs
other than the lungs of a corpse recovered from the water, such as the
kidneys or bone marrow, may indicate that the person was still alive
(because the heart was pumping blood) while submerged in the water.
Although the diatom test has been recognized as the “gold standard” in
the diagnosis of drownings, ° it is still hotly debated in from the forensic
community.

This is because most diatoms remain in the lungs, and only a few are
transported to other organs through the bloodstream.'®!'® The absence
of diatoms in the kidneys does not allow one to exclude drowning as a
cause of death since it can be caused by a rapid cessation of circulation in
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the drowning person. Moreover, due to putrefaction and increased
membrane permeability in cells and tissues, the aspirated fluid with
diatoms may also be found in the pleural cavity, from where it could
have passively reached the rib marrow.”*°

The examination of the rib marrow simultaneously with the kidneys
may be helpful, especially in situations where the corpse has developed
putrefactive lesions through which diatoms may have passively entered
the soft tissues.'>?"***> Due to its structure, the cortical bone (substantia
compacta) of the ribs forms a barrier that is much more difficult or
impossible to penetrate by diatoms. Thus, the detection of diatoms in the
rib marrow appears to indicate that the person was alive when water
entered their lungs.”

However, reports on the examination of animal carcasses of various
species for the presence of diatoms'®'>?**” include mainly soft tissue
studies and do not address the passive penetration of diatoms into the rib
marrow. The two recent publications on diatoms passively penetrating
the bone marrow of pig long bones®®?° did not involve the ribs and used
significantly shorter time intervals of exposure to an aquatic environ-
ment (a maximum of three months).

The ribs are part of the skeletal system of vertebrates, forming the
thorax together with the sternum and the thoracic vertebrae.’’ The
primary function of the ribs is to protect the organs located in the chest:
the heart and lungs.>! The ribs also play an important role in the process
of breathing: they are the place of attachment of the respiratory muscles,
and, due to the flexible cartilage between the ribs and sternum, they
enable the volume of the thorax to change, making inhalation and
exhalation possible.

An individual rib consists of the shaft (corpus costae), neck (collum
costae), and head (caput costae), which connects it to the spine. The
costal groove (sulcus costae) on the inner surface of the rib serves as a
channel for the intercostal vein, artery, and nerve.>’ The ribs are flat
bones; their number varies from species to species and corresponds to
the number of thoracic vertebrae.

Each pig rib consists of two sections: the bony part and the carti-
laginous part. The former features a head with articular surfaces sepa-
rated by a crest. Distal to the head are the neck and tubercle. The latter
has a medially facing articular surface that connects to the costal facet of
the transverse process of the thoracic vertebra. Therefore, the external
structure of the pig rib is the same as that of the human rib,*? and also
concerning Haversian canals.*

Pigs have 14-15 pairs of ribs (including 6-8 pairs of true ones) with
well-expressed angles; the shafts are narrow and spirally curved. The
length and width of the ribs increase from the first to the seventh pair,
then decrease again, with rib curvature increasing from the first to the
last one. As in the case of human ribs, the initial seven pairs of ribs
connect directly to the sternum (true ribs), with the others being false
ribs (pigs have 7-8 pairs of false ribs). In adult animals, the lower ends of
the ribs are often thinner, while in piglets — thicker. The articular sur-
faces of the rib tubercles are flat. Ribs from the second to the seventh
pairs feature articular surfaces to connect with the rib cartilage.

Bone marrow is found inside marrow cavities and within the
trabecular bone. Solid bone tissue provides marrow with great me-
chanical stability. The outer and inner layers of flat bones are made of
cortical bone containing Haversian canals (canalis centralis osteoni)
20-100 pm in diameter, connecting to Volkmann canals (canalis Volk-
manni).>* If bone integrity is maintained, bone marrow is better pro-
tected than any other internal organ from post-mortem injury or
contamination (trauma, animal predators or fungi, bacteria, and para-
sites).>>%° However, in the case of a fracture or damage to the bone,
marrow is no longer protected, which leads to its loss.’”>*® Based on a
retrospective evaluation of numerous exhumations, bone marrow his-
tological features have been estimated to be preserved for at least 3
months,®” and forensic toxicology studies indicate that marrow can be
used for analysis even many years after the person’s death.*’ >

As Haversian canals might be a potential route of penetration into
the marrow of intact bones, the present study aims to confirm or refute
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this possibility taking into account the size (length and width) of di-
atoms found in natural aquatic ecosystems.

Thus, the objective of this work is to verify the usefulness of the
diatom test for the diagnosis of drowning cases with corpses devoid of
soft tissue by answering the question of whether or not diatoms can
passively penetrate the bone marrow of ribs remaining in water for a
long time.

For this purpose, experiments were conducted in which pig ribs were
submerged in aquatic environments for different time intervals. The use
of pig ribs was motivated by the fact that their density and mechanical
parameters are the same as those of human bones,*>** and procedures
for examining animal carcasses correspond to those applied in forensic
medicine.*®

2. Material and methods
2.1. Obtaining pig ribs

The test material was purchased commercially from a slaughter-
house. It consisted of fragments of two pork carcasses including ribs
together with the sternum, covered with a thin layer of muscles with
fascia and fat (Fig. 1A and B). In the slaughterhouse, the carcasses were
processed in such a way that the ribs were not damaged and that they
remained connected to the thoracic vertebrae of the spine. The carcasses
came from pigs aged 12-18 months. To isolate the ribs, the skin, fat, and
most of the muscle tissue were removed (Fig. 1C). Finally, the ribs were
separated from the sternum and vertebrae. Some of the ribs were broken
out of the joints (in Test 1-3), and some of them were cut off with the
part of the vertebra and sternum (in Test 4) (Fig. 1D). Care was taken not
to damage the structure of distal parts of the ribs.

One rib from each carcass fragment was frozen as control material to
exclude a prior presence of diatoms as the literature describes the risk of
contamination of animal tissues with diatoms in vivo (before slaughter-
ing) due to their widespread presence in soil, water, food**~*° and air.”’

In Experiment 1 (Test 1 and Test 2), the ribs prepared as above were
placed in plastic bottles (two in each). In each bottle, numerous (about
30) holes of approximately 1 cm in diameter were made to allow the
flow of water containing diatoms. The bottles were attached to a box
(Fig. 2A) and submerged in a pond (Fig. 2C). In Experiment 1 (Test 3), to
investigate the possibility of passive penetration of diatoms into rib
marrow in flowing water (a watercourse), prepared ribs were submerged
in a drainage ditch (Fig. 2D). In Experiment 2 in Test 4 prepared ribs
(Fig. 2B) were submerged in a drainage ditch (Fig. 2D). The ribs from
Test 3 and 4 were placed in steel cages, that guaranteed the free flow of
water (Fig. 2B) to prevent damage by animals.

As a result, three tests were carried out within Experiment 1.

1. In Test 1 (winter test), four bottles with two prepared ribs in each of
them were submerged in the pond (PON) in January.

2. In Test 2 (spring test), four bottles with two prepared ribs in each of
them were submerged in the pond (PON) in March.

3. In Test 3 (summer test), two steel cages with four prepared ribs in
each of them were submerged in a drainage ditch (DRD) in July.

As well as one test within Experiment 2.

4. In Test 4 (winter test), two steel cages with four prepared ribs in each
of them were submerged in the pond (PON) in January (Fig. 2B).

One bottle with ribs as well as one rib from each cage was recovered
from the water after one (1M), three (3M), six (6M), and twelve months
(12M) from the time of submersion. The ribs were then labeled and
frozen at —20 °C for further preparation. The freezing temperature and
storage were consistent with the bone freezing procedure used for DNA
analyses.*®

One of each pair of ribs removed from the water was retained for
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Fig. 1. A piece of pork carcass from the integumentary side (A), from the side of internal organs (B), ribs after separation from skin and pork fat (C), and dissected
ribs, separated from the vertebrae of the spine and sternum (D).

Fig. 2. Bottles with ribs placed in a box just before water immersion (A), steel cages in which dissected ribs were placed before immersion in a drainage ditch (B), a
pond in which dissected pig ribs were immersed (C), a drainage ditch where dissected pig ribs were immersed (D).
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repeated preparation. After retrieving all biological material, the ribs
were defrosted (Fig. 3).

The ribs were stripped of soft tissue (Fig. 4), and then both their ends
were cut off in such a way as to leave 10 cm long segments of the central
part of the shaft. Each obtained samples were tested for the presence of
diatoms. One microscope slide was a sample taken from one rib (10 cm).
The entire rib fragment was etched in 300 ml of hydrogen peroxide.
After digestion, the sample was concentrated in a 4 ml solution with
diatom valves. Then 0.5 ml of concentrated solution (10 drops) was
placed on a microscope slide.

The results obtained in the above three tests in Experiment 1 proved
to be inconclusive. Therefore, it was decided to conduct Experiment 2
with Test 4: the procedure and the method of obtaining and preparing
pig ribs were analogous to the first three experiments, but this time
every effort was made to ensure that not only the shafts but also the
proximal and distal rib ends had not been damaged in the slightest de-
gree before their submersion in water. In Test 4, the ribs were placed in
the pond (PON) (Fig. 2C) in January (a winter test) and recovered after
one (1M), three (3M), six (6M), and twelve months (12M).

Environmental samples were collected from the pond and from the
drainage ditch in the form of 100 ml samples representing plankton (PL),
epiphyton (EP), and benthos (BE) to check the rib deposition sites for
diatoms and determine their dominant species as potentially most likely
to penetrate the bone material.

2.2. Preparation of diatoms from biological and environmental samples

Ribs were rinsed under running distilled water, which was then
examined for the presence of diatoms. For this purpose, wet prepara-
tions were made and viewed under a light microscope at a magnification
of 10x 40/1.25. The process of rinsing the ribs was repeated until no
more valves were found in the water after rinsing. Then, the central
parts of ribs with a length of 10 cm were digested in 300 ml of 30 %
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hydrogen peroxide (H,0,)*° with the addition of several ml of concen-
trated sulfuric acid (H2SO4) at 70 °C for 48 h. The specimens were
washed multiple times with Line-EtOH (a mixture of ethanol, diethyl
ether, and acetone) with centrifugation for 3 min at 3500 rpm each time.
After the last centrifugation, distilled water was added. From the puri-
fied diatomaceous sediment, permanent slides were produced using
Naphrax® resin and examined at a magnification of 10x 100 under oil
immersion.

To determine the ratio between live and dead diatoms in wet and
unfixed samples before the preparation of purified diatomaceous sedi-
ment, the environmental specimens were observed under a light mi-
croscope at a magnification of 10x 40/1.25.

Samples were subsequently fixed with 1 ml of a 4 % formaldehyde
solution. In the next step, 2 ml of each sample was retrieved after
shaking, and a few drops of concentrated sulfuric acid (H2SO4), and then
2 ml of 30 % chromic acid, were added. After digestion, the resulting
samples were centrifuged at 3500 rpm for 3 min, rinsed with distilled
water and centrifuged again. The steps were repeated until purified
diatomaceous sediment. The sediment was then transferred onto
microscopic slides and, after drying, embedded in Naphrax® resin. The
permanent slides thus prepared were observed under a light microscope
at a magnification of 10x 100/1.25. Diatoms were identified (to species
level) in each preparation (microscopic permanent slides) by counting
out 500 consecutive valves (one frustule is composed of two valves;
epivalve and hypovalve) (Fig. 5). Three more stripes were then inspec-
ted to identify diatoms that did not appear during the counting. In the
case of a smaller number of valves, the whole preparation was reviewed
and all valves were counted. We used the most up-to-date iconographic
keys to identify diatom species.

Fig. 3. Ribs after defrosting Test 1 (A), Test 2 (B), Test 3 (C): after one month (1M), after three months (3M), after six months (6M), and after twelve months (12M)

and control material (D).



I. Bogusz et al.

Journal of Forensic and Legal Medicine 107 (2024) 102753

Fig. 4. Ribs after soft tissue purging Test 1 (A), Test 2 (B), Test 3 (C): after one month (1M), after three months (3M), after six months (6M) and after twelve months

(12M) and control material (D).
3. Results

3.1. Characteristics of the structure of diatomaceous communities from
the ecosystems used in the experiment

The analysis of unfixed environmental samples taken from the pond
(PON) and drainage ditch (DRD) confirmed that 90 % of the diatoms
were alive. A total of 97 diatom species (including 71 in plankton PL, 80
in epiphyton EP, and 71 in benthos BE) were identified in all tested PON
samples (in PL, in EP, in BE), and 130 species (including 93 in PL, 64 in
EP and 75 in BE) in DRD samples. Sixty-six species occurred in both
ecosystems.

The tested PON samples were dominated by seven species (ac-
counting for at least 5 % of the samples each), while the DRD samples
revealed nine dominant species. The most abundant species in both
ecosystems was Nitzschia palea (Kiitz.) W. Sm. (Table 1).

In the studied samples taken from the pond, we found species with an
average valve length of 6.6-46.5 pm in most cases (71.1 %). In four

species, i.e., Nitzschia sigmoidea (Nitzsch) W. Sm., Stauroneis phoeni-
centeron (Nitzsch) Ehrenb., Ulnaria delicatissima (W. Sm.) Aboal & Silva,
and Ulnaria ulna (Nitzsch) Compere, the average valve length ranged
from 166.5 pm to 326.5 pm (Fig. 6).

In terms of valve width, most of the pond species (94.8 %) ranged
from 2.85 pm to 21.25 pm, but one species, Stauroneis phoenicenteron
(Nitzsch) Ehrenb., revealed a valve width of 33.0 pm (Fig. 7).

The species isolated from drainage ditch samples had an average
valve length of 6.5 pm-76.5 pm in most cases (91.4 %). However, we
also identified much larger species: two with an average length between
111.5 pm and 181.5 pm (Craticula cuspidata (Kiitz.) Mann and Cymato-
pleura solea (Bréb.) W. Sm.) and four species with an average length
between 216.5 pm and 356.5 pm (Nitzschia sigmoidea (Nitzsch) W. Sm.,
Paraplaconeis minor Lange-Bert., Surirella biseriata Bréb., and Ulnaria
ulna (Nitzsch) Compere) (Fig. 8).

In terms of valve width, most of the drainage ditch species (84.6 %)
ranged from 2.75 pm to 12.15 pm, except for one diatom, Iconella
biseriata (Bréb.) Ruck & Nakov, with an average valve width of 60 pm
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Fig. 5. Scheme of diatom cell exoskeleton (1) and the morphological differentiation of diatoms belonging to particular genus (2-6) shown on SEM analysis.

Table 1

The percentage of dominant species taken from the pond (PON) and the drainage ditch (DRD) in plankton (PL), epiphyton (EP), and benthos (BE).
Taxon Avg. length (pm) Avg. width (pm) PON DRD

PL EP BE PL EP BE

Achnanthidium eutrophilum (Lange-Bert.) Lange-Bert. 11.5 4.0 2.8 4.0 5.0
Amphora copulata (Kiitz.) Schoeman & Arch. 30.5 6.3 5.8 1.9 0.8 2.9 0.4 2.7
Cocconeis placentula Ehrenb. 23.5 16.5 2.0 6.3 0.3 2.8 2.1
Cyclotella meneghiniana Kiitz. 24.0 24.0 33.8 14.2 57.0 0.9 1.1
Eolimna minima (Dec.) Lange-Bert. 11.5 3.3 5.9 10.9 2.7 0.6 1.5
Hippodonta capitata (Ehrenb.) Lange-Bert., Metz. & Witk. 25.0 6.0 2.2 1.9 0.5 6.8 0.9 6.3
Melosira varians Ag. 21.5 21.5 1.4 1.9 10.8 0.4 14.7
Meridion circulare (Grev.) Ag. 46.0 6.0 0.5 0.2 4.4 0.9 7.4
Navicula cryptocephala Kiitz. 30.0 6.0 1.1 7.2 3.6 0.4 0.4 0.2
Navicula gregaria Donk. 21.5 6.3 3.5 3.6 9.0
Nitzschia palea (Kiitz.) W. Sm. 42.5 3.8 4.0 7.9 2.4 1.1 55.2 3.1
Planothidium frequentissimum (Lange-Bert.) Lange-Bert. 17.0 5.3 0.4 0.4 0.7 7.5 1.8 5.3
Staurosira venter (Ehrenb.) Cl. & Moller 6.5 4.5 1.4 1.1 0.5 7.4 1.5
Staurosirella pinnata (Ehrenb.) Williams & Round 19.0 5.0 0.2 0.3 8.8 3.1
Stephanodiscus hantzschii Grun. 19.0 19.0 17.3 11.4 12.1 1.1 0.2

(Fig. 9).

3.2. Analysis of ribs in terms of diatom size

None of the pig ribs constituting the control material revealed the
presence of diatoms. A total of 30 diatom species were found in rib
samples from Tests 1, 2, and 3. A comparison of the number of diatom
species and individuals identified in samples retrieved after one month
(1M), three months (3M), six months (6M), and twelve months (12M)

from the pond (Tests 1 and 2) and from the drainage ditch (Test 3) is
presented in (Fig. 10).

The comparison of the prevalence of dominant species is presented in
Table 2.

The environmental abundance of diatom species that were dominant
in the marrow from ribs submerged in the pond (but not dominant in the
pond itself) was as follows: for Hippodonta capitata (Ehrenb.) Lange-
Bert., Metz. & Witk. 2.2 % in plankton, 1.9 % in epiphyton, and 0.5 %
in benthos; for Planothidium frequentissimum (Lange-Bert.) Lange-Bert.
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Histogram of diatom valve length [um] in environmental sample - pond
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Fig. 6. Histogram of the length of valves of the species revealed in environmental samples taken from the pond.
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60

50
40
30
20
10
0 --——_

[2,85,7,45] (7,45, 12,05]

(12,05, 16,65] (16,65, 21,25] (21,25, 25,85] (25,85, 30,45] (30,45, 35,05]

Fig. 7. Histogram of the width of the valves of the species revealed in the environmental samples taken from the pond.

0.4 % in plankton, 0.4 % in epiphyton, and 0.7 % in benthos, for Pseu-
dostaurosira brevistriata (Grun.) Williams & Round 0.2 % in plankton,
none in epiphyton, and 0.2 % in benthos, and for Staurosirella pinnata
0.2 % in plankton, none in epiphyton, and 0.3 % in benthos.

A comparison of the results of Test 3, in which the ribs were
immersed in a drainage ditch (DRD), is presented in Table 3. A total of
33 species were found in the tested rib samples.

The environmental abundance of diatom species that were dominant
in the marrow from ribs submerged in the drainage ditch (but not
dominant in the ditch itself) was as follows: for Amphora copulata (Kiitz.)
Schoeman & Arch. 2.9 % in plankton, 0.4 % in epiphyton, and 2.7 % in
benthos, and for Navicula upsaliensis (Grun.) Perag. 1.6 % in plankton,
0.7 % in epiphyton, and 1.3 % in benthos.

The average length of the diatom valves identified in samples taken
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Histogram of diatom valve length [um] in environmental sample - ditch
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Fig. 8. Histogram of length of species found in environmental samples taken from a drainage ditch.
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Fig. 9. Histogram of valve width of species revealed in environmental samples taken from a drainage ditch.

from ribs that were submerged in the pond was 6.5-54.5 pm; more than ribs submerged in the pond was from 4.0 pm to 24.4 pm. In most species
half of the species (56.7 %) were in the range of 18.5 pm-30.5 pm (70.0 %) that value ranged from 4.0 pm to 9.1 pm, and only in Cyclotella
(Fig. 11). meneghiniana Kiitz. it amounted to 24.4 pm (Fig. 12).

The average width of diatoms identified in samples taken from pig The average length of diatoms found in samples from ribs recovered
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Fig. 10. Comparison of the presence of the number of diatom species and valves in Tests 1-3, and Test 4 with references to the season (blue — winter, light green —
spring, green — summer, yellow — autumn). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of

this article.)

Table 2
Percentage of dominant species in the tested samples taken from the ribs from Tests 1 and 2 (PON).
Dominant species Avg. length (pm) Avg. width (pm) Test No. 1 Test No. 2
1M 3M 6M 12M 1M 3M 6M 12M
Amphora copulata (Kiitz.) Schoeman & Arch. 30.5 6.3 5.6 22.3 8.7 5.9*
Cyclotella meneghiniana Kiitz. 24.0 24.0 2.0 1.2 8.4
Hippodonta capitata (Ehrenb.) Lange-Bert. Metz. & Witk. 25.0 6.0 3.1 2.8 11.4
Planothidium frequentissimum (Lange-Bert.) Lange-Bert. 17.0 5.3 4.3 4.0 8.0
Pseudostaurosira brevistriata (Grun.) Williams & Round 17.5 5.0 5.7
Staurosirella pinnata (Ehrenb.) Williams & Round 19.0 5.0 70.0 58.3 37.6 41.2*

Explanation: * - with a low number of valves confirmed in the sample.

Table 3
Percentage of dominant species in the tested samples taken from ribs in Test No.
3 (DRD).

Dominant species Avg. Avg. Test No. 3
length width
1M 3M 6M 12M
(pm) (pm)
Amphora copulata (Kiitz.)  30.5 6.3 3.7 19.7
Schoeman & Arch.
Navicula upsaliensis 325 10.8 5,1 1.2
(Grun.) Perag.
Planothidium 17.0 5.3 5.6 1.6

frequentissimum
(Lange-Bert.) Lange-
Bert.
Staurosirella pinnata 19.0 5.0 64.4 67.8 100*
(Ehrenb.) Williams &
Round

Explanation: * - with a low number of valves confirmed in the sample.

from the drainage ditch ranged from 6.5 pm to 58.5 pm, except for
Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére, with a length of 275 pm (Fig. 13).

The average width of diatoms found in samples from ribs that were
submerged in the drainage ditch was predominantly (96.9 %) in the
range of 3.23-19.45 pm, except for one species, Cyclotella meneghiniana
Kiitz., with an average width of 24.0 pm (Fig. 14).

In Test 4, only two valves (one specimen — length 18.5 pm, width 7.0
pm) of the species Sellaphora pupula (Kiitz.) Mereschk. was found in 3M
samples (Fig. 10). In the remaining samples, recovered after one, six,
and 12 months, no diatoms were detected. To confirm the presence of
diatoms in the sample from the third month (3M) and the absence of
diatom valves in the samples from the first, sixth, and after 12 months,
additional three permanent slides from the same respectively solution
sample (4 ml) were analyzed. The presence of diatoms was not
confirmed in any of these preparations. During the preparation of the
ribs used in Test 4, every effort was made to ensure that not only the rib
shaft, but also both of its ends were intact before submersion.

4. Discussion

The use of rib marrow as an adjunct to the diagnosis of drowning is
still debated. Under discussion is in particular the possibility of passive
penetration of diatoms found in the aquatic environment into the bones
of corpses remaining in the water for a long time. Potential routes for
diatoms to enter the bone marrow appear to be Haversian canals and
disruption of bone integrity.

When preparing pig ribs for Tests 1, 2, and 3, preventing all damage
to the heads of the ribs (caput costae) was not a priority. The assumption
was that after recovering samples from submersion diatoms were to be
extracted only from the marrow located in the center of the shafts
(corpus costae), and so special care was taken to avoid damage to them.
This procedure did not produce unambiguous results: numerous diatoms
were found in ribs submerged in both standing water (pond) and flowing
water (drainage ditch) after one and six months, while very few were
found after three and twelve months of submersion. These findings
suggest that the passive migration of diatoms to the marrow of pig ribs
may occur even at a rate of a few centimeters in one month.

On the other hand, in Test 4, the ribs were prepared in such a way
that not only the shaft but also both bone ends were completely intact
before their submersion in water. As a result of maintaining a strict
preparation regime, no diatom valves were found in the rib marrow.

According to some authors referring to human remains, the results of
the diatom test should be considered positive only if the number of di-
atoms is greater than a certain threshold; for example, 20 diatoms per
10 g of lung sample and five diatoms in other organs.*® Thus, the dis-
covery of two diatoms in the marrow of a rib submerged in a drainage
ditch for three months in Test 4 would not have any diagnostic value in
forensic opinions on drowning as the cause of death. The finding of two
diatom valves in only one of the four microscopic permanent slides (3M
sample) should be considered as contamination. Hence, it can be
assumed that Haversian canals occurring in flat bones and connecting to
Volkmann canals® constitute an impassable barrier to diatoms.

According to literature reports relating to humans, the possibility of
diatom penetration through the pulmonary capillaries and into the in-
ternal organs, including the rib marrow, depends on diatom size. The
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Histogram of length [um] of valve in ribs samples from pond
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Fig. 11. Histogram of the length of valves of the species found in the tested samples taken from ribs that were immersed in the pond.

Histogram of width [um] of valve in ribs samples from pond
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Fig. 12. Histogram of the width of the valves of the species revealed in the tested samples taken from the ribs that were immersed in the pond.

maximum estimated length of diatoms that can cross the human pul-
monary barrier ranges from 30 pm47 to 110 pm.l4 However, even larger
diatoms can occasionally penetrate the internal organs, especially if they
are characterized by a high aspect ratio (e.g. are needle-shaped like
Ulnaria ulna).?° In our study, we found the presence of diatom species
with a maximum average length of up to 52.5 pm (Navicula reinhardtii
(Grun.) Grun. — only one valve each in four rib marrow samples) and a
maximum average width of up to 24.0 um (Cyclotella meneghiniana - in
one of the samples it was the dominant species). Except for one Ulnaria
ulna valve in one marrow sample from a rib submerged in a drainage
ditch, we did not detect species larger than those that could penetrate
the pulmonary capillaries. This suggests that size is an equally limiting
factor for diatom penetration through the pulmonary barrier and the rib
marrow.

It is thought that the presence of diatoms in rib samples in the first
three tests may be confirmed by the presence of large diatoms in them.
However, it should be remembered that diatoms can also penetrate the
soft tissues of internal organs through wounds formed both after and
before death and as a result of the decomposition of corpses due to

10

prolonged exposure to water.?"?> They can also penetrate the bone
marrow as a result of a breach of the bone structure.”® Our research
shows that the cortical barrier of the ribs is impassable for diatoms, and
so in the absence of a disruption of bone integrity postmortem
contamination is unlikely, even in the case of a cadaver in a state of
advanced putrefactive decomposition.

Previous analyses of the ribs have shown that contamination may
have occurred during retrieval as well as at the time of sample prepa-
ration, giving false positive results.’®>° It is particularly important to
develop a procedure for extracting bone marrow during autopsy, as
contamination at this stage is more likely to occur than during prepa-
ration taking place in a research laboratory. An interesting method of
avoiding contamination when collecting bone marrow from the sternum
is the use of aspiration needles (sternal aspiration needles).’’

5. Conclusion

Most forensic studies on the subject published in recent years
describe the use of bone marrow as an alternative tissue in toxicological
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Fig. 13. Histogram of the length of the valves of species found in the tested samples taken from the ribs that were immersed in the drainage ditch.
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Fig. 14. Histogram of the width of the valves of species found in the tested samples taken from ribs that were immersed in a drainage ditch.

analyses (e.g. drug detection), in forensic genetic analysis, in the diag-
nosis of drowning by means of the diatom test, and for the detection of
aquatic bacteria.’”>°° Bone marrow may be collected, for example, from
the iliac crest of the pelvis, vertebrae, femur, sternum, and
ribs.>>°%57:60-62 Apalysis of the anatomical structure of bone marrow
has shown fewer autolytic changes as compared to other organs (e.g. the
lungs, liver, kidneys, and brain). Even if cellularity decreased with the
time elapsed between death and sampling, the changes were gradual
and slower than elsewhere.”>% % What is more, the ribs have the
advantage of being more easily accessible during autopsies as compared

11

to other sites, e.g. the femur or pelvic bones. Although the ribs may be
easily damaged upon extraction and there is a relatively large risk of
contamination, the results of our study are rather promising in terms of
the diagnosis of drowning cases. The study shows that diatoms cannot
passively penetrate the rib marrow.

Given the many advantages of bone marrow in the diagnosis of
drowning cases in terms of both the mode and location of death, the
need to maintain the integrity of the ribs should be borne in mind.
Damage that disrupts bone continuity, whether before the corpse is
found or in the autopsy room, can lead to diatom contamination through
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passive postmortem penetration into the bone marrow. The issue of
possible transfer of diatoms to long bone marrow is important in the
recognition of drowning as a cause of death for corpses found in water.
Research is done on various aspects of that issue, such as whether and
how diatoms penetrate bone marrow as well as what may cause false
positive results. Our experiments regarding the long-term residence of
rib bones in aquatic ecosystems, the identification of the causes of
contamination of the studied specimens, as well as recommendations on
how to reduce it, are all part of this research. Our experimental study is
the first to open many research threads. One of them is how age and
previous bone diseases, e.g. osteoporosis, may affect the protection of
the bone marrow and whether it is a barrier that prevents the penetra-
tion of diatoms. However, the limitation is obtaining material from older
animals, in this case, the animal model - pigs, because they are not
routinely slaughtered. Further research should be carried out, among
others, in cooperation with forensic medicine scientists and diatomol-
ogists, on material obtained in cases where drowning may be the cause.
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Diatoms (Bacillariophyta) are unicellular photosynthetic organisms commonly occurring in aquatic habitats
on Earth. Their autecology makes them almost perfect indicators of environmental conditions and so have
high potential for use in forensics. Both eurytopic and stenotopic species are important in site identifica-
tion: eurytopic forms due to their abundance, and stenotopic forms due to their narrow range of tolerance
to environmental conditions. Their presence can hence provide a clear insight into an ecosystem and its
microhabitats. The diatoms are useful as significant indicator in diagnosing of drowning. However, to de-
finitively link a corpse with the place where it was found and to indicate whether this was also the crime
scene, it is essential that any comparative diatomaceous analyses are performed correctly. The following

Keywords:
Death in water
Diatomaceous comparative analysis

Drowning study presents selected cases in which a comparative diatomaceous analysis was performed. In all cases, the
Forensic ecology biological samples secured during the autopsy were compared with environmental samples collected from
Geolocation the site of the cadaver disclosure. Our findings show both the possibilities and limitations of using this

Tissue samples method in forensics. These forensic investigations need close collaboration between coroners and diato-

mology experts. It is crucially important to reveal whether the place of corpse finding is the same as the
place of drowning.
© 2023 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

The diatoms are a group of photoautotrophic organisms dis-
tinguished by high species diversity. It is estimated that there are
about 200,000 species of diatoms in the biosphere [1], which ap-
proximately 6500 occur in various habitats in Poland. Their defining
taxonomic characteristic is the specific structure of their cell wall
[2-4]. The construction of the cell wall is also very valuable from a
forensic perspective, especially as it confers considerable resistance
to various environmental, physical and chemical factors. The diatom
exoskeleton is strongly saturated with hydrated silica, which gives it
an opal structure [3]. This feature makes it resistant to biological
decomposition processes and most chemical compounds, including
the strong inorganic acids, hydrogen peroxide and high tempera-
tures used in diatom preparation [5-7].

While diatoms inhabit various ecosystems, individual species
exhibit specific preferences towards certain environmental

* Correspondence to: Department of Algology and Mycology, Faculty of Biology and
Environmental Protection, University of £ddz, Banacha 12/16 Street, 90-237 Lddz,
Poland.

E-mail address: joanna.zelazna@biol.uni.lodz.pl (J. Zelazna-Wieczorek).
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conditions, which affects the composition and abundance of their
assemblages depending on the habitat. The diatoms can be classified
into two groups based on their distribution: eurytopic species with a
wide range of tolerance to environmental conditions and thus in-
habit all or almost all types of ecosystems, and stenotopic species,
which demonstrate a very narrow spectrum of environmental re-
quirements, and which occur in specific ecosystems and habitats.
Species that are identified in a specific type of habitat, for example,
acidic raised bogs, are referred to as being characteristic of this type
of habitat. Diatoms inhabit both ‘natural’ water ecosystems, as well
as those that are strongly transformed or created as a result of
human activity [8-12]. Thus, by determining the qualitative and
quantitative structure of diatom communities occurring in a given
ecosystem, or even a microhabitat, can provide an insight into the
conditions characteristic of the location, based on their autecology.
In addition, even a "diatomaceous sample" alone may be enough to
offer a clue as to its source habitat [13,14].

Water and water-dependent ecosystems in Poland cover 4.4
million ha, i.e. 14% of the area of the country. Every year in Poland,
about 500 cases of drowning are reported in various types of aquatic
ecosystems, with police statistics indicating 1458 cases of confirmed
drowning in 2017-2019 (Table 1).

0379-0738/© 2023 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Table 1
The number of drowning cases in Poland in 2017-2019 divided into type of aquatic
ecosystems (https://statystyka.policja.pl).

Aquatic ecosystems 2017 2018 2019
River 17 133 120
Lake 101 124 119
Pond 81 91 82
Lagoon 41 38 39
Sea 14 39 21
other 103 120 75
In total 457 545 456

According to the description of the pathophysiology of the
drowning process, water enters the lungs after a period of breath-
hold. When drowning in aquatic ecosystems, this water usually
contains diatoms. Up to 2 liters of this material then enters the
bloodstream. Thus, the disclosure of diatoms in the lungs or stomach
of the deceased indicates contact with the aquatic environment
before death. In the circulatory system, diatoms are distributed
throughout the body along with the blood [15-20]. In cadavers
discovered in water, the presence of diatoms in the internal organs,
such as kidneys and bone marrow, may indicate that the person was
breathing, and hence still alive, after entering the water; it can hence
be concluded that death was most likely caused by drowning.

It should be remembered, though, that diatoms can also pene-
trate internal organs through wounds, formed either before or after
death, and as a result of decay during prolonged contact with water
[21,22]. However, during drowning, the vast majority of diatoms
remain in the lungs, and only a few are transported to distant organs
through the bloodstream [23,24]. In cases where a body is placed
posthumously in water, diatoms can be found in the lungs following
passive absorption of water containing diatoms, but do not penetrate
the bloodstream [16]. On the other hand, a lack of diatoms in the
kidney does not preclude drowning as the cause of death, as it may
be caused by the rapid cessation of circulation in a drowning person.
For this reason, it is more important in the diagnosis to find diatoms
both in the lung and in the rib marrow [6].

The present study addresses the following questions:

1. How does the size of diatoms affect their presence in various
internal organs?

Forensic Science International 346 (2023) 111644

2. Does the qualitative and quantitative differentiation of diatoms
identified in the internal organs correspond to the environmental
tests secured at the site of the disclosure of the body?

3. Does the analysis of diatom communities allow for confirmation
or exclusion of the place where the body was revealed as a
drowning site?

4. What are the possible limitations for the use of the diatomaceous
comparative analysis?

The study reviews selected cases of deaths in water, and ex-
amines the environmental tests performed to determine the pre-
sence of diatoms.

1.1. Description of places of analysed cases

The research was based on biological samples taken from cada-
vers from 2017 to 2019 cases in the Mazowieckie Voivodeship, to-
gether with environmental samples taken from the associated
aquatic ecosystems (Fig. 1, Table 2).

Among the analysed cases, seven (cases 005, 006, 007, 028, 036,
037, 043) are related to the Vistula river within the Warsaw ag-
glomeration. It is a 20 km section in the middle course of the longest
river in Poland (Table 2, Fig. 2). Cases 009 and 025 are taken from the
capital city of Warsaw, but these are not directly related with Vistula
streambed. In contrast, seven of the examined cases come from
different types of ecosystems/habitats in the Mazowieckie Voivo-
deship.

2. Material and methods

Samples from the lungs, kidneys, rib marrow and gastric contents
taken from the identified corpses by doctors from the Department of
Forensic Medicine at the Medical University of Warsaw during
routine autopsy and subjected to diatom analysis. The forensic
medicine doctor confirmed drowning, among others, on the basis of
indicators such as: froth around the mouth, nostrils and lungs, al-
veolar edema and emphysema aquosum.

In addition, 100 ml environmental samples comprising plankton,
benthos and epiphyton were taken from the discovery location and
subjected to comparative diatomaceous analysis (Table 2). Plankton
consists of small organisms having none or very limited possibilities
of locomotion. Diatoms belonging to plankton were collected using a

Fig. 1. The study area from which the investigated cases originated.
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Table 2

Comparison of the collected biological and environmental samples for individual cases.

Forensic Science International 346 (2023) 111644

Case Disclosure place Samples* Gender Cause of death Putrefactive Disclosure time Environmental
Organs Habitat decomposition sampling time
005 Vistula LU, ST, RI PL, EP, BE female drowning NO beginning of after 2 weeks
March 2018
006 Vistula LU, ST, RI PL, EP, BE male myocardial NO end of April 2018 after 5 months
infarction
007 Vistula LU, ST, RI PL, EP, BE female drowning NO beginning of April 2018 after 2 weeks
008 Pond M LU, ST, RI PL, EP, BE male drowning NO mid of April 2018 after 2 weeks
009 Canal VR LU, RI PL, EP, BE female drowning NO mid of June 2018 after 2 weeks
010 Pond K LU, RI PL, BE female drowning NO end of May 2018 after 1 week
023 Small river ] LU, RI, KI PL, EP, BE male drowning NO end of December 2018 after 6 weeks
025 Port VR LU, KI PL, EP, BE male drowning NO beginning of after 6 weeks
January 2019
026 Ditch A LU, ST, RI, KI PL female drowning NO beginning of after 2 weeks
January 2019
028 Vistula LU, KI PL, EP, BE female drowning NO mid of January 2019 after 2 weeks
035 Small river S LU, RI, KI PL, EP, BE male drowning YES beginning of April 2019 after 1 day
036 Vistula LU, ST, RI, KI PL, EP, BE male drowning YES mid of April 2019 after 2 weeks
037 Vistula LU, ST, RI, KI PL, EP, BE male drowning YES beginning of April 2019 after 2 weeks
039 Ditch NG LU, ST, RI, KI PL, BE male drowning NO beginning of May 2019 after 3 weeks
043 Vistula LU, RI, KI PL, EP, BE male drowning NO beginning of June 2019 after 2 weeks
058 Ditch S LU, ST, RI, KI PL, EP, BE male drowning NO end of September 2019 after 3 weeks

Explanations * : LU - lung, ST - stomach, RI - rib marrow, KI - kidney, Pl - plankton, EP - epiphyton, BE - benthos

plankton net with a mesh size of no more than 25 pm. Benthos refers
to organisms growing upon substrate on the bottom of standing and
floating waters. In our study, we took benthic diatoms samples from
mud and sand. We used 5 mm @ glass tube about a meter long for
collecting mud and sand sediments with diatoms. Epiphytic diatoms
covering submerged macrophytes, visible as a brown film associated
with the macrophytes, were collected directly form the plants. The
plants were shaken vigorously and squeezed in the plastic bag and
the resulting brown suspension was poured into a sample con-
tainer [25].

2.1. Preparation of diatoms from biological and environmental samples

Fifty grams each of kidney and lung tissue, 10 cm samples of ribs
and the entire contents of the stomach collected during the autopsy
(Table 2) were digested in 300 ml of 30% hydrogen peroxide (H,0,)
at 70°C for 48 h, with the addition of a few ml of concentrated
sulfuric acid (H,SO4). The samples were then rinsed several times
with Line-EtOH (a mixture of ethanol, diethyl ether and acetone) and
centrifuged at 2600g for three minutes between each rinsing. Dis-
tilled water was added to the samples after the final centrifugation.
The cleaned diatom frustules was then transferred to microscope
slides and, after drying, embedded in Naphrax® resin. The slides
were observed under a light microscope at a magnification of
10x 100/1.25.

Environmental samples were examined with a light microscope
at a magnification of 10x40/1.25 to confirm the presence of live
diatoms. Following this, 1 ml of 4% formaldehyde (formalin) was
added for preservation. From each sample, 2 ml was taken into a test
tube, a few drops of concentrated sulphuric acid were added, and
2ml of 30% chromic acid. After the organic matter had been di-
gested, the samples were centrifuged at 2600g for three minutes.
After centrifugation, the samples were rinsed with distilled water
and centrifuged again. This operation was repeated until a purified
diatom sediment was obtained. The cleaned diatom frustules was
then transferred to microscope slides and, after drying, embedded in
Naphrax® resin. The microscopic slides were observed under a light
microscope at a magnification of 10 x 100/1.25.

The qualitative analysis describing the species composition of
diatom assemblages was performed for each microscope slide after
counting over 500 valves. The next three bands of the microscope
slide were then checked in order to identify the diatoms that did not

appear during the count. In the case of a smaller number of valves
being present, the entire slide was observed and all valves were
counted.

2.2. Data processing and analysis

The structure of the diatom communities were described by
qualitative and quantitative analyses. The quantitative structure of
diatoms in each sample was expressed in relative values. Species
with a percentage share of >5% were identified as dominant. The
biodiversity of habitats was determined on a case-by-case basis by
determining the number of identified taxa and by the Shannon di-
versity [26,27]. For the purposes of this study, the term characteristic
species was adopted for an identified species of diatom that was not
recorded in any of the other sites studied.

The natural groupings of environmental samples were de-
termined by Hierarchical Cluster analysis (HCA) and non-metric
multidimensional scaling analysis (nMDS) based on Bray-Curtis si-
milarity coefficients. The results (nMDS) are given as a 2D diagram in
which the degree of similarity is represented as the distances be-
tween particular points (samples), with greater distances indicating
a lower degree of similarity. The reliability of the ordering of the
assemblage is represented by the stress value, which reflects how
well the ordination summarizes the observed distances among the
samples [26,27].

The diatom species with the strongest influence on the simila-
rities between the environmental samples were identified by Shade
Plot analysis, based on the Bray-Curtis similarity coefficient. Shade
Plot analysis compares two data matrices with each other and then
groups them on two levels according to the similarity of the samples
and the factors affecting their similarity, i.e. diatom species. The
results are represented graphically by shading individual cells, with
the intensity of the shading indicating the degree of the influence of
a given factor (species) on the position of its sample within a given
similarity cluster. The range of the shading was determined based on
the square root.

The similarity between the samples from internal organs and the
environmental samples was also determined by the use of com-
parable numbers of valves identified in the samples; these findings
were subjected to HCA analysis [26,27].

The HCA, nMDS and Shade Plot analyses were performed using
PRIMER 7.0.13 software.
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Fig. 2. Location of cases in the Warsaw agglomeration.

The information about the ecological properties of the diatoms forensic medicine doctor, had found drowning to be the cause of
were obtained from the OMNIDIA 6.0.6 database and diatom bib- death in all cases except the case 006, in which the cause of death

liography [4,27-30]. had been indicated as myocardial infarction.
The analysis of fresh environmental samples confirmed that 90%
3. Results of the diatoms in the samples were alive. In all the tested samples,

both from internal organs and from the environment, a total of 307
The discussed cases concern cadavers disclosed in the aquatic ~ Species of diatoms were identified, including 294 in the environ-
environment. Analysed autopsies, which had been performed by the ~ mental samples and 265 in the internal organ samples.
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Fig. 3. Diatom diversity of environmental samples in the individual cases studied.

3.1. Analysis of diatom communities in the locations where the bodies
were found

The qualitative and quantitative analysis of the diatom commu-
nity structure in the environmental samples revealed a spatial dif-
ferentiation of communities with regard to discovery location and
the ecological formation. In each case, the most species were iden-
tified in the benthic sample. The largest number of diatom species
was identified in case 006 from the benthos of the Vistula River (116
species). The lowest number of species was identified in the
plankton samples in case 010 (25 species). The lowest Shannon di-
versity index was determined for the environmental samples in case
008, a small pond, taken in the middle of April. High Shannon index
values (i.e. above 3) were determined for cases coming from the
Vistula River, regardless of the season (Fig. 3).

The analysis of the similarity between all environmental samples
found considerable distinctiveness between diatom communities
depending on discovery location (Figs. 4 and 5).

Additionally, the detailed analysis of the case samples from the
Vistula River confirmed the distinctiveness of the diatom commu-
nities in individual cases along a 20 km distance (Fig. 6).

An analysis was performed to identify the diatom species dif-
ferentiating the sites of individual cases (Fig. 6).

The analysis identified the 50 species of diatoms that most
clearly differentiated the studied locations. These species indicate
the distinctiveness of the locations in various ways, i.e. by different
species abundances, or by their presence in one place and their
absence in another. The species present in all environmental sam-
ples (euconstans species) were Melosira varians Ag., Gomphonema
parvulum (Kiitz.) Kiitz., Cyclotella meneghiniana Kiitz. and Nitzschia
palea (Kiitz.) W. Smith. Melosira varians was the most numerous in
the samples from case 008, reaching over 60% of the total share. Of
the species occurring in several locations, Navicula salinarum Grun.
was present in three cases: 028, 039 and 026. In the case of 026 it
occupied a share of 44%; distinguishing this location from all the
others. Diadesmis confervacea Kiitz. was recorded in two cases: in

006, where it had a share of less than 1% in epiphyton and benthos;
and in 009, in which it occurred in all samples, with a share of more
than 5%.

3.2. The analysis of samples from internal organs for the presence of
diatoms

The presence of diatoms in the internal organs included both
quantitative and taxonomic analyses. In total, 265 diatom species
were found in the internal organ samples (Table 3), which con-
stitutes 86.3% of all diatom species identified during the study.

In contrast, only 57 species were identified in the kidney and rib
marrow samples, i.e. 18.6% of all identified diatom species. Also,
considerably more valves were revealed in the lungs and stomachs
(n=5639) than in the kidneys and rib marrow (n = 333). The analysis
of the width and length of diatom valves penetrating into various
organs (Fig. 7 and Fig. 8) found the diatoms in the lungs and stomach
to be different in size to those in the kidney and bone marrow
samples.

Among the diatoms identified in the lungs and in the stomach
content, 88% ranged in length from 5.1 pm to 85.1 um, while of those
penetrating into the kidneys and rib marrow, 93% ranged from
51pm to 50.1 pm. In addition, among those in the lungs and in
stomach contents, 80% of the widths ranged from 2.5pm and
12.5 um, while in the kidneys and rib marrow, 70% ranged in width
from 3.3um to 9.9 um. It should be noted that 5 species were
identified in the lungs and stomach contents, ranging from 245 um
to 325 um in length, and 1 species in the kidneys and the rib marrow
Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére, ranging from 230 um to 320 um in
length.

3.3. Description of cases
3.3.1. Case 005

The body was discovered in the Vistula River in Warsaw (Fig. 2)
in the beginning of March 2018. Environmental samples were taken
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two weeks later and were found to include 63 diatom species. The
species characteristic of this site were Diatoma moniliformis (Kiitz.)
Williams, Navicula menisculus Schumann, N. rostellata Kiitz. and N.
trophicatrix Lange-Bert.

The dominant species in the environmental samples were
Navicula gregaria Donk. (14-19%), Stephanodiscus hantzschii Grun.
(6-21%), Cyclotella meneghiniana (5-13%), Navicula slesvicensis Grun.
(5-8%, 4% in the epiphyton), Melosira varians (8-9%, 2% in the
plankton) and Nitzschia capitellata Hust. (5-6%, 2% in the plankton).
A total of 9 species (14 valves) were revealed, but only in the lung
and stomach contents: not the rib marrow (Table 3). All species
revealed in the organ samples were also present in the environ-
mental samples.

3.3.2. Case 006

The body was discovered in the Vistula River in Warsaw at the
Grot-Rowecki Bridge (Fig. 2) at the end of April 2018. Autopsy
showed that the cause of death was myocardial infarction. En-
vironmental samples were taken five months later and 128 diatom

species were found. The characteristic species of this location were
Amphora minutissima W. Smith, Aneumastus rostratus (Hust.) Lange-
Bert., Cymatopleura elliptica (Bréb.) W. Smith, Denticula tenuis Kiitz.,
Mayamaea atomus (Kiitz.) Lange-Bert., Nitzschia fruticosa Hust. and N.
sociabilis Hust.

The dominant species in the environmental samples were
Aulacoseira granulata (Ehrenb.) Simonsen (10-20%), Cyclostephanos
dubius (Hust.) Round (5-11%), Cyclotella meneghiniana (9-19%),
Stephanodiscus hantzschii (8-23%) and Nitzschia palea (6%, 4% in the
epiphyton and 2% in the benthos). The conducted research included
samples from the lung, stomach contents and rib marrow. Diatoms
were revealed in the lungs (only 8 valves belonging to 6 species) and
stomach contents (603 valves/138 species); in total, 138 species were
found (Table 3). The diatom species revealed in the lung samples
were also present in the environmental samples. The stomach con-
tents revealed one cover from 24 species, which was not found in
environmental samples: Cocconeis pseudolineata (Geitler) Lange-
Bert.,, Cymbella lanceolata Ag., Diatoma ehrenbergii Kiitz., Fallacia
clepsidroides Witk., F. insociabilis (Krasske) Mann, Frustulia vulgaris

Table 3

Comparison of the number of valves found in organs and identified species in particular cases.
Case Lungs (LU) Stomach (ST) Kidney (KI) Rib (RI)

Species Valves Species Valves Species Valves Species Valves

005 1 1 8 13 - - 0 0
006 6 8 138 603 - - 0 0
007 9 15 20 45 - - 4 5
008 30 91 1 1 - - 5 6
009 29 432 - - - - 0 0
010 19 42 - - - - 0 0
023 38 106 - - 6 9 44 249
025 61 481 - - 7 16 - -
026 90 747 55 741 4 4 1 1
028 7 11 - - 0 0 - -
035 64 175 - - 0 0 0 0
036 54 240 16 49 1 1 11 23
037 46 126 10 12 5 4 6 7
039 15 81 95 990 0 0 0 0
043 35 173 - - 1 2 3 6
058 0 0 61 456 0 0 0 0
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Fig. 7. Histogram of length and width valves of diatom species found in the lung and stomach.

(Thwaites) De Toni, Gomphonema sarcophagus Greg., G. trunctatum
Ehrenb., Navicula libonensis Schoeman, N. oblonga Kiitz., N. rhynch-
ocephala Kiitz., N. salinarum, Nitzschia dubia W.M. Smith, N. micro-
cephala Grun., N. umbonata (Ehrenb.) Lange-Bert., Pantocsekiella
ocelata (Pantocsek) Kiss & Acs, Pinnularia cf. divergens W.M. Smith, P.
lundii Hust.,, P. subcommutata Krammer, Placoneis paraelginensis
Lange-Bert., Stauroneis acuta W.M. Smith, S. anceps Ehrenb., Surirella
elegans Ehrenb. and Tabellaria flocculosa (Roth) Kiitz.

The valves of Denticula tenuis and Nitzschia fruticosa, character-
istic of case site 006, were not found in the organs. Of the dominant
species, only Stephanodiscus hantzschii was present in samples taken
from the organs: one example in the lung and 204 in the stomach
contents.

The similarity analysis showed a high consistency between the
environmental samples (above 60%) (Fig. 9), which was influenced by
the high proportion of Aulacoseira granulata in the samples. Over 40%
similarity was found between the stomach contents and the environ-
mental samples. This lack of similarity is largely influenced by the fact
that only a few species were found in the stomach contents, and their
presence was not confirmed in the environmental tests.

3.3.3. Case 007

The body was discovered in the Vistula River in Rajszew (Fig. 2)
at the beginning of April 2018. Environmental samples were taken
after two weeks and a total of 82 species of diatoms were found. The
species characteristic of this place was Stephanodiscus binderanus
(Kiitz.) Krieger.

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (29-44%, 3% in the epiphyton), Navicula
lanceolata Ehrenb. (5-10%, 2% in the plankton), Rhoicosphenia ab-
breviata (Agardh) Lange-Bertalot (5-6%, 1% in the plankton),
Gomphonema olivaceum (Horn.) Bréb. (31%, 3% in the plankton and
2% in the epiphyton), Melosira varians (10%, 4% in the plankton and
benthos), Asterionella formosa Hassall (12%, 9% in the plankton and
1% in the epiphyton) and Ulnaria ulna (6%, 2% in the plankton
and < 1% in the epiphyton).

The conducted research included samples from the lungs, sto-
mach contents and rib marrow. Diatoms were found in samples from
lungs (15 valves/9 species), stomach contents (45 valves/22 species)
and rib marrow (5 valves/4 species): a total of 23 species (Table 3).
All species in organs were also present in the environmental
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Fig. 8. Histogram of length and width valves of diatom species found in the kidney and rib marrow.

samples. Rhoicosphenia abbreviata species, which was recorded in
environmental samples, were not revealed in organs.

3.3.4. Case 008

The body was discovered in mid-April 2018, in an oxbow lake in
the bed of the Vistula River south of Warsaw. Forty-nine diatom
species were found in the environmental samples taken after two
weeks. The characteristic species were Cymbella neocistula Krammer,
Fragilaria bidens Heib., Nitzschia supralitorea Lange-Bert. and
Placoneis gastrum (Ehrenb.) Mereschkowsky.

The dominant species in environmental samples were Melosira
varians (7-65%), Cocconeis placentula Ehrenb. (13%; 4% in the
plankton and 2% in the benthos), C. pediculus Ehrenb. (5%; 1% in both
the plankton and the benthos), Cyclostephanos dubius (29%; 3% in the
epiphyton and 4% in the benthos), Fragilaria capucina Desm. (9%,
absent from the epiphyton,<1% in the benthos) and Asterionella
formosa (5%; absent in the plankton, 3% in the epiphyton).

The conducted research included samples from the lung, sto-
mach contents and rib marrow. A total of 30 species were found in
samples taken from organs (Table 3). All organ-disclosed species
were also present in environmental samples. Among the dominant

species from the environment samples, Asterionella formosa and
Fragilaria capucina were not identified in the organs.

The epiphyton and benthos samples were found to demonstrate
high similarity between the environmental and lung samples, i.e.
over 80% (Fig. 9), resulting from the dominance of Melosira varians in
both samples (> 60%). This species was also present in the lung, but
at a lower percentage than in the benthic and epiphyton samples. It
is important to note the relatively high share of Aulacoseira ambigua
(14%) and Stephanodiscus hantzschii (22%) in the lung sample, which
may indicate an open depth of water as the site of drowning. As-
terionella formosa has been identified in benthic and epiphyton
samples but is absent from plankton.

3.3.5. Case 009

The body was revealed in the Zeran Channel (Fig. 2) in mid-June
2018. Environmental samples were taken after two weeks. A total of
55 species were found in the environmental samples. The char-
acteristic species of this site were Eunotia metamonodon Lange-Bert.,
Gomphosphenia lingulatiformis (Lange-Bert. & Reichardt) Lange-Bert.
and Kolbesia gessneri (Hust.) Aboal.

The dominant species in the environmental samples were
Amphora pediculus (Kiitz.) Grun. (14-24%), Diadesmis confervacea
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(5-6%), Aulacoseira ambigua (16-20%; 2% in the epiphyton), Cyclotella
meneghiniana (5-6%; 2% in the epiphyton), Aulacoseira granulata (%;
1% in the epiphyton and 3% in the benthos), Cocconeis euglypta
Ehrenb. (17%; 1% in the plankton and 2% in the benthos), C. pla-
centula (12%;<1% in the plankton and 2% in the benthos,
Achnanthidium minutissimum (Kiitz.) Czarnecki (8%; 2% in the
plankton and 4% in the benthos), A. pyrenaicum (Hust.) Kobayasi
(6%; < 1% in the plankton and 1% in the benthos) and Rhoicosphenia
abbreviata (5%; 2% in the plankton).

Samples were taken from the lung and rib marrow; however,
diatoms were only noted in the lung samples (Table 3). The following
species not present in the environmental tests were identified: Ca-
loneis amphisbaena (Bory) Cleve, Cocconeis neodiminuta Krammer,
Cymbella compacta @strup, Diatoma tenuis Ag., Navicula cincta (Eh-
renb.) Ralfs, Nitzschia acicularis (Kiitz.) W.M. Smith, Sellaphora pupula
(Kiitz.) Mereschkowsky, Staurosira venter (Ehrenb.) Cleve & Moller
and Staurosirella pinnata (Ehrenb.) Williams & Round.

The dominant species for the environmental samples were also
found in the lung samples. However characteristic species of the
ecosystem were not found.

High similarity was noted between the plankton and benthos
environmental samples (Fig. 9), which was influenced by the similar
percentages of Aulacoseira ambigua. However, the samples taken
from the lung were found to be qualitatively and quantitatively
dissimilar to the environmental samples.

3.3.6. Case 010

The body was discovered in a pond surrounded by meadows, at
the end of May 2018. A total of 44 species were found in the en-
vironmental samples (plankton and benthos) taken after one week.
No plants were submerged in the water in the coastal zone in this
location. The species characteristic of this place were Eunotia im-
plicata Norpel, Alles & Lange-Bert., Fragilaria gracilis @strup,
Gomphonema hebridense Greg., Neidium dubium (Ehrenb.) Cleve,
Nitzschia acidoclinata Lange-Bert., N. paleacea (Grun.) Grun. and
Pinnularia gibba Ehrenb.

The dominant species in the environmental samples were
Achnanthidium minutissimum (33-37%), Craticula buderi (Hust.)
Lange-Bert. (8-21%), Nitzschia palea (7-11%), Gomphonema parvulum
(5%) and Aulacoseira granulata (5%, missing in benthos).

Although samples were taken from the lung and rib marrow,
diatoms were only noted in the lung samples: 19 species/44 valves in
total (Table 3). All species found in the lung were also present in the
environmental samples. The following species specific to the site
were found in the lung samples: Eunotia implicata, Gomphonema
hebridense, Neidium dubium and Pinnularia gibba.

Among the dominant species, only Achnanthidium minutissimum
and Gomphonema parvulum were identified in the organ samples. In
addition, the dominant species for the benthos Craticula buderi and
Nitzschia palea were not found in the lung samples. This may be due
to the small number of valves found in the lung sample.

3.3.7. Case 023

The body was discovered in the small lowland river, a left-bank
tributary of the Vistula River, at the end of December 2018.
Environmental samples were taken after six weeks under stable
winter weather conditions. In total, 94 species were found in the
samples, with the characteristic species being Neidium ampliatum
(Ehrenb.) Krammer and Pseudostaurosira robusta (Fusey) Williams &
Round.

The dominant species in the environmental samples were
Lemnicola hungarica (Grun.) Round & Basson (6-37%), Planothidium
frequentissimum (Lange-Bert.) Lange-Bert. (6-9%), Achnanthidium
minutissimum (5-7%), Stephanodiscus hantzschii (5-9%), Staurosira
venter (7-2%; 2% in the benthos), Staurosirella pinnata (6-7%; 3% in
the benthos), Cyclostephanos dubius (6%; 3% in the epiphyton and 2%
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in the benthos) and Navicula gregaria (5%; 2% in the plankton and
benthos).

Samples were taken from the lung, kidney and rib marrow. A
total of 64 species of diatom were found in the samples from the
lungs (106 valves/38 species), kidney (9 valves/6 species) and rib
marrow (249 valves/44 species) (Table 3). All species identified in
the organs were also found in the environmental samples. The organ
samples were found to contain all dominant species from the en-
vironment, and both species characteristic to case 023 (Neidium
ampliatum and Pseudostaurosira robusta).

The plankton and epiphyton samples demonstrated high simi-
larity (about 70%) with the lung and rib marrow samples (Fig. 10);
this was due to the fact that 6 species were dominant in these
samples. Lemnicola hungarica had a 37% share in the benthos, and 6%
in the plankton and epiphyton samples. The rib marrow sample
showed a similarity of 60% with the plankton and epiphyton sam-
ples: it had a high proportion of species that dominate the en-
vironmental samples: Staurosirella pinnata (25%), Staurosira venter
(12%), Planothidium frequentissimum (8%), Pseudostaurosira brevis-
triata (Grun.) Williams & Round (5%), Lemnicola hungarica (5%),
Stephanodiscus hantzschii (4%) and Cyclostephanos dubius (1.6%).

The distinctiveness of the lung sample was influenced by the
presence of large diatom species which were not observed in the rib
marrow sample: Caloneis amphisbaena, Craticula cuspidata (Kiitz.)
Mann, Cymbella cymbiformis Ag. and Pinnularia viridiformis Krammer.

3.3.8. Case 025

The body was discovered in a river port located outside the main
course of the Vistula river in Warsaw (Fig. 2) at the beginning of
January 2019. Environmental samples were taken after six weeks
under stable winter weather conditions, and a total of 91 species
were found. The species characteristic of this place were Cocconeis
neothumensis Krammer, C. placentula var. klinoraphis Geitler, C.
pseudolineata (Geitler) Lange-Bert., Encyonema minutum (Hilse)
Mann, Eunotia minor (Kiitz.) Grun., Gomphonema italicum Kiitz.,
Humidophila perpusilla (Grun.) Lowe, Kociolek, Johansen & Van de
Vijver, Navicula libonensis Schoeman, N. lundii Reichardt, N. op-
pugnata Hust., N. streckerae Lange-Bert. & Witk. and Rhopalodia gibba
(Ehrenb. Miiller.

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (16-40%), Planothidium frequentissimum
(5-9%), Asterionella formosa (66-8%; 3% in the plankton), Navicula
veneta Kiitz. (15%; 2% in the plankton and 3% in the benthos), N.
slesvicensis (11%; 1% in the plankton and 3% in the benthos), Amphora
pediculus (6%; 3% in the plankton).

Lung and kidney samples were taken, in which a total of 61
species were identified (Table 3). All species found in the organs
were also present in the environmental samples. In the internal
organs, the following characteristic species were not identified:
Navicula libonensis, N. lundii, N. oppugnata and N. streckerae. All
dominant species were found in the organ samples, except for Na-
vicula veneta and Asterionella formosa.

The lung samples were dissimilar to the environmental samples;
however, the environmental samples demonstrated strong similarity
to each other, especially the benthic and epiphyton samples (nearly
70%) (Fig. 10). In particular, the dominant species Stephanodiscus
hantzschii constituted 16% of epiphyton and 21% of benthos; in
contrast, it constituted 40% of the plankton sample. In addition,
Navicula veneta demonstrated a 15% share in plankton, but only 2-3%
in the remaining samples.

While Rhopalodia gibba (15%), Halamphora veneta (Kiitz.) Levkov
(7%), Nitzschia amphibia Grunow (7%), Gomphonema olivaceum (6%)
and Epithemia sorex Kiitz. (5%), were represented in large numbers in
the lung sample, they only appeared singly in the environmental
samples.
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Fig. 10. The Hierarchical Cluster Analysis diagram based on Bray-Curtis similarity coefficient highlights the grouping of environmental and biological samples (cases 023-026).
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3.3.9. Case 026

The body was discovered in a drainage ditch in Warsaw at the
beginning of January 2019. Environmental samples were taken after
two weeks, in winter under the same meteorological conditions.
Only a plankton sample was taken for comparative analysis; how-
ever, it was found to contain 98 species. The characteristic species of
this location were Eunotia intermedia (Krasske ex Hust.) Norpel &
Lange-Bert., Fallacia insociabilis (Krasske) Mann, Geissleria ignota
(Krasske) Lange-Bert. & Metzeltin, G. paludosa (Hust.) Lange-Bert. &
Metzeltin, Gomphonema auritum Braun ex Kiitzing, G. coronatum
Ehrenb., G. procreum Reichardt & Lange-Bert., Humidophila brek-
kaensis (Petersen) Lowe, Kociolek, Johansen, Van de Vijver, Lange-
Bert. & Kopalova., Luticola cohnii (Hilse) Mann, Nitzschia commutata
Grun,, Pinnularia sinistra Krammer, Stauroforma exiguiformis (Lange-
Bert.) Flower, Jones & Round, Surirella ovalis Bréb. and Ulnaria acus
(Kiitz.) Aboal. The dominant species in the environmental samples
were Navicula salinarum (44%), Nitzschia adamata Hust. (5%) and N.
capitellata (9%).

Samples were taken from the lung, stomach contents, kidney and
rib marrow. While numerous diatoms were found in the lungs and
stomach contents, 5 species were only present as single valves in the
kidney and rib marrow (Table 3). Valves of all characteristic and
dominant species were identified in the organ samples.

High similarity was noted between the environmental sample
and those from the lung and gastric contents. This similarity was
influenced by the high proportion of Navicula salinarum: 34% in the
lung and 36% in the stomach content, compared to 44% in the en-
vironmental test (Fig. 10).

3.3.10. Case 028

The body was discovered in mid-January 2019 in Warsaw, along
the Vistula River (Fig. 2). After two weeks, environmental samples
were collected and 82 diatom species were found. The species
characteristic of this location were Entomoneis paludosa (W.M.
Smith) Reimer, Navicula perminuta Grun. Pantocsekiella ocelata
(Pantocsek) Kiss & Acs and Rossithidium pusillum (Grun.) Round &
Bukhtiyarova.

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (10-16%), Lemnicola hungarica (16%; absent
from epiphyton and benthos), Cyclotella meneghiniana (7-23%; 4% in
the plankton), Cyclostephanos dubius (6-14%; 4% in the plankton),
Navicula veneta (9%; < 1%; in the plankton and 1% in the benthos),
Gomphonema olivaceum (6%; 1% in the plankton and<1% in the
benthos), Navicula tripunctata (Miiller) Bory (6%; 1% in the plankton
and < 1% in the benthos), Nitzschia dissipata var. media (Hantzsch)
Grun. (7%; absent from the plankton, 2% in the benthos).

In the lung and kidney samples, diatoms were only observed in
the lung sample (Table 3). All the species found in the lung were also
found in the environmental samples; however, none of the char-
acteristic environment species were identified in the lung tissue. In
the lung sample, the only dominant species noted was Stephano-
discus hantzschii (2 valves).

3.3.11. Case 035

The decomposed corpse was found at the beginning of April 2019
in a small lowland river southeast of Warsaw. Samples from the
environment were taken after one day. They were found to contain a
total of 96 species (Table 3). The species characteristic of this place
were Eucocconeis flexella (Kiitz.) Meist., Fistulifera saprophila (Lange-
Bert. & Bonik) Lange-Bert., Hippodonta neglecta Lange-Bert., Met-
zeltin & Witk. and Navicula cari Ehrenb.

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (6-9%; 1% in the epiphyton), Gomphonema
olivaceum (13%; 2% in the plankton and 4% in the benthos), Navicula
tripunctata (19%; 2% in the plankton and 3% in the benthos), Nitzschia
dissipata var. media (11%; 2% in the plankton and 3% in the benthos),
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Amphora pediculus (5%; 2% in the epiphyton and 3% in the benthos),
Melosira varians (8%; 2% in the epiphyton and 1% in the benthos),
Navicula gregaria (5%; 2% in the epiphyton and 4% in the benthos),
Encyonema ventricosum (Ag.) Grun. (6%; absent from the plankton
and 1% in the benthos), Nitzschia linearis (Ag.) W.M. Smith (6%; 2% in
both the plankton and the epiphyton), Ulnaria ulna (6%; 3% in both
the plankton and the epiphyton).

Samples were taken from the lung, stomach contents, kidney and
rib marrow. Numerous diatoms were only revealed in the lung
samples (Table 3) and all of them were also present in the en-
vironmental samples. However, the dominant species Encyonema
ventricosum, Navicula gregaria, Nitzschia dissipata var. media and N.
linearis were not present in the lung samples.

A high degree of similarity was noted between the plankton and
benthos samples (Fig. 11), while the epiphyton samples differed from
the others. Gomphonema olivaceum, Navicula tripunctata, Encyonema
ventricosum and Nitzschia dissipata var. media are dominant in the
epiphyton sample, while a small number of species, such as Ste-
phanodiscus hantzschii, dominate in the plankton and benthos. The
distinctness of the lung sample was influenced by the presence of
such species as Amphora copulata (Kiitz.) Schoeman & Arch. (6%) and
Geissleria decussis (@strup) Lange-Bert. & Metzeltin (5%), which were
only recorded individually in environmental samples. In contrast, in
the lung samples only contained single examples of species which
were dominant in the environmental samples, such as Navicula tri-
punctata and Stephanodiscus hantzschii.

3.3.12. Case 036

The decomposed corpse was found in the Vistula River (Fig. 2) in
mid-April 2019. Environmental samples were taken after two weeks
and a total of 79 species were found. The characteristic species was
Placoneis clementis (Grun.) Cox.

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (29-48%), Cyclostephanos dubius (8-24%),
Amphora pediculus (6%; 2% in the plankton and 1% in the benthos),
Gomphonema pumilum (Grun.) Reichardt & Lange-Bert. (9%; <1% in
the plankton and benthos), Nitzschia palea (6%; 1% in the plankton
and < 1% in the benthos).

Samples were taken from the lung, stomach contents, kidney and
rib marrow. Numerous diatoms were found in the lung sample
(Table 3), stomach contents (49 valves/16 species) and rib marrow
(23 valves/21 species); however, only one valve was found in the
kidney sample. All species from the organs were also found in the
environmental samples. One valve of Placoneis clementis (char-
acteristic species) was revealed in the lung sample. The samples
from the organs contained all dominant species apart from Gom-
phonema pumilum and Nitzschia palea.

The environmental samples were clearly distinct to the internal
organ samples. However, a high degree of similarity was noted be-
tween the plankton and benthos samples (Fig. 11), which results
from the high proportions of Cyclostephanos dubius and Stephano-
discus hantzschii; however, these species had a much lower share in
the epiphyton sample.

Actinocyclus normanii (Greg. ex Grev.) Hust. was well represented
in the organ samples: 20% in the stomach contents, 8% in the lungs
and 2 valves in the rib marrow. In addition, Aulacoseira granulata was
found to represent 8% of the lung diatoms, while Staurosira venter
constituted 6% of the lung diatoms, 10% in the stomach diatoms and
3 valves in the rib marrow. However, these species were recorded
individually in environmental samples.

3.3.13. Case 037

The decomposed corpse was found in the Vistula River, in
Warsaw (Fig. 2) at the beginning of April 2019. Environmental
samples were taken after two weeks and a total of 79 species were
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Fig. 11. The Hierarchical Cluster Analysis diagram based on Bray-Curtis similarity coefficient highlights the grouping of environmental and biological samples (cases 035-037).
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identified. The characteristic species were Navicula oblonga Kiitz. and
Tryblionella angustata W.M. Smith.

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (34-45%), Cyclostephanos dubius (8-23%),
Amphora pediculus (6%; 2% in the plankton and 1% in the benthos),
Gomphonema pumilum (9%; <1% in the plankton and the benthos),
Nitzschia palea (6%; 1% in the plankton and < 1% in the benthos) and
N. acicularis (5%; 1% in the plankton and 2% in the epiphyton).

Samples taken from internal organs revealed numerous diatoms
in the lung (Table 3), but only 12 valves (10 species) in the stomach
contents, 5 valves (4 species) in the kidney and 7 valves (6 species) in
the rib marrow. All species revealed in the organs were identified in
the environmental samples. One valve of Tryblionella angustata, a
characteristic species, was confirmed in a lung sample. Among the
dominant species, Gomphonema pumilum, Nitzschia palea and N.
acicularis were not found in the internal organs.

A high degree of similarity was found between the environ-
mental samples, while the lung sample appeared to be distinct
(Fig. 11). The high similarity between the environmental samples
results from the presence of the dominant species Cyclostephanos
dubius and Stephanodiscus hantzschii. The share of dominant species
in the lung sample was much lower than in the environment: Cy-
clostephanos dubius - 3%; Stephanodiscus hantzschii — 10%. In addi-
tion, the following species were recorded in the lung: Actinocyclus
normanii (6%), Diatoma vulgaris (5%), Gomphonema olivaceum (8%),
Melosira varians (11%) (single valves of these species also found in
the rib marrow) and Pseudostaurosira brevistriata (5%). The above-
mentioned species occurred only singly in the environmental
samples.

3.3.14. Case 039

The cadaver was revealed in a water canal connecting two ponds
in the beginning of May 2019, and environmental samples were
collected after three weeks. In these samples, in plankton and ben-
thos, a total of 96 species were found. No plants were submerged in
the water in the coastal zone in this place. The species characteristic
of this site were Anomoeoneis sphaerophora Pfitz., Fallacia sub-
hamulata (Grun.) Mann, Navicula vilaplanii (Lange-Bert. & Sabater)
Lange-Bert. & Sabater, Nitzschia abbreviata Hust. and Stauroneis
smithii Grun..

The dominant species in the environmental samples were
Stephanodiscus hantzschii (10-18%), Nitzschia palea (6-15%), Amphora
pediculus (5-20%), Gomphonema parvulum (9%; 3% in the benthos)
and Hippodonta capitata (Ehrenb.) Lange-Bert.,, Metzeltin & Witk.
(5%; 3% in the benthos).

Samples were taken from the lung, stomach contents, kidney and
rib marrow. A total of 96 species were found in the organ samples,
with 15 species in the lung sample (81 valves) and 95 species in the
stomach contents (990 valves) (Table 3). All species revealed in or-
gans were also present in the environmental samples. Valves of
characteristic species, including Nitzschia abbreviata, were identified
in the organ samples. Of the dominant species, Stephanodiscus
hantzschii, Gomphonema parvulum and Hippodonta capitata were
found in the organ samples.

A low similarity was found between the environmental samples
and the samples from the lung and the gastric contents (25%)
(Fig. 12); this was influenced by the high proportion of Navicula
gregaria (27%) and N. slesvicensis (26%) in the organs, and the low
share in the environmental samples (<4%). In addition, dominant
species in the environment only constituted below 3% of the samples
from the lung and the stomach contents. The strong similarity be-
tween the plankton and benthos samples can be attributed to the
presence of all dominant species in both samples, viz. Stephanodiscus
hantzschii, Amphora pediculus and Nitzschia palea.
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3.3.15. Case 043

The body was discovered in the Vistula River in Warsaw (Fig. 2)
at the beginning of June 2019. Environmental samples were taken
after two weeks and a total of 75 species were found. The species
characteristic of this place were Diatoma problematica Lange-Bert.,
Nitzschia gracilis Hantzsch and Platessa joursacense (Herib.) Chudaev.

The dominant species in the environmental samples were
Cyclotella meneghiniana (12-42%), Cyclostephanos dubius (5-8%),
Gomphonema parvulum (22-29%; 1% in the plankton), Melosira var-
ians (13%; 3% in the epiphyton and 4% in the benthos), Aulacoseira
granulata (12%;<1% in both the epiphyton and the benthos), A.
ambigua (7%; 3% in the epiphyton and 1% in the benthos), Nitzschia
palea (8-9%; 1% in the plankton), Cocconeis placentula (7-8%; 1% in
the plankton) and C. euglypta (5%; <1% in the plankton and in the
epiphyton).

Samples were taken from the lung, kidney and rib marrow. A
total of 35 species were found in the organ samples: 35 species in
the lungs (173 valves), 1 species in the kidneys (2 valves) and 3
species in the rib marrow (6 valves) (Table 3); these species were
also identified in the environmental samples. However, Pseudos-
taurosira robusta, present in the environmental samples was not
found in the lung sample. Interestingly, the organ samples did not
contain Platessa joursacense, one of the three characteristic species,
or the dominant species Gomphonema parvulum, Aulacoseira am-
bigua, Cocconeis euglypta and Nitzschia palea.

A 40% similarity was found between the lung and plankton
samples (Fig. 12). This is due to the presence of large shares of Au-
lacoseira granulata (8% in the lung sample, 12% in the plankton
sample) and Melosira varians (9% lung, 13% plankton). The high si-
milarity (80%) of the samples collected from the epiphyton and
benthos can be attributed to their similar shares of the two domi-
nant species: Cyclotella meneghiniana (12% and 16% respectively) and
Gomphonema parvulum (29% and 22% respectively).

3.3.16. Case 058

The body was discovered in a drainage ditch at the end of
September 2019. Environmental samples were taken after three
weeks. A total of 70 diatom species were identified. The species
characteristic of this location were Epithemia turgida (Ehrenb.) Kiitz.,
Eunotia soleirolii (Kiitz.) Rabenh., Gomphonema brebissonii Kiitz.,
Navicula digitoconvergens Lange-Bert., N. tenelloides Hust., Nitzschia
communis Rabenh., Pinnularia isselana Krammer, P. schoenfelderi
Krammer and Psammothidium bioretii (Germain) Bukhtiyarova &
Round.

The dominant species in the environmental samples were
Planothidium  frequentissimum (11-19%), Lemnicola hungarica
(25-41%; 3% in the benthos), Planothidium lanceolatum (Brébisson ex
Kiitzing) Lange-Bertalot (20%; 3% in the plankton and 4% in the
epiphyton), Meridion circulare (Greville) Ag. (10%; 1% in the plankton
and < 1% in the epiphyton), Stephanodiscus hantzschii (10%; absent
from the plankton and the benthos), Eolimna minima (Grun.) Lange-
Bert. (5%; 4% in the plankton), Mayamaea petersenii Barragan, Ector &
Wetzel (8%; 3% in the plankton and 2% in the benthos),
Achnanthidium minutissimum (6%; 2% in both the plankton and the
benthos), Navicula gregaria (7%; 1% in the plankton and 2% in the
epiphyton) and Gomphonema parvulum (5%; absent from the
plankton and 2% in the epiphyton).

Samples were taken from the lung, stomach contents, kidney and
rib marrow. Diatoms were identified only in the stomach contents
(462 valves/62 species). The stomach contents included all species
identified in the environmental samples, as well as all dominant
species.

Almost 70% similarity was observed between the stomach con-
tents and benthic samples (Fig. 12). This is due to the presence of the
following dominant species in the benthos which also demonstrated
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Fig. 12. The Hierarchical Cluster Analysis diagram based on Bray-Curtis similarity coefficient highlights the grouping of environmental and biological samples (cases 039-058).
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high proportions in the stomach contents: Meridion circulare (11%),
Planothidium frequentissimum (6%), P. lanceolatum (8%) and Ach-
nanthidium minutissimum (10%). Almost 60% similarity was found
between the plankton and epiphyton samples, resulting from the
presence of the following dominant species in both samples: Lem-
nicola hungarica and Planothidium frequentissimum.

4. Discussion

Each tested site had a unique diatom assemblage structure which
reflects the local environmental conditions, and particularly those of
the ecosystem, i.e. whether it was formed by standing or flowing
waters. This diversity is also driven by the hydromorphology of the
water ecosystem, such as the shape of the river bed and any trans-
formations resulting from human activity. Diatom communities are
also influenced by hydrochemistry of the water; this is influenced
strongly by its geological basis, but also by human activity, municipal
and industrial pollution [8,31-34]. Our findings demonstrate that
the tested diatom communities differ greatly, even in the urban and
relatively short section of the Vistula River. This differentiation re-
sults from the use of optimal abiotic conditions by the diatom spe-
cies, which are influenced by place and time, with a key role being
played by the seasonality characteristic of a temperate climate
[7,8,31,35]. This considerable diversity demonstrated by the diatom
communities makes them valuable tools, both for diagnosing the
very fact of drowning, and for identifying the place where it oc-
curred [36].

The use of the diatom test as a tool in the diagnosis of drowning
has been extensively discussed in the literature [16,37,38]. In cases of
drowning, methodological errors in tissue preparation, possibly re-
sulting in the loss of up to 1/3 of diatoms in the tested organ samples
[39], or testing an insufficient mass of the organ sample [22], may
lead to a false negative result in the internal organs. In addition, it is
possible that a lack of diatoms in the internal organs may also be due
to their low abundance in the reservoir from which the water was
absorbed.

Our research confirms that in some cases, the diatoms may be
relatively abundant in the rib marrow but not in the kidney (case
023 and case 036). This may indicate a sudden cessation of the blood
circulation; the explanation that was proposed by Bak and co-
workers [6].

On the other hand, the penetration of diatoms into the body
during the presence of the corpse in water, contamination in the
preparation of diatoms or the selection of an inappropriate (and
single) organ for testing may result in false positive diatom test re-
sults [40-42]. Case 006 shows that even in a case of death by heart
attack, numerous diatom valves can be present in the stomach, and
single valves may be present in the lungs. In addition, diatoms may
also be present in the lungs of people who swim frequently, and
especially dive [43].

Therefore, this study included a qualitative comparison of the
diatom profile of samples from the internal organs and those from
the environment of the drowning site; in the case of the latter,
samples were collected from all available habitats/formations in
which diatoms may be present: benthos, epiphyton and plankton.
Our analyses indicate that the diatom test may be important in
determining whether the discovery location is the place where
water was absorbed into the body. It also allows provides an insight
into where the absorption took place, such as from plankton in
standing or floating water (in cases 008 and 043) or from a muddy
bottom (in cases 026 and 058).

However, the penetration of diatom valves into the body can be
limited by their size and their consequent passage through the al-
veolar membrane. Lunetta et al. [17] estimate that the maximum
length of diatoms that can penetrate the alveolar membrane is about
110 um, while Pachar and Cameron [44] indicate that only diatoms

17

Forensic Science International 346 (2023) 111644

smaller than 30pm may appear in internal organs. Our present
findings partially confirm this, since more than 90% of the valves
found in the kidney and rib marrow samples do not exceed 50 um in
length (Fig. 7). However, in two independent cases (case 007 and
023), single specimens of Ulnaria ulna were found in the rib marrow
which are 230-320um in length. It follows that larger valves can
occasionally penetrate internal organs, especially when they have a
needle-like shape.

Li et al. [45] report a 60-70% similarity between the diatom
species compositions of samples taken from cadavers and from the
environment. This is confirmed by our present cases: no higher va-
lues were obtained, even for cases where law enforcement agencies
clearly confirmed that the corpse was found at the same site where
water was absorbed to the internal organs (case 026 and 058).

While only single or small numbers of diatom valves were found
in the kidneys and rib marrow, higher numbers were found in
samples taken from the lung or from the stomach. The latter two
were hence much better research material for determining the lo-
cation of the body. However, while a complete absence of diatoms
from the organs, or their small number, does not necessarily confirm
the place of disclosure as the drowning site, it does not exclude this
possibility, as noted in cases 005, 007, 028 and 043.

It seems obvious that the samples taken from the internal organs
and the drowning site should have qualitatively and quantitatively
similar diatom species profiles. If this is not the case, it should be
assumed that the place where the body was revealed is not the lo-
cation of drowning (case 009, 036, 037 and 039). However, based on
the above examples, it can be concluded that this is not always the
case. Especially when it concerns a large river like the Vistula. This is
evident from case 006, while witness testimonies confirm that the
body was found in the same place where it fell into the water. As the
body was found at the bridge pillar in the middle of the river, it was
not possible to collect environmental samples at this site. Moreover,
the death was due to heart attack, not from drowning, as in other
cases. Environmental samples were taken later, when the in-
vestigation had clearly established where the person had entered the
water. The inconsistency observed between the environmental and
stomach content samples was most likely influenced by seasonal
changes in diatom communities [46].

Regardless of the season, the necessity to collect benthos samples
is highlighted by case 023, especially when a longer time has elapsed
from the moment of finding the corpse to collecting environmental
samples. Benthos samples will contain diatom covers belonging to
species that are found in large numbers in the plankton or epiphyton
when the conditions are optimal for their development.

The species profiles of the internal organs and the drowning site
are most likely to converge if the drowning occurred in a body of
stagnant water or a small stream, where the environmental condi-
tions are most stable. This is confirmed by cases 010, 023 and 058,
and particularly, by case 026, in which the presence of a large
number of Navicula salinarum can be found; their growth will be
favoured by the greater salinity of the watercourse, caused by waters
flowing from the neighbouring car park, which is sprinkled with
salt-based de-icing mixture in winter.

It should be noted that taking environmental samples only
within the shoreline may yield inconsistent benchmarking results
(case 008). In this case, drowning in the studied ecosystem was
confirmed (findings from the investigation), as confirmed by the
analysis of diatoms identified in the lungs, which are typical for open
water plankton; however, the proportions of these species were
different in environmental samples described as plankton, taken just
away from the shore. In addition, significant discrepancies between
environmental and biological (lung) samples were noted in case 025.
This may be due to two reasons. Firstly, the sampling site was about
100 m away from where the body was found: it was not possible to
collect samples from where the body was found due to the



M. Bogusz, I. Bogusz and J. Zelazna-Wieczorek

difficulties resulting from the terrain (high, concrete shore of the
harbour wharf). Secondly, the sample was taken two months from
the moment the body was discovered. The structure of diatom
communities in the collected environmental samples, including the
share of dominant species, may change depending on the season in
which the samples were collected [47-49], hence in case 036 and
037, the apparent discrepancies observed between organ samples
and environmental samples may have been due to the fact that
water was absorbed several months earlier. In such cases, greater
similarities can be observed with the benthic samples, which include
dead diatoms from previous seasons that have fallen to the bottom
of aquatic ecosystems. In the case of 008, from early spring, Aster-
ionella formosa was identified in the benthic and epiphyton samples
collected for analysis, but was not found in plankton. This species
grows in the plankton of stagnant waters with an increased trophy in
the northern hemisphere in spring [50,51]. This may indicate that
the presence of Asterionella formosa in samples from benthos and
epiphyton results from their development in this ecosystem in the
previous growing season.

Various circumstances related to finding a corpse in water can
limit timely environmental sampling for comparative analysis.
Therefore, an important action in the longer term is the creation of a
"diatomological map" of a given area, as well as noting the various
aquatic ecosystems and the occurrence of individual diatom species;
these should take into account, inter alia, seasonal variability, direct
and indirect human impact, and could be useful in resolving pro-
blems related to the location of the drowning site in cases where
reference water samples are not available [32,33]. Hence, our pre-
sent study attempts to create a diatomological map of the urban
section of the Vistula River.

5. Conclusion

Our comparison of the diatomaceous content of samples taken
from the organs of people confirmed to have drowned by autopsy
and those collected in the local environment, demonstrate the
possibilities, and limitations, of such analysis in proceedings aimed
at confirming, or excluding, the place of disclosure of the corpse as
the scene of the incident.

Taking into account both the variability of the diatom population
resulting from seasonality and changes in the environment (e.g.
fluctuations in the water level in a reservoir or periodic influx of
pollutants to the reservoir from the environment), we present the
following recommendations for using environmental samples as
reference materials for samples for internal organ from cadavers
discovered in the aquatic environment:

e Environmental samples should be collected during the ex-
amination of the place where the body was found, possibly as
soon as possible after the examination; information about the
delay time should be attached to the samples

e If a cadaver was found in a river in which it may have been

displaced along with the water current, the environmental

samples should also be taken above the place where the cadaver
was found, at a distance depending on the shape of the shoreline

(to the place where water absorption could have occurred hy-

pothetically),

Environmental samples should be taken from the microhabitats

available in a given ecosystem, i.e. both in the form of plankton,

epiphyton and benthic samples,

Benthic samples contain both live and dead diatoms from pre-

vious growing seasons, which is important if a corpse is found

several months after drowning. Therefore, benthic samples
should also be analysed for live diatoms. Sampling should not be
limited to the shoreline only.
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substrates: cotton, chamois leather, and sponge. Finally, it confirms whether the dia-
toms which transfer to socks after contact with the selected environment reflect the
structure of the diatom communities in that environment, even after the socks had
been washed. Our findings indicate that diatom communities vary considerably, even
between environments separated by short distances, and that objects placed in a par-
ticular environment are colonized by diatoms that reflect the environmental samples,
irrespective of the substrate. In addition, after contact with a specific aquatic ecosys-
tem, sock material retained diatom collections that reflected the environment sam-
ples, even though the time of exposure was very short and after the socks had been

washed. This provides valuable information that can be used as forensic evidence.

KEYWORDS
crime scene geolocation, diatoms transfer, environmental trace, forensic ecology, freshwater
crime scenes, persistence of diatom traces

Highlights

e The transferability of diatoms from aquatic/soil environment to various substrate types.
e Diatoms as a useful tool for obtaining knowledge about the geolocation of a crime scene.
e Diatoms as difficult to remove evidence linking a suspect with a specific crime scene.

1 | INTRODUCTION those from the aquatic environment, can also be used as forensic

evidence to confirm the presence of a perpetrator and victim at
Law enforcement agencies often solve crimes by analyzing forensic the crime scene. Although such evidence provides information for
traces directly at the crime scene. Environmental traces, particularly reconstructing the circumstances of a criminal event, it is often
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overlooked by investigators. There are two main reasons for this:
firstly, there is a lack of reliable information about its value, and sec-
ondly, little unified knowledge exists about securing and analyzing
it during the investigation. Many studies have demonstrated how a
specific person can be linked to a specific environment, and exten-
sive literature exists about the range of methods that can be used to
this end in the criminal investigation process: analysis of the surface
texture of quartz grains (1,2), palynological studies (3-6) soil chemi-
cal composition studies (7-11), mycological analysis (12,13), entomo-
logical signs (14-18), and diatom analysis (19).

Diatoms are microscopic and photoautotrophic organisms that
are characterized by specific structure and ubiquity in the aquatic
and soil environment. These factors can be useful in linking a person
with a specific place or environment. Furthermore, as their cell walls
are built from silica (S10,), they are extremely durable and resistant
to degradation by environmental physical and chemical factors (20).

They are therefore an excellent, permanent source of infor-
mation about the environment. In addition, as a secured trace, for
example, on clothing, they can be stored for an unlimited period;
when dried or preserved in the form of preparations, it is possible
to examine them later or to reanalyze them in case of any doubts.
The resistance of the silica cell wall allows for the species analysis of
the diatoms even after the diatoms have been treated with acid or
hydrogen peroxide, even at high temperatures.

Diatoms also demonstrate considerable species diversity. It is
estimated that there are probably about 200,000 diatom species in
the world, of which about 24,000 are described, i.e., only 12% of
the known species (21). Nevertheless, this small proportion of spe-
cies inhabits a range of environments, not only aquatic ones, and
the varied sensitivity of the species to environmental conditions
makes them perfect bioindicators that can provide information on
the water reaction, trophic state, organic matter content, thermal
conditions, and salinity, but also water movements, such as standing
and flowing waters (22-26). The quantitative and qualitative analysis
of diatom assemblages thus allows for an accurate determination of
the environmental conditions that they inhabit (27-29).

For example, diatoms are particularly valuable in diagnosing
drowning cases: an analysis of the diatom community structure can
help confirm whether the site where the corpse was discovered was
in fact the site of drowning (30-36). Such a task is otherwise difficult
to establish using other means.

However, it remains unclear whether a particular aquatic envi-
ronment can be identified based on the analysis of diatoms isolated
from clothing or footwear. So far, studies have been carried out on the
transfer and persistence of diatoms on various footwear materials (37),
as well as their transfer to clothing, such as cotton shirts (38,39); in
addition, various methods of extracting diatoms from different types
of places and materials have also been analyzed (40,41). All these stud-
ies confirmed the presence, transferability, and preservation of diatom
material on various types of substrates. Despite this, being conducted
under laboratory conditions, these studies fail to adequately determine
the extent to which the collected diatoms reflect the diatom communi-

ties in the environment, as well as the ecosystems and habitats.

One particular case in Poland provided the perfect opportunity
to test the potential of diatoms as forensic markers for clothing.
Briefly, law enforcement agencies contacted a specialist in the field
of diatomology to confirm the location of an incident based on an
analysis of the diatoms in a secured pair of socks. After analyzing the
clothing, the expert indicated that the diatom material (unpublished
data) was crucial in explaining the circumstances of the incident.
Therefore, the present study examines the validity of such diatom-
based forensic analysis based on socks in a crime investigation.
Among clothes, socks are excellent candidates for such analysis, as
there is a high probability that diatoms will be transferred to them
when walking.

The aim of this work is to verify the research hypothesis: The
diversification of diatom communities with regard to the type of
habitat and the inhabited substrate makes their analysis an import-
ant tool in recreating the place and course of an incident in a crime
investigation.

In order to verify the hypothesis, the following research tasks

were formulated as in situ experiments:

1. A comparative analysis was performed of the structure of
diatom communities in different ecosystems/habitats and on
different types of substrates—Experiment 1.

2. A qualitative and quantitative analysis of diatom communities
was performed based on the distance from the aquatic ecosys-
tems, with an indication of characteristic species for individual
habitats—Experiment 2.

In order to check the possibility of using socks as a base for diatom
material, which can be helpful in the research process, the following
experiments were carried out:

3. The influence of time of exposure of socks in contact with
the ground or surroundings was evaluated in terms of the
possibility of reflecting environmental samples—Experiment 3
(in situ experiment);

4. The persistence of diatoms on socks after washing was deter-
mined and a comparative analysis was performed of diatoms with

environmental tests—Experiment 4.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Experiment1
Three different research substrates placed in three different habi-

tats (Figure 1) were analyzed:

e afish pond with an area of 500 m?and a depth not exceeding 1 m;
e a 3 mwide dike separating a fish pond from a stream;
e astream (3 m wide and depth not exceeding 0.5 m.)

The substrates were cotton, chamois leather (square area

10 x 10 cm), and a sponge with a volume of 100 cm?.
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To protect the substrates, they were placed in plastic, perforated
bottles (volume of 2 L). The bottles with the substrates were left in
these habitats from April to September. This period in a temperate
climate zone corresponds to the growing season. Samples were taken
from all the substrates at six-week intervals: i.e., in June, August, and
September. In addition, control samples were also simultaneously
taken from the fish pond and the stream (100 ml of plankton and ben-
thos samples). Soil samples were taken from the dike as control mate-
rial. The soil control samples were taken from an area of 10 x 10 cm
and 5 cm depth. These samples were rinsed with 100 ml of distilled
water in order to transfer the diatoms from the soil to the water.

Substrate samples were collected in 100 ml containers filled with
distilled water. Each of the samples, after shaking, was examined
with a light microscope at a magnification of 10 x 40/1.25 to confirm
the presence of live diatoms. Following this, 1 ml of a 4% solution of
formaldehyde (formalin) was added for preservation.

From each sample, 2 ml was taken into a test tube. Following
this, a few drops of concentrated sulfuric acid were added to the

test tube, followed by 2 ml of 30% chromic acid. After the organic

FIGURE 1 Diagram showing the
sampling site (Experiment 1): 1—fish
pond, 2—dike, 3—river (the river current is
marked with red arrow)

(A)

FOREN

matter had been digested, the samples were centrifuged in a centri-
fuge at 2600 x g for 3 min. After centrifugation, the samples were
rinsed with distilled water and centrifuged again. This operation was
repeated until a purified diatom sediment was obtained.

The cleaned diatom frustules were then transferred to micro-
scope slides and, after drying, embedded in Naphrax® resin. The
microscope slides were observed under a light microscope at a mag-
nification of 10 x 100/1.25. The diatoms were identified in each slide
when over 500 valves were counted. The next three traverses of the
slide were then checked in order to identify any diatoms that did not
appear during the count. In the case that a smaller number of valves
were observed, the entire slide was observed, and all valves were

counted.

2.2 | Experiment 2

In August, three different aquatic ecosystems (temperate climate

zone) were analyzed: a drainage ditch, a swamp, and a river (Figure 2).

FIGURE 2 The studied ecosystems in Experiment 2 and 3, respectively: swamp, ditch, and the river Bug
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Samples (100 ml) of water representing plankton, epiphyton, and
benthos were collected from each habitat (Figure 3).

In addition, soil samples were also collected from the vicinity of
the aquatic ecosystems from the transect: at the contact of the water
with the bank, 1 m from the bank, 3 m from the bank, and 5 m from
the bank (Figure 3).

Soil samples were taken from a surface area of 10 x 10 cm and
5 cm deep. These samples were rinsed with 100 ml of distilled water
in order to transfer the diatoms from the soil to the water.

Each of the samples was examined with a light microscope at a mag-
nification of 10 x 40/1.25 to confirm the presence of live diatoms. The
samples were then fixed with 1 ml of 4% formaldehyde solution (formalin).

From each sample, 2 ml was taken into a test tube. A few drops
of concentrated sulfuric acid were then added to the test tube, fol-
lowed by 2 ml of 30% chromic acid. After the organic matter had
been digested, the same procedure was followed as in Experiment 1.

2.3 | Experiment3
Two types of new, unworn socks were used in the study: cotton and
bamboo socks. The socks were put on the feet and then immersed in a
water with contact with the ground. Each type of sock was immersed
in three different aquatic ecosystems (mentioned in Experiment 2).

The socks were put in contact with the aquatic environment for
three different durations: 30 s, 1, and 3 min. Next, the socks were
dried in such a way as to avoid contamination. After drying, two 1 cm
x 1 cm pieces were cut from each pair of socks from two parts: the
heel area and the toe area. To remove the structure of the material, as
well as other organic matter, the scraps of the material were treated
with 30% chromic acid with a few drops of concentrated sulfuric acid
for 72 hours. After the organic matter had been digested, the same
procedure was followed as in Experiment 1.

For comparison, in this experiment, sock samples were also
heated with 30% hydrogen peroxide at 70°C for 72 h. The samples
were then treated with 0.5 cm concentrated sulfuric acid for 2 h.

2.4 | Experiment4
Two types of new, unworn socks were used in the study: cotton and
bamboo socks. The socks were worn, i.e., put on the feet, and then im-
mersed in water in contact with the bottom. Each type of sock was im-
mersed in three different water ecosystems (mentioned in experiment 2).
The socks were put in contact with the aquatic environment for
three different durations: 30 s, 1, and 3 min. Next, the socks were dried
in such a way as to avoid contamination. Each of the socks was washed
separately during an entire washing cycle with the use of washing pow-
der; the washing machine was rinsed with running water to prevent con-
tamination before each sock wash. Each washing cycle took 2 h, and the
water temperature was 40°C. After washing, the socks were dried. The
socks were then subjected to the same chemical procedure described in
Experiment 3. In this experiment, a new pair of socks, both bamboo and
cotton, were also tested for the presence of diatoms as controls.

2.5 | Data processing and analysis
The structure of the diatom communities was described by qualitative
and quantitative analyses. The quantitative analysis in each sample was
expressed in relative values. Species with percentage share of 25% in
each sample were identified as dominant. Frequency was determined
according to Tumpling and Friedrich (42) coefficient according to the
range values: 100%-75% euconstant taxa (EC), 75%-50% constant taxa
(CN), 50%-25% accessory taxa (AC), and 25%-1% accidental taxa (AD).
Hierarchical cluster analysis (HCA) and nonmetric multidimen-
sional scaling analysis (nMDS) based on Bray-Curtis similarity co-
efficients were used to identify natural groupings of samples. The
results (nMDS) are given as a 2D diagram in which the degree of
similarity is represented as the distances between particular points
(samples), with greater distances indicating a lower degree of simi-
larity. The reliability of the ordering of the assemblage is represented
by the stress value, which reflects how well the ordination summa-
rizes the observed distances among the samples (43).

T

FIGURE 3 Diagram showing the place
of sampling in Experiment 2: 1—plankton,
2—epiphyton, 3—benthos, 4—bank, 5—1 m
from the bank, and 6—3 m from the bank,
7-5 m from the bank
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Shade Plot analysis, based on the Bray-Curtis similarity coeffi-
cient, was used to identify the diatom species that have the stron-
gest influence on the similarities between the samples. The shade plot
analysis compares two data matrices with each other and then groups
them on two levels, according to the similarity of the samples and the
factors affecting their similarity, i.e., diatom species. The results are
represented graphically by shading individual cells: the intensity of the
shading indicates the degree of the influence of a given factor (species)
on the position of its sample within a given similarity cluster. The range
of the shading was determined on the basis of square root. The analy-
ses were performed using PRIMER 7.0.13 software.

The identification of diatoms and information about their eco-
logical properties were based on the OMNIDIA 6.0.6 database and
diatom bibliography (first of all, (43-47)).

3 | RESULTS
3.1 | Experiment1
3.1.1 | AQualitative and quantitative analysis of

diatoms in three ecosystems

A total of 245 taxa were determined in the analyzed samples from
three different habitats. We determined 145 taxa in soil sam-
ples, 175 taxa in samples from the river, and 162 taxa in samples
from the pond. The dominant and constant species (Figure 4)

were: Staurosirella pinnata Ehrenberg, Cocconeis pseudothumensis

FORENSIC SCIENCES ©aem=

Reichardt, Achnanthidium minutissimum

Planothidium lanceolatum Lange-Bertalot, P. dubium (Grunow) Round

(Kutzing) Czarnecki,
& Bukhtiyarova, and P. frequentissimum (Lange-Bertalot) Lange-
Bertalot (Figure 4).

The distinguishing species for the soil environment were
Staurosirella lapponica Grunow (0.7%-7.2%, constant), Fragilaria
vaucheriae (Kiitzing) Peterson (2.7%-6.9%, constant), and Placoneis
elginensis (Gregory) Cox (constant). In contrast, Cyclotella menegh-
iniana Kitzing was recorded as a constant species only in the
soil environment (Figure 4). The distinguishing species for the
diatom community occurring in the pond were Staurosira venter
(Ehrenberg) Cleve & Moeller and Nitzschia linearis (Agardh) W.
Smith. Those were constant and dominant species in this commu-
nity (Figure 4).

3.1.2 | Analysis of species composition based
on the used substrate

Considerable dissimilarity was observed between the diatom com-
munities in the soil environment, with the April and June samples
being completely different to one another (Figure 5). The August
soil samples (HCA) are most similar to each other. In contrast, the
samples from the river and from the pond show 60% similarity, with
a clearly higher similarity demonstrated among communities in the
same sampling period (Figure 5).

The multidimensional scaling (nMDS) analysis based on the

Bray-Curtis similarity coefficient revealed a differentiation between
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FIGURE 4 The shade plot analysis diagram shows the participation of important species of diatoms in individual samples
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FIGURE 5 The hierarchical cluster analysis diagram based on Bray-Curtis similarity coefficient highlights the differentiation of samples in

relation to the season and habitat

samples depending on habitat type. However, no clear differences in
colonization were indicated between the substrates (Figure 6).

3.2 | Experiment2

3.2.1 | Qualitative analysis of diatom communities
from three aquatic ecosystems

Out of the three different habitat types selected for the experiment,
the river ecosystem is distinguished by lowest diversity of diatoms,
with a total of 77 diatom taxa being identified. The swamp and drain-
age ditch were characterized by higher taxonomic diversity, corre-
sponding to 129 and 128 taxa (Table 1).

In the samples from the swamp and the drainage ditch, the larg-
est number of taxa was recorded in the plankton sample. In the case
of the river, the highest number of taxa was recorded in the sample
taken 1 m from the bank. The number of identified diatom taxa de-

creased moving away from the shore along the designated points.

3.2.2 | Comparative analysis of all samples
Although the analysis shows similarity in the river transect
(Figure 7—Cluster A.2), a clear distinction could be seen between the

samples taken from aquatic habitats and those taken from the soil as

they moved away from the riverbank. While the samples taken 1 m
and 3 m from the riverbank were similar to each other, the sample
taken furthest from the aquatic environment, i.e., 5 m from theriver,
was less similar to them.

In the case of the swamp (Figure 7—Cluster A.1), the samples
were grouped into one cluster, and the relationships between the
samples in the transect were the same as in the case of the river.

For the drainage ditch, the samples taken from the water con-
stituted a separate group, with a species composition closer to that
of flowing water environments (Figure 9—Cluster A.2), and the soil
samples for this transect constituted a completely separate group

(Figure 9—Cluster B).

3.2.3 | Analysis of diatom communities
along the transect

The examined transects differ with regard to the structure of dia-
tom communities (Figure 8). The constant species in all transects
were Planothidium frequentissimum (Lange-Bertalot) Lange-Bertalot,
Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot, Nitzschia palea (Kitzing)
Smith, and Gomphonema parvulum (Kitzing) Kiitzing; however, they
demonstrated different participation between individual samples.
The species distinguishing the river transect were Stephanodiscus
hantzschii Grunow, Cyclotella meneghiniana Kitzing, and Aulacoseira

granulata (Ehrenberg) Simonsen. These diatoms dominated the
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FIGURE 6 The nMDS (2-D) analysis highlights the grouping of samples from different types of ecosystems
TABLE 1 The number of identified diatom taxa in the individual samples
Aquatic environment Swamp Drainage ditch River
Total number of taxa 129 128 77
The number of taxa in samples taken Plankton 95 98 60
e Epiphyton 67 60 56
Benthos 76 71 30
Shore 46 52 42
1 m from the shore 59 25 68
3 m from the shore 38 16 45
5 m from the shore 34 11 33

aquatic environment and their abundance decreased as the distance
from the riverbank increased. The distinguishing species for this
transect were Navicula veneta Kitzing, N. cincta (Ehrenberg) Ralfs,
and Halamphora montana (Krasske) Levkov; these diatoms had a
higher participation in the soil samples than in the samples from the
river.

Mayamaea atomus (KUltzing) Lange-Bertalot and M. permitis
(Hustedt) Brude & Medlin were recorded in the soil samples of this

transect but not in the water samples. Navicula gregaria Donkin was

found in soil samples of the river transect; it was most abundant in
the sample 1 m from the bank, and then, its abundance decreased as
the distance from the river bank increased.

A distinct differentiation of diatom communities was ob-
served between the two parts of the drainage ditch transect.
While Achnanthidium eutrophilum (Lange-Bertalot) Lange-Bertalot,
Hippodonta capitata (Ehrenberg) Lange-Bertalot, Melosira varians
Agardh, Meridion circulare (Greville) Agardh, Navicula gregaria Donkin,

Planothidium lanceolatum Lange-Bertalot, Staurosira venter (Ehrenberg)
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FIGURE 8 The shade plot analysis diagram indicates diatom species that distinguish transects

Cleve & Moeller, and Staurosirella pinnata Ehrenberg were the dis- Pinnularia borealis Ehrenberg, P. obscura Krasske, Luticola ventricosa
tinguishing species in the water samples, the distinguishing species (Kttzing) Mann, L. mutica (Kiitzing) Mann, and Stauroneis phoeni-

in the soil samples were Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Grunow, centeron (Nitzsch) Ehrenberg. In addition, Luticola mutica (Kitzing)
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Mann, Hantzschia abundans Lange-Bertalot, Pinnularia isselana Lange- 5
Bertalot, and P. marchica Schonfelder were observed in soil samples E N S P
O n un un
from both the drainage ditch transect and the swamp transect.
Nitzschia acidoclinata Lange-Bertalot, Pinnularia sinistra Krammer,
Stauroneis thermicola (Boye-Petersen) Lund, and Nitzschia perminuta a| 8
. L €| 2
(Grunow) Peragallo were found to be characteristic species in the g E @ 93
soil part of the swamp transect but were not recorded in soil sam- W1 R
ples from other transects. These species were most abundant at the
greatest distance from the aquatic sites. g
In the water samples of the swamp transect, the distinguishing § § § a
species were Stauroneis kriegeri Patrick, Gomphonema exilissimum =
[)
(Grunow) Lange-Bertalot & Reichardt, Eunotia bilunaris (Ehrenberg) =
Schaarschmidt, Mayamaea petersenii Barragan, Ector & Wetzel, and % 2
]
Navicula cryptocephala Lange-Bertalot. . g E ~ «
S olada 85 5 3
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3.3.1 | Control samples from socks e = g
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In addition, control samples were also taken from new socks after B = = e
washing them. The washing cycle was the same as in Experiment 4. §
No diatom valves were observed in any of the control samples. o s
: 5
s o
s
3.3.2 | Number of valves for unwashed and <
washed socks 3 al 8
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The number of valves counted in slides obtained from unwashed X @ I &
socks significantly exceeded 500. In such cases, the type of sub- T
strate in aquatic ecosystems and the contact time appear to have no g 5
-
influence on number. Moreover, diatoms were still observed in sam- S %
. . . £ o
ples obtained from socks, which were dried and washed after con- s -
tact with the aquatic environment; however, in this case, fewer than L%' %
500 valves were observed in the samples from both the swamp and £ go g
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the drainage ditch. For samples from the laundered socks, a clear re- 2 % ‘é
= = 5]
lationship was observed between the contact time with the aquatic ‘g ala
environment and the number of valves in the slides. Although this E
applies to both types of materials, it is noteworthy that much fewer & s
o
valves were observed in the samples of laundered bamboo socks % % Q8 =
that had been in contact with the swamp: the number of diatom 3 " - B
(]
valves did not reach 500, even at the longest the contact time of g §
>
3 min (Table 2 and Figure 9). s B o
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The analysis of the slides taken from socks after contact with three w .§
- = c
different aquatic environments (Figure 10 and Figure 11) found the 2 § S E E
diatoms that were washed out to have similar profiles as the samples = a7
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FIGURE 9 Diatom communities
observed through a microscope at the
same zoom: A—samples obtained from
unwashed socks from the ditch, after
the longest contact time; B—samples
obtained from washed socks from the
ditch, after the longest contact time; C
and D—samples obtained from washed
socks from the swamp, after the longest
contact time
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FIGURE 10 The shade plot analysis diagram indicates the dominant diatom species in the three different habitats. Two factors were

used: exposure time in a specific water environment and washing socks

collected from those ecosystems (Figure 11 Cluster A1—river, Cluster
A2—ditch, Cluster B—swamp). The samples within clusters demon-
strated high similarity with each other, regardless of the type of mate-
rial the socks were made of. In the aquatic ecosystems, neither the
time of exposure nor the fact that the socks appeared to have any

influence. Again, in the aquatic environment, the greatest dissimilarity

was observed between the samples from washed bamboo socks after
30 s contact and those after 1 min (Figure 11 Cluster B).

The same diatom communities were obtained for the environ-
mental samples and those obtained from the socks for each of the
experiment locations, regardless of exposure time and whether or
not the socks were washed.
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FIGURE 11 The hierarchical cluster analysis diagram based on the Bray-Curtis similarity index shows the similarity between sock
samples for three different habitats. Two factors were used: exposure time in a specific aqueous environment and whether the socks were

washed

3.3.4 | Dissolving and cleaning sock material
Regardless of which method was used for digesting the samples,
chromic acid, or hydrogen peroxide, no differences were observed
in the quality of purification.

In both cases, it was difficult to remove the synthetic artifacts

included in both types of material (Figure 12).

4 | DISCUSSION

Most of the information published so far on the possibility of using
diatoms to identify a crime scene based on obtained environmen-
tal traces from elements of clothing and footwear have been ob-
tained from studies carried out in laboratory conditions (37,38,48).
The transferability and persistence of diatoms on various types of
materials in short-term contact with the aquatic environment have
also been studied, with regard to seasonal variability (39). Despite
this, some important questions remain unanswered: viz. whether
the structure of the material, i.e., the substrate, can influence diatom
colonization in different types of habitats (flowing water, standing
water, and soil), whether the duration of contact between the sub-
strate and the habitat influences the accuracy of the recovered dia-
toms as diatom community inhabiting it, and whether the recovered
diatoms can still accurately indicate a specific environment following

cleaning (washing).

Our in situ experiments add to the body of knowledge on how
diatoms can be used to link environmental evidence with crime
scenes. In Poland, no environmental research has so far been carried
out, which would enable the perpetrator to be linked with the crime
scene based on diatom analysis in various types of ecosystems. As
such, our findings can be of great interest to forensics investigators.
In addition, there is a clear need for further research aimed at diver-
sifying diatom communities in terms of geological substrate type, cli-
matic conditions, and changes in aquatic ecosystems resulting from
human impact. Our findings will help to improve the methods and
enrich current knowledge on the use of diatoms in forensic investi-

gations, not only in the case of drowning (30-35).

4.1 | Experiment1

An analysis of diatom communities extracted from the substrates
used in the experiment (sponge, chamois, and canvas) did not show
any significant differences in the community structure compared
to control samples (Figure 4). In addition, the diatom communities
taken from individual ecosystems demonstrated different qualita-
tive and quantitative structures, even though they may be located
only a short distance from each other (Figure 1). Based on this exper-
iment, it can also be concluded that all the samples taken from the
used substrates reflect the type of habitat regardless of the season
(Figures 5 and 6). By subjecting the substrates to the possibility of
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diatom colonization for 6 weeks, their diatom content fully reflects
those of the habitat type (Figures 4 and 6). It has been reported that
between 4 and 6 weeks are needed for diatom succession to new
natural and artificial substrates (49-51), indicating that the period
used herein for colonization of the sponge, chamois leather, and cot-

ton substrates was sufficient.

4.2 | Experiment 2

Diatoms have been used by law enforcement agencies to link sus-
pects with the crime scene (52). Therefore, it is necessary to analyze
the possible species variability of diatoms with different environ-
mental conditions, e.g., with an increase in the distance from the
tested aquatic ecosystems. Such an analysis may be useful to allow
for precise selection of the sampling location at the crime scene.
The need for empirical research to support the use of diatoms as
environmental traces has been repeatedly indicated in the literature
(39,48). Therefore, our environmental research examined the struc-
ture of diatom communities obtained from various types of aquatic
ecosystems and terrestrial habitats in their vicinity.

It was found that the diatom communities demonstrated signif-
icant qualitative and quantitative differentiation between the stud-
ied habitats. This knowledge may provide law enforcement agencies
with broader possibilities for placing a suspect at the scene of a
crime during a forensic investigation. In addition, the use of indirect
evidence, such as the clothes worn by the victim, can also enable
investigators to determine whether a specific aquatic ecosystem
could be the site of drowning. For the three selected aquatic hab-
itats, the qualitative and quantitative variability of diatom commu-
nities were evaluated against increasing distance from the aquatic

environments. It was found that, in all three transects, the structure

FIGURE 12 Microscope permanent
slides with a numerous artifacts: A—
cotton socks (Eunotia minor), B—bamboo
socks (Pinnularia eifelana). Microscope
slides with a few artifacts: C—bamboo
socks (Gomphonema minusculum),
D—bamboo socks (Planothidium
frequentissimum)

of the diatom communities changed with distance (1 m, 3 m, and 5 m)
from the aquatic habitat (Figure 7). The dominant species in the soil
samples were Hantzschia amphioxys, H. abundans, Pinnularia borealis,
Luticola ventricosa, and L. mutica (Figure 8). These species are the
most characteristic diatoms in periodically humid sites, temporally
wetted aerial biotopes, e.g., soil deposits and rock fissures (44,53).
The most significant difference in the structure of diatom commu-
nities was observed for the drainage ditch transect, especially be-
tween the water and soil samples (Figures 7 and 8). This difference
is most likely related to the specificity of the drainage ditch, which
is deeply cut into the ground (approx. 3 m) with a sharp drop of the
bank. In the remaining transects, soil samples were taken from loca-
tions that are periodically flooded.

Our findings show that both the aquatic and soil samples from
the crime scene, which contain diatoms can be ideal forensic ma-
terial. That material could be compared with the suspect’s clothing,
their shoes, but also car tires, and the tools they used, in order to
confirm their presence at the crime scene and even that they were
the perpetrator. Previous studies have already indicated that soil
samples can be helpful in confirming the guilt of a perpetrator (7,54),
including those of the diatoms occurring in the soil samples (52).
Despite this, no studies have yet been carried out on the diversity
of diatom communities between the aquatic habitat and along the
transect, from the water border inland, in terms of their use for the

purposes of forensics.

4.3 | Experiment 3 and Experiment 4

All studies carried out so far in terms of diatom transfer and their
persistence on selected footwear and clothing materials have
been conducted in laboratory conditions (37,38,48) and in the
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environment (39); however, neither approach considers the diversity
of the habitat type. Our study has shown that the material extracted
from the socks was associated with the environmental samples, re-
gardless of the material the socks were made of and how long they
were in contact with a specific aquatic environment. Diatomaceous
material was obtained not by rinsing socks, but by digesting their
fragments with chromic acid; this procedure was performed on both
unwashed socks and those subsequently subjected to a standard
washing procedure.

Socks can yield important evidence, as noted by Ruffel and
Sandiford (10), by analyzing their soiling in terms of structure and
soil chemistry. Soiled socks also contain diatoms, the analysis of
which allows us to determine the crime scene. For this purpose,
however, it is necessary to develop the most effective methodol-
ogy for dealing with the secured evidence material. The analysis
of extracted diatoms from socks showed their presence in both
cotton and bamboo fabrics. Our findings demonstrate that the di-
atoms isolated from the socks demonstrated comparable species
composition and quantitative ratio to the environmental samples
(Figure 10). For law enforcement agencies, the information that it
is worth securing socks and other clothing as possible evidence in
order to determine the presence of diatoms can be very useful.
Investigators can use that evidence at any stage of the forensic
investigation process.

A similar experiment was carried out in a natural environment
with a simulated passage through a watercourse with an attached
sample representing a specific material (39). In our study, in the case
of unwashed socks, even in the shortest time interval of exposure
to the environment, considerable diatom transfer was observed.
Despite this, in four samples of washed socks that were in contact
with the environment for 30 seconds, it was not possible to count
500 valves in the microscope slide (Table 2). The reason for this is
unclear, as all the trials employed the same method of contact with
the environment and washing procedure. Nevertheless, the samples
isolated from the socks demonstrated greater than 50% similarity
with the environmental samples (Figures 10 and 11).

It should be emphasized that although previous studies on the
transfer and persistence of diatoms to various materials have been
performed (39,41), these did not examine the possibility of using di-
atom analysis on washed materials. This can be significant in cases
where the perpetrator wants to cover up the traces of the crime. Our
findings indicate that diatoms remain in the fabric even after washing
they can still be linked to the environmental samples.In our research,
a number of identified diatoms were found to belong to widely oc-
curring species. However, these species can be used to describe
types of habitats and ecosystems very effectively when analyzed in
terms of their quantity in individual samples and their combination
with other species with more specific environmental requirements.
Although species commonly recorded in various types of inland
aquatic ecosystems, such as Eolimna minima or Planothidium frequen-
tissimum, were recorded in all studied ecosystems (Figures 4 and 8),
they demonstrated different shares of the total count. For example,

in the case of the swamp transect, apart from cosmopolitan species,
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the presence of Pinnularia marchica, Eunotia bilunaris, Stauroneis
kriegeri, Mayamaea petersenii, or Sellaphora atomoides (Figure 8) dis-
tinguishes this diatom community from others. Similar observations
were made for the soil samples for the drainage ditch transect: the
two above mentioned cosmopolitan species were observed with a
much smaller share, but in combination with species characteristic
only for this habitat, such as Hantzschia amphioxys, H. abundans,
Luticola ventricosa, Pinnularia obscura, or P. borealis (Figure 8).

4.4 | Extraction methods

The literature provides various extraction methods (55), includ-
ing textile materials, such as various types of clothing materials
(39,41,56) and footwear materials (37). In our research, in the case of
environmental samples, we used chromic acid to remove the organic
matter. However, for sock samples made of natural materials (cotton
and bamboo), we tested two extraction methods, one based on 30%
hydrogen peroxide and another on 30% chromic acid. No significant
differences were observed between the two methods. Additionally,
we noticed that in both cases, in some samples, it was difficult to
completely remove the artifacts (Figure 11), possibly due to the use
of flexible plastics as reinforcement.

5 | CONCLUSION

Our studies describe four independent experiments, including three
carried out in situ. These were performed to confirm the validity
of quantitative and qualitative diatom analysis when obtaining in-
formation on the crime scene in forensic investigations. It included
two main components. The first was to analyze the variability of the
structure of diatom communities in the context of the diversity of
ecosystems and habitats, and to examine the colonization of vari-
ous types of substrates by diatoms at different times of the year
under temperate climate conditions. In addition, to evaluate the
possibility of using diatoms in criminal investigations to determine
the crime scene, it also analyzed the variability of the structure of
diatom communities as the distance from the aquatic ecosystem in-
creased. The findings demonstrate that different types of habitats
located in proximity to each other are characterized by separate dia-
tom communities. Importantly, no matter what types of substrate
were introduced into the environment (cotton, chamois leather, and
sponge), they were all inhabited by the same species occurring in
a specific ecosystem. After six-week exposure of the substrates to
individual ecosystems, regardless of the season, each diatom com-
munities demonstrated very similar structure to the environment
control sample.

The second research component aimed to demonstrate the
possibility that diatoms could be transferred to two different sock
materials, cotton and bamboo, following different times of expo-
sure to an aquatic environment. In addition, the persistence of di-

atoms on the socks was studied to confirm whether the diatoms



JOURNAL OF

BOGUSZ et AL.

FORENSIC SCIENCES ©aem=

present on them reflect the environmental samples. Our findings
indicate that diatoms not only transfer to sock materials after only
brief contact with the aquatic environment but also bond with
the structure of the material so permanently that even after the
washing process, the recovered diatoms reflect those from the en-
vironmental samples. These studies demonstrate the potential of
diatoms as sources of information for law enforcement about the
potential crime scene. Our research also indicates that socks and
other clothing from the suspect or victim may be used as envi-
ronmental evidence. The fact that diatoms remained on the socks
after the entire washing and drying cycle is extremely important:
such information can be used to confirm their contact with the
environment and link them with the control samples taken from
the crime scene.

Due to the diversification of the structure of diatom communities
based on geographic and climatic conditions, as well as differences in
the use of environmental biology methods in criminal investigation,
we strongly recommend further environmental research be carried
out in various countries, including Poland, for the use of diatoms in

criminal investigation.
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Abstrakt

W Polsce badania diatomologiczne obejmujg wiele ekosysteméw wodnych, w tym
rzeki. Pomimo badan zarowno florystycznych jak i ekologicznych, nie da si¢ przetozy¢ ich
wynikow wprost do celow kryminalistycznych w przypadkach takich jak na przykiad
typowanie miejsca zdarzenia. Ograniczeniem jest zmienno$¢ warunkow srodowiska zwigzana
z sezonowoscig charakterystyczng dla klimatu umiarkowanego, szczeg6lnie w ekosystemach
wod plynacych. Zmiennos¢ ta réwniez wynika z przeksztatcenia antropogenicznego oraz
zachodzacych globalnych zmian w $rodowisku w wyniku ocieplenia klimatu. W zwigzku
z powyzszym widoczna jest potrzeba badan, ktére na okreslonym obszarze, na przyklad
obejmujgcym dwa ekosystemy wod ptynacych, scharakteryzuja dynamike struktury zbiorowisk
okrzemek. Istotne jest okreslenie ich podobienstwa lub odmiennosci 1 powigzanie z warunkami
abiotycznymi takimi jak: rodzaj podloza, wplyw cztowieka, a takze ,,naturalng” sezonowoscia.
Wody ptynace charakteryzuja si¢ cechami ksztattowanymi przez jednokierunkowy przeptyw
wody, rodzaj podtoza oraz temperature. Przeplyw wody oddziatuje na zyjace w rzece
organizmy poprzez przynoszenie materii, usuwanie produktow metabolizmu, a takze unosi
znajdujace si¢ w wodzie organizmy, wplywajac tym samym na ich migracj¢. Kolejny czynnik
— podtoze geologiczne, bezposrednio i posrednio wpltywa na faune i flore wod ptynacych,
podobnie zreszta jak i temperatura, bo to od niej zalezy predko$¢ wzrostu organizmow oraz
dtugosc¢ ich cykli zyciowych. Dotychczas prowadzone w Polsce badania rzek charakteryzowaty
zbiorowiska okrzemek pod katem ich réznorodnosci. Jednak do tej pory nie byly badane
jednoczesnie dwie rzeki przez pelne dwa lata. W pismiennictwie naukowym ukazuja sie¢
informacje na temat wykorzystania mapowania rzek na potrzeby organow $cigania, szczegdlnie
w aspekcie potwierdzenia, czy miejsce ujawnienia zwlok bylo miejscem utoniecia lub tez przy
probie wytypowania takiego miejsca. Dobrym modelem do takiej analizy sg rzeki Bug i Narew,
ktore taczac si¢ tworza Zalew Zegrzynski. Praca zawiera wyniki badan, ktore zostaly podjete
w celu przeprowadzenia analizy struktury jako$ciowej i ilosciowej zbiorowisk okrzemek na

odcinkach dwéch rzek, Narwi i Bugu, w aspekcie diatomologicznego zmapowania tych rzek.
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Istotnym wynikiem badan jest wskazanie zalet oraz wad dostepnosci danych z mapowania

ekosystemow wod ptynacych pod katem wykorzystania ich w kryminalistyce.

Wprowadzenie

Okrzemki (Bacillariophyta) naleza do SAR — jednej z pigciu gldownych grup rodowych
Eukaryota. W sktad tej grupy wchodza trzy gtéwne linie ewolucyjne: Straminipila, Alveolata
1 Rhizaria (Adl i in. 2019). Bacillariophyta wyrézniamy jako jedng z dwoch gromad w obrgbie
Straminipila (Ryc.1). W ramach tej gromady na podstawie analiz molekularnych wyrézniono

trzy klasy: Coscinodiscophyceae, Fragillariophyceae i Bacillariophyceae (Round i in. 1990).

EUKARYOTA

I SAR I ALVEOLATA RHIZARIA

STRAMINIPILA

Bacillariophyta

Ryc. 2. Uproszczony schemat miejsca okrzemek w systemie klasyfikacji organizmow.

Okrzemki ze wzgledu na ksztalt komorek z wyksztalconym egzoszkieletem sa zaliczane
do organizméw kokoidalnych, ktére moga tworzy¢ kolonie. Komoérka ich zawiera jadro
komorkowe, mitochondria, chloroplasty, retikulum endoplazmatyczne 1 diktiosomy (Werner
1977; Flori i in. 2016). Dla okrzemek charakterystyczng cechg odrozniajacg je od pozostatych
grup glondéw jest zbudowany z krzemionki egzoszkielet. Krzemionkowy pancerzyk (theca)
okrzemek sktada si¢ z dwoch nierownych, nachodzacych na siebie czesci: wieczka (epitheca)
i denka (hypotheca). Sciang boczna okrzemek stanowi najczeéciej nieornamentowany pas
obwodowy (epicingulum — pas obwodowy wieczka, hypocingulum — pas obwodowy denka).
Zarowno wieczko jak i denko pancerzyka posiadaja ornamentacj¢, ktdra stanowi podstawe
identyfikacji gatunkowej okrzemek. Ornamentacja okrzemek przejawia si¢ w postaci prazkow
(striae), zeberek, wyrostkow, punktow, kamer (alweole) a takze rzedow otworkow (areolae)

1 kresek (lineolae). Przy identyfikacji bierze si¢ pod uwage takie cechy morfologiczne jak:



dhugos$¢ 1 szerokos¢ okrywy, jej ksztatt, liczbe prazkéw w polu o dlugosci 10 pm, forme pola
srodkowego, ksztalt szczeliny oraz jej zakonczenia (Plinski, Witkowski 2009).

Pancerzyk okrzemki powstaje w wyniku wchtaniania krzemionki rozpuszczonej
w wodzie, ktora nastgpnie skladowana jest w aparacie Golgiego. W dalszym procesie
silikosomy w postaci pgcherzykéw uwalniajg si¢ z aparatu Golgiego i inkorporuja biatka
frustuliny obecne w btonie komoérkowej (Schmid 1988, 1994). Zbudowana z krzemionki
skorupka powoduje, ze okrywy okrzemek sg odporne na fizyczne i chemiczne czynniki
niszczace, a tym samym pancerzyki okrzemek sg do§¢ dobrze zachowane w osadach i dzigki
temu na podstawie badania tej grupy organizmow mozliwe jest odtworzenie warunkow
srodowiskowych panujacych w ekosystemach w przesztosci (Lobo i in. 2016).

Chloroplasty okrzemek otoczone sg czterema blonami i majg tylakoidy zebrane w stosy.
W btonach tylakoidow obecne sg barwniki — chlorofil a i c. Ponadto obecne sg tam karotenoidy
oraz fukoksantyna (Pyszniak, Gibbs 1992; Kuczynska i in. 2015). Material zapasowy okrzemek
stanowig tluszcze oraz poliglikany (Kates, Volcani 1966; Round i in. 1990). Mitochondria
okrzemek majg rurkowate grzebienie mitochondrialne, a ich rozmiary wahaja si¢ od 0,5 do 1
nm $rednicy (Werner 1977). Plastydy i mitochondria okrzemek posiadaja przestrzenne
polaczenia, dzigki czemu sg powigzane metabolicznie poprzez ciggle przenoszenie energii
1 redukujgce rownowazniki miedzy obiema organellami (Flori 1 in. 2017).

Dynamika zmian struktury jakos$ciowe;j i1 iloSciowej zbiorowisk okrzemek zwigzana jest
z czynnikami, ktére powoduja wzrost lub spadek zageszczenia populacji poszczegdlnego
gatunku w zbiorowisku. Do tych czynnikdw naleza: wzrost liczebno$ci spowodowany
podziatami komoérek, wyjadanie przez zwierzeta, obumieranie komorek 1 rozktad bakteryjny
oraz straty wywolane przez pasozyty. Wymienione czynniki zmieniaja si¢, co powoduje
fluktuacje ilosciowe zbiorowisk okrzemek. Ponadto kazdy z gatunkéw wchodzacy w sktad
zbiorowiska okrzemek inaczej reaguje na zmieniajace si¢ czynniki sSrodowiskowe.

Zbiorowiska okrzemek, szczeg6lnie w tak zmiennym S$rodowisku, jakim jest woda
ptynaca, moga ulega¢ przebudowaniu pod wzgledem sktadu gatunkowego 1 liczebnos$ci
gatunkoéw. Rozwdj danego zbiorowiska zaczyna si¢ od kolonizacji poditoza. Tempo imigracji
w wodach ptynacych zalezy w duzej mierze od szybkos$ci pradu wody, ale takze od zdolnosci
danego gatunku do zasiedlania roéznych podtozy. Przy podlozu chropowatym lub
skolonizowanym przez inne organizmy, na przyktad bakterie wydzielajace $luz, moze wzrastac¢
szybkos¢ zasiedlania podtoza (Kawecka, Eloranta 1994).

Okrzemki polegaja dobowym fluktuacjom liczebno$ci organizmoéw w zbiorowisku pod

wptywem takich zmian jak $wiatlo 1 ciemnos$¢, a takze zmian natgzenia promieniowania
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wciggu dnia. Na skutek tych zmian okrzemki migruja i dotyczy to zarowno form
potamoplanktonowych jak i bentosowych. Migracje okrzemek prowadza do ich skupienia
w takich warstwach wody lub podtoza, w ktoérych maja najbardziej korzystne warunki swietlne.

Innym aspektem wplywajagcym na zmiang struktury zbiorowisk okrzemek w strefie
klimatu umiarkowanego sa zmiany w cyklu rocznym wynikajace z sezonowej zmiennosci
nat¢zenia promieniowania stonecznego, co z kolei pociaga za sobg zmiang temperatury wody.
W wyniku zmian tych czynnikow nastepuje zmiana gestosci wody, jej stratyfikacja oraz
stezenie sktadnikow pokarmowych. Okrzemki wykazujg wzrost ilosciowy zarowno wiosng jak
1jesienig. Najwazniejszymi czynnikami odpowiedzialnymi za ten proces jest temperatura, sktad
chemiczny wody, a takze wahania jej przeplywu (Kawecka, Eloranta 1994). Podstawowym
czynnikiem umozliwiajacym zasiedlanie danego mikrosiedliska jest sposob, w jaki okrzemki
si¢ rozmnazaj3. Rozmnazanie okrzemek sktada si¢ z dwoch faz: wegetatywnej oraz ptciowe;.
Podczas podziatu wegetatywnego pancerzyk okrzemki ulega rozdzieleniu. Po podziale dwie
komorki potomne zachowuja jedng ,,matczyng” skorupke, ktéra jest wigksza i do niej
dobudowywana jest nowa, mniejsza (Round i in. 1990). Oznacza to, Zze obie komdrki potomne
r6znig si¢ wielko$cig 1 w miar¢ postepu podziatow komoérkowych komorki okrzemek stajg si¢
coraz mniejsze. Rozmnazanie piciowe pelni wazng funkcje¢ w cyklach zyciowych okrzemek.
W wyniku mejozy powstaja gamety, a nastepnie w wyniku koniugacji gamet powstaje
diploidalna zygota, ktora nie jest otoczona krzemionkowym pancerzykiem. Dzigki temu moze
si¢ ona rozszerza¢, tworzac auksosporg, z ktorej] powstaje komorka o maksymalnych,
specyficznych dla danego gatunku wymiarach.

Okrzemki zajmuja rézne siedliska. Jednym z nich jest ton wodna, a Zyjace w nim
zbiorowisko organizmow ro$linnych nazywane jest fitoplanktonem. Potamoplanktonem
okreslane sa organizmy ro$linne zasiedlajace ton wodng rzek. Okrzemki, ktére zyja stale
w fitopotamoplanktonie stanowig jego potamoplankton wiasciwy, czyli eupotamoplankton.
Czes¢ okrzemek to meropotamoplankton, poniewaz bedac formami osiadtymi tylko w pewnych
stadiach swego zycia pojawiajga si¢ w nim. Tychopotamoplankton (pseudopotamoplankton)
stanowig okrzemki, ktore pojawiaja si¢ w nim przypadkowo na skutek oderwania si¢ od podtoza
w wyniku dziatania pradéw lub falowania w strefie litoralnej (Kawecka, Eloranta 1994).
komorki podczas jej opadania (Round 1 in. 1990). Okrzemki bentosowe maja zdolnos¢ adhezji
do podtoza. Po przeniesieniu przez prad opadajag one na dno i1 przylegaja do substratu. Po
wstepnej adhezji, dzigki warstwie §luzu powierzchniowego, okrzemki te moga przyjac jedna
z dwoch strategii stylu zycia: przylec do podtoza i pozosta¢ na nim przez dtuzszy czas lub

wykorzysta¢ przyleganie dla przemieszczania si¢. Adhezja komorka/podtoze odbywa sie za
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posrednictwem wydzielania zewnatrzkomérkowych substancji polimerowych (EPS) (Edgar,
Pickett-Heaps 1983; Edgar, Pickett-Heaps 1984). Produkcja §luzu i zdolno$¢ adhezyjna
pozwala okrzemkom zasiedla¢ réznie typy podtozy oraz przemieszczac si¢ na nich (Holland
11n. 2004). U bentosowych okrzemek pierzastych adhezyjny $luz jest wydzielany przez pory
w okrywach oraz przez szczeling (Stanley, Callow 2007). Okrzemki pierzaste opadaja na
podloze i stykaja si¢ z nig powierzchnig pasa i dlatego tez w poczatkowym przyleganiu do
substratu posredniczy $luz powierzchniowy komorki. Jednak jest on stosunkowo staby,
a okrzemka moze by¢ tatwo przemieszczona. Po poczatkowej adhezji komoérka moze delikatnie
poruszaé si¢ lub pozostawaé na krétki czas nieruchoma zanim obrdci si¢ na strong okrywy
doprowadzajac szczeling do kontaktu z podtozem. Nastepnie komorki poruszajg si¢ ruchem
slizgowym po podtozu rownolegle do osi podtuznej skorupki, po ktérym na podtozu pozostaje
$lad $luzu (Molino i in 2016). Ze szczeliny wysuwane sg §luzowe nici (zewnatrzkomorkowe
substancje polimerowe — EPS), ktore przylegaja do podtoza powodujac ruch §lizgowy
okrzemki. Odbywa si¢ to dzieki potaczeniu ich z transblonowymi wigzkami aktynowymi,
znajdujacymi si¢ pod blong plazmatyczng w szczelinie (Ryc. 2) (Wetherbee i in. 1998). W tym
modelu przemieszczanie si¢ jest wynikiem dzialania sit, ktore naktadaja si¢ na transbtonowe
wigzki aktynowe, powodujac ich ruch, czego nastepstwem jest ruch komorki w kierunku
przeciwnym do dzialania sity (Edgar, Pickett-Heaps 1983; Aumeier, Menzel 2012).
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Ryec. 3. Schemat przedstawiajacy kompleks adhezyjny okrzemek szczelinowych wraz z sugerowanym modelem
przemieszczania si¢ za Wetherbee i in. (1998).

Okrzemki bentosowe dzielg si¢ na te, ktore zyja przytwierdzone do substratu: na
kamieniach (epility), przytwierdzone do roslin (epifity) lub te, ktére nie sg przytwierdzone do
podtoza, a wystepuja na lub w osadzie dennym (Round i in. 1990). Moga one przyczepiac si¢

do podtoza za pomoca szczeliny (Amphora) lub przy pomocy $luzu (Gomphonema) albo
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poprzez wytworzenie polisacharydowych stylikow (Cymbella). Okrzemki moga porastaé

betonowe elementy umocnien brzegéw lub mostow (peryfiton) lub tez by¢ zwigzane z dnem —

kamienie (epiliton).

Wrazliwos$¢ okrzemek na zmian¢ warunkow srodowiskowych takich jak: odczyn wody,
zasolenie, przewodnictwo oraz trofia (Silva i in. 2022) powoduje, ze moga one by¢
wykorzystywane jako wskaznik warunkow i stanu $rodowiska (Lai i in. 2016). Dzieki
okrzemkom mozliwa jest ocena nie tylko zmian klimatycznych, ale tez ocena zanieczyszczenia
wod materig organiczng oraz eutrofizacji wod (Rakowska 2001). Okrzemki jako bioindykatory
srodowiska wodnego byly przedmiotem wielu prac badawczych (Stoermer, Smol 2001;
Eloranta, Soininen 2002; Rakowska 2003; Cantonati i in. 2007; Potapova, Charles 2007;
Vanormelingen i in. 2008; Zelazna-Wieczorek 2011; Blanco i in. 2012; Kelly i in. 2012;
Szczepocka i in. 2014, 2016; Zelazna-Wieczorek i in. 2015; Zelazna-Wieczorek, Nowicka-
Krawczyk 2015; Poikane i in. 2016; Szczepocka, Zelazna-Wieczorek 2018; Olszynski i in.
2019; Robinson i in. 2022).

Celem pracy jest rozpoznanie roznorodnosci gatunkowej i ekologicznej okrzemek
obecnych na wybranych stanowiskach dwoéch rzek Narwi 1 Bugu. Sformutowano nastgpujace
hipotezy badawcze, ktorych zasadnos¢ poddano ocenie na podstawie podjetych badan:

HO — zrdéznicowanie zbiorowisk okrzemek w ekosystemach wod ptynacych jest dobrym

»harzedziem” kryminalistycznym do potwierdzania lub wykluczenia miejsca zdarzenia.

H1 - Zbiorowiska okrzemek w dwdch rzekach potozonych na polskim nizu sa zré6znicowane

pod wzgledem jakosciowym 1 ilosciowym.

H2 - Zbiorowiska okrzemek na r6znych odcinkach biegu rzeki sa zr6znicowane pod wzgledem

jakosciowym i ilo§ciowym.

H 3 — Zbiorowiska okrzemek sg zréznicowane pod wzgledem jako§ciowym i iloSciowym na

r6znych mikrosiedliskach w badanych miejscach rzeki.

W celu potwierdzenia lub obalenia postawionych hipotez podjete badania obejma:

v Zidentyfikowanie roznorodnosci jakosciowej i ilosciowej zbiorowisk okrzemek rzeki
Narew i rzeki Bug na wyznaczonych stanowiskach.

v Przeanalizowanie =~ warunkéw  §rodowiskowych ~w  odniesieniu do danych
meteorologicznych IMGW 1 danych temperatury oraz przewodnictwa mierzonych in
situ, a na tej podstawie mozliwos¢ okreslenia potencjalnej sezonowosci wystepowania
okrzemek.

v Okreslenie mikrosiedlisk w obu rzekach jako czynnika wptywajacego na zréznicowanie

zespotow okrzemek.



Teren badan

Rzeka Narew w aspekcie hydrologicznym byta badana w goérnym jej biegu (Skorbitowicz,
Skorbitowicz 2008; Mioduszewski i in. 2011; Zielinski, Suchowolec 2013; Piniewski1in. 2014;
Szporak-Wasilewska i in. 2015; Marcinkowski i in. 2019) oraz przeprowadzono badania przed
ponad dwudziestoma laty, ktére uwzgledniaty faune i flore na wybranych odcinkach Narwi
(Szewczyk 1 in. 2003). Jak do tej pory nie opublikowano wynikow badan zwigzanych
z dynamika zbiorowisk okrzemek w Narwi. Okrzemki wykorzystano do oceny stanu
ekologicznego w odcinku gornej Narwi w monografii dotyczacej Zbiornika Siemianowka
(Gorniak 2006). Rzeka Bug dotychczas takze analizowana byla pod katem hydrologicznym
(Michalczyk, Sobolewski 2002), ekologicznym oraz wystepujacej tam fauny 1 flory
(Dombrowski 1 in. 2002; Stryjecki 2009). Rzeka ta byla takze badana pod katem procesow
rzezbotworczych na terenie Janowa Podlaskiego (Kusznerczuk 2008). Badania
diatomologiczne na rzece Bug prowadzone byly jedynie na Ukrainie i obejmowaty okrzemki
centryczne (Bilous i in. 2021). Ponadto byly tam takze przeprowadzone badania stanu
ekologicznego rzeki na podstawie fitoplanktonu (Belous i in. 2013; Belous i in. 2016; Bilous
11n.2013; Bilous i in. 2023).

Wybrane do badan odcinki rzek Bugu 1 Narwi potozone s3 na Nizu
Srodkowoeuropejskim, w zasiegu Niziny Srodkowopolskiej i makroregionéw: Niziny
Pétnocnomazowieckiej (318.6) oraz Niziny Srodkowomazowieckiej (318.7). Stanowiska
wyznaczone do badan na rzece Narew znajduja si¢ w mezoregionie Dolina Dolnej Narwi
(318.66) oraz mezoregionie Kotlina Warszawska (318.73), natomiast stanowiska znajdujace si¢

na rzece Bug znajduja si¢ w mezoregionie Dolina Dolnego Bugu (318.74) (Kondracki 1998).

Charakterystyka geograficzna, hydrologiczna i klimatyczna badanych rzek
Rzeka Bug. Bug jest lewobrzeznym doplywem Narwi o dhugosci 772 km. Zrodla Bugu
znajduja si¢ na potnocy Podola, na wysokosci 311 m n.p.m. Bug konczy swoj bieg w uj$ciu do
Narwi w Zalewie Zegrzynskim, ktory powstal po spictrzeniu wod na tamie w Debe. Srednia
wysokos$¢ dorzecza Bugu wynosi 183 m n.p.m., ale wigksza cze$¢ jego powierzchni miesci si¢
w przedziale wysokosci 100-200 m n.p.m. (Mikulski 1963).

Dorzecze Bugu ma charakterystyczny ksztatt dwoch réznych czesci potaczonych
zwezeniem, ktore przebiega pomiedzy Horodlem a Wiodawa. W czesci gornej i dolnej
szeroko$¢ dorzecza Bugu wynosi od 70 do 120 km, natomiast w przewgzeniu jego szeroko$¢

wynosi 30 do 40 km (Dombrowski 1 in. 2002).



Dorzecze Bugu podlega wplywom dwoch mas powietrza: polarnomorskiego
i polarnokontynentalnego — latem przewazaja masy powietrza polarnomorskiego i powoduja
wzrost wilgotnosci wzglednej powietrza, zachmurzenie 1 opady. Natomiast masy powietrza
polarnokontynentalnego oddziatujg przewaznie w chtodniejszej czesci roku. Ze wzgledu na
przewage mas powietrza polarnomorskiego na trenach dorzecza wystepuja gléwnie wiatry
zachodnie (Michalczyk, Sobolewski 2002).

Bug jako jedna z nielicznych europejskich rzek zachowat naturalnie meandrujace koryto
niemal w caltym swym biegu. Gléwnym czynnikiem, ktory roznicuje siedliska w obrgbie rzeki
sa zachodzace procesy rzeczne. Profil koryta jak i tarasow ulega czgstym zmianom, co jest
przejawem erozyjno-akumulacyjnej dziatalnosci rzeki (Dombrowski i in 2002) Pomimo tego,
ze Bug jest rzeka przeksztatcong hydromorfologicznie w niewielkim stopniu, to charakteryzuje
si¢ on dos¢ niska jakoscia wody. Na podstawie informacji Gtownego Inspektoratu Ochrony
Srodowiska klasa czystosci wody w Bugu w latach 2016 — 2021 na wybranych odcinkach jest
od IIT do V. Ponadto stan ekologiczny okreslany jest jako staby, a nawet zly, w tym na

stanowisku wyznaczonym do badan — Barcice (Tab. 1).

Tabela 1. Ocena jako$ci wody 1 stanu ekologicznego wybranych punktéw monitoringowych na
rzece Narew i Bug w latach 2016 — 2021 (wg. GIOS)
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Charakterystyka stanowisk badawczych na rzece Bug

Dolina Dolnego Bugu (318.74) jest sze$ciesieciokilometrowym odcinkiem doliny Bugu
pomiedzy Malkinig a Zalewam Zegrzynskim. Dolina Dolnego Bugu zmienia si¢ w zasadniczy
sposob miedzy Brokiem a Kamienczykiem. Szerokie wczesniej dno doliny wynoszace od 6 do
8 km w okolicach Broku pod Kamienczykiem zwg¢za si¢ do 1 — 1,2 km. Przed zwe¢zonym
odcinkiem koryto rzeki jest krete, a meandry sttoczone. Mozna zaobserwowac wystepowanie
starorzeczy, ktore powstaly na skutek awulsji oraz odcinania pe¢tli meandrow. Pierwsze
stanowisko na Bugu zostalo wyznaczone na odcinku przelomowym w miejscowosci
Kamienczyk — 52.605225N, 21.548704E na lewym brzegu rzeki za ujsciem lewobrzeznego
doptywu rzeki Liwiec (Ryc. 3). Koryto rzeki w tym miejscu jest dos¢ waskie, a tarasy

nadzalewowe strome i wysokie.

Ryc. 3. Lewy brzeg Bugu w miejscowosci Kamienczyk (lipiec 2018).

Drugie stanowisko wyznaczono przy sztucznym kapielisku w Wyszkowie —
52.592660N, 21.469974E, na lewym brzegu rzeki w poblizu mostu (Ryc. 4). Terasa zalewowa

jest dos¢ rozlegla 1 stopniowo przechodzi w terase¢ nadzalewowa.



Ryc. 4. Lewy brzeg Bugu w miejscowosci Wyszkow (lipiec 2018).

Od Wyszkowa po ujscie do Narwi dolina Bugu rozciaga si¢ na szeroko$¢ od 10 do 15
km. Trzecie stanowisko na rzece Bug wyznaczono w miejscowosci Barcice — 52.534984N,

21.264461E (Ryc. 5).

Ryc. 5. Stanowisko na prawym brzegu rzeki Bug w miejscowosci Barcice (lipiec 2018).

Terasa zalewowa jest do$¢ szeroka, przechodzac w nieznacznie podwyzszong teras¢
nadzalewowg tuz przy linii lasu (Ryc. 6). W tym miejscu w dolinie Bugu w okresie od p6zne;j
wiosny do poczatku zimy wypasane jest bydto. Zgodnie z danymi GIOS na tym odcinku rzeka
Bug klasyfikowana jest do V klasy czystosci / zly stan ekologiczny (Tab. 1).
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Ryc. 6. Barcice - rozlegla terasa zalewowa w dolinie Bugu (marzec 2019).

Szerokie dno doliny ma widoczne $lady zmian korytowych, ze starorzeczami meandrow
oraz dtuzszymi odcinkami porzuconych koryt. Zmiany te powstaly w sposob naturalny.
Odcinek uj$ciowy Bugu do Narwi jest uregulowany sztucznie i stanowi poczatek Zalewu
Zegrzynskiego, ktore powstato w 1963 roku w wyniku przegrodzenia Narwi.

Czwarte stanowisko wyznaczone zostalo przy ujsciu Bugu do Zalewu Zegrzynskiego
we wsi Cupel - 52.513284N, 21.086094E (Ryc. 7). W linii terasy zalewowej znajduje si¢ watl

przeciwpowodziowy.

Ryec. 7. Stanowisko Cupel - miejsce ujscia Bugu do Zalewu Zegrzynskiego (lipiec 2018, marzec 2019).
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Rzeka Narew. Rzeka Narew jest prawym doptywem Wisty o dtugosci 484 km. Do 1962 roku
rzeke te uwazano za prawostronny doptyw Bugu. Zrodta Narwi znajdujg sie na Biatorusi. Na
terenie Polski Narew rozlewa si¢ tworzac Jezioro Siemianowskie. Od tamy w Bondarach az do
Zalewu Zegrzynskiego plynie jako rzeka nizinna tworzac rozlegte bagna i torfowiska. Rzeka
Narew zaliczana jest do rzek anastomozujacych i jest jedyng takg rzeka w Europie. Na odcinku
od Suraza do Rzegdzian rzeka Narew podlega ochronie, wchodzac w obszar Nadnarwianskiego
Parku Narodowego. Rzeka ptynie przez obszar o klimacie umiarkowanym i sumg opadow
okoto 600 mm rocznie, co daje $redni przeptyw 15 m?/s (Marcinkowski i in. 2019). Dolina
Narwi wypelniona jest osadami organicznymi, torfami i mulem, miejscami pokryta cienka
warstwa namutow lub namutow gliniastych, bogata w wegiel organiczny. Torfowiska w dolinie
Narwi sa typu fluwiogenicznego (Banaszuk, Kamocki 2008).

Badania hydrologiczne prowadzone w latach 1971 - 2010 wykazaty, Zze rzeka Narew
podobnie jak i rzeka Bug, sa rzekami niwalnymi silnie wyksztatconymi (Wrzesinski 2018).
Sredni przeptyw miesigca wiosennego przekraczat 180% $redniego przeptywu rocznego. Rzeke
Narew zaliczono do rzek niwalnych silnie wyksztalconych z odmiennym przebiegiem
wystepowania wezbran (Stanistawczyk 2020). Sezony $wiadczace o znacznym wzros$cie
przeplywu pojawiajg si¢ relatywnie pdzno, a czas ich trwania jest znacznie krétszy niz
w pozostatych ciekach reprezentujgcych typ rezimu niwalnego. W rzece tej na poczatku roku
hydrologicznego pojawia si¢ faza przecig¢tnych przeptywow, po ktorej rozpoczynaja si¢ sezony
przeplywow wysokich zwigzane z wiosennymi wezbraniami roztopowymi. Po zakonczeniu tej
fazy od maja nastepuje sekwencja sezondw o przecietnych i1 niskich przeptywach.

Na podstawie informacji Gtéwnego Inspektoratu Ochrony Srodowiska wody rzeki
Narew sklasyfikowano w latach 2016 do 2021, na wybranych odcinkach od II do IV klasy
jakosci wody. Ponadto stan ekologiczny okreslany jest jako staby, w nielicznych odcinkach

jako umiarkowany (Tab. 1).

Charakterystyka stanowisk badawczych na rzece Narew
Wybrane stanowiska obejmujace odcinki rzeki Narew wczesniej nie byly badane pod katem
diatomologicznym. Stanowiska te znajduja si¢ w dolnej czgsci biegu rzeki Narwi
w mezoregionach Dolina Dolnej Narwi (318.66) oraz Kotlina Warszawska (318.73).

Pierwsze stanowisko zostalo wyznaczone w miejscowosci Dzierzenin — 2.566313N,
21.090701E (Ryc. 8), potozonej pomigdzy Puttuskiem a Serockiem. Prébki pobierano na
prawym brzegu rzeki Narew. W tym miejscu dolina rzeki jest szeroka (okoto 3 km)

1 porozdzielana poro$nietymi roslinnoscig ptatami terasy nadzalewowe;.
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Ryc. 8. Stanowisko Dzierzenin — prawy brzeg Narwi (lipiec 2018).

Drugie stanowisko zostato wytypowane na prawym brzegu rzeki Narew we wsi Lacha
- 52.534812N, 21.075976E, w okolicy mostu drogowego. Za tym stanowiskiem rzeka wpada
do zaporowego Jeziora Zegrzynskiego. Miejsce poboru prob stanowi brzeg porosnigty trzcing
pospolita (Phragmites australis (Cav.)Trin. ex Steud), co ogranicza predkos¢ przeptywu wody
(Ryc. 9). W srodkowej czeSci koryta rzeki widoczne s3 tachy piasku wystajace ponad

powierzchni¢ wody. Stanowisko to znajduje si¢ w zasiggu cofki zbiornika zaporowego.

Ryec. 9. Stanowisko Lacha — prawy brzeg Narwi (lipiec 2018).

Ostatnie stanowisko wyznaczono na prawym brzegu przy zaporze wodnej w Dgbe —
52.491131N, 20.927478E, z powodu spietrzenia wody zniwelowany jest tu przepltyw rzeki
Narew. Ze wzgledu na rodzaj podtoza w tym miejscu nie pobierano probek bentosowych z

mulu dennego, natomiast zeskrobano biofilm z powierzchni ptyt betonowych (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Stanowisko Debe — prawy brzeg Narwi, przed zapora (lipiec 2018).

Tlo meteorologiczne — dane wieloletnie
Srednia roczna temperatura powietrza w pénocno-wschodniej Polsce na podstawie pomiaréw

z siedemdziesigciu ostatnich lat uleglta podwyzszeniu (Tab. 2).

Tabela 2. Srednia roczna temperatura powietrza na obszarze poétnocno-wschodniej Polski od
1951 do 2020 roku (za Raport IMGW)).

DEKADA Srednia temperatura (°C) Srednia temperatura (°C)
STACJA Warszawa Wilodawa
1951-1960 7,79 7,49
1961-1970 7,52 7,15
1971-1980 7,73 7,11
1981-1990 8,14 748
1991-2000 8,30 7,80
2001-2010 8,80 8,18
2011-2020 9,85 9,35

W celu sprawdzenia, czy zachodza zmiany temperatury powietrza oraz opadow
atmosferycznych na obszarze dolin rzek Narwi 1 Bugu, wykonano analiz¢ na podstawie danych
z IMGW za okres od 2001 do 2020 roku. Do analizy tej wytypowano cztery stacje badawcze
(Ryc. 11). Dwie stacje na granicy wschodniej Polski, gdzie rzeki wptywaja do Polski: stacja
w Strzyzowie 1 stacja w Biatowiezy. Dwie kolejne stacje pomiarowe, w Pultusku
1w Legionowie, wytypowano ze wzgledu na najblizszg lokalizacj¢ do wyznaczonych

stanowisk badawczych.

14



A
. P
w /ri( { pl
?/f é’( /
. /
2, e
50 A b A
(4:(?‘% | g&i A
3 5 =4 /r\/—'\ Puttusik
L Polskal A -
e <] a
S o e
' \} Legionowo
f\’\\“\j ﬂ J{ L
r x\{? N
iR 5 \'\ X (&r‘f/x Strzyzow
- :Ub, ,'_{’L? )

Ryc. 11. Lokalizacja wybranych stacji IMGW z odniesieniem do rzeki Narew i Bug.

Analiza danych z ostatnich dwudziestu lat wykazata tendencje wzrostu temperatury
powietrza (Ryc. 12), co potwierdzaja tez dane ze stacji metrologicznych w Warszawie
1 Wlodawie (Tab. 3). Podobna tendencja zaznacza si¢ dla catkowitego opadu atmosferycznego
w miesigcu, jednak nie oddaje ona zmian zwigzanych z okresami suszy i wystgpowaniem

krotkotrwatych opaddéw nawalnych.
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Ryc. 12. Srednia temperatur oraz opadéw atmosferycznych w okresie od 2001 do 2020 w stacjach Biatowieza,
Strzyzow, Legionowo i Pultusk (na podstawie danych IMGW).
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Material i metody

Material badawczy. Podstawe badan stanowi materiat badawczy zebrany w latach 2018 - 2020

z siedmiu stanowisk. Na rzece Narew wyznaczono trzy stanowiska: Dzierzenin (DZ), Lacha

(LA) 1 Debe (DE), natomiast na rzece Bug —cztery stanowiska: Kamienczyk (KA), Wyszkow

(WY), Barcice (BA) i Cupel (CU). Wyznaczone stanowiska obejmuja powierzchni¢ okoto 700

km? (Ryc. 13).

!

Ryc. 13. Rozmieszczenie stanowisk badawczych na rzece Bug i rzece Narew (geoportal.pl — zmienione).

Proby pobierano przez dwa sezony w kolejnych porach roku (wiosna, lato, jesien, zima).

Z kazdego z wytypowanych stanowisk pobrano proby z roznych mikrosiedlisk. W zaleznosci

od stanowiska byly to: potamoplankton, bentos w postaci: peryfitonu, epifitonu, epipsammonu

lub epipelonu (Tab. 3).

Tabela 3. Wykaz stanowisk badawczych ze wskazaniem rodzajow zebranych prob.

Rzeka / stanowisko Potamoplankton Epifiton Epipsammon | Peryfiton | Epipelon
Narew - Dzierzenin + + - - +
Narew - Lacha + + - - +
Bug/Narew - Dgbe + + - + -
Bug - Kamienczyk + + - - +
Bug - Wyszkow + + - - +
Bug - Barcice + + - - +
Bug - Cupel + + + - -
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Proby opisano przy uzyciu nastgpujacego sposobu kodowania: AA BB MMR PR, gdzie:
AA — skrot pochodzacy od nazwy rzeki, ztozony z dwoch liter (BU — Bug, NA — Narew), skrot
BB to nazwa stanowiska takze ztozona z dwoch liter (BA — Barcice, WY — Wyszkow, KA —
Kamienczyk, CU- Cupel, DE — D¢be, DZ - Dzierzenin, LA - Lacha), skrot MMR skrot ztozony
z dwoch liter oraz cyfry oznacza miesigc oraz rok (JA- styczen, FE - Luty, MA - marzec, AP -
kwiecien, MY - maj, JE - czerwiec, JY - lipiec, AU - sierpien, SE - wrzesien, OC - pazdziernik,
NO - listopad, DE - grudzien) oraz skrot PR ztozony z dwoch liter oznaczajacy mikrosiedlisko
(PL — potamoplankton, EF — epifiton, EP — epipelon, ES — epipsammon, PE — peryfiton).

Prace terenowe. Proby potamoplanktonu pobierane byly przy uzyciu siatki planktonowej,
przez ktora przelewano 30 litréw wody. Po kazdym poborze proby siatke przeptukiwano. Probe
zageszczano do objetosci 100 ml i przelewano do pojemnika. Natomiast proby fitobentosowe
w postaci epipelonu i epipsammonu pobierane byly do pojemnika o pojemnosci 100 ml przy
uzyciu szklanej pipety zakonczonej gumowa gruszka. Proby pobierano zgodnie z zaleceniami
dla podtozy mulistych i piasku (Taylor i in. 2007; Cantonati i in. 2007; Richards i in. 2020).
Proby epifitonowe pobierano z helofitow 1 z hydrofitow, postepujac zgodnie z zaleceniami
(Taylor 1 in. 2007; Karthick 1 in. 2010; Zgrundo 1 in. 2018; Kolada 2020). Jako substrat
pobierano 5 zdrowych roslin w miare¢ mozliwo$ci z gtownego nurtu oraz wzdhuz krawedzi
szuwaru od strony otwartej toni wodnej (Kolada 2020), ktoére nastgpnie umieszczano
w pojemniku z wodg destylowang. Dla pozyskania biofilmu okrzemkowego probg wytrzasano
do momentu uzyskania bragzowej zawiesiny (Kolada 2020), ktora po sedymentacji 1 zlaniu
nadmiaru wody przelewano do pojemnika. W przypadku stanowiska DE pobierano probe
peryfitonowa z ostro nachylonej powierzchni betonowej stanowigcej umocnienie brzegu tuz
przy zaporze. Probe pobierano z gltebokosci okoto 30 cm zeskrobujac biofilm przy pomocy
metalowego skrobaka bezposrednio do pojemnika 100 ml (Zgrundo i in. 2018).

Przy kazdym poborze prob z wytypowanych stanowisk wykonywano pomiary
przewodnictwa elektrolitycznego wody oraz temperatury wody (urzadzenie pomiarowe

Elmetron CP-401).
Prace laboratoryjne. Pobrane proby po przewiezieniu do laboratorium przegladano przed ich

utrwaleniem pod katem obecnosci zywych okrzemek (Ryc. 14), a nastgpnie utrwalano 4%

roztworem formaldehydu.
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Ryc. 14. Zywe okrzemki w mokrych probach.

W celu uzyskania czystych okryw okrzemek materiat poddawano dziataniu mieszaniny
96% kwasu siarkowego (H2SO4) oraz 30% kwasu chromowego (H2Cr207), utleniajagc materie
organiczng. Roztwor ten pozostawiano na okres 48 do 72 godzin w dygestorium chemicznym.
Nastepnie proby przemywano woda destylowang i kazdorazowo odwirowywano (3500
obrotdw/min) przez 3 minuty, po czym zlewano ptyn znad osadu. Ostatecznie uzyskano
bialoszary osad zawieszony w wodzie destylowanej. Nastgpnie wykonywano trwate preparaty,
nanoszac na szkietka nakrywkowe osad 1 pozostawiajac go do odparowania wody w warunkach
temperatury pokojowej. Po odparowaniu wody szkietka nakrywkowe odwracano i przyklejano
do szkietka podstawowego syntetyczng zywica Naphrax® (n = 1,73). Preparat byt podgrzewany
do temperatury 275°C w celu odparowania rozpuszczalnika Zywicy i utrwalenia oczyszczonego

materialu okrzemkowego.

Analiza jakoSciowa i ilosciowa zbiorowisk okrzemek. Wykonane preparaty trwate zostaly
uzyte do przeprowadzenia analizy jako$ciowej zbiorowisk okrzemek. Identyfikacja okrzemek,
optymalnie do poziomu gatunku, wykonana byla z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego
Opta-tech Serii MB 200 (pow. 10 x 100, obiektyw planachromatyczny, 100 x/1.25).

Na podstawie morfologicznych cech diagnostycznych okrzemki oznaczono do rangi
gatunku lub co najmniej rodzaju. Do identyfikacji taksonomicznej okrzemek uzyto kluczy
ikonograficznych: Krammer, Lange-Bertalot (1986, 1988, 1991a,b, 1997), Lange-Bertalot
(1993, 2001, 2004), Lange-Bertalot, Moser (1994), Lange-Bertalot, Metzeltin (1996), Lange-
Bertalot, Genkal (1999), Lange-Bertalot 1 in. (2017), Krammer (1997a, b, 2000, 2002, 2003),
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Levkov (2009), Levkov i in. 2007, Metzeltin, Witkowski (1996), Moser i in. (1998), Zelazna-
Wieczorek (2011) oraz aktualnych publikacji z zakresu taksonomii. Zgodnie z metoda opisang
przez Zelazna-Wieczorek (2011) przeprowadzono analize potilosciowa zbiorowisk okrzemek.
Podczas obserwacji mikroskopowej liczono co najmniej 500 okryw okrzemek.

W celu scharakteryzowania struktury zbiorowisk okrzemek badanych stanowisk na
Bugu i Narwi w kazdej z badanych prob zostat okreslony procentowy udziat zidentyfikowanych
taksonéw. Na podstawie udzialu procentowego okreslone zostaly gatunki: dominujace,
subdominujace, influenty oraz gatunki akcesoryczne (Tab. 4) (Kawecka, Eloranta 1994,
Rakowska 2001).

Tabela 4. Klasyfikacja procentowego udziatu gatunkéw za Rakowska (2001).

Rola gatunku Udzial procentowy
Dominant >5%
Subdominant 2-5%
Influent 1-2%
Gatunek akcesoryczny <1%

Dla wszystkich zidentyfikowanych taksonow okrzemek okreslone zostaty klasy statosci
wystepowania (Tab. 5). W tym celu wykorzystano wspotczynnik Timplinga 1 Friedricha
(1999):

C = kirkx 100%

Gdzie:

C — wspotczynnik statosci wyrazony w [%]

ki— liczba wszystkich prob, w ktorych obecny byt dany gatunek
k — liczba wszystkich analizowanych prob

Tabela 5. Klasy statosci wystgpowania gatunkow, klasyfikacja na podstawie Tiimplinga
1 Friedricha (1999).

Czestotliwo$¢ wystepowania Udzial procentowy
gatunku

Eukonstant (absolutnie staty) 75-100 %

Konstant 50 -74,9 %

Akcesoryczny 25-49.9 %

Przypadkowy 1-24,9 %

Analize podobienstwa zbiorowisk okrzemek wykonano na podstawie wspotczynnika
Bray-Curtis’a przy uwzglednieniu wszystkich préob z wytypowanych stanowisk badawczych.
Wspotczynnik Bray-Curtis’a jakosciowego 1 ilosciowego podobienstwa zostat wyliczony przy

zastosowaniu wzoru (Clarke, Gorley 2015):
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Gdzie:

yij — przedstawia warto$¢ w ,,i”” wierszu i w ,,j”” kolumnie w macierzy danych, tj. dla liczebnosci
i gatunku w j probie (i=1, 2, ..., p; j=1,2, ..., n).

yik — liczebnos¢ ,,i” gatunku w k probie. |yij — yik | przedstawia warto$¢ bezwzgledna roznicy

W celu przeanalizowania relacji pomigdzy zbiorowiskami okrzemek w prébach ze
stanowisk na rzekach Narew 1 Bug wykorzystano metodg¢ skalowania wielowymiarowego (ang.
Multidimensional Scaling — MDS) w czasie i przestrzeni (odleglo$¢ oraz rozmieszczenie na
osiach XY lub XYZ wskazuja na podobienstwa albo réznice migdzy nimi). Metoda ta oparta
jest na inwersji wspotczynnika podobiefistwa Bray-Curtis’a, a jej celem jest ukazanie
zmiennych ukrytych wplywajacych na badane obiekty. Jesli warto$¢ stresu nie jest zbyt duza
1 wynosi ponizej 0,1, to wynik przeprowadzonej analizy MDS przedstawia silne zalezno$ci lub
wzorce mi¢dzy badanymi obiektami. Wykonano transformacje¢ analizy MDS typu ,,Shade plot”,
co umozliwito opisanie struktury zbiorowisk okrzemek. Analiza typu ,,Shade plot” wizualizuje
dane liczbowe w taki sposdb, ze im wyzsza warto$¢ w danej komorce, tym ciemniejszy jest jej
odcien lub barwa wybranego koloru. Biate wypelnienie komodrki oznacza brak gatunkow,
a czarne reprezentuje najwieksza wartos¢ (Clarke, Gorley 2015).

Do przedstawienia poziomu podobienstwa 1 niepodobienstwa (wyrazonego w punktach
procentowych) pomigdzy probami wykorzystano analize SIMPER. Podstawg tej analizy jest
inwersja wspotczynnika podobienstwa Bray-Curtis’a, co umozliwia wskazanie gatunkow
okrzemek, ktore w najwigkszym stopniu wptywaty na podobienstwo lub niepodobienstwo
badanych prob (Clarke, Warwick 2001).

Analize podobienstwa na podstawie wspolczynnika Bray-Curtis’a, skalowanie
wielowymiarowe NMDS, transformacj¢ ,,Shade plot” i analizg¢ SIMPER wykonano
z wykorzystaniem programu komputerowego PRIMER-E (wersja 7.0.24, Quest Research
Limited, New Zealand).

Analiza ekologiczna zbiorowisk okrzemek. Analiza ekologiczna na podstawie zbiorowisk
okrzemek zostala przeprowadzona z wykorzystaniem danych z piSmiennictwa oraz z bazy
danych programu OMNIDIA 6.1.8. (stan na 29.04.2024). Uzyskane informacje daty podstawe

do analizy warunkéw $rodowiskowych rzek w oparciu o system ekologiczny Van Dama i in.
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(1994). Przeanalizowano zakresy wymagan okrzemek wzgledem warunkéw takich jak: odczyn
wody, saprobia, trofia, zasolenie, wymagania tlenowe oraz wilgotnos¢.

Wartosci indeksow okrzemkowych obliczono w programie OMNIDIA, ich wartosci
pozwalaja na przyporzadkowanie analizowanych prob do jednej z pigciu klas jakosci wod oraz
stanu ekologicznego (Tab. 6). W analizie wykorzystano IPS — Specific Pollution Sensitivity
Index (Coste, Ayphassorho 1991), GDI — Generic Diatom Index (Coste, Ayphassorho 1991)
oraz TDI — Trophic Diatom Index (Kelly, Whitton 1995; Szczepocka i in. 2018). Do

interpretacji wartosci TDI konieczne jest uwzglednienie %PT (% pollution taxa).

Tabela 6. Zakres Wartos$ci indekséw IPS, GDI, TDI oraz odpowiadajaca im klasa jako$ci wody
i stan ekologiczny (za Szczepocka i in. 2018, zmodyfikowane).

Klasa jako$ci wody | Stan ekologiczny IPS GDI trofia TDI
1I Dobry 16,9 — 15,0 16,9 — 14,0 | oligo-mezotrofia 35<50
II Umiarkowany 14,9 - 12,0 13,9-11,0 mezotrofia 50 <60
v Staby 11,9-8,0 10,9 - 8,0 eutrofia 60 <75
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Wyniki
Warunki Srodowiska wodnego in situ. Temperatura wody mierzona jednocze$nie
z kazdorazowym poborem prob na stanowiskach badawczych na rzece Narew 1 Bug, byla

najwyzsza w lipcu 2018 roku — powyzej 25°C na wszystkich stanowiskach (Tab. 7). Najnizsze

temperatury wody odnotowano w listopadzie 2018 roku.

Tabela 7. Temperatura wody (°C) odnotowana podczas poboru prob okrzemkowych.

v N 1 ) PN 5 2 ® > N

Rodzaj 2|1 2] 2] 2 £l 2] 5] 5] 2| 8

Stanowisko = G | N - o G o o 0

mikrosiedliska | & | B | B | B | k| B| B| B| B| B

s & & & o o v - o S
Lacha (LA) PL/EF/EP 12 22 26 21 1 1 16 24 12 4
Dzierzenin (DZ) PL/EF/EP 10 21 25 21 2 2 17 21 12 4
D¢be (DE) PL/EF/PE 9 22 27 22 3 3 17 24 13 3
Cupel (CU) PL/EF/ES 11 22 27 19 1 3 17 23 14 5
Barcice (BA) PL/EF/EP 10 22 26 18 0 1 18 21 11 4
Wyszkow (WY) PL/EF/EP 11 22 27 20 1 1 18 21 14 5
Kamienczyk (KA) PL/EF/EP 10 21 26 18 1 2 17 20 11 4

Na wytypowanych do badan stanowiskach zmierzono przewodnictwo elektrolityczne.
Przewodnictwo elektrolityczne [uS/cm™'] we wrzesniu 2018 roku wynosito: Kamienczyk (KA)
— 435, Wyszkow (WY) — 470, Barcice (BA) — 485, Cupel (CU) — 453, Debe (DE) — 453,
Dzierzenin (DZ) — 433, Lacha (LA) — 505.

Réznorodnos$¢ taksonomiczna okrzemek rzek Narew i Bug. Analizie taksonomicznej
zbiorowisk okrzemek w wytypowanych do badan siedmiu stanowiskach na rzece Narew i Bug
poddano 210 prob, w ktorych tacznie zidentyfikowano 293 taksony okrzemek (Aneks I — VII).
Najwigcej taksondw okrzemek zidentyfikowano na stanowisku Lacha (LA) — 223, natomiast

najmniej na stanowisku Dgbe (DE) — 165 (Ryc. 15).
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Liczba zidentyfikowanych taksonow okrzemek
250 223 21
213 196 210 8 202
200 165
150
100
50
0
DZ LA DE KA WY BA CU

Ryc. 15. Liczba zidentyfikowanych taksonow okrzemek na stanowiskach badawczych.

Analiza udzialu w badanych zbiorowiskach okrzemek nalezacych do kategorii
absolutnie stale 1 stale wykazata, Ze na wszystkich stanowiskach badawczych stanowity one do
35% (od 25% do 35%), jedynie na stanowisku Cupel (CU) stanowity one 43,7% (Ryc. 16).

Najwyzszy udzial na wszystkich stanowiskach stanowity taksony przypadkowe.

KA 20,9% wY <o -
5% Absolutnie staty
" 7% Staty
4% 12,7% ‘ 0% Akcesoryczny
Przypadkowy
17,3% 10%
16%
15,1%
BA cu 273% DE ’
0,
47% 16% 41,7% 3.3% 13,3%
VMA%
21% 18,1%
14,4%
18% 15%
DZ LA

o
4% 14% 55,6%

19%

24%
Ryec. 4. Udziat gatunkow ze wzgledu na klasy statosci na stanowiskach badawczych na rzece Narew (LA, DZ,

DE) i Bug (KA, WY, BA, CU).

Gatunkow absolutnie statych 1 statych dla obu rzek odnotowano 23, w tym absolutnie
stalych 14 1 stalych 9 (Tab. 9). Gatunkami absolutnie statymi byly: Amphora copulata, A.

pediculus, Aulacoseira ambigua, A. granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella
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meneghiniana, Gomphonema parvulum, Navicula capitatoradiata, Nitzschia fonticola, N.
fruticosa, N. palea, Planothidium frequentissimum, Stephanodiscus hantzschii, Ulnaria ulna

(Tab. 8).

Tabela 8. Gatunki absolutnie stale i state wspolne dla rzeki Narew i Bug (kolorem
pomaranczowym zaznaczono gatunki o stalosci wystepowania od 75 do 100% prob, zielonym
od 50 do 74,9 % prob na poszczegdlnych stanowiskach badawczych.)

2 g £ H - 3

Gatunki '§ § 28,, é ; § 8

S g E‘ 5 Q 2
Amphora copulata 96,6 100 100 93,3 100 100 100
Amphora pediculus 100 96,6 100 86,6 96,6 100 100

Aulacoseira ambigua 93,3 93,3 93,3 100 90,0 100 93
Aulacoseira granulata 83,3 100 100 100 100 100 100

Cocconeis placentula 100 96,6 80,0 93,3 100 90,0 53
Cyclostephanos dubius 96,6 100 93,3 100,0 100 100 100
Cyclotella meneghiniana 93,3 100 100 100 100 100 100
Encyonema lange-bertalotii 66,6 76,6 73,3 63,3 66,6 66,6 90,0
Eolimna minima 96,6 90,0 66,6 76,6 66,6 90,0 98,0
Gomphonema olivaceum 80,0 83,3 70,0 90,0 93.3 96,6 90,0
Gomphonema parvulum 93,3 83,3 86,6 93,3 90,0 80,0 93,3
Navicula antonii 90,0 80,0 86,6 90,0 90,0 96,6 70,0
Navicula capitatoradiata 86,6 93,3 83,3 90,0 90,0 93,3 76,6
Nitzschia fonticola 83,3 76,6 86,6 83,3 76,6 96,6 76,6
Nitzschia fruticosa 100 100 100 100 100 96,6 100
Nitzschia palea 100 100 100 76,6 100 96,6 100
Planothidium frequentissimum 100 100 93,3 100 100 100 100
Pseudostaurosira brevistriata 83,3 73,3 73,3 86,6 80,0 100 90,0
Staurosira venter 60,0 73,3 83,3 76,6 90,0 100 66,6
Staurosirella pinnata 73,3 60,0 73,3 80,0 83,3 83,3 73,3
Stephanodiscus hantzschii 93,3 96,6 100 100 96,6 100 90,0
Ulnaria delicatissima 70,0 83,3 83,3 80,0 83,3 93,3 93,3
Ulnaria ulna 93,3 100 90,0 80,0 90,0 86,6 100

W wyznaczonych stanowiskach badawczych na rzece Narew i1 Bug odnotowano jako
najliczniejszg klase pod wzgledem dominacji — gatunki akcesoryczne, ktore osiggaly udziat
95,4% na stanowisku KA. Dominanty stanowily najmniej liczng kategori¢ taksondow

w zbiorowiskach okrzemek na badanych stanowiskach (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Udziat kategorii gatunkow ze wzgledu na udzial w probie na stanowiskach badawczych na rzece Narew
(LA, DZ, DE) i Bug (KA, WY, BA, CU).

Analiza podobienstwa/niepodobienstwa zbiorowisk okrzemek dwéch rzek. Na podstawie
skalowania wielowymiarowego NMDS wykonanego dla wszystkich 210 prob z siedmiu
stanowisk badawczych wykazano odrebnos$¢ zbiorowisk okrzemek rzeki Narew i rzeki Bug
(Ryc. 18). Jednoczesnie w obrazie skalowania wielowymiarowego mozna zauwazy¢, ze proby
z rzeki Bug sa bardziej podobne wzglgedem siebie niz proby z rzeki Narew. Warto$¢ stresu
skalowania wynosi 0,14, co odzwierciedla rzeczywiste zroznicowanie obu ekosystemow
rzecznych. Na podstawie analizy SIMPER niepodobienstwo prob pomiedzy rzeka Narew i1
rzeka Bug zostalo okres$lone na 69,69%, na co gtdéwnie miaty wyplyw udzialy procentowe w
probie nastgpujacych gatunkow: Stephanodiscus hantzschii, Aulacoseira granulata,
Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana, Aulacoseira ambigua, Planothidium
frequentissimum, Amphora pediculus, Cocconeis euglypta, C. placentula oraz Fragilaria

vaucheriae (Ryc. 19).
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Non-metric MDS

Resemblance: S17 Bray-Curtis similarity

Rzeka
A NAREW
v BUG

3D Stress: 0,14

Ryc. 18. Zréznicowanie zbiorowisk okrzemek w probach na stanowiskach badawczych rzeki Narew i rzeki Bug
na podstawie skalowania wielowymiarowego NMDS.

Groups NAREW & BUG
Average dissimilarity = 69,69
Group NAREW Group BUG

Species Av.Abund Av.Abund Av.Diss Diss/sSD Contrib% cum.%
SHAN 46,51 115,38 9,61 0,92 13,79 13,79
AUGR 19,39 71,33 6,04 0,75 8,67 22,46
CDUB 54,16 62,98 5,25 1,28 7,53 29,98
CMEN 32,22 61,58 4,69 1,19 6,73 36,71
AAMB 28,73 2,82 2,51 0,59 3,60 40,31
PLFR 21,70 17,41 2,39 0,81 3,44 43,74
APED 21,42 7,16 1,72 0,95 2,46 46,21
CEUG 17,71 1,13 1,65 0,40 2,37 48,58
CPLA 17,49 2,70 1,54 0,62 2,21 50,79
FVAU 11,36 3,74 1,20 0,55 1,72 52,50

Ryc. 19. Zestawienie Sredniego udzialu gatunkéw w gtownej mierze decydujacych o niepodobienstwie prob z obu
badanych rzek na podstawie analizy SIMPER.
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W celu wytypowania gatunkow wyrdzniajacych dla zbiorowisk okrzemek na
stanowiskach na rzece Narew i Bug zastosowano transformacj¢ danych typu Shade plot (Ryc.
20), ktéra wykonano na podstawie wspotczynnika podobienstwa Bray-Curtis’a. Rowniez
zastosowano analiz¢ SIMPER, ktora wskazata gatunki najsilniej wptywajace na

niepodobienstwo rzek i wyznaczonych stanowisk badawczych.
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Ryc. 20. Transformacja danych typu Shade plot dla 50 gatunkéw majacych najwigkszy wplyw na podobienstwo
i niepodobienstwo zbiorowisk okrzemek rzeki Narew i rzeki Bug (czerwona przerywana kreska odcina proby
z rzek, klamra zaznaczono proby ze stanowiska badawczego Cupel (CU)).

Na podstawie analizy transformacji danych typu Shade plot oprocz gatunkow absolutnie
statych 1 dominujacych dla obu rzek, takich jak Stephanodiscus hantzschii, Cyclotella
meneghiniana, Cyclostephanos dubius oraz Aulacoseira granulata (Ryc. 20, 21), mozna
wskaza¢ gatunki odnotowane jako absolutnie stale w rzece Bug, a w rzece Narew wystepujace
jako przypadkowe: Nitzschia intermedia, Nitzschia capitellata oraz Fallacia pygmaea (Ryc.
20, 22). Natomiast gatunkami charakterystycznymi dla rzeki Narew sa: Diadesmis confervacea,
Achnanthidium eutrophilum, Rhoicosphenia abbreviata oraz Encyonema leibleinii (Ryc. 20,
23). Ponadto wyraznie widoczny jest wptyw obu rzek na zbiorowiska okrzemek ze stanowiska
CU, gdzie Bug taczy si¢ z Narwia. Przyktadem moga by¢ Planothidium frequentissimum oraz
Amphora pediculus, ktore sa dominujace dla Narwi, ale nie sg dojmujace dla stanowisk KA,
WY, BA (Bug), jednak w przypadku stanowiska CU (Bug) wida¢ rowniez dominacj¢ tych
gatunkoéw (Ryec. 20).
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Ryc. 21 Porownanie liczebno$ci gatunkow w probach z rzeki Narew i rzeki Bug: Stephanodiscus hantzschii
(SHAN) Cyclostephanos dubius (CDUB), Cyclotella meneghiniana (CMEN) i Aulacoseira granulata (AUGR).
Srednica kul obrazuje udziat procentowy w probie.

Stephanodiscus hantzschii zidentyfikowano w 203 probach, przy czym jego wysoki
udzial procentowy odnotowano gléwnie w rzece Bug, w ktérej w probie epipelonu ze
stanowiska BA w sierpniu 2019 roku stanowil 80%. Cyclotella meneghiniana zostata
oznaczona we wszystkich 210 probach z obu rzek, wyzszy udziat procentowy odnotowano w
probach zrzeki Bug z maksymalnym udzialem w probie epipelonu ze stanowiska WY w
sierpniu 2019 roku — 38,6%. Cyclostephanos dubius zidentyfikowano w 207 probach ze
stanowisk na Narwi i Bugu, przy czym jego wysoki udziat procentowy odnotowano w probie
potamoplanktonu ze stanowiska BA w maju 2018 roku — 35,7%. Aulacoseira granulata
wystepowata w 204 probach ze stanowisk na rzekach Narew i1 Bug, przy czym z wigksza
liczebnoscia w rzece Bug. Jej najwigkszy udziat procentowy odnotowano w probie

potamoplanktonu ze stanowiska BA we wrze$niu 2018 roku — 82,9%.
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Ryc. 22. Pordwnanie liczebno$ci gatunkoéw w probach z rzeki Narew i rzeki Bug: Nitzschia intermedia (NINT),
Nitzschia capitellata (NCPL), Fallacia pygmaea (FPYG). Srednica kul obrazuje udzial procentowy w prébie.
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Ryc. 23. Porownanie liczebnosci gatunkow w probach z rzeki Narew i rzeki Bug: Diadesmis confervacea

(DCON)), Achnanthidium eutrophilum (ADEU), Rhoicosphaenia abbreviata (RABB), Encyonema leibleinii
(ELEI). Srednica kul obrazuje udzial procentowy w probie.
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Zbiorowiska okrzemek rzeki Narew. Zbiorowiska okrzemek zostaty zbadane na podstawie
90 prob zebranych z trzech stanowisk badawczych: Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz De¢be
(DE). Gatunkami absolutnie statymi i statymi dla rzeki Narew, ktore nie osiggnely tego statusu
w rzece Bug byly: Aulacoseira granulata, Cocconeis euglypta, Cymbella tumida, Epithemia
sorex, Fragilaria radians, F. vaucheriae, Gomphonema pala, Melosira varians, Navicula
reichardtiana, N. reinhardtii, N. tripunctata, Rhoicosphenia abbreviata 1 Tabularia
fasciculata. W przypadku stanowisk na rzece Narew gatunkami dominujagcymi w prawie
wszystkich probach byly: Aulacoseira granulata, Cyclostephanos dubius 1 Cyclotella
meneghiniana.

Analiza SIMPER zbiorowisk okrzemek ze stanowisk na Narwi wykazala niskie $rednie
podobienstwo prob na poziomie 34,09, na co wplyw miaty Cyclostephanos dubius,
Stephanodiscus hantzschii, Cyclotella meneghiniana, Amphora pediculus, Aulacoseira
ambigua oraz Planothidium frequentissimum. Natomiast analiza SIMPER pomiedzy
zbiorowiskami okrzemek na wybranych do badan stanowiskach wykazata wysokie $rednie
niepodobienstwo, szczegdlnie pomiedzy stanowiskami Dzierzenin i Lacha a Dgbe na rzece
Narew (Tab. 9). Warto$ci $redniego niepodobienstwa pomigdzy zbiorowiskami okrzemek ze

stanowisk z rzeki Narew w odniesieniu do stanowisk z rzeki Bug sa jeszcze wyzsze.

Tabela 9. Srednie niepodobienstwo na podstawie analizy SIMPER (One-Way) pomigdzy
stanowiskami badawczymi na rzece Narew (kolor granatowy) i rzece Bug (kolor niebieski).

Dzierze acha Debe Kamienczyk | Wyszkéw Barcice Cupel
Dzierze 62,88 70,78 68,61 71,09 69,75 66,84
acha 62,88 68,55 67,90 69,86 69,17 65,49
Debe 70,78 68,55 71,74 73,34 72,98 69,54
Kamienczyk 68,61 67,90 71,74 54,78 56,23 63,66
Wyszkéw 71,09 69,86 73,34 54,78 57,67 65,35
Barcice 69,75 69,17 72,98 56,23 57,67 65,86
Cupel 66,84 65,49 69,54 63,66 65,35 65,86

Gatunkiem, ktory zostal odnotowany tylko w rzece Narew byta Navicula jakovljevicii.
Nieliczne wystgpowanie tego gatunku wykazano w probach ze stanowisk badawczych Lacha

1 Dzierzenin (Ryc. 24 1 25).
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Ryc. 24. Wystepowanie Navicula jakovljevicii w probach ze stanowisk badawczych. Srednica kul obrazuje udziat
procentowy w probie.
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Ryc. 25. Czgstos¢ 1 liczebnos¢ Navicula jakovljevicii ze stanowisk badawczych Dzierzenin i Lacha.

Zbiorowiska okrzemek rzeki Bug. Zbiorowiska okrzemek w rzece Bug zostaty zbadane na
podstawie 120 prob zebranych z czterech stanowisk badawczych: Kamienczyk (KA), Wyszkow
(WY), Barcice (BA) i Cupel (CU). Gatunkami absolutnie statymi i statymi dla rzeki Bug, ktore
nie mialy statusu absolutnie state lub stale dla rzeki Narew byly: Achnanthidium minutissimum,
Cocconeis neodiminuta, Cymatopleura apiculata, Geissleria decussis, Gomphonema micropus,

G. pumilum, Hippodonta capitata, Karayevia clevei, Navicula cryptotenella, N. gregaria,
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N. slesvicensis, N. trivialis, N. veneta, Nitzschia intermedia, Planothidium rostratum,
Sellaphora pupula, Tryblionella apiculata, T. hungarica, T. levidensis. Gatunkami
dominujacymi w prawie wszystkich prébach pobranych ze stanowisk badawczych na rzece Bug
(KA, WY, BA, CU) byty: Aulacoseira granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella
meneghiniana oraz Stephanodiscus hantzschii.

Na podstawie analizy SIMPER dla stanowisk na rzece Bug $rednie podobienstwo byto
niskie, jednak wyzsze niz w przypadku Narwi 1 wynosito ono 40,55. Za podobienstwo
odpowiadaja: Stephanodiscus hantzschii, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana,
Aulacoseira granulata, Planothidium frequentissimum oraz Nitzschia fruticosa. Analiza
SIMPER pomigdzy zbiorowiskami okrzemek na wybranych do badan czterech stanowiskach
wykazata $rednie niepodobienstwo od 54,78 do 57,67 pomiedzy stanowiskami Kamienczyk,
Wyszkow 1 Barcice, natomiast od 63,66 do 65,86 pomigdzy tymi stanowiskami a stanowiskiem

Cupel (Tab. 9).

Charakterystyka zbiorowisk okrzemek na stanowiskach badawczych

Dzierzenin (DZ) — rzeka Narew. Analiz¢ jako$ciowa zbiorowisk okrzemek wykonano na
podstawie 30 prob pobranych z trzech rodzajow siedlisk: toni wodnej, ros§lin zanurzonych
w wodzie oraz mulistego dna. Lacznie zostalo zidentyfikowanych 213 taksonéw okrzemek,
wsrod ktorych gtéwnie wystepowaly gatunki akcesoryczne — 84,9%. Gatunki dominujace
1 subdominujace stanowily odpowiednio 2,3% 1 4,2% (Ryc. 17). Ze wzgledu na stato$¢
wystepowania gtowng grupe stanowily gatunki przypadkowe — 44%, natomiast gatunki
absolutnie state 1 stale stanowity odpowiednio 18% 1 14% (Ryc. 16).

Taksonami absolutnie stalymi w badanym stanowisku bylty: Achnanthidium
eutrophilum, A. minutissimum, Amphora copulata, A. inariensis, A. pediculus, Aulacoseira
ambigua, A. granulata, Cocconeis euglypta, C. placentula, Cyclostephanos dubius, Cyclotella
meneghiniana, Encyonema lange-bertalotii, Eolimna minima, Fragilaria capucina,
Gomphonema micropus, G. olivaceum, G. parvulum, Halamphora veneta, Hippodonta
capitata, Navicula antonii, N. capitatoradiata, N. cryptotenella, N. radiosa, N. reichardtiana,
N. tripunctata, N. upsaliensis , Nitzschia amphibia f. amphibia, N. dissipata var. media,
N. fonticola, N. fruticosa, N. palea, Planothidium frequentissimum, P lanceolatum,
Stephanodiscus hantzschii, Ulnaria delicatissima, U. ulna. Gatunkami dominujacymi
ijednocze$nie absolutnie statymi byly: Aulacoseira ambigua, Cyclostephanos dubius,
Cyclotella meneghiniana, Planothidium frequentissimum oraz Stephanodiscus hantzschii. Do

gatunkéw subdominujacych 1 jednoczesnie absolutnie stalych nalezy zaliczy¢: Amphora
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Nitzschia fruticosa.
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Aulacoseira ambigua byta obecna we wszystkich probach, a jej udzial procentowy
34

Dzierzenin: Aulacoseira ambigua (AAMB), Cyclostephanos dubius (CDUB), Cyclotella meneghiniana (CMEN)

oraz Planothidium frequentissimum (PLFR).
w probie miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 58,8%, przy czym najwyzszy udziat procentowy

43,3% (Ryc. 26). Cyclostephanos dubius wystgpowal we wszystkich probach, a jego udziat
procentowy w probie miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 34,2%, przy czym najwyzszy jego
udziatl procentowy odnotowano w probach epipelonu z wrzesnia 2018 roku — 33,1%
1 pazdziernika 2019 roku — 34,2% (Ryc. 26). Cyclotella meneghiniana odnotowana zostala we
wszystkich probach z udzialem procentowym w zakresie od 0,2% do 28,4% w probie. Wzrost
udziatu procentowego stwierdzono w probach potamoplanktonu 1 epipelonu z czerwca 2018
roku — 22,1% 1 sierpnia 2018 roku — 28,4% oraz w probach z wrzesnia 2019 roku:
potamoplankton — 23,6%, epifiton — 18,8% 1 epipelon — 20,9% (Ryc. 26). Planothidium
w zakresie od 0,2% do 20,3%, przy czym najwyzszy jego udzial procentowy odnotowano

Ryc. 26. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie statych i jednocze$nie dominujgcych na stanowisku
odnotowano w probach potamoplanktonu z wrzesnia 2018 roku — 58,8% 1 maja 2019 roku —

frequentissimum odnotowano we wszystkich probach, a jego udzial procentowy w probie byt



APED

w probie potamoplanktonu i epifitonu z marca 2019 roku — odpowiednio 20,3% i1 11,2% oraz
SHAN

w probie epifitonu z pazdziernika 2019 roku — 13,4% i lutego 2020 roku — 15,0%. (Ryc. 26).
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Dzierzenin: Stephanodiscus hantzschii (SHAN), Amphora pediculus (APED), Aulacoseira granulata (AUGR)
oraz Cocconeis euglypta (CEUQG).

Stephanodiscus hantzschii byt obecny w 29 probach, a jego udzial procentowy wynosit od 0,2%
10,7% oraz z sierpnia i pazdziernika 2019 roku — odpowiednio 11,1% 1 13,9% (Ryc. 27).
epifitonu z lipca 2018 roku — 12,9% 1 z pazdziernika 2019 roku — 9,3% (Ryc. 27). Aulacoseira
2018 roku, odpowiednio — 5,0% 1 4,3% (Ryc. 27). Cocconeis euglypta byt obecny we
wszystkich probach, a jego udziat procentowy wynosit od 0,2% do 22,0%. Najwyzszy jego
15,8% oraz w probie potamoplanktonu oraz epifitonu z listopada 2018 roku, odpowiednio —
2,8%114,2% (Ryc. 27).

35

udzial procentowy odnotowano w probach z maja 2018 roku: epifiton — 22,0 %, epipelon —

granulata odnotowana byta we wszystkich prébach z udzialem procentowym w zakresie od
0,2% do 5,0%. Wysoki udzial procentowy odnotowano w prdobie bentosu z maja i wrzesnia

Amphora pediculus stwierdzona zostala w 29 prdbach, a jej udzial procentowy miescit si¢
w zakresie od 0,2% do 12,9%, przy czym najwyzszy udziat procentowy odnotowano w probach

Ryc. 27. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie stalych i jednoczesnie dominujacych na stanowisku
do 13,9%. Wysoki udzial procentowy odnotowano w préobie epipelonu z czerwca 2018 roku —
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Ryc. 28. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie stalych i jednoczesnie dominujacych na stanowisku
Dzierzenin: Cocconeis placentula (CPLA), Fragilaria capucina (FCAP), Navicula tripunctata (NTPT) oraz
Nitzschia fruticosa (NIFT).

Cocconeis placentula byt obecny we wszystkich probach, a jego udziat procentowy
miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 14,3%. Wzrost udziatu procentowego odnotowano w probach
epifitonu z lipca, wrzeénia i listopada 2018 roku, odpowiednio: 7,1%, 12,5% 1 10,8% oraz
w probie potamoplanktonu z pazdziernika 2019 roku — 14,3% (Ryc. 28). Fragilaria capucina
zostala odnotowana w 26 probach z udzialem procentowym w zakresie od 0,2% do 11,5%.
Wysoki udziat procentowy odnotowano w kwietniu 2018 roku we wszystkich probach:
potamoplankton — 7,0%, epifiton — 10,8% 1 epipelon — 6,9%. W wigkszos$ci prob, w kolejnych
terminach poboru, udzial nie przekraczal 1%. Natomiast wzrost liczebno$ci stwierdzono
w prébie epifitonu w maju 2019 roku — 6,1%, a nastepnie w probie potamoplanktonu z lutego
2020 roku — 11,5% (Ryc. 28). Navicula tripunctata byta obecna w 29 prébach, a jej udziat
procentowy wynosit od 0,2% do 11,2%. Wysoki udzial procentowy stwierdzono w prébie
potamoplanktonu z kwietnia 2018 roku — 6,1%, w probie epifitonu z listopada 2018 roku —
6,1%, epipelonu w marcu 2019 roku — 6,3%, epifitonu z maja 2019 roku — 5,2% 1 ponownie
wysoki wzrost liczebnosci w probie epifitonu z lutego 2020 roku — 11,2% (Ryc. 28).

Wystepowanie Nitzschia fruticosa potwierdzono we wszystkich probach, a jej udziat
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procentowy wynosit od 0,2% do 27,1%. Wysoki udziat procentowy odnotowano w jednej

probie w czasie prowadzenia badan w epifitonie z marca 2019 roku — 27,1% (Ryc. 28).

Lacha (LA) — rzeka Narew. Analiz¢ jako$ciowg zbiorowisk okrzemek przeprowadzono na
podstawie 30 préb pobranych z trzech rodzajow siedlisk: toni wodnej, roslin zanurzonych w
wodzie oraz mulistego dna. L.acznie zostato zidentyfikowanych 223 taksony okrzemek, wsrod
ktorych gltownie wystepowaly gatunki akcesoryczne — 84,3%. Gatunki dominujace
1 subdominujace stanowily odpowiednio 1,7% 1 4,0% (Ryc. 17). Ze wzgledu na statos¢
wystepowania gléwng grupe stanowily gatunki przypadkowe — 55,6%, natomiast gatunki
absolutnie state i state stanowity odpowiednio 15,0% i 10,0% (Ryc. 16).

Gatunkami absolutnie statymi byty: Achnanthidium eutrophilum, Amphora copulata,
A. ovalis, A. pediculus, Aulacoseira ambigua, A. granulata, Cocconeis placentula,
Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana, Eolimna minima, Epithemia sorex,
Fragilaria capucina, F. vaucheriae, Gomphonema acuminatum, G. olivaceum, G. pala,
G. parvulum, Halamphora veneta, Hippodonta capitata, Lemnicola hungarica, Melosira
varians, Navicula antonii, N. capitatoradiata, N. cryptotenella, N. reichardtiana,
N. tripunctata, Nitzschia amphibia, N. fonticola, N. fruticosa, N. palea, Planothidium
frequentissimum, P lanceolatum, Pseudostaurosira brevistriata, Rhoicosphenia abbreviata,
Stephanodiscus hantzschii 1 Ulnaria ulna. Gatunkami dominujacymi i jednoczesnie absolutnie
statymi byly: Aulacoseira ambigua, Cyclostephanos dubius, Planothidium frequentissimum
oraz Stephanodiscus hantzschii. Do gatunkéw subdominujacych 1 jednoczesnie absolutnie
stalych nalezy zaliczy¢: Amphora pediculus, Aulacoseira granulata, Cocconeis placentula,
Cyclotella meneghiniana, Eolimna minima, Fragilaria capucina, F. vaucheriae, Melosira

varians 1 Navicula tripunctata.
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Ryc. 29. Procentowy udziat w probie gatunkow absolutnie statych i jednoczes$nie dominujacych na stanowisku
Lacha: Aulacoseira ambigua (AAMB), Cyclostephanos dubius (CDUB), Planothidium frequentissimum (PLFR)
oraz Stephanodiscus hantzschii (SHAN).

Aulacoseira ambigua byta obecna we wszystkich probach, a jej udzial procentowy
miescit si¢ w zakresie od 0,7% do 20,7%, przy czym najwyzszy udziat procentowy odnotowano
w probach epipelonu w lipcu 1 wrzesniu 2018 roku, odpowiednio — 17,6% 1 17,5% oraz
w probach z sierpnia 2019 roku: potamoplankton — 20,7%, epifiton — 20,1%, epipelon — 17,7%
(Ryc. 29). Cyclostephanos dubius stwierdzono we wszystkich probach, a jego udziat
procentowy wynosit od 0,7% do 26,2%, przy czym wysoka liczebno$¢ odnotowano w probie
potamoplanktonu z maja 2018 roku — 22,3%, w probach z wrzesnia 2018 roku: potamoplankton
—22,5%, epifiton — 16,9 %, epipelon — 25,8%, w probach z maja 1 sierpnia 2019 roku — ponad
15% na wszystkich podlozach oraz w epipelonie w pazdzierniku 2019 roku —23,8% (Ryc. 29).
Planothidium frequentissimum wystgpowat we wszystkich probach, a jego udziat procentowy
miescit si¢ w zakresie od 0,7% do 31,0%, przy czym najwyzsza liczebnos$¢ zostata odnotowana
w probie epifitonu 1 epipelonu z kwietnia oraz epifitonu z maja 2018 roku — odpowiednio:
31,0%, 23,0% 1 24,0% oraz prdébie potamoplanktonu z maja 2019 roku — 23,9% (Ryc. 29).
Stephanodiscus hantzschii byt obecny w 28 probach, a jego udzial procentowy wynosit od 0,2%
do 48,6%. Najwyzsza liczebno$¢ odnotowano w probie potamoplanktonu z maja 2019 roku —
48,6%, przy czym wysoki udzial procentowy odnotowano takze w probach epipelonu
z listopada 2018 roku oraz z maja i pazdziernika 2019 roku — ponad 20% (Ryc. 29).
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CPLA

14

30

2

25

0

20

8
6
4
2
0

BN

15

X

10

5

0

H47HAVTIVNNA
dATHAVTIVNNA
TdTHA VT VNN
d46D0 VTI VNNA

JI6AN VT VNNA
TdOANVTIVNNA
HI6 VINVTIVNNA
dI6VINVTIVNNA
Td6 VINVTIVNNA
HE80ONVTI VNNA
JI8ONVTIVNNA

Td8ISVTI VNNA
HE8AIVTIVNNA
dH8ATVTI VNN
Td8AIVTIVNNA
HI8ANVTI VNN
dISAN VT VNN
TdSANVTIVNNA
H48dVVTIVNNA
dH8d VVTIVNNA
Td8d VVTI VNN

AECHAVTI VNN
JATHAVTIVNNA
\

dI6D0 VTIVNNA
Td6DOVTIVNNA

HI6NVVTIVNNA

HI6AN VT VNNA
dI6AN VT VNN

INVTIVNNA
dH6VINVTIVNNA
Td6 VINVTIVNNA
HI80NVTI VNNA
JI8ONVTIVNNA
TdSON VT VNNH
HE8HSVTIVNNA
dA8S VT VNNA
Td8IS VT VNN
HI8AIVTI VNNA
JISALVTIVNNA
TdSAIVTIVNNA
HI8A VT VNN

Td8d VVTI VNN

Lacha: Amphora pediculus (APED), Aulacoseira granulata (AUGR), Cocconeis placentula (CPLA) oraz

Cyclotella meneghiniana (CMEN).

Amphora pediculus byta obecna we wszystkich probach, a jej udzial procentowy miescit

si¢ w zakresie od 0,2% do 20,1%, przy czym najwyzszy udzial procentowy odnotowano

w probie epifitonu z pazdziernika 2019 roku — 20,1% (Ryc. 30). Aulacoseira granulata byta

scit si¢ w zakresie od 0,7% do

stwierdzona we wszystkich probach, a jej udziat procentowy mie

9,3%, przy czym najwyzszy udzial procentowy odnotowano w probie epipelonu z wrzesnia

2018 roku — 8,6% 1 potamoplanktonu z sierpnia 2019 roku — 9,3% (Ryc. 30). Cocconeis

placentula byt obecny we wszystkich probach, a jego udziat procentowy miescit si¢ w zakresie

rr

od 0,2% do 24,6%. Najwyzsza liczebno$¢ odnotowano w probie potamoplanktonu z lipca 2018

roku — 24,9% oraz udziat procentowy powyzej 10% w probach potamoplanktonu z listopada

2018 roku 1 epifitonu z lipca 2018 roku (Ryc.30). Cyclotella meneghiniana wystgpowata w 28

Najwyzsza liczebnos¢

a jej udzial procentowy wynosit od 0,3% do 12,8%.

probach,

odnotowano w probach epipelonu z wrze$nia i listopada 2018 roku oraz w epifitonie 2019 roku,

ponad 10% (Ryc. 30).
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Ryc. 31. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie stalych i jednoczesnie dominujacych na stanowisku
Lacha: Folimna minima (EOMI), Fragilaria capucina (FCAP), Fragilaria vaucheriae (FVAU) oraz Melosira

varians (MVAR).

Eolimna minima byta obecna w 29 probach, a jej udzial procentowy wynosit od 0,2%

do 8,7%. Wzrost liczebnosci zaznaczyl si¢ potamoplanktonie w marcu 2019 roku — 6,2%

1 potamoplanktonie w lutym 2020 roku — 8,7% oraz w probie epifitonu z pazdziernika 2019

bie (Ryc. 31). Fragilaria

0

8%. W pozostatych probach nie przekroczyt 5% udziatu w pr:

9

-7

roku

capucina zostala stwierdzona w 26 probach, a jej udziat procentowy miescit si¢ w zakresie od

0,2% do 14,1%. Wzrost udzialu procentowego widoczny jest we wszystkich probach z kwietnia

2018 roku, a szczegdlnie w bentosie — 14,1%. Nastepnie wzrost liczebnosci odnotowano

w epifitonie w marcu 2019 roku — 11,5% (Ryc. 31). Fragilaria vaucheriae byta obecna w 29

probach, a jej udzial procentowy byt w zakresie od 0,2% do 8,5%. Wysoki udziat procentowy

stwierdzono we wszystkich probach z kwietnia i maja 2018 roku i marca 2019 roku — 7,8%

(Ryc. 31). Melosira varians zostala odnotowana w 26 probach, a z udziatem procentowym

w zakresie od 0,2% do 15,0%. Wzrost liczebnosci widoczny jest w probach z potamoplanktonu

1 epifitonu z wrzes$nia 2018 roku, odpowiednio: 15,0% 1 12,6% (Ryc. 31).
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Ryec. 32. Procentowy udziat w probie Navicula tripunctata na stanowisku Lacha.

Navicula tripunctata byta obecna w 29 prébach z udziatem procentowym w probach
w zakresie od 0,2% do 22,6%. Wyraznie wysoka liczebno$¢ zostata odnotowana w dwoch
prébach: z potamoplanktonu z kwietnia 2018 roku — 14,0% oraz z epifitonu z lutego 2020 roku

—22,6%. W pozostatych probach udzial procentowy nie przekraczat 5% (Ryc. 32).

De¢be (DE) — rzeka Narew. Analiz¢ zbiorowisk okrzemek wykonano na podstawie 30 prob
pobranych z trzech rodzajow siedlisk: toni wodnej, roslin wodnych oraz z betonu. Lacznie
zostato zidentyfikowanych 165 taksonéw okrzemek. W stanowisku Debe gtownie wystepowaty
gatunki akcesoryczne — 76,9%. Gatunki dominujace i subdominujace stanowilty 3,6% i 7,9%
(Ryc. 17). Analiza klas stalosci gatunkéw okrzemek w probach wykazata, ze gtowna grupe
stanowity gatunki przypadkowe — 53,3%, natomiast gatunki absolutnie state 1 state stanowity
odpowiednio: 15,1% 1 13,3% (Ryc. 16).

Gatunkami absolutnie statymi byly: Amphora copulata, Aulacoseira ambigua,
A. granulata, Cocconeis placentula, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana,
Cymbella compacta, Encyonema caespitosum, Fragilaria vaucheriae, Gomphonema parvulum,
Navicula antonii, N. capitatoradiata, N. cryptotenella, N. tripunctata, Nitzschia amphibia,
N. fonticola, N. fruticosa, N. palea, Planothidium frequentissimum, Rhoicosphenia abbreviata,
Stephanodiscus hantzschii, Ulnaria delicatissima i U. ulna.

Gatunkami dominujacymi 1 jednocze$nie absolutnie statymi byly: Aulacoseira
granulata, Cyclostephanos dubius, Nitzschia fonticola oraz Stephanodiscus hantzschii (Ryc.

33).
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Ryc. 33. Procentowy udziat w probie gatunkow absolutnie statych i jednocze$nie dominujgcych na stanowisku
Debe: Aulacoseira granulata (AUGR), Cyclostephanos dubius (CDUB), Nitzschia fonticola (NFON) oraz
Stephanodiscus hantzschii (SHAN).

Aulacoseira granulata zostala stwierdzona we wszystkich probach, a jej udziat
procentowy wynosit od 0,2% do 24,5%. Wyrazny wzrost udzialu procentowego widoczny jest
w probach peryfitonu z kwietnia, lipca 1 wrzesnia 2018 roku odpowiednio: 14,6%, 19,5%
116,7% oraz we wszystkich proébach z sierpnia 2019 roku powyzej 16% (Ryc. 33).
Cyclostephanos dubius byt obecny w 28 probach, a jego udzial procentowy miescit si¢
w zakresie od 0,2% do 22,0%. Najwyzsza liczebno$¢ w probie odnotowano w planktonie
w lipcu 2018 roku — 12,1% oraz w probach z planktonu i epifitonu w sierpniu 2019 roku —
ponad 20%. Wysoki udziat odnotowano rowniez w probie z peryfitonu z pazdziernika 2019
roku — 14,8% (Ryc. 33). Nitzschia fonticola byta obecna w 26 probach, a jej udziat procentowy
miescit sie w zakresie od 0,2% do 48,0%. Najwyzsza liczebno$¢ w probie zostata stwierdzona
w listopadzie 2018 roku, odpowiedni: od 20,2% w peryfitonie do 48,3% w epifitonie (Ryc. 33).
Stephanodiscus hantzschii zostal odnotowany we wszystkich probach, a jego udziat
procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 67,4%. Najwyzszy jego udziat procentowy
stwierdzono we wszystkich probach z maja 2019 roku od 40,3% w peryfitonie do 67,4%
w epifitonie (Ryc. 33).

42



Do gatunkéw subdominujacych i jednoczes$nie absolutnie stalych naleza: Cocconeis

Navicula cryptotenella,

Fragilaria vaucheriae,

Cyclotella meneghiniana,

placentula,

N. tripunctata i Nitzschia fruticosa (Ryc. 34 1 35).
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Debe: Cocconeis placentula (CPLA), Cyclotella meneghiniana (CMEN), Fragilaria vaucheriae (FVAU) oraz

Ryc. 34. Procentowy udziat w probie gatunkéw absolutnie stalych i jednoczesnie subdominujacych na stanowisku
Navicula cryptotenella (NCTE).

Cocconeis placentula stwierdzono w 24 prébach, a jego udzial procentowy wynosit od

0,2% do 21,3%. Wyrazny wzrost udziatu procentowego widoczny jest w probach epifitonu
z kwietnia, maja i wrze$nia 2018 roku, odpowiednio: 16,7%, 16,4% i 14,6% oraz w probach

planktonu z maja i wrzesnia 2018 roku, odpowiednio: 17,6% i 21,3% (Ryc. 34). Cyclotella

meneghiniana byta obecna we wszystkich probach, a jej udzial procentowy wynosit od 0,2%

do 27,1%. Najliczniej wystepowata w probie peryfitonu z lipca 2018 roku — 27,1% (Ryc. 34).

23,0% (Ryc. 34). Navicula cryptotenella odnotowana zostata w 28 prdbach, a jej udziat

Fragilaria vaucheriae byta stwierdzona w 24 probach, a jej udziat procentowy wynosit od 0,2%
do 23,0%. Najwyzszy jej udziat procentowy odnotowano w epifitonie z marca 2018 roku —

procentowy wynosit od 0,2% do 5,7%. Powyzej 5% udziatu stwierdzono w probie planktonu

z maja 2018 roku i peryfitonu w listopadzie 2018 roku (Ryc. 34).
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Ryec. 35. Procentowy udziat w probie gatunkow absolutnie statych i jednoczes$nie subdominujgcych na stanowisku
D¢be Navicula tripunctata (NTPT) i Nitzschia fruticosa (NIFT).

Navicula tripunctata byta obecna w 28 probach, a jej udziat procentowy wynosit od
0,2% do 20,0%. Najliczniej wystepowala w epifitonie z lutego 2020 roku — 20,0%. Wysoki jej
udziatl procentowy, ponad 10%, odnotowano w peryfitonie z kwietnia 2018 roku oraz epifitonie
1 peryfitonie w marcu 2019 roku (Ryc. 35). Nitzschia fruticosa byta stwierdzona we wszystkich
probach, a jej udziat procentowy wynosit od 0,2% do 9,5%. Wzrost udziatu procentowego
odnotowano w epifitonie w lipcu 2018 roku — 9,5%, oraz w listopadzie 2018 roku w probie
z peryfitonu — 6,2%. Nastepnie w probach planktonu w marcu 2019 roku udziat w probie
wynosit 8%, a peryfitonu 5% (Ryc. 35).

Gatunkami absolutnie statymi o udziale w probie ponizej 5% byty: Amphora copulata,
Aulacoseira ambigua, Cymbella compacta, Encyonema caespitosum, Gomphonema parvulum,
Navicula antonii, N. capitatoradiata, Nitzschia amphibia, N. palea, Planothidium
frequentissimum, Rhoicosphenia abbreviata, Ulnaria ulna i U. delicatissima (Ryc. 36,37,38,).

Amphora copulata byta stwierdzona w 29 probach, a jej udziat procentowy w préobie
wynosit od 0,2% do 5,4%, przy czym udziat procentowy powyzej 5% odnotowano w jednej
probie planktonu z maja 2018 roku (Ryc. 36). Aulacoseira ambigua byta obecna w 28 probach,
a jej udziat procentowy w probie wynosit od 0,2% do 5,5%, przy czym najwyzszy udziat
procentowy odnotowano w probie peryfitonu z maja 2018 roku (Ryc. 36). Gomphonema
parvulum wystapita w 26 probach, a jej udzial procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do
2,1%. Najwyzszy udziat procentowy stwierdzono w probie planktonu wrzesnia 2018 roku —
2,1% (Ryc. 36). Navicula antonii byta obecna w 26 prébach, a jej udziat procentowy wynosit
od 0,2% do 2,3%. Najwyzszy udzial procentowy widoczny byt w prébie planktonu
z pazdziernika 2019 roku — 2,3% (Ryc. 36).
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stanowisku Debe: Amphora copulata (ACOP), Aulacoseira ambigua (AAMB), Gomphonema parvulum (GPAR)

Ryc. 36. Procentowy udziat w probie gatunkoéw absolutnie statych z udziatem $rednim w probie ponizej 5,0% na
oraz Navicula antonii (NANT).
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Ryc. 37. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie statych, w tym z udzialem $rednim w probie ponizej
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5,0% na stanowisku Degbe: Navicula capitatoradiata (NCPR), Nitzschia amphibia (NAMP), Nitzschia palea
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Navicula capitatoradiata byta obecna w 25 probach, a jej udziat procentowy miescit sie
w zakresie od 0,2% do 5,0%. Najwyzszy udzial procentowy odnotowano w prébie peryfitonu
z listopada 2018 roku — 5,0% (Ryc. 37). Nitzschia amphibia zostala stwierdzona w 25 prébach,
a jej udziat procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 8,4%. Z wysokim udzialem
procentowym wystapita raz w czasie prowadzenia badan w prébie epifitonu z kwietnia 2018
roku — 8,4%. (Ryc. 37). Nitzschia palea byta notowana we wszystkich probach, a jej udziat
procentowy wynosit od 0,2% do 2,5%. Wyzszy udziat procentowy odnotowano w probach
epifitonu 1 peryfitonu z listopada 2018 roku — ponad 2% (Ryc. 37). Planothidium
frequentissimum byt obecny w 27 probach, a jego udzial procentowy wynosit od 0,2% do 8,6%.
Najwyzszy jego udziat procentowy, ponad 5%, odnotowano w probach planktonu

z pazdziernika 2019 roku — 8,6% (Ryc. 37).
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Ryec. 38. Procentowy udziat w probie gatunkéw absolutnie statych z udziatem srednim w probie ponizej 5,0% na
stanowisku Debe: Rhoicosphenia abbreviata (RABB), Ulnaria ulna (UULN) oraz Ulnaria delicatissima (UDEL).

Rhoicosphenia abbreviata byta obecna w 25 probach, a jej udziat procentowy wynosit
0d 0,2% do 16,0%. Najwyzszy udziat procentowy odnotowano w prébach planktonu i epifitonu
w kwietniu 2018 roku, odpowiednio: 14,6% 1 16,5%. Nastepnie w wigkszosci prob jej
liczebnos¢ nie przekraczata 2% udziatlu w probie. Nieznaczny wzrost liczebnosci odnotowano

w probach epifitonu na przetomie 2019 12020 roku — ponad 5% (Ryc. 38). Ulnaria ulna zostata
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stwierdzona w 27 probach, a jej udzial procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 2,1%
(Ryc. 38). Ulnaria delicatissima byta obecna w 25 probach, a jej udziat procentowy wynosit

od 0,2% do 1,4% (Ryc. 38).
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Ryc. 39. Procentowy udziat w probie gatunkoéw absolutnie statych z udziatem $rednim w prébie ponizej 5,0% na
stanowisku Debe: Cymbella compacta (CCMP), Encyonema caespitosum (ECAE).

Cymbella compacta byla obecna w 23 probach, a jej udzial procentowy miescit si¢
w zakresie od 0,2% do 7,5%. Wzrost udziatu procentowego zaznaczyt si¢ w jednej probie
z peryfitonu w maju 2018 roku — 7,5% (Ryc. 39). Encyonema caespitosum wystgpowata w 23
probach, a jej udziat procentowy wynosit od 0,2% do 4,1%. Wzrost liczebno$ci odnotowano

w probie planktonu z listopada 2018 roku — 4,1% (Ryc. 39).

Kamienczyk (KA) — rzeka Bug. Analiz¢ jakoSciowa zbiorowisk okrzemek wykonano na
podstawie 30 prob pobranych z trzech rodzajow siedlisk: toni wodnej, roslin zanurzonych w
wodzie oraz mulistego dna. L.acznie zostato zidentyfikowanych 196 taksonéw okrzemek, wsrod
ktorych gltownie wystepowaly gatunki akcesoryczne — 95,4%. Gatunki dominujace
i subdominujace stanowity odpowiednio 22,5% i 0,5% (Ryc. 17). Ze wzgledu na statos¢
wystepowania glowna grupe stanowity gatunki przypadkowe — 49,4%, natomiast gatunki
absolutnie state 1 stale stanowity odpowiednio: 20,4% 1 12,7% (Ryc. 16).

Gatunkami absolutnie stalymi na stanowisku Kamienczyk byly: Amphora copulata,
A. pediculus, Aulacoseira ambigua, A. granulata, Cocconeis neodiminuta, C. placentula,
Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana, Cymatopleura apiculata, Fragilaria
capucina, Geissleria decussis, Gomphonema olivaceum, G. parvulum, Navicula antonii,
N. capitatoradiata, N. slesvicensis, N. tripunctata, N. trivialis, Nitzschia amphibia,
N. capitellata, N. dissipata var. media, N. fonticola, N. fruticosa, N. intermedia, N. linearis.

N. palea, Planothidium frequentissimum, Pseudostaurosira brevistriata, Sellaphora pupula,
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Staurosira martyi, S. venter, Staurosirella pinnata, Stephanodiscus hantzschii, Tryblionella
hungarica, T. apiculata, T. calida, T. levidensis, Ulnaria delicatissima i U. ulna.

Gatunkami dominujagcymi 1 jednocze$nie absolutnie statymi byty: Aulacoseira
granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana oraz Stephanodiscus hantzschii
(Ryc. 40). Do gatunkéw subdominujacych 1 jednocze$nie stalych nalezy zaliczy¢
Achnanthidium  minutissimum, natomiast gatunkiem absolutnie stalym jednak

zaklasyfikowanym do influentéw jest Nitzschia fruticosa (Ryc. 41).
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Ryc. 40. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie statych i dominujacych na stanowisku Kamienczyk:
Stephanodiscus hantzschii (SHAN), Aulacoseira granulata (AUGR), Cyclostephanos dubius (CDUB) oraz
Cyclotella meneghiniana (CMEN).

Stephanodiscus hantzschii byt obecny w 29 préobach, a jego udziat procentowy wynosit
od 2,3% do 82,3%, przy czym najwyzszy udzial odnotowano w probach ze wszystkich siedlisk
w maju 2019 roku: potamoplankton — 74,7%, epifiton — 60,7% 1 bentos — 82,3%. Powyzej 50%
udzialu w probie odnotowano w potamoplanktonie w pazdzierniku 2019 roku (Ryc. 40).
Aulacoseira granulata byta stwierdzona we wszystkich probach, a jej udziatl procentowy
miescit si¢ w zakresie od 0,3% do 58,9%, przy czym najwyzszy udziat procentowy odnotowano
w probach ze wszystkich siedlisk we wrzesniu 2018 roku — powyzej 50% (Ryc. 40).
Cyclostephanos dubius byt obecny we wszystkich probach, a jego udzial procentowy wynosit

od 3,0% do 37,8%, przy czym najwyzszy udzial procentowy odnotowano w probach
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potamoplanktonu z marca 2019 roku. Rowniez wysokg liczebno$cig, powyzej 20%, wyrdzniaty
si¢ proby z potamoplanktonu z lipca 2018 roku oraz wszystkie proby z sierpnia 2018 roku,
a takze proba z epipelonu z pazdziernika 2019 roku (Ryc. 40). Cyclotella meneghiniana byta
stwierdzona we wszystkich probach z udziatem procentowym w zakresie od 0,2% do 29,9%.
Najwyzszy udzial procentowy odnotowano w probach z sierpnia 2019 roku — ponad 25%.
Przeciwnie, bardzo niska liczebno$¢ zostata stwierdzona w trzech probach z maja 2019 roku —

ponizej 0,3% (Ryc. 40).
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Ryc. 41. Procentowy udzial w probie gatunkéw na stanowisku Kamienczyk: Achnanthidium minutissimum
(ADMI) i Nitzschia fruticosa (NIFT).

Achnanthidium minutissimum oznaczono w 22 probach, w wigkszosci prob z niskim
udziatem procentowym (0,2 — 0,7%). Natomiast w dwoch probach gatunek ten wystgpit
z wysokim udziatem procentowym: w probie z potamoplanktonu z maja 2018 roku — 41,0%
1w probie z epifitonu z lipca 2018 roku — 28,3% (Ryc. 41). Natomiast Nitzschia fruticosa byta
stwierdzona we wszystkich probach, a jej udzial procentowy wynosit od 0,2% do 5,9%.
Najwyzszy udziat procentowy, powyzej 5%, notowano w probie epifitonu 1 epipelonu

z listopada 2018 roku oraz w probie epipelonu z pazdziernika 2019 roku (Ryc. 41).

Wyszkow (WY) — rzeka Bug. Analiz¢ jakosciowa zbiorowisk okrzemek wykonano na
podstawie 30 préb pobranych z trzech rodzajéw siedlisk: toni wodnej, ros§lin zanurzonych
w wodzie oraz mulistego dna. Lacznie zostalo zidentyfikowanych 210 taksondéw okrzemek,
wsrod ktorych glownie wystepowaly gatunki akcesoryczne — 91,0%. Gatunki dominujace

i subdominujace stanowily po 1,9% (Ryc. 17). Ze wzgledu na stalos¢ wystepowania gtownag
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grupe stanowity gatunki przypadkowe — 47,0%, natomiast gatunki absolutnie stale i state
stanowily odpowiednio: 25,0% i 10,0% (Ryc. 16).

Gatunkami absolutnie statymi byty: Achnanthidium minutissimum, Amphora copulata,
A. pediculus, Aulacoseira ambigua, A. granulata, Cocconeis neodiminuta, C. euglypta,
C. placentula, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana, Cymatopleura apiculata,
Encyonema lange-bertalotii, Eolimna minima, E subminuscula, Epithemia adnata, E. gibba,
E. sorex, Fragilaria capucina, Geissleria decussis, Gomphonema micropus, G. olivaceum,
G. parvulum, G. pumilum, Gyrosigma acuminatum, Halamphora veneta, Hippodonta capitata,
Lemnicola  hungarica, Karayevia clevei, Melosira varians, Navicula antonii,
N. capitatoradiata, N. cincta, N. cryptocephala, N. gregaria, N. moskali, N. radiosa, N. recens,
N. reichardtiana, N. reinhardtii, N. slesvicensis, N. tripunctata, N. trivialis, N. veneta,
N. viridula, Nitzschia acicularis, N. amphibia, N. capitellata, N. dissipata var. media,
N. fonticola, N. fruticosa, N. inconspicua N. intermedia, N. linearis. N. palea, N. recta,
N. sigmoidea, Planothidium frequentissimum, P. lanceolatum. P. rostratum, Pseudostaurosira
brevistriata, Sellaphora pupula, Staurosira martyi, S. venter, Staurosirella pinnata,
Stephanodiscus hantzschii, Surirella brébissonii var. kuetzingii, Thalassiosira weissflogii,
Tryblionella hungarica, T. apiculata, T. calida, T. levidensis, Ulnaria delicatissima 1 U. ulna.

Gatunkami dominujacymi byty: Aulacoseira granulata, Cyclostephanos dubius,
Cyclotella meneghiniana oraz Stephanodiscus hantzschii.

Gatunkami jednoczes$nie absolutnie stalymi 1 dominujacymi dla badanego stanowiska
byly: Aulacoseira granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana, Nitzschia

fruticosa oraz Stephanodiscus hantzschii (Ryc. 42).
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Ryc. 42. Procentowy udzial w probie gatunkéw absolutnie statych i dominujacych na stanowisku Wyszkow:
Stephanodiscus hantzschii (SHAN), Aulacoseira granulata (AUGR), Cyclostephanos dubius (CDUB) oraz
Nitzschia fruticosa (NIFT).

Stephanodiscus hantzschii byt obecny we wszystkich probach, a jego udzial procentowy
wynosit od 1,4% do 76,0%, przy czym najwyzszy udzial procentowy odnotowano w probie
potamoplanktonu z marca 2019 roku — 56,4% oraz w probach ze wszystkich siedlisk z maja
2019 roku — powyzej 65%. Rowniez wysoki wudzial, ponad 50%, odnotowano
w potamoplanktonie w pazdzierniku 2019 roku oraz w epipelonie w lutym 2020 roku (Ryc. 42).
Aulacoseira granulata wystepowala we wszystkich probach, a jej udziat procentowy miescit
si¢ w zakresie od 0,2% do 66,1%. Wysoki udzial procentowy odnotowano w prébach ze
wszystkich siedlisk z wrzesnia i listopada 2018 roku (Ryc. 42). Cyclostephanos dubius byt
stwierdzony we wszystkich probach, a jego udzial procentowy wynosit od 0,3% do 27,0%.
Wysoki udzial procentowy odnotowano w probach epifitonu z maja 2018 roku oraz we
wszystkich probach z czerwca 2018 roku. Licznie wystgpowal roéwniez w probie
potamoplanktonu we wrze$niu 2018 roku. Ponownie wyzszy udziat stwierdzono w probie
potamoplanktonu z sierpnia 2019 roku — ponad 20% (Ryc. 42). Nitzschia fruticosa byta obecna
we wszystkich probach, a jej udzial procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 13,4%.
Wysoki udzial procentowy odnotowano w probach potamoplanktonu i epifitonu z maja 2018

roku (Ryc. 42).
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Gatunkami wyrdzniajacymi si¢ wysokim udziatem procentowym w kilku prébach
w czasie prowadzenia badan byty: Gomphonema micropus, G. olivaceum oraz Navicula lacuum
(Ryc. 43).
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Ryc. 43. Procentowy udzial w probie gatunkow na stanowisku Wyszkow: Gomphonema micropus (GMIC),
Gomphonema olivaceum (GOLI) oraz Navicula lacuum (NLCM).

Gomphonema micropus obecna byla w 21 probach. Najwyzszy udzial procentowy,
powyzej 14%, stwierdzono w dwodch probach z kwietnia 2018 roku — w planktonie i epifitonie.
Jednak w wiekszosci prob jej udziat procentowy byt na niskim poziomie — 0,2%. Odnotowano
rowniez jednorazowo wzrost liczebnosci w 2019 roku w prébie epifitonu w marcu — 8,1% (Ryec.
43). Gomphonema olivaceum zostata odnotowana w 27 probach. Najwyzszy jej udzial
procentowy wyniost powyzej 43% w probie epifitonu z marca 2019 roku. W wigkszosci prob
jej udziat procentowy byl na niskim poziomie i wynosit 0,2%. Stwierdzono réwniez udziat
powyzej 10% w prébach z potamoplanktonu 1 epifitonu w kwietniu 2018 roku (Ryc. 43).
Navicula lacuum obecna byla jedynie w 12 prébach, w tym szczegoélnie zaznacza si¢ udzial
procentowy tego gatunku w probach z kwietnia 2018 roku: potamoplankton — 5,6%, epifiton —
3,6%, bentos — 26,3% (Ryc. 43).
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Barcice (BA) — rzeka Bug. Analiz¢ jakoSciowa zbiorowisk okrzemek wykonano na podstawie
30 prob pobranych z trzech rodzajow siedlisk: toni wodnej, roslin zanurzonych w wodzie oraz
mulistego dna. Lacznie zostalo zidentyfikowanych 218 taksondéw okrzemek, wsrod ktorych
gléwnie wystgpowaty gatunki akcesoryczne — 94,0%. Gatunki dominujace i subdominujgce
stanowily odpowiednio 1,8% i 2,7% (Ryc. 17). Ze wzglgdu na stato§¢ wystgpowania gtéwna
grupe stanowity gatunki przypadkowe — 47,0%, natomiast gatunki absolutnie stale i state
stanowily odpowiednio: 25,0% 1 10,0% (Ryc. 16).

Gatunkami absolutnie statymi w badanym stanowisku byty: Amphora copulata,
A. ovalis, A. pediculus, Aulacoseira ambigua, A. granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella
meneghiniana, Encyonema lange-bertalotii, Eolimna minima, Fragilaria capucina,
Gomphonema micropus, G. olivaceum, G. parvulum, Navicula capitatoradiata,
N. cryptotenella, N. gregaria, N. radiosa, N. tripunctata, N. trivialis, N. veneta, Nitzschia
amphibia, N. dissipata var. media, N. fonticola, N. fruticosa, N. intermedia, N. linearis.
N. palea, Planothidium frequentissimum, P lanceolatum, Pseudostaurosira brevistriata,
Sellaphora pupula, Stephanodiscus hantzschii, Tryblionella hungarica, Ulnaria delicatissima
1 U. ulna. Gatunkami dominujacymi byty: Aulacoseira granulata, Cyclostephanos dubius,
Cyclotella meneghiniana oraz Stephanodiscus hantzschii.

Gatunkami jednoczesnie absolutnie stalymi 1 dominujagcymi byly: Aulacoseira
granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana oraz Stephanodiscus hantzschii
(Ryc. 44). Ponadto gatunkami jednoczes$nie absolutnie statymi i subdominujgcymi bytly:
Nitzschia fruticosa oraz Planothidium frequentissimum, a gatunkiem stalym i1 subdominujacym
byt Meridion circulare (Ryc. 45 1 46).

Aulacoseira granulata zostala stwierdzona we wszystkich probach, a jej udziat
procentowy w probie wynosit od 0,7% do 82,9%, przy czym najwyzszy udzial procentowy
odnotowano w probach z wrzesnia 2018 roku, powyzej 50%, w tym w potamoplanktonie —
82,9%. W epipelonie w marcu 2019 roku réwniez gatunek ten odnotowano licznie — 41,9%
(Ryc. 44). Stephanodiscus hantzschii byl obecny w 27 probach, a jego udziat procentowy
miescit sie w zakresie od 0,2% do 80,0%. Wysoki udziat procentowy odnotowano w probach z
maja 1 sierpnia 2019 roku, szczegdlnie w potamoplanktonie z maja — 65,5%. Ponownie
wysokim udziatem charakteryzujg si¢ proby z lutego 2020 roku. Na uwage zasluguje fakt, ze

w prébach z marca 2019 roku nie odnotowano okryw Stephanodiscus hantzschii (Ryc. 44).
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Ryc. 44. Procentowy udzial w probie gatunkow absolutnie stalych i dominujacych na stanowisku Barcice:
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b, jednak w przypadku prob z kwietnia 2018 roku odnotowano
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Gomphonema micropus, Meridion circulare, Planothidium
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Cyclostephanos dubius wystepowat we wszystkich probach, a jego udziat procentowy

Stephanodiscus hantzschii (SHAN), Aulacoseira granulata (AUGR), Cyclostephanos dubius (CDUB) oraz
Fragilaria capucina

Cyclotella meneghiniana (CMEN).
wynosit od 0,7% do 35,7%, a najwyzszy udzial procentowy odnotowano w probie

potamoplanktonu z maja 2018 roku. Ponadto ponad 20% odnotowano w prébie epipelonu
zmaja oraz w potamoplanktonie i epifitonie w lipcu 2018 roku. Nastepnie ponad 20%

stwierdzono w probie epipelonu z maja 2019 roku, oraz w pazdzierniku 2019 roku

Najwyzszy udziat procentowy odnotowano w lipcu 2018 roku 1 w pazdzierniku 2019 roku —

wszystkich probach, a jej udzial procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 30,7%.
powyzej 20% (Ryc. 44).

1 w potamoplanktonie w lutym 2020 roku (Ryc. 44). Cyclotella meneghiniana byta obecna we

je z wysokim udziatem procentowym (Ryc. 45 i 46).

frequentissimum oraz Planothidium lanceolatum charakteryzowaty si¢ niskim udzialem
procentowym w wigkszo
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Ryc. 45. Procentowy udzial w probie gatunkdéw absolutnie stalych na stanowisku Barcice: Nitzschia fruticosa
(NIFT), Planothidium frequentissimum (PLFR), Planothidium lanceolatum (PTLA) oraz Gomphonema micropus
(GMIC).

Nitzschia fruticosa stwierdzona byla we wszystkich probach. Najwigkszy jej udzial
procentowy odnotowano w probie potamoplanktonu w maju 2018 roku oraz
w potamoplanktonie w marcu 2019 roku — 9,6% (Ryc. 45). Planothidium frequentissimum
rowniez stwierdzono we wszystkich probach. Udziatl procentowy w poszczegdlnych prébach
miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 15,6%, przy czym najwyzszy udzial odnotowano w probach
z kwietnia 2018 roku: w potamoplanktonie — 9,9%, w epifitonie — 6,8% 1 epipelonie — 15,6%
(Ryc. 45). Planothidium lanceolatum odnotowany byt w 27 probach, udzial procentowy
wynosit od 0,2 do 26,1% Jednak w wigkszosci prob zawierat si¢ od 0,2% do 0,6%. Wysoki
udziat procentowy odnotowano w probach z kwietnia 2018 roku: w potamoplanktonie —26,1%,
w epifitonie — 10,9%, w epipelonie —13,6% (Ryc. 45). Gomphonema micropus obecna byta
w 25 probach. W wigkszo$ci prob jej udzial procentowy byl od 0,2 — 0,8 %, natomiast
w probach z kwietnia 2018 roku byl wyzszy i1 wynosit: w potamoplanktonie — 5,3%,
w epifitonie — 13,5%, a w bentosie — 9,0%, a takze w probach epifitonu z marca i maja 2019

roku, odpowiednio: 5,8% 1 13,9% (Ryc. 45).
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Ryc. 46. Procentowy udziat w probie gatunkoéw absolutnie statych z udziatem $rednim w prébie ponizej 5,0% na
stanowisku Barcice: Meridion circulare (MCIR) oraz Fragilaria capucina (FCAP).

Meridion circulare byt stwierdzony w 19 probach, a jego udzial procentowy wynosit od
0,2% do 12,1%, przy czym najwyzszy udzial procentowy odnotowano w prébie epifitonu
zmaja 2019 roku. W probach z kwietnia 2018 roku odnotowano wysoki udziat w probach:
potamoplanktonu —4,6%, epifitonu — 8,3%, i epipelonu — 10,1%. W pozostatych probach udziat
procentowy zawieral si¢ w zakresie 0,2% — 0,5% (Ryc. 46). Fragilaria capucina obecna byta
w 24 probach, a jej udzial procentowy miescit sie w zakresie od 0,2 % do 15,8%. Wysoki udziat
procentowy stwierdzono w probach z kwietnia 2018 roku: w potamoplanktonie i epifitonie po
15,8%, a w epipelonie — 10,3%. W pozostatych probach udziat procentowy wynosit 0,2% —
0,7%. W probie epifitonu z maja 2019 roku jednorazowo odnotowano wzrost liczebnosci do

10,2% udziatu w prébie (Ryc. 46).

Cupel (CU) - rzeka Bug. Analize jakoSciowa zbiorowisk okrzemek przeprowadzono na
podstawie 30 prob pobranych z trzech rodzajow siedlisk: toni wodnej, roslin zanurzonych w
wodzie oraz piaszczystego dna. Lacznie zostato zidentyfikowanych 202 taksony okrzemek,
wsrod ktorych glownie wystepowaly gatunki akcesoryczne — 90,0%. Gatunki dominujace
1 subdominujace stanowily odpowiednio: 2,9% 1 1,9% (Ryc. 17). Ze wzgledu na statos¢
wystepowania gtowng grupe stanowily gatunki przypadkowe — 41,7%, natomiast gatunki
absolutnie state 1 stale stanowity odpowiednio: 27,3% 1 16,4% (Ryc. 16).

Gatunkami absolutnie statymi w badanym stanowisku byly: Achnanthidium
eutrophilum, A. minutissimum, Amphora copulata, A. inariensis, A. pediculus, Aneumastus
stroesei, Aulacoseira granulata, Cocconeis neodiminuta, C. placentula, Cyclostephanos
dubius, Cyclotella meneghiniana, Cymatopleura apiculata, Eolimna minima, E. sorex,
Fragilaria capucina, F. vaucheriae, Geissleria decussis, Gomphonema micropus,

G. olivaceum, Karayevia clevei, Navicula antonii, N. capitatoradiata, N. cryptotenella,
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N. moskali, N. reichardtiana, N. reinhardtii, N. tripunctata, N. veneta, Neidium dubium,
Nitzschia amphibia, N. capitellata, N. dissipata var. media, N. fonticola, N. fruticosa,
N. intermedia, N. linearis, N. palea, Paraplaconeis minor, Planothidium delicatulum,
P. frequentissimum, P. rostratum, Platessa conspicua, Pseudostaurosira brevistriata,
Rhoicosphenia abbreviata, Sellaphora pupula, Staurosira construens, S. binodis, S. martyi,
S. venter, Staurosirella pinnata, Stephanodiscus hantzschii, Tryblionella apiculata, Ulnaria
delicatissima 1 U. ulna.

Gatunkami dominujgcymi oraz jednocze$nie absolutnie stalymi byly: Aulacoseira
granulata, Cyclostephanos dubius, Cyclotella meneghiniana, Planothidium frequentissimum,
Pseudostaurosira brevistriata oraz Stephanodiscus hantzschii (Ryc. 47 1 48). Do gatunkéw
subdominujacych nalezy zaliczy¢: Amphora inariensis, A. pediculus, Fragilaria vaucheriae

oraz Navicula reinhardtii (Ryc. 49).
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Ryc. 47. Procentowy udzial w probie gatunkéw absolutnie statych i dominujacych na stanowisku Cupel:
Stephanodiscus hantzschii (SHAN), Cyclostephanos dubius (CDUB), Cyclotella meneghiniana (CMEN) oraz
Aulacoseira granulata (AUGR).

Stephanodiscus hantzschii odnotowano we wszystkich probach, a jego udzial
procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 37,3%, przy czym najwyzszy jego udziat
odnotowano w probach ze wszystkich siedlisk z maja i pazdziernika 2019 roku — ponad 30%.

W lutym 2020 roku nadal utrzymywata si¢ wysoka liczebno$¢ tego gatunku w probach
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epifitonu i bentosu (Ryc. 47). Cyclostephanos dubius byt obecny we wszystkich probach, a jego
udzial procentowy zawieral si¢ od 0,8% do 32,6%. Najwyzszy udzial procentowy, powyzej
15%, odnotowano w probach ze wszystkich siedlisk z maja 2018 roku oraz w probie
potamoplanktonu z sierpnia 2019 roku i w probach ze wszystkich siedlisk z pazdziernika 2019
roku (Ryc. 47). Cyclotella meneghiniana byta obecna we wszystkich probach, a udziat
procentowy wynosit od 0,9% do 20,4%, przy czym najwyzszy udziat odnotowano w probach
ze wszystkich siedlisk z maja 2018 roku, a takze w probie potamoplanktonu i epifitonu z lipca
1 wrzesnia 2018 roku. Nastgpnie w 2019 roku w probie potamoplanktonu 1 epifitonu z sierpnia,
a takze we wszystkich probach z pazdziernika 2019 roku — okoto 10% (Ryc. 47). Aulacoseira
granulata byta stwierdzona we wszystkich probach, a udziat procentowy miescit si¢ w zakresie
od 0,4 % do 17,3%. W 2018 roku odnotowano wysoki udzial procentowy w wigkszosci prob,

natomiast w 2019 roku w probach potamoplanktonu i epipsammonu (Ryc. 47).
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Ryc. 48. Procentowy udzial w probie gatunkdéw absolutnie statych i dominujacych na stanowisku Cupel:
Planothidium frequentissimum (PLFR) oraz Pseudostaurosira brevistriata (PSBR).

Planothidium frequentissimum odnotowany zostal we wszystkich probach, a jego udziat
procentowy miescit si¢ w zakresie od 0,2% do 25,4%, przy czym najwyzszy udzial procentowy
odnotowano w probie potamoplanktonu z listopada 2018 roku oraz epipsammonu z sierpnia
2019 roku. Powyzej 15% udziatu w probie odnotowano rowniez w potamoplanktonie w lutym
2020 roku (Ryc. 48). Pseudostaurosira brevistriata byla obecna we wszystkich probach, a jej
udziat procentowy wynosit od 0,2% do 41,7%, przy czym najwyzszy udzial odnotowano

w probach epipsammonu z czerwca 2018 roku 1 wrzesnia 2019 roku (Ryc. 48).
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Ryc. 49. Procentowy udziat w probie gatunkéw absolutnie statych i subdominujacych na stanowisku Cupel:
Navicula reinhardtii (NREI) oraz Fragilaria vaucheriae (FVAU).

Navicula reinhardtii obecna byta w 27 probach, a jej udziat procentowy miescit si¢
zakresie od 0,2% do 25,6%. W wigkszosci prob byta niska liczebno§¢ w probie, natomiast
w probach epifitonu i epipsammonu z kwietnia 2018 roku oraz we wszystkich probach z maja
2019 roku odnotowano wyzszy udzial procentowy (Ryc. 49). Fragilaria vaucheriae
stwierdzona byta w 27 prébach, a udziat procentowy tego gatunku w wiekszosci prob miescit
si¢ zakresie od 0,2% do 0,9%, jednak wyraznie widoczny jest wysoki udzial w probach
epifitonu z wrzes$nia 1 listopada 2019 roku — okoto 30% (Ryc. 49).

59



Charakterystyka ekologiczna stanowisk badawczych na podstawie okrzemek

Okreslenie warunkéw $rodowiska wodnego przeprowadzono na podstawie wartosci
wskaznikowych okrzemek z bazy danych OMNIDIA wykorzystujac klasyfikacje systemu
ekologicznego Van Dam 1 in. (1994).

Rzeka Narew

Odczyn wody. Analizujac odczyn wody w oparciu o klasyfikacj¢ ekologiczna okrzemek na
stanowiskach badawczych na rzece Narew zaznacza si¢ wysoki udziat gatunkow alkalifilnych
i alkalibiontycznych w poszczegolnych probach, co wskazuje na stabo zasadowy odczyn wody.

Niewielki udziat maja gatunki o nieokreslonych w programie OMNIDIA wymaganiach pod
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wzgledem odczynu wody (Ryc. 50).
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Ryc. 50. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Debe (DE)
w odniesieniu do odczynu wody na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Saprobia. Wody rzeki obcigzone sg materig organiczng, poniewaz pomimo ze gtéwna grupe
stanowig okrzemki, ktore wskazuja na warunki -mezosaprobowe, réwniez liczng grupe
stanowig gatunki a-mezosaprobowe i a-mezo-polisaprobowe. W maju 2019 roku na stanowisku

Debe najliczniejsza (=<80%) grupe stanowia okrzemki a-mezo-polisaprobowe (Ryc. 51).
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Ryc. 51. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Dgbe (DE)
w odniesieniu do saprobii na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).

61



Zapotrzebowanie na tlen. Na podstawie klasyfikacji ekologicznej okrzemek w odniesieniu do
zapotrzebowania na tlen najliczniejsza grupe stanowia gatunki o wysokich i $rednich
wymaganiach wobec natlenienia wody. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na sezonowg zmiang
zwigzang ze wzrostem udzialu gatunkow o nizszych wymaganiach wobec natlenienia wody

w okresie lata w obu sezonach badawczych (Ryc. 52).
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Ryc. 52. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Debe (DE)
w odniesieniu do zapotrzebowania na tlen na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Warunki troficzne. Na podstawie klasyfikacji ekologicznej okrzemek Van Dam i in. (1994) w

odniesieniu do trofii mozna okresli¢ wody rzeki Narew jako eutroficzne. W probach

odnotowano takze znaczny udzial procentowy okrzemek wskazujacych na wzrost stopnia

d w cieptych okresach poboru prob oraz na stanowisku badawczym Dg¢be (DE)

w Zalewie Zegrzynskim od 2019 roku (Ryc. 53).
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Ryc. 53. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Dgbe (DE)

w odniesieniu do trofii na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Zasolenie. Klasyfikacja ekologiczna okrzemek w odniesieniu do zasolenia wykazala, ze

rr

wiekszos$¢ gatunkéw nalezy do grupy oligohalobdw oraz, ze w mniejszym stopniu odnotowano

gatunki halofilne. We wrze$niu 2018 roku 1 sierpniu 2019 roku na stanowisku Dzierzenin (DZ)

DZ
&

odnotowano wzrost udziatu w probach gatunkow halofilnych (Ryc. 54).
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Ryc. 54. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Debe (DE)

w odniesieniu do zasolenia na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Warunki wilgotno$ciowe. Biorac pod uwage warunki wilgotnoSciowe w oparciu
o klasyfikacj¢ ekologiczng okrzemek wigkszo$¢ zidentyfikowanych taksondw to gatunki
wodne (kategoria wodne 1 sporadycznie wodne) oraz tolerujgce warunki aerofityczne. Analiza
tej kategorii klasyfikacji wedlug Van Dam 1 in. (1994) wykazata udzial gatunkow
o nieokreslonych wymaganiach nawet do 40% w prébie (Ryc. 55).
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Ryc. 55. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Debe (DE)
w odniesieniu do warunkéw wilgotnosciowych na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Rzeka Bug

Odczyn wody. Analizujac odczyn wody w oparciu o klasyfikacje ekologiczna okrzemek
zaznacza si¢ wysoki udzial gatunkéw alkalifilnych 1 alkalibiontycznych w poszczegdlnych
probach, co wskazuje na zasadowy odczyn wody (Ryc. 56).
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Ryc. 56. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA)
oraz Cupel (CU) w odniesieniu do odczynu wody na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Saprobia. Wody w rzece Bug na stanowiskach badawczych obcigzone sa materig organiczng.
Gloéwnag grupe stanowig okrzemki, ktére wskazuja na warunki o-mezo-polisaprobowe i a-
mezosaprobowe, gldwnie w cieptych okresach roku. Z badanych stanowisk wyréznia si¢ Cupel
(CU) w ujsciowym odcinku Bugu do Narwi, na ktorym odnotowano okresowo wyzszy udziat

gatunkow nalezacych do oligosaprobow i f-mesosaproboéw (Ryc. 57).

unknow ®oligosaprobe M f-mesosaprobe ™ o-mesosaprobe — a-meso->polysaprobe M polysaprobe

%

Ryc. 57. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA)
oraz Cupel (CU) w odniesieniu do saprobii na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).
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Zapotrzebowanie na tlen. Najliczniejsza grupe okrzemek w rzece Bug stanowig gatunki
preferujace $rednie natlenienia wody. Zwraca uwage sezonowa zmiana zwigzana ze wzrostem
udzialu gatunkoéw o niskich i1 bardzo niskich wymaganiach wobec natlenienia wody — w maju
i sierpniu 2019 roku na stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY) i Barcice (BA),
a takze w probach zimowych 2020 roku. Na stanowisku Cupel (CU) wystepowaty okrzemki w

wyzszych wymaganiach wobec natlenienia niz w trzech pierwszych stanowiskach (Ryc. 58).
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Ryc. 58. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA)
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oraz Cupel (CU) w odniesieniu do zapotrzebowania na tlen na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in.
(1994).

Warunki troficzne. Na podstawie klasyfikacji ekologicznej okrzemek w odniesieniu do trofii
okrzemki na stanowiskach badawczych na rzece Bug wskazuja na eutroficzny, a w cieptych
okresach roku hipertroficzny charakter wod. Na wyzszy poziom trofii okrzemki wskazujg na
pierwszych trzech stanowiskach, natomiast na stanowisku Cupel (CU) odnotowano oprocz

dominujacej grupy gatunkow wskazujacych na eutrofii, rowniez okresowo gatunki meso-

eutroficzne (Ryc. 59).
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Ryc. 59. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA)
oraz Cupel (CU) w odniesieniu do trofii na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).

Zasolenie. Klasyfikacja ekologiczna okrzemek w odniesieniu do zasolenia wykazata
najwyzszy udziat gatunkow oligohalobowych oraz w mniejszym stopniu udzial gatunkow
halofilnych. Zaznacza si¢ wyzszy udziat gatunkow halofilnych w lipcu 2018 roku i od sierpnia
2019 roku, gtéwnie na trzech stanowiskach — Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY) 1 Barcice
(BA) (Ryc. 60).
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Ryc. 60. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA)
oraz Cupel (CU) w odniesieniu do zasolenia na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam i in. (1994).

Warunki wilgotno$ciowe. W rzece Bug, wigkszos¢ zidentyfikowanych okrzemek stanowia
gatunki typowo wodne i1 okresowo wodne. Odnotowano tez w zbiorowiskach udziat okrzemek
wodno-aerofilnych. Wysoki udziatu gatunkéw okresowo wodnych odnotowano w probach

wiosennych i letnich obu sezondéw badawczych (Ryc. 61).
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Ryc. 61. Udziat procentowy grup okrzemek w stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA)

oraz Cupel (CU) w odniesieniu do warunkow wilgotnosciowych na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam
iin. (1994).

Charakterystyka stanu ekologicznego badanych rzek na podstawie indeks

w
okrzemkowych

Oceng stanu ekologicznego wykonano na podstawie wybranych indeksow okrzemkowych IPS
(Specific Pollution Sensitivity Index), GDI (Ceneric Diatom Index) i TDI (Trophic Diatom
Index).
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Rzeka Narew

;‘;&i";ENIN 07 1PS GDI ™I %PT :ﬁgf": L) 1PS GDI ™I %PT E;g:h(\m:) 1PS GDI ™I %PT
ENNARDZAPSPL 13.8 12,7 70.44 7.7 ENNARLAAPSPL 14,9 13 62,2 3.6 ENNARDEAPSPL 144 12,5 5.6
ENNARDZAPSEP 164 16,1 73,15 5.7 ENNARLAAPSEP 132 14 73.41 6.3 ENNARDEAPSEP 13.9 11,5 0.8
ENNARDZAPSBE 13.6 13,1 10.1 ENNARLAAPSBE 12.8 12,8 72.93 43 ENNARDEAPSBE 138 12,5 2.7
ENNARDZMYSPL 11,6 124 9.7 ENNARLAMYSPL 11,3 12,2 2 ENNARDEMYSPL 144 12,1 2.2
ENNARDZMYSEP 11,5 12.8 L6 ENNARLAMYSEP 10 11,1 11,3 ENNARDEMYSEP 13.6 12,8 0.8
ENNARDZMYSBE 11,9 12,6 0.8 ENNARLAMYSBE 13 12,1 12 ENNARDEMYSBE 15,1 133 42
ENNARDZJYSPL 9.8 113 8.7 ENNARLAJYSPL 12,1 11.9 4,5 ENNARDEJYSPL 10.9 11,2 34
ENNARDZJYSEP 12,7 11.8 3.7 ENNARLAJYSEP 11.6 113 15,7 ENNARDEJYSEP 11.4 9.5 14,9
ENNARDZJYSBE 9.5 11.7 3.9 ENNARLAJYSBE 1.7 1.8 2.5 hNNAR[)I-ZJYEﬂ 114 9.2
ENNARDZSESPL 13.1 132 2.7 ENNARLASESPL 9.6 11,3 144 ENNARDESESPL 11,2 10.9 14,1
ENNARDZSESEP 10.8 1.3 1 ENNARLASESEP 8.5 11,8 16,1 ENNARDESESEP 12,1 114 144
ENNARDZSESBE 9.6 11.8 4.7 ENNARLASESBE 9.8 113 54 ENNARDESESBE 10.8 11,6 8.5
ENNARDZNOSPL 10.7 11.3 18.6 ENNARLANOSPL 10.9 12 14,1 ENNARDENOSPL 12.6

ENNARDZNOSEP 12,8 11,9 9.5 ENNARLANOSEP 12,1 12,3 10,7 ENNARDENOSEP 10.8

[ENNARDZNOSBE 11,2 10,9 9 ENNARLANOSBE 10,5 119 3.1 ENNARDENOSBE 12,5 10.5 32,6
ENNARDZMA9PL 11,5 12 6,4 ENNARLAMAOPL 11,2 12,2 6.8 ENNARDEMA9PL 10,3

ENNARDZMA9EP 9.1 8.3 46,9 ENNARLAMAYEP 12 11 14,4 ENNARDEMAYEP 133 11,2 153
ENNARDZMA9BE 11,1 9.6 17,5 ENNARLAMA9BE 10,4 11,8 53 ENNARDEMA9BE

ENNARDZMYI9PL 12,4 13 ENNARLAMY9PL 8.4 10,5 0,6 ENNARDEMY9PL 0.9
ENNARDZMY9EP 14 13.4 3.4 ENNARLAMY9EP .7 11,7 2.9 ENNARDEMY9EP

ENNARDZMY9BE 13 12,4 38 ENNARLAMY9BE 10.4 109 1,4 ENNARDEMY9BE

ENNARDZAU9PL 9.9 11,9 7.3 ENNARLAAU9PL 11 12,2 4.4 ENNARDEAU9PL 10.5

ENNARDZAU9EP 10,6 11,3 4,6 ENNARLAAU9EP 10,6 11,7 6 ENNARDEAU9EP 11,3

ENNARDZAU9BE 9.8 11,7 0.8 ENNARLAAU9BE 10,5 114 59 ENNARDEAUYBE 1.3

ENNARDZOCIPL 12,1 11,8 8.6 ENNARLAOCI9PL 11,9 11,5 8.4 ENNARDEOCYPL 12,8

ENNARDZOCIEP 12,9 10,3 11,1 ENNARLAOCYEP 11,7 10.3 12,9 ENNARDEOCY9EP 13.1

ENNARDZOCIBE 9.6 10,6 5.9 ENNARLAOCYIBE 9.7 11,3 3.8 ENNARDEOCIBE 10.5

[ENNARDZFE2PL 13,5 12,3 ENNARLAFE2PL 9.9 11,7 10.4 ENNARDEFE2PL 9.6 10.8 71.21 S
ENNARDZFE2EP 14,2 12,2 23 ENNARLAFE2EP 13.6 11,1 19,6 ENNARDEFE2EP 153 12 73.3 4.4
ENNARDZFE2BE 11,1 10,3 70,67 10.6 ENNARLAFE2BE 113 12 9.9 ENNARDEFE2BE 14.3 12,2 70.19 10,9

Ryc. 62. Stan ekologiczny rzeki Narew na stanowiskach Dzierzenin (DZ), Lacha (LA) oraz Debe (DE) na
podstawie indekséw okrzemkowych IPS, GDI i TDI.

Analiza wartos$ci wskaznikowych okrzemek z prob zebranych ze stanowiska DZ na
podstawie indeksu IPS wykazata, ze wody rzeki w wiekszosci odpowiadajg klasie od Il do IV,
najczesciej odnotowano klasg IV. Biorac pod uwage indeks GDI sg to wody o klasie jako$ci od
IT do IV, w tym najczg$ciej odnotowano klas¢ III. Ze wzgledu na indeks TDI sg to wody
odpowiadajace klasie od IV do V, najczesciej odnotowano klase V (Ryc. 62). Na kolejnym
stanowisku LA, wraz z biegiem rzeki, okreslono stan ekologiczny na podstawie indeksu IPS
jako odpowiadajacy klasie od Il do IV, najczgséciej odnotowano klase IV. Ze wzgledu na indeks
GDI sa to wody o klasie jakosci od II do IV, najczesciej odnotowano klase III. Indeks TDI
okreslit wody rzeki jako odpowiadajace klasie od IV do V, najczesciej odnotowano klase V
(Ryc. 62). Analiza okrzemek z prob zebranych ze stanowiska DE, znajdujacego si¢ przy tamie
Zalewu Zegrzynskiego, z uwagi na indeks IPS wykazata, Zze wody rzeki w wigkszoS$ci
odpowiadaja klasie od II do V, najczesciej odnotowano klase III i IV. Indeks GDI pozwala
zaklasyfikowa¢ wody od II do V klasy, najczesciej odnotowano klase III. Biorgc pod uwage
indeks TDI sg to wody odpowiadajace klasie od IV do V, najcz¢sciej notowano klase V (Ryc.
62).
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Rzeka Bug

Analiza stanu ekologicznego na podstawie IPS z prob zebranych ze stanowiska KA
wykazata, ze wody rzeki na tym odcinku w wiekszosci odpowiadajg klasie od II do V, jednak
najczesciej zostaly sklasyfikowane jako IV oraz V klasa. Ze wzgledu na indeks GDI sg to wody
o klasie jakosci od II do IV, najczesciej zaklasyfikowano je do klasy III. Ze wzgledu na indeks
troficzny sa to wody w wigkszo$ci odpowiadajace klasie V (28 prob) (Ryc. 63). Na stanowisku
WY z uwagi na indeks IPS okreslono, ze wody rzeki w wiekszosci odpowiadajg klasie od III
do V, najczesciej odnotowano klasg V. Ze wzgledu na indeks GDI sg to wody o klasie jakosci
od II do V, przy czym najczesciej odnotowano klase IV. Ze wzgledu na indeks TDI we
wszystkich probach sa to wody odpowiadajace klasie V (Ryc. 63). Kolejne stanowisko zgodnie
z biegiem rzeki (BA) na podstawie indeksu IPS charakteryzuje si¢ w wiekszosci klasie od 11
do V, najcze¢sciej odnotowano klase IV. Ze wzgledu na indeks GDI sa to wody o klasie jakos$ci
od IT do IV, najcze¢sciej odnotowano réwniez klase I'V. Natomiast ze wzgledu na indeks TDI sg
to wody w wiekszosci odpowiadajace klasie od IV do V, najczesciej odnotowano klasg V,
jedynie 3 proby mieszczg si¢ w klasie IV (ryc. 63). Na podstawie analiz zbiorowisk okrzemek
z prob zebranych ze stanowiska CU biorac pod uwage indeks IPS wody rzeki w wigkszosci
odpowiadajg klasie od II do V, najczgsciej odnotowano klase¢ IV 1 V. Ze wzgledu na indeks
GDI s3 to wody o klasie jakosci od III do V, najczesciej odnotowano klase I11. Ze wzgledu na
indeks TDI sa to wody o klasie jakosci od III do V, najcze$ciej odnotowano klase V (23 préby),
charakteryzujace si¢ stanem hipertrofii (Ryc. 63).
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PROBA 5

KAMIEKCZYK (KA) IPS GDI %PT s‘lf‘g‘;ﬁ oW WY) 1PS GDI %PT
ENBUGKAAPSPL 3.8 12,4 1.8 ENBUGWYAPSPL 12,8 14,1 18,2
ENBUGKAAPSEP 8,5 12,2 ENBUGW YAPSEP 12,6 13 21,8
ENBUGKAAPSBE 9.1 12,7 1,6 ENBUGWYAPSBE 8,6 11,6 7
ENBUGKAMYSPL 12,4 14,3 12,1 ENBUGWYMYS8PL 6,8 9,3 8,1
ENBUGKAMYSEP 10,6 6.3 ENBUGWYMYSEP 7.8 10,7 438
ENBUGKAMYSBE 10,8 38 ENBUGWYMYSBE 72 8,1 13,3
ENBUGKAJYSPL 8,3 11,2 8,8 ENBUGWYJYSPL 72 8,9 18,8
ENBUGKAJYSEP 13,4 12,4 28,2 ENBUGWYJYSEP 72 8,6 25,6
ENBUGKAJYSBE 10,3 12,5 12,6 ENBUGWYJYSBE 7,8 10,1 12,7
ENBUGKASESPL 9.4 13,3 ENBUGWYSESPL 8.3 11,4 5.4
ENBUGKASESEP 9.4 13 2,4 ENBUGWYSESEP 9 12,9 53
ENBUGKASESBE 9.3 13,4 ENBUGWYSESBE 8.3 11,8 8.9
ENBUGKANOSPL 8,6 9,7 19,1 ENBUGWYNOSPL 8,6 11 12,2
ENBUGKANOSEP 9,1 9.4 18,1 ENBUGWYNOSEP 26,5
ENBUGKANOSBE 9 9.8 17,8 ENBUGWYNOSBE 18
ENBUGKAMAYPL 9,4 11 4,6 ENBUGWYMA9PL 3,7
ENBUGKAMA9EP 13,8 12,4 15,1 ENBUGWYMA9EP 20,4
ENBUGKAMAYBE 8,9 10,6 11,6 ENBUGWYMAYBE 15
ENBUGKAMY9PL 10,1 0,6 ENBUGWYMY9PL 0,6
ENBUGKAMY9EP 10,3 9,1 ENBUGWYMY9EP 3,6
ENBUGKAMY9BE 9.8 ENBUGWYMY9BE

ENBUGKAAUYPL 9,7 11,7 22 ENBUGWYAU9PL 1,3
ENBUGKAAU9EP 8,7 11,7 5,7 ENBUGWYAU9EP 21,3
ENBUGKAAU9BE 12 4 ENBUGWYAU9BE 10,9
ENBUGKAOCYPL 10 2,5 ENBUGWYOC9PL 1.6
ENBUGKAOCYEP 10,6 2.8 ENBUGWYOCYEP 12,3
ENBUGKAOC9BE 9 15,1 ENBUGWYOC9BE 6.2
ENBUGKAFE2PL 12,1 13,1 ENBUGWYFE2PL

ENBUGKAFE2EP 10,1 8,6 ENBUGWYFE2EP

ENBUGKAFE2BE 10,6 7.2 ENBUGWYFE2BE 1,7
;ﬁgg\cn (BA) 1PS GDI DI %PT gﬁgg{j v 1PS GDI TDI %PT
ENBUGBAAPSPL 13,9 12,5 8,1 ENBUGCUAPSPL 12 13,4 8,9
ENBUGBAAPSEP 14,2 14,5 70,25 17,1 ENBUGCUAPSEP 13,5 12,8 6,4
ENBUGBAAPSBE 14,5 14,3 73,14 18 ENBUGCUAPSBE 15.8 12,8 1.7
ENBUGBAMYSPL 85 114 0.6 ENBUGCUMYSPL 0.1 123
ENBUGBAMYSEP 9.6 92 24,3 ENBUGCUMYSEP 9.1 1,2 5.8
ENBUGBAMYSBE 8.4 11,2 48 ENBUGCUMYSBE 10,1 11,1 12,5
ENBUGBAJYSPL 8,3 11,1 8,7 ENBUGCUJYSPL 11,7 12,5 7,9
ENBUGBAJYSEP 10.6 10,9 ENBUGCUJYS8EP 12 12,6 69,63
ENBUGBAJYSBE 8,1 10,7 12,5 ENBUGCUJYSBE 11,6 11,8 52,28
ENBUGBASESPL 10,2 14,1 0,9 ENBUGCUSESPL 122 123 _ 0.9
ENBUGBASESEP 8,6 12,6 6,6 ENBUGCUSESEP 9.6 10,3 73.8 19.3
ENBUGBASESBE 9,1 12,7 3,7 ENBUGCUSESBE 12,1 12,2

ENBUGBANOSPL 9,1 11,1 9,7 ENBUGCUNOSPL 13,2 11,8 29
ENBUGBANOSEP 1.4 11,3 ENBUGCUNOSEP 12,4 104 13
ENBUGBANOSBE 1; 9,9 ENBUGCUNOSBE 10,9 9,7 18,8
ENBUGBAMAYPL 82 9,6 21,7 ENBUGCUMA9IPL

ENBUGBAMA9EP 10,7 10,2 30,3 ENBUGCUMA9EP

ENBUGBAMA9BE 13,4 32 ENBUGCUMA9BE

ENBUGBAMY9PL 10,5 5.8 ENBUGCUMY9PL

ENBUGBAMY9EP 12,6 13,2 24,4 ENBUGCUMY9EP

ENBUGBAMY9BE 10,6 4,7 ENBUGCUMY9BE

ENBUGBAAU9PL 10,2 1,7 ENBUGCUAU9PL

ENBUGBAAUYEP 10,4 ENBUGCUAU9EP

ENBUGBAAU9BE 10,1 ENBUGCUAUIBE

ENBUGBAOC9PL 8.1 107 10.8 ENBUGCUOCOPL

ENBUGBAOCYEP 38 11,7 6,9 ENBUGCUOCOEP

ENBUGBAOCYBE 10,8 7,6 ENBUGCUOCIBE

ENBUGBAFE2PL 10,2 1,8 ENBUGCUFE2PL

ENBUGBAFE2EP 8,9 9.5 ENBUGCUFE2EP 11 11.7 3
ENBUGBAFE2BE 10,6 34 ENBUGCUFE2BE 10,5 116 3

Ryc. 63. Stan ekologiczny rzeki Bug na stanowiskach Kamienczyk (KA), Wyszkow (WY), Barcice (BA) oraz
Cupel (CU) na podstawie indekséw okrzemkowych IPS, GDI i TDI.
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Dyskusja

Roznorodnos¢ gatunkowa okrzemek w rzekach na polskim nizu na przykladzie Narwi
i Bugu. Z wytypowanych siedmiu stanowisk na rzekach na polskim nizu, Narew i Bug, na
podstawie analizy 210 prob zar6wno bentosowych, epifitonowych jak i potamoplanktonowych
facznie zidentyfikowano 293 taksony okrzemek nalezace do 63 rodzajow. W probach z Narwi
facznie zidentyfikowano 223 taksony okrzemek, a w przypadku rzeki Bug zidentyfikowano ich
218. Réznorodnos¢ gatunkowa pod wzgledem liczby zidentyfikowanych taksonow okrzemek
obu rzek jest odmienna w stosunku do innych rzek na polskim nizu. W badaniach okrzemek
z prob bentosowych z rzeki Pilicy ogoétem zidentyfikowano 378 gatunkow (Szulc 2013),
znacznie wigcej niz badanych rzekach. Podobne badania prowadzono w przypadku rzeki Bzura,
gdzie ogdtem zidentyfikowano 290 taksonow (Rakowska, Szczepocka 2011). Z kolei badania
pod katem oceny jakos$ci wody z wykorzystaniem okrzemek, prowadzone na probach
pobranych z rzeki Linda, wykazaly od 134 do 236 taksonow okrzemek na roznych
stanowiskach (Szczepocka i in. 2014). Natomiast z probek epifitonowych i bentosowych
pobranych w odcinku ujsciowym Wisty do Battyku zidentyfikowano 187 gatunkéw okrzemek
(Majewska 1 in. 2012). Kolejna rzeka na polskim nizu, ktéra byla badana w aspekcie
wykorzystania okrzemek do oceny jakosci wod byla rzeka Ner, gdzie w 18 probach
bentosowych zidentyfikowano tacznie jedynie 87 gatunkow okrzemek (Szczepocka i in. 2016).
Rzeka Bug jest mniej zréznicowana pod wzgledem ilosci gatunkéw niz rzeka Narew.
Przyczyna moze by¢ fakt, ze jest on poddany wigkszym wptywom dzialalno$ci cztowieka niz
Narew, ktora zachowata w wigkszo$ci naturalny swoj charakter. Obie rzeki majg swe zrodia
poza granicami Polski, a rejony, przez ktore przeptywaja znaczaco si¢ rdéznig. Narew poza
granicami kraju przeptywa gtownie przez treny zalesione, a na terenie Polski w gérnym swym
biegu przeptywa przez Nadnarwianski Park Krajobrazowy, a w dolnym odcinku, Dolina Dolnej
Narwi, rzeka przeptywa przez piaszczyste tereny porosnigte borami sosnowymi, w ktdrych
znajduja si¢ rezerwaty przyrody (Kondracki 1998). Wplyw terendw miejskich takich jak:
Ostrofeka, Puttusk, Serock jest zdecydowanie wigkszy w dojnym odcinku Narwi. Rzeka Bug
jest rzeka transgraniczng, stanowiac cze$¢ wschodniej granicy Polski z Ukraing oraz Biatorusia.
W granicach Polski przeptywa ona gtownie przez tereny rolnicze z malym udziatem lasow.
W gornym odcinku, w potudniowo-wschodniej Polsce, rzeka przeptywa przez tereny
chronione, parki krajobrazowe i rezerwaty przyrody, ale jest tu takze widoczny znaczacy wptyw
trenow rolniczych. W dolnym odcinku rzeka Bug przeptywa przez tereny takowe i piaszczyste,

przewaznie zalesione, znajduja si¢ tu takze rezerwaty przyrody. Pomimo trendw objetych
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ochrong, w obrebie dolnego biegu rzeki wzrasta udziat terenow rolniczych oraz o$rodkéw

miejskich (Kondracki 1998).

Ro6znorodnosé¢ gatunkowa okrzemek na stanowiskach. Gatunkami charakterystycznymi dla
obu badanych rzek ze wzgledu na czgstos¢ wystepowania i liczebnos¢ w probach jest
Cyclostephanos dubius — gatunek dominujacy oraz absolutnie staly lub staly w zaleznosci od
stanowiska badawczego. Chociaz odnotowano gatunki, ktore wystgpity w obu rzekach, to
zarysowata si¢ wyrazna rdznica czestosci ich wystepowania. Na przyktad gatunkami absolutnie
statymi w rzece Bug byly: Nitzschia intermedia, N. capitellata oraz Fallacia pygmaea,
a w rzece Narew wystapity one jako przypadkowe. Natomiast gatunkami charakterystycznymi
dla rzeki Narew byty: Diadesmis confervacea, Achnanthidium eutrophilum, Rhoicosphenia
abbreviata oraz Encyonema leibleinii. W rzece Bug odnotowano na wszystkich stanowiskach
jako gatunki dominujace i absolutnie stale Cyclotella meneghiniana oraz Stephanodiscus
hantzschii. Gatunki te wystepuja w wielu zbiornikach wodnych, w tym rzekach na obszarze
Polski, nie tylko na nizu (Szulc 2013; Szczepocka i in. 2014; Szczepocka i in. 2016), ale
réwniez byly notowane w rzekach na pogérzu 1 w gorach (Wojtal, Kwadrans 2006; Wojtal
2009). Gatunki te zaliczane sg do kosmopolitycznych (Zalat 1 in. 2022). Pomimo wspdlnych
gatunkéw dominujacych dla obu rzek oraz dla stanowisk na rzece Narew i Bug badane
stanowiska roznity si¢ pod katem struktury zbiorowisk okrzemek zaréwno w aspekcie
jakosciowym jak 1 ilo§ciowym. Analiza SIMPER wykazata wysokie $rednie niepodobienstwo,
szczegoOlnie pomigdzy stanowiskami Dzierzenin 1 Lacha a Debe na rzece Narew. Wartosci
sredniego niepodobienstwa na podstawie analizy SIMPER pomigdzy zbiorowiskami okrzemek
ze stanowisk rzeki Narew w odniesieniu do stanowisk rzeki Bug sg jeszcze wyzsze. Réznice
pomiedzy stanowiskami wynikaja miedzy innymi z liczebno$ci wymienionych wczesniej
gatunkow dominujacych. Na przyktad udziat procentowy w probach Stephanodiscus hantzschii
na stanowiskach Dg¢be byl najwyzszy, nizszy w probach ze stanowiska Lacha, a najnizszy na
stanowisku Dzierzenin. W przypadku stanowisk na rzece Bug byl wysoki dla prob z trzech
stanowisk: Kamienczyk, Wyszkow 1 Barcice, natomiast zdecydowanie nizszy w probach ze
stanowiska Cupel. Ponadto na rzece Narew zbiorowiska zdecydowanie réznity si¢ w liczbg
zidentyfikowanych taksonow okrzemek w wiekszym stopniu niz w rzece Bug. Najmniej
gatunkoéw zidentyfikowano w Debe, co moze wynikaé z tego, ze jest to miejsce przeksztatcone
przez czlowieka — betonowa opaska wzdluz brzegu przy tamie Zalewu Zegrzynskiego.
Zrbdznicowanie w liczbie odnotowanych taksondw pomigdzy stanowiskami mogto tez wynikac

z oddziatywania antropogenicznego (Szczepocka i1 in. 2016, Macklin, Lewin 2019) takiego jak:
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lokalizacja w poblizu mostéw drogowych (Wyszkow i Lacha), lokalizacja przy zaporze (Dgbe),
lokalizacja w poblizu sztucznie uksztaltowanego zbiornika, jakim jest Zalew Zegrzynski (Cupel
1 Lacha), lokalizacja przy uformowanej przez cztowieka plazy (Wyszkéw). Zréznicowanie to
moglo takze wynika¢ z otoczenia brzegow terenami wiejskimi (Dzierzenin, Barcice
1 Kamienczyk), ktore w zalezno$ci od intensywnos$ci praktyk rolniczych moga wplywac na
strukture zbiorowisk okrzemek (Walsh, Wepener 2009). Rodzaj podtoza, ktore zasiedlaja
okrzemki, takze ma wpltyw na zréznicowanie struktury ich zbiorowisk. W pismiennictwie
wykazano, ze bogactwo gatunkowe zbiorowisk okrzemek jest wigksze na podtozu twardym niz
na nieutwardzonym, gdyz podtoze muliste jest bardziej wrazliwe na przepltyw wody niz podtoze
kamieniste, a tym samym moze naruszac¢ stabilno$¢ mikrosiedliska (Baker i in. 2022).

Kolejna réznica pomiedzy stanowiskami na badanych rzekach zarysowuje sie,
analizujac czesto$¢ wystepowania niektorych gatunkéw. Dla stanowiska Debe gatunkami
statymi byly: Achnanthidium exiguum, Cymbella hustedtii, C. lanceolata, C neocistula, C.
neoleptoceros, Encyonema caespitosum oraz Diatoma vulgaris, natomiast nie odnotowano ich
w probach ze stanowiska tacha i1 stanowiska Dzierzenin lub stwierdzono ich pojedyncze
okrywy. W przypadku stanowiska Dzierzenin gatunkami absolutnie statymi oraz statymi byly:
Amphora inariensis, Epithemia adnata, Gomphonema pumilum, G. subclavatum, Lindavia
balatonis, Mayamaea petersenii, Meridion circulare, Navicula radiosa, N. upsalienensis,
Nitzschia linearis, Planothidium dubium, Platessa conspicua, Sellaphora bacillum, S. pupula
oraz Staurosira construens. Z kolei w probach ze stanowiska tacha i stanowiska Degbe
gatunkéw tych nie odnotowano lub pojawialy si¢ rowniez ich pojedyncze okrywy.
W przypadku stanowiska Lacha takze odnotowano gatunki state, a ktorych nie stwierdzono
w probach ze stanowisk Debe 1 Dzierzenin lub odnotowano pojedyncze ich okrywy. Byly nimi:
Cymbella proxima, Geissleria decussis, Diadesmis confervacea, Gomphonema brébissonii,
G. gracile oraz Nitzschia recta. Pomiedzy stanowiskami na rzece Bug takze odnotowano takie
zréznicowanie. W przypadku stanowiska Wyszkow gatunkami statymi byty: Melosira varians,
Nitzschia adamata, Navicula viridula, Surirella brébissonii var. kuetzingii, jednak na
pozostatych stanowiskach ich nie odnotowano lub ich udziat procentowy w probie byl ponizej
0,2%. Dla stanowiska Kamienczyk takim gatunkiem statym byla Navicula cari. Natomiast dla
stanowiska Barcice gatunkami stalymi, ktore nie zostaly zidentyfikowane w probach z
pozostatych stanowisk lub ich udziat procentowy w probie byt ponizej 0,2% byty: Cocconeis
lineata, Gomphonema angustatum, Mayamaea petersenii, Navicula libonensis 1 Nitzschia
gracilis. Najwigkszg liczba gatunkow statych i absolutnie statych, ktore wyr6zniaty stanowisko,

charakteryzowal si¢ Cupel. Gatunkami wyrdzniajacymi to stanowisko byly: Achnanthidium
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eutrophilum, Aneumastus stroesei, Cymbella compacta, Cymbopleura lata, Diatoma vulgaris,
Geissleria acceptata, Fragilaria radians, Gomphonema subclavatum, G. pala, Neidium
dubium, Paraplaconeis minor, P. placentula, Parlibellus protracta, Placoneis clementiodes,
P. pseudanglica, Planothidium dubium, P. minutissimum, Platessa conspicua, Rhoicosphenia

abbreviata, Sellaphora bacillum, Staurosira construens oraz S. binodis.

Zrézinicowanie mikrosiedlisk a struktura zbiorowisk okrzemek. Na wytypowanych
stanowiskach pobierano probki z dostepnych mikrosiedlisk: z toni wodnej — potamoplanktonu,
z epifitonu oraz bentosowe z réznych podtozy. Proby bentosowe obejmowaty: mul, ktory
w rzece Narwi pobierano ze stanowiska Lacha oraz Dzierzenin, a w rzece Bug ze stanowisk:
Kamienczyk, Wyszkow oraz Barcice. Na stanowisku Cupel (Bug) proby bentosowe pobierano
z piasku, a w stanowisku Debe (Narew) proby bentosowe pobierano z opaski betonowej zapory.
Okrzemki majg mozliwosci przystosowania si¢ do warunkow siedliskowych przez tworzenie
kolonii, mocowanie do podtoza za pomocg stylikow lub przy pomocy $luzu. Na przyktad
gatunki stale dla stanowiska Debe, takie jak: Achnanthidium exiguum, Cymbella hustedti,
C. lanceolata, C. neocistula 1 C. neoleptoceros zaliczane sa do grupy (gildii) o niskim profilu.
Charakteryzujg si¢ one matymi rozmiarami, a takze zdolnoscig przylegania do podioza calg
powierzchnig okrywy, jak na przyktad okrzemki z rodzaju Achnanthes. Zaliczane do tej grupy
sg takze te, ktore maja zdolno$¢ przytwierdzania si¢ wierzchotkiem réwnolegle lub prostopadle
do podtoza, jak w przypadku gatunkoéw z rodzaju Cymbella. Przytwierdzenie do podtoza przy
pomocy warstwy Sluzu lub stylikow uniemozliwia przemieszczanie si¢, ale daje okrzemkom
lepsze mozliwosci przetrwania w biofilmie w warstwie granicznej. Dzieki temu sg one odporne
na zaklocenia fizyczne (Passy 2007), jakimi sa okresowe ruchy wody, wynikajace
z oddzialywania warunkéw atmosferycznych. Stanowisko Cupel jest miejscem, w ktérym
rzeka Bug konczy swoj bieg taczac si¢ z Narwig i tworzy Zalew Zegrzynski Miejsce poboru
préb bylo poddane dzialaniu wiatrow zachodnich, powodujacych w strefie brzegowe;j
intensywne falowanie wody. Ponadto miejsce to charakteryzowata okresowa stagnacja wody,

poniewaz znajduje si¢ ono poza gtéwnym nurtem obu rzek (Ryc. 64).
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Ryc. 64. Miejsce poboru prob na stanowisku Cupel (zotty punkt). Nurt rzek oznaczono strzatkami, natomiast
niebieski obrys wskazuje na obszar okresowo stagnujacej wody.

Posrod gatunkow statych dla tego stanowiska na uwage zastuguja Achnanthidium eutrophilum
i Cymbella compacta, ktore zaliczane sa do gildii o niskim profilu i ktore wyksztatcity cechy
przystosowawcze do utrzymania si¢ w biofilmie. Ponadto gatunkami statymi byty tu takze:
Diatoma vulgaris, Fragilaria radians, Gomphonema subclavatum oraz G. pala zaliczane do
grupy (gildii) o wysokim profilu (Passy 2007). Okrzemki te maja zdolnos¢ do tworzenia
rozgalezionych lub todygowatych kolonii, ktére pomimo tego, Zze sa bardziej podatne na
wymywanie, wykraczaja poza warstwe graniczng biofilmu, dzigki czemu moga eksploatowaé
zasoby niedostgpne dla nisko profilowej gildii (Passy 2007).

Analizujac mikrosiedliska pod katem struktury zbiorowisk okrzemek na stanowiskach
rzeki Narew zaobserwowano, ze w przypadku niektérych gatunkéw okrzemek udziat
procentowy jest rozny dla poszczegdlnych mikrosiedlisk. Cocconeis placentula na
stanowiskach Dzierzenin i Debe wystepowat z wiekszym udziatem procentowym w probach
epifitonowych, przy czym byly tez proby z jego wiekszym udziatem w potamoplanktonie, za$
w probach ze stanowiska tacha dla wielu prob wiekszy jego udziat procentowy byt
w potamoplanktonie, przy czym wystapit nielicznie tez w epifitonie. Zgodnie z danymi
literaturowymi Cocconeis placentula wystgpuje tworzac epifiton (Lange Bertalot i in. 2017),
aw przypadku rzek obecno$¢ okryw w probach potamoplanktonowych moze wynikaé z
ruchow wody, ktore z kolei moga spowodowac¢ oderwanie si¢ okryw od makrofitow
wystepujacych w strefie brzegowej. Innym przyktadem jest Amphora pediculus, ktora w

réznych terminach poboru prob na stanowisku Dzierzenin wystepowata z wysokim udzialem
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albo w prébach epifitonu, albo w probach bentosowych lub planktonowych. Natomiast na
stanowisku Lacha dla wigkszo$ci prob wiekszy jej udziat procentowy byl w potamoplanktonie,
przy czym byty tez w proby z jej wiekszym udzialem w epifitonie. W przypadku stanowiska
Debe najwigkszy jej udzial procentowy byt w probach peryfitonowych, ale wysoki udziat
odnotowano rowniez w potamoplanktonie. Okrzemki z rodzaju Amphora ze wzglgdu na swoja
budowg reprezentuja typ, ktdry zaliczany jest do gildii o niskim profilu, przytwierdzajac si¢ do
podioza (Nicolosi Gelis i in. 2020). Wiekszy ich udziat procentowy w probach epifitonu oraz
ich obecno$¢ w potamoplanktonie mozna ttumaczy¢ przeptywem wody i1 falowaniem w strefie
brzegowej. Kolejnym przykladem w kontekscie poréwnania mikrosiedlisk pod katem
zrdéznicowania zbiorowisk okrzemek moga by¢ Aulacoseira ambigua 1 A. granulata, ktére
stanowiskach Dg¢be 1 Dzierzenin w wigkszo$ci prob pojawity sie z wigkszym udziatem
procentowym w probach bentosowych, przy czym ich wyzszy udziat procentowy odnotowano
tez dla prob potamoplanktonowych. Natomiast w przypadku stanowiska facha Aulacoseira
ambigua wystepowata z wigkszym udzialem w probach potamoplanktonowych, przy czym
byly proby bentosowe, ktore charakteryzowaly sie jej wiekszym udziatem procentowym.
Aulacoseira ambigua i A. granulata sa typowymi okrzemkami planktonowymi (Denys 1991),
a ich obecnos¢ w probach bentosowych moze wynikac¢ zarowno z ruchéw wody jak 1 opadania
okryw na dno.

Analizujac poszczegolne mikrosiedliska pod katem struktury zbiorowisk okrzemek na
wybranych stanowiskach rzeki Bug mozna wskaza¢, ze w przypadku niektorych gatunkéw
udzial procentowy jest wyzszy dla poszczegdlnych mikrosiedlisk. Przykladem moze by¢
Aulacoseira granulata, ktéra na stanowisku Kamienczyk w przypadku wigkszosci prob
wystepowata z najwigkszym udzialem procentowym w potamoplanktonie, natomiast w kilku

terminach poboru odnotowano ja licznie réwniez w epifitonie.

Warunki Srodowiskowe determinujace zréznicowanie zbiorowisk okrzemek. Na
zbiorowiska okrzemek w ekosystemach lotycznych maja wptyw czynniki hydromorfologiczne
takie jak: zachowana ciagglo$¢ rzeki, zmienno$¢ glgbokosci, zmienno$¢ szerokosci, struktura
podloza, sktad podtoza, struktura strefy nadbrzeznej oraz ilo$¢ i dynamika przeptywu wod —
rezim hydrologiczny. Rzeki na terenie Polski sg zaklasyfikowane do 6 typodw rezimoéw wodnych
(Wrzesinski 2017a). Narew 1 Bug sg zaliczane do typu 3 — rezim niwalny silnie wyksztatcony.
W cyklu rocznym rzeki te podlegaja najwigkszym zmianom odptywu: wiosng pojawiajg si¢
wysokie wezbrania roztopowe, latem i jesienig obserwuje si¢ gleboka nizowke. Odptywy dla

tego typu rzek nie przekraczaja 160 mm. Okres przeci¢tnych przeptywoOw pojawia si¢ na
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poczatku roku hydrologicznego, nast¢pnie rozpoczynaja si¢ wiosenne wysokie przeptywy
(Wrzesinski 2017b, Wrzesinski 2018). Przykladem wpltywu wezbrania roztopowego na
strukture zbiorowiska okrzemek sg proby z marca drugiego roku badawczego ze stanowiska
Barcice. W probach tych nie ujawniono ani jednej okrywy Stephanodiscus hantzschii pomimo
tego, ze jest to gatunek notowany we wszystkich pozostatych probach z tego stanowiska i jest
to gatunek absolutnie staty i dominujacy dla wszystkich badanych stanowisk na rzece Bug.
Zwiazane to jest z rozlaniem si¢ rzeki na skutek wezbrania roztopowego. Miejsce poboru prob
byto odsunigte od gtownego koryta rzeki i znajdowato si¢ na granicy terasy zalewowej. Zmiana
miejsca poboru prob miata odzwierciedlenie w zmianie struktury jakosciowej i iloSciowej
zbiorowisk okrzemek. Nalezy tez zwrdci¢ uwage na wahania poziomu wod wynikajace z typu
rezimu rzecznego, ale takze te, ktore moga by¢ skutkiem globalnego ocieplenia klimatu. Od
konca ubiegltego wieku zaobserwowano zmiany warunkéw klimatycznych, ktoére wywotuja
zmiany hydrologiczne (Brzezinska i in. 2023). Pomimo tego, ze analiza $redniorocznych
opaddw nie przejawia si¢ zmianami hydrologicznymi, jakim poddawane sg aktualnie rzeki na
polskim nizu, ostatnio obserwuje si¢, ze warunki panujace w rzekach modyfikowane sa przez
obfite, nawalne i krotkotrwate opady atmosferyczne oraz okresy dlugotrwatej suszy. Opady
atmosferyczne ksztattujace przeptyw danej rzeki powigzane z sezonowoscig charakterystyczng
dla klimatu umiarkowanego majag wplyw na strukture zbiorowisk okrzemek. Cze$¢ wod
opadowych sptywa bezposrednio do rzek rowniez z terenéw przylegltych, stanowigc odptyw
powierzchniowy, ktory w przeciwienstwie do odptywu podziemnego rzeki, jest zjawiskiem
okresowym, a nawet epizodycznym, powodujac nagly wzrost odptywu rzecznego. W fazie
maksimum opadu atmosferycznego nast¢gpuje formowanie przeptywu kulminacyjnego
(Soczynska 1997; Allan 1998; Bajkiewicz-Grabowska, Mikulski 2005). W badaniach
wykazano, ze opady wynikajace z sezonowosci wplywaja na struktur¢ zbiorowisk okrzemek
zarowno planktonowych jak i bentosowych w rzekach (Chao 1 in. 2023), w tym szczegolnie
widoczny jest ten wplyw, gdy opady sa nagte 1 intensywne (Cho 1 in. 2020; Hwang 2023).
Obecnie obserwowane zmiany klimatu, ktore przejawiajg si¢ i rzadszymi opadami $niegu
1 brakiem pokrywy $nieznej, ograniczaja zasilanie roztopowe. Odnotowano wzrost odplywu
w okresie zimowym i spadek w miesigcach wiosennych na rzekach Narew i Bug (Brzezinska
11n. 2023). Nagle naptywy wody 1 wysychanie koryt rzeki majg istotny wplyw na strukture
zbiorowisk okrzemek (B-Béres 1 in. 2019). Okrzemki wyksztalcily rozne przystosowania do
warunkow zmiennego poziomu wod (Falasco i in. 2021). Do cech przystosowawczych zaliczy¢
mozna wytwarzanie §luzu, jak na przyktad u Cymbella i Gomphonema, takze zdolno$¢

przemieszczania si¢ do obszaréw wilgotnych, jak w przypadku Navicula 1 Nitzschia (Sabater
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1in. 2017; Falasco i in. 2021). Ograniczenie przeptywu i wysychanie wptywa na zbiorowiska
okrzemek, jednak po wznowieniu przeptywu potrafia one rozwija¢ nowe, zdolne do zycia
populacje, w szybkim czasie kolonizujac ekosystem (Quevedo-Ortiz 1 in. 2024). Dzieje si¢ tak
dlatego, ze okrzemki mogg przetrwa¢ w wilgotnych ostojach, takich jak: §ciotka, liscie, a takze
drewno lub osady (Robson 2008; Falasco i in. 2020). Jednym z przystosowan dajacym
okrzemkom odporno$¢ na wysychanie jest wytwarzanie form przetrwalnikowych (Souffreau
1in. 2013). Pomimo tego, ze wszystkie te cechy przystosowawcze sprzyjaja odbudowie
zbiorowiska okrzemek, to wcigz sg one organizmami bardzo wrazliwymi na skutki
ograniczenia przeplywu wody i wysuszenia (Cantonati i in. 2020). Wlasnie ta wrazliwo$¢
powoduje, ze sa one idealng grupa organizmdw, na podstawie ktorej mozna zbadaé reakcje
zbiorowiska na ograniczenia przeptywu wody zwigzane z globalng zmiang klimatu (Torn’es i
in. 2022). Okresy suszy nasilaja wplyw zanieczyszczen chemicznych, co moze prowadzi¢ do
wystgpienia form teratologicznych okrzemek (Torn’es i in. 2018). Wzrost st¢zenia sktadnikow
odzywczych, zamulenie i zmniejszenie dostepnosci wody moze powodowaé zmiany w
strukturze zbiorowisk okrzemek i prowadzi¢ do wyginigcia wrazliwych gatunkéw (Novais 1 in.
2020) oraz przyczynic¢ si¢ do wzrostu udziatu w zbiorowiskach gatunkow tolerancyjnych, co w
rezultacie prowadzi do zmniejszenia réznorodnosci gatunkowe;.

Zlewnie obu badanych rzek znajduja si¢ pod wptywem klimatu umiarkowanego, ktory
charakteryzuje si¢ sezonowos$cia, wynikajagca ze zmian opadow atmosferycznych jak
1 temperatury. Wedtug danych IMGW o wartosci $redniej miesigcznej temperatur z ostatnich
dwudziestu lat na stacjach meteorologicznych w zlewni rzeki Narew 1 Bug wykazano tendencj¢
wzrostu temperatury powietrza. Wykazana tendencja wpisuje si¢ w odnotowane zmiany
temperatury z ostatnich siedemdziesieciu lat. Srednia temperatura powietrza w tym czasie
wzrosta o dwa stopienie Celsjusza. Dane te potwierdzaja, ze obszary zlewni analizowanych
rzek poddane s3 zmianom klimatycznym zwigzanym z globalnym ociepleniem. Sezonowo$¢
klimatu 1 zmienno$¢ temperatury wody od 0°C w sezonie zimowym do 27°C w sezonie letnim,
przejawiata si¢ wahaniami udzialu procentowego poszczegdlnych gatunkéw okrzemek
w probach. Dobrym przyktadem jest Cyclotella meneghiniana, ktora bedac gatunkiem statym
1 dominujacym dla wszystkich stanowisk, wykazywala si¢ zmiennym udzialem procentowym
w probach z r6znych sezonow. Na stanowisku Cupel najwyzszy jej udziat procentowy byt dla
préb z lata z pierwszego roku badawczego przekraczajac 20 % udziatu w préobie (27°C), po
czym jesienig i zimg nastgpil spadek jej udziatu procentowego ponizej 5 % (1°C 1 3°C),
a kolejny wzrost odnotowano dla préb letnich i jesiennych kolejnego roku (23°C oraz 14°C),

jednak wzrost ten nieznacznie przekroczyt 10%. W przypadku stanowiska Kamienczyk takze
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wida¢ zmienny udzial procentowy tego gatunku w préobach letnich, osiagajac 30% (26°C),
a najnizszy jej udziat procentowy na poziomie 0,2% odnotowano dla prob zebranych zima (2 C)
w drugim roku badawczym. Temperatura jest czynnikiem, ktory modyfikuje inne czynniki, jak
na przyktad zawarto$¢ rozpuszczonego tlenu w wodzie, co z kolei przektada si¢ na procesy
mineralizacji w rzece, wpltywajac zarazem na zbiorowiska okrzemek.

Gatunek dominujacy dla obu rzek, Cyclostephanos dubius, a takze te gatunki, ktére byty
dominujace dla wszystkich stanowisk na Bugu, Cyclotella meneghiniana oraz Stephanodiscus
hantzschii, sa wykazywane jako wskazniki ztej jakosci wod. Sg to gatunki tolerancyjne
iodporne na zanieczyszczenia, bedace skutkiem przeksztatcen —antropogenicznych
zachodzacych w srodowisku. Cyclotella meneghiniana podobnie jaki i Cyclostephanos dubius
to okrzemki charakterystyczne dla wod eutroficznych (Prygiel, Coste 2000; Wojtal, Kwadrans
2006). Cyclotella meneghiniana moze rozwija¢ duze populacje, jesli istnieje
prawdopodobienstwo, ze zostanie pozbawiona konkurencji (Prygiel, Coste 2000). Kolejnym
gatunkiem, ktéry moze by¢ wskaznikiem silnej eutrofizacji wod jest Stephanodiscus hantzschii
(Kolmakov iin. 2002). Wystepowanie gatunkow okrzemek: Cyclostephanos dubius, Cyclotella
meneghiniana oraz Stephanodiscus hantzschii z wysokim udziatem procentowym, szczegdlnie
w okresach letnich, wskazuja na to, ze wody obu rzek sg silnie zeutrofizowane, co wptywa na
oceng ich stanu ekologicznego. Zarowno stanowiska na rzece Narew jak 1 rzece Bug znajduja
si¢ na obszarach wiejskich: Dzierzenin, Kamienczyk i Barcice, w ktorych rolnictwo, w tym
fadunek pierwiastkow biogenicznych, zwigzanych z nawozeniem p6l uprawnych, jak 1 hodowli
bydla moze wplywaé na roéznorodnos¢ taksonomiczng okrzemek (Veraarti i in. 2008).
Gatunkiem absolutnie statym 1 statym na stanowiskach badanych rzek byta Eolimna minima
(syn. Sellaphora nigri (De Notaris) Wetzel & Ector), ktéra w wielu probach byta tez gatunkiem
dominujacym i subdominujacym: Barcice, Dzierzenin i Kamienczyk. Gatunek ten uwazany jest
za odporny na zanieczyszczenia organiczne (Moravcova i in. 2013) i moze by¢ wskaznikiem
ztej jakosci wod. Dodatkowym czynnikiem wplywajacym na strukture zbiorowisk okrzemek
moze by¢ wptyw infrastruktury drogowej (Szczepocka i1 in. 2016). Taki wptyw mozna wskazaé
w przypadku stanowisk Wyszkow i Lacha, ktore znajduja si¢ w okolicy mostow, przy czym
stanowisko Wyszkow jest zlokalizowane w miejscu sztucznie uksztatltowanej miejskiej plazy.
Stan jakosci wod ekosystemoéw lotycznych wspotczesnie coraz silniej wplywa na
zréznicowanie struktury zbiorowisk okrzemek. Wsréd okrzemek sa gatunki, ktore
charakteryzuja si¢ duza wrazliwoscig na zanieczyszczenia srodowiska wodnego, ale takze sa
takie, ktore wykazuja szeroki zakres tolerancji na rézne czynniki srodowiskowe, przez co sa

grupg organizmow o wysokim potencjale bioindykacyjnym (Bona i in. 2021). Indeks
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okrzemkowy IPS pozwala na okreslenie stanowisk w dolnym odcinku rzeki Narew (Dzierzenin,
Lacha i D¢be) jako chrakteryzujacych si¢ jakoscig wody w wigkszosci odpowiadajg klasie od
III do IV, najczesciej odnotowano klasg IV (63 proby). Ze wzgledu na indeks GDI sg to wody
o klasie jakosci od II do V, najczesciej odnotowano klasg IIT (70 prob). Ze wzgledu na indeks
TDI s to wody odpowiadajace klasie od IV do V, najczesciej notowano stan hiperftrofii (83
proby). Jak wynika z preferencji srodowiskowych okrzemek tworzacych zbiorowiska wody
rzeki Narew s3 obcigzone materig organiczng. W odniesieniu do saprobii na podstawie
klasyfikacji ekologicznej Van Dam 1 in. (1994), pomimo ze gldwng grupe stanowig tam
okrzemki, ktore wskazujg na warunki B-mezosaprobowe réwniez liczng grupe stanowig gatunki
a-mezosaprobowe i a-mezo-polisaprobowe. Na podstawie klasyfikacji ekologicznej Van Dam
1 in. (1994) warunki troficzne rzeki Narew mozna okresli¢ jako eutrofia. W probach ze
stanowisk z rzeki Narew odnotowano gatunki dominujace i absolutnie stale, ktore na podstawie
klasyfikacji zaproponowanej przez Lange-Bertalota na podstawie badan, przeprowadzonych
wrzece Ren (Krauze 1994) oraz klasyfikacji zaproponowanej przez Rakowska (2001) sa
uznawane jako tolerancyjne na zanieczyszczenia: Aulacoseira ambigua 1 Cyclostephanos
dubius oraz gatunki odporne jak Cyclotella meneghiniana. Ponadto w dwoch z badanych
stanowisk (Debe 1 Dzierzenin) gatunkiem dominujacym i absolutnie statym byt Stephanodiscus
hantzschii, ktory takze zaliczany jest do gatunkéw odpornych na zanieczyszczenia (Krauze
1994; Rakowska 2001). W probach z Narwi odnotowano tez nieliczne, ale zarazem state
1 absolutnie stale gatunki zaliczane do grupy szczegélnie wrazliwych na zanieczyszczenia:
Cymbella tumida 1 Fragilaria capucina (Krauze 1994, Rakowska 2001). W przypadku rzeki
Bug takze analizowano zbiorowiska okrzemek pod katem oceny stanu ekologicznego wody.
Z prob zebranych w dolnym odcinku rzeki Bug ze stanowisk: Kamienczyk, Wyszkow, Barcice
1 Cupel biorac pod uwage uzyskane wartosci indeksu IPS wynika, ze sg to wody w wiekszosci
odpowiadajace klasie od II do V, najczesciej odnotowano klasg IV (33 proby) i V (22 préby).
Ze wzgledu na indeks GDI sg to wody o klasie jakosci od Il do V, najczesciej odnotowano klase
IIT (42 proby) oraz klase IV (35 prob). Ze wzgledu na indeks TDI sa to wody w wigkszos$ci
odpowiadajace klasie od IV do V, najczeéciej odnotowano klase V (98 prob na 120 préb), co
wskazuje na stan hipertrofii. Jak wynika z analizy struktury zbiorowisk okrzemek wody rzeki
Bug sa obcigzone materig organiczng. Pod wzgledem saprobii na podstawie klasyfikacji
ekologicznej Van Dam 1 in. (1994) w analizowanych probach wystepuja glownie okrzemki
wskazujace na warunki -mezosaprobowe, ale rowniez licznie reprezentowane sg gatunki a-
mezosaprobowe i a-mezo-polisaprobowe. W okresach o podwyzszonej temperaturze wody

udziat gatunkéw wskazujacych na znaczne obcigzenie materig organiczng byt wyzszy niz

&5



gatunkow B-mesosaprobowych. Wyrazng odrgbnos¢ pod wzgledem warunkéw saprobowych
wykazuje stanowisko Cupel, w ktorym odnotowano okresowo wyzszy udziat gatunkow
wymagajacych wody o niskim obcigzeniu materig organiczng, nalezacych do oligosaprobow
1 B-mesosaprobow. Pod wzgledem trofii wody rzeki Bug wykazuja warunki eutrofii do
hipertrofii.

Na podstawie danych z Gtéwnego Inspektoratu Ochrony Srodowiska pod wzgledem
ekologicznym klasa czystosci wod rzeki Bug na wybranych odcinkach, od granicy panstwa do
miejscowosci, gdzie konczy swoj bieg, zwiera si¢ w przedziale od III do V, za$ stan ekologiczny
okreslany jest od stabego do zlego. W préobach ze stanowisk rzeki Bug odnotowano gatunki
dominujace i absolutnie stale, ktore s3 uznawane jako tolerancyjne na zanieczyszczenia:
Aulacoseira ambigua 1 Cyclostephanos dubius oraz gatunki odporne jak Cyclotella
meneghiniana 1 Stephanodiscus hantzschii (Rakowska 2001). Poréwnujac obie rzeki pod katem
warto$ci indeksow okrzemkowych 1 wartosci wskaznikowych okrzemek tworzacych
zbiorowiska mozna stwierdzi¢, ze wody rzeki Bug sg bardziej obcigzone zardwno materia
organiczng jak i zwigzkami i biogenicznymi. Na stan ten ma wptyw kilka czynnikéw. Pierwsza
grupe stanowig warunki fizjograficzne i hydrologiczne. Narew jest rzeka anastomozujaca,
z duza retencja, zasilana jest rzeka Biebrza, co wptywa na nig stabilizujaco. Zrodta rzeki Narew
znajduja si¢ na Biatorusi w Puszczy Biatowieskiej. Na terenie Polski w gornym odcinku
przeplywa ona przez tereny chronione (Nadnarwianski Park Krajobrazowy), w ktorym
szkodliwy wptyw zwigzany z dzialalnosciag cztowieka jest ograniczony. Wczesniejsze badania
okrzemek prowadzone w gornym jej odcinku, powyzej zbiornika Siemianowka, ze wzgledu na
stopien zanieczyszczenia organicznego (saprobia) na podstawie dwoch indeksow
okrzemkowych: GDI i IPS wykazaty, ze wody rzeki Narew naleza do II — III klasy czystosci,
natomiast indeks TDI wskazat na eutroficzny charakter wody (Gorniak 1 in. 2006). Chociaz
wplyw zwigzany z obecno$cig miast: Lomza, Ostroleka i Pultusk, zaczyna si¢ dopiero
w $rodkowym 1 dolnym biegu rzeki Narew, to zbudowanie i funkcjonowanie zbiornika
Siemianéwka zmienia warunki ksztaltujace strukturg zbiorowisk okrzemek. Prowadzono
réwniez badania obecnos$ci sinic oraz produkowanych przez nie zwigzkéw chemicznych
w obrebie zaréwno zbiornika Siemianowka, jak i1 130 km ponizej tamy. Budowa tamy
powoduje dluzsze zatrzymanie wod rzecznych, co wplywa na zmiang warunkow termicznych,
a to powoduje znaczny wzrost biomasy fitoplanktonu. Wody rzeki w wyniku oddziatywania
zbiornika staja si¢ silnie zeutrofizowane, a ich odplyw ksztaltuje warunki w nizszych odcinkach
rzeki (Grabowska, Mazur-Marzec 2011; Grabowska 2012; Grabowska, Mazur-Marzec 2016).

Rzeka Bug, ktora jest rzeka transgraniczng, mimo ze w niewielkim stopniu poddana byta
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przeksztalceniom zmieniajacym hydromorfologie, to wptyw obszarow wiejskich, przez ktore
przeplywa zaréwno na terenie Ukrainy, Bialorusi i Polski jest nie bez znaczenia na
ksztaltowanie si¢ zbiorowisk okrzemek. Badania biologii okrzemek wykazaly tendencje do
wzrostu czgsto$ci wystepowania rozmnazania bezpiciowego gatunkow tolerancyjnych jako
reakcj¢ na dziatanie toksyczne, takie jak metale i pestycydy, ktore wspdtistniejg z dzialalno$cia
rolniczg (Pandey i in. 2018). Powoduje to wzrost udzialu, a nawet dominacje¢ tych gatunkéw
w zbiorowiskach okrzemek. Ponadto stres srodowiskowy jakim sg zanieczyszczenia, prowadzi
do szybszego podziatu komorek, ostatecznie powodujac zmniejszenie rozmiaru okryw (Pandey
i in. 2017), a zanieczyszczenia osadow metalami réwniez na terenach rolniczych moga
wptywaé na ruchliwos¢ okrzemek (Nicolosi Gelis i in. 2020). Wcze$niejsze badania
podkreslaja negatywny wplyw zanieczyszczen wynikajacy z koncentracji terenéw wiejskich
1 miejskich wzdhuz biegu rzek na zbiorowiska okrzemek tam wystgpujacych (Szczepocka i in.
2016; Tornés i in. 2018; Macklin, Lewin 2019; Foets i in 2020; Szczepocka i in. 2024). Badania
zbiorowisk okrzemek w rzekach Grabia i Brodnia (Polska Srodkowa) wykazaty, ze obciazenia
ich substancjami pokarmowymi majg wptyw na ich strukturg jako$ciowa i ilo§ciowa (Sumorok
1 in. 2009). Obie rzeki sa pod wplywem obszaréw wiejskich, co przejawia si¢ wysokim
poziomem saprobii 1 trofii, jednak jest on nizszy niz w rzece Bug.

Poza obszarem Polski rzeka Bug pod wzgledem ekologicznym byla badana
w potudniowej czgsci Ukrainy z podzialem na trzy odcinki: gorny (Bilous i in. 2012), srodkowy
(Belous 1 in. 2013) i dolny odcinek (Belous i in. 2016; Bilous i in. 2021). Badania te
prowadzono pod katem algologicznym, hydrobiologicznym 1 hydrochemicznym w latach 2007
— 2011, przy czym obejmowaty one tylko proby letnie. Na odcinkach gornej czesci rzeki Bug
na Ukrainie organizmy wskaznikowe wykazaly, ze badany odcinek rzeki charakteryzowat si¢
niska zasadowoS$cia 1 niska zawartoscig rozpuszczonych substancji statych, o wolnym
przeplywie, umiarkowanie natleniony, a klas¢ jakosci wody okreslono od I do III. Ponadto
wykazano wysoka aktywno$¢ fotosyntezy, gldwnie ze wzgledu na obecnos¢ euglenin oraz
okrzemek, za$ stan troficzny zmieniat si¢ w kierunku wzrostu Zyznos$ci na badanych odcinkach,
poczawszy od zrdodia rzeki do dalszych stacji badawczych. Wskazano na wysokie zdolnosci
samooczyszczania ekosystemu w obrebie badanej czgsci rzeki (Bilous 1 in. 2012 ). Zbadano
rowniez fitoplankton pobrany na odcinkach srodkowej czgsci rzeki Bug na Ukrainie pod katem
zanieczyszczenia wody. Dla tego odcinka rzeki obliczono wskaznik zanieczyszczenia (RPI)
w oparciu o pi¢¢ parametrow: indeks saprobowy, zawarto$¢ jonéw amonowych, azotanow,
azotynoéw 1 ortofosforanéw. Na podstawie indeksu saprobowego i zawarto$ci azotynow

oceniono klase jakosci wod na III, natomiast na podstawie zawarto$ci azotandéw 1 jonu
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amonowego wody odpowiadaty II klasie jako$ci. Okreslono, ze stopien nasycenia wody
ortofosforanami odpowiadat IV klasie jakosci. Wykazano tez, ze rzeka na badanych odcinkach
ma duze zdolnosci do samooczyszczenia (Bilous 1 in. 2012). Podobne badania prowadzono na
odcinkach dolnej czesci rzeki Bug na Ukrainie. Analizowano probki fitoplanktonu i1 dla
badanego odcinka obliczono wskaznik zanieczyszczenia rzeki (RPI). Ze wzgledu na indeks
saprobowy i1 zawarto$¢ jonu amonowego wody na tym odcinku Bugu odpowiadaty III klasie
jakosci. Z uwzglednieniem zawartos$ci azotanow i azotynow nalezatoby wody zaliczy¢ do klasy
I 11, a wartos¢ RPI obliczona w odniesieniu do ortofosforanéw wskazywata na klase IV.
W przypadku tego odcinka, podobnie jak i w we wczesniej badanych docinkach rzeki Bug
wykazano, ze rzeka na ma duze zdolnosci do samooczyszczenia (Belous 1 in. 2016). Ostatnie
publikowane badania rzeki Bug na Ukrainie (Bilous i in. 2023) wykazaty, ze indeks saprobowy
odpowiada warunkom B-mesosaprobowym i II klasie jakosci wody, co odpowiada wodom
umiarkowanie zanieczyszczonym, przy czym wigkszo$¢ badanych obszaréw miala
,umiarkowany” stan ekologiczny, a cztery z badanych obszarow charakteryzowaty sig
,»dobrym” stanem ekologicznym. Badania prowadzone na rzece Bug na Ukrainie wykazaly, Ze
wody te sa umiarkowanie zanieczyszczone i maja umiarkowany stan ekologiczny, jednak
nalezatoby ostroznie podchodzi¢ do interpretacji tych wynikow. Przede wszystkim w ocenie
stanu wod rzeki Bug na Ukrainie, wykorzystujac analiz¢ zbiorowisk okrzemek, zastosowano
inne indeksy niz te, ktore wykorzystano w niniejszej pracy. Ponadto niewykluczone jest, Zze
rzeka Bug w odcinku dolnym jest bardziej zanieczyszczona niz w gérnym, na co naktada si¢
transgraniczny charakter 1 przebieg przez tereny rolnicze, jak w przypadku stanowiska
Kamienczyk 1 Barcice, a takze miejskie, jak w przypadku stanowiska Wyszkow — negatywny

wplyw antropogeniczny.

Zroznicowanie zbiorowisk okrzemek a mapowanie rzek dla potrzeb kryminalistyki.
Zbiorowiska okrzemek w aspekcie ich zréZznicowania w ekosystemach wod ptynacych byty
opisywane dla rejonow potudnia Polski, w tym dla Tatr Wysokich (Kawecka 2017), a takze
w kontekscie oceny jakosci wod dla rzek w Matopolsce i na Podkarpaciu (Noga 1 in. 2013;
Noga i in. 2015; Noga i in. 2016; Noga i in. 2016). Prowadzono tez migdzy innymi badania
okrzemek rzek Grabia i Brodnia (Polska Srodkowa) pod wzgledem obciazenia wod
substancjami pokarmowymi (Sumorok 1 in. 2009). Ponadto badano jakos¢ wody
z wykorzystaniem okrzemek bentosowych z rzeki Bzury oraz Pilicy (Szczepocka, Szulc 2009;
Szczepocka 1 in. 2014) oraz wptyw przeksztatcen hydromorfologicznych rzek na obszarze

zurbanizowanym na strukture zbiorowisk okrzemek z odniesieniem do rzeki o warunkach
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referencyjnych (Szczepocka i1 in. 2024). Brakuje jednak publikowanych, aktualnych prac
dotyczacych rzek z innych obszaréw Polski, w ktorych okrzemki bylyby badane w kontekscie
zréznicowania ich zbiorowisk na wybranych odcinkach rzek w roznych mikrosiedliskach
w odniesieniu do sezonowosci. Analiza zbiorowisk okrzemek dla potrzeb mapowania rzek
moze by¢ pomocnym narzgdziem wykorzystywanym w kryminalistyce w réznych aspektach.
Moze to by¢ uzyteczne zarowno przy diagnozowaniu utoni¢¢ jako przyczyny $mierci (Zhuo
1in. 2016; Zhang i in. 2020; Zhou iin. 2020; Bogusz i1 in. 2023), jak 1 typowania lub
wykluczenia miejsca utonigcia, a nawet miejsca popetnienia przestgpstwa (Bogusz i1 in. 2022).
Prace ukazujagce mapowanie rzek pod katem zbiorowisk okrzemek w Chinach na potrzeby
kryminalistyczne dotycza jedynie prob planktonowych, w ktérych badania obejmowaty
oznaczenie okrzemek do rodzaju oraz ilo§ciowo (Zhuo i in. 2016; Zhang i in. 2021). Jedng z
najistotniejszych rekomendacji dla mapowania ekosysteméw wodnych jest przyjecie
identyfikacji okrzemek do poziomu gatunku. W obrgbie rodzajow znajduja si¢ gatunki
okrzemek o zréznicowanych preferencjach wobec s$rodowiska wodnego, ktéore moga
wystepowac czesto w skrajnych, odmiennych warunkach. Na przyktad odnotowana z r6znym
udziatem w prébach, zaréwno z rzeki Narew jak 1 Bug, Eunotia bilunaris jest f-mesosaprobem,
ze wzgledu na warunki troficzne neutralna, w odniesieniu do odczynu wody takze neutralna.
Natomiast podobna do niej pod wzgledem cech morfologicznych Eunotia pseudogrenlandica
w odniesieniu do saprobii jest oligosaprobem, w odniesieniu do trofii jest oligotrofem, a w
odniesieniu do odczynu jest acidofilem. Kolejnym przyktadem podobnych morfologicznie
gatunkow jest wystepujaca w probach zarowno z rzeki Narew jak 1 Bug Navicula veneta , ktéra
nalezy do gatunkéw a-mezo-polisaprobowych, w odniesieniu do trofii jest eutroficzna
1w odniesieniu do odczynu jest alkalifilem, a Navicula notha prezentuje skrajnie inne
preferencje jest oligosaprobem, w odniesieniu do trofii jest oligo-mesotroficzna,
a w odniesieniu do odczynu wody jest acidofilem. Odnotowana w badanych rzekach
Gomphonema parvulum, ktora jest gatunkiem a-mezo-polisaprobowym, eutroficznym,
a odniesieniu do odczynu wody jest neutralna. Podobna do niej Gomphonema exilissimum jest
oligosaprobem, oligotrofem, a w odniesieniu do odczynu wody jest neutralna. Powyzsze
przyktady ukazuja, jak wazne jest rzetelne oznaczanie okrzemek do poziomu gatunku, a nie
tylko rodzajow jak we wcze$niej publikowanych pracach (Zhang i in. 2020). Oznaczenie do
rodzajow nie daje pelnej informacji o Srodowisku, w tym na temat obecnosci gatunkow
wrazliwych, tolerancyjnych i odpornych na zanieczyszczenia oraz ich udzialu w prébach, co
jest istotne z punktu widzenia charakterystyki danego stanowiska, a takze nie daje informacji

na temat okresowej obecnosci gatunkow. Oznaczenie gatunkow niesie takze korzy$ci w postaci
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wyznaczenia gatunkow charakterystycznych dla danego srodowiska. Przykladem jest Navicula
Jakovljevicii, ktorej niewielkg liczbg okryw ujawniono w probach ze stanowisk w rzece Narwi.
Gatunek ten byt dotychczas pojedynczo notowany w ekosystemach wodach Europy (Lange-
Bertalot 2001) 1 brak jest informacji o notowaniu tej okrzemki na terenie Polski. Pojawienie si¢
rzadko wystgpujacego gatunku w danym siedlisku moze by¢ niezmiernie przydatng informacja
z punktu widzenia kryminalistycznego badania miejsca zdarzenia, zwlaszcza gdy gatunek ten
pojawia si¢ w danym srodowisku okresowo.

W dotychczasowych pracach dotyczacych mapowania wykorzystano tylko zbiorowiska
rozwijajace si¢ w formacji planktonu. Natomiast badania przeprowadzone w rzekach Narew
i Bug uwzglednialy nie tylko proby planktonowe, ale tez proby z réznych typdéw podiozy
piasek, mul, beton i rosliny — mikrohabitaty. Pozwolilo to na wykazanie, ze struktura
zbiorowisk okrzemek poszczeg6lnych mikrosiedlisk w rzece takze jest zréznicowana, co daje
znacznie szerszg wiedzg o réznych miejscach i stanowiskach wod ptynacych.

Mapowanie rzek dla potrzeb kryminalistycznych daje duzo wigksze mozliwosci stosowania,
gdy okrzemki sg identyfikowane do poziomu gatunkéw. Zwigksza to doktadnos¢ i rzetelno$¢
informacji, jaka uzyskuje si¢ o konkretnym S$rodowisku, co w kontekScie potwierdzenia,
ewentualnie wykluczenia, czy miejsce znalezienia zwlok bylo tez miejscem utonigcia, ma
istotne znaczenie. Trudno$cig w mapowaniu rzek z wykorzystaniem identyfikacji okrzemek do
poziomu gatunku jest posiadanie umiej¢tnosci na poziomie eksperta. Jednak gdy spojrzy si¢ na
to z punktu widzenia kryminalistycznego badania miejsca zdarzenia trudnos¢ ta jest pozorna,

poniewaz przy opiniowaniu takie wtasnie umiejgtnosci sg pozadane.
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Streszczenie

Wykorzystanie okrzemek jako sSrodowiskowych sladow kryminalistycznych stanowi idealne narzedzie do po-
wigzania osoby z konkretnym miejscem - sSrodowiskiem, a takze moze by¢ pomocne przy diagnozowaniu uto-
nie¢ lub przy typowaniu miejsca utoniecia. Narzedzie to jest standardowo stosowane przez organy scigania
w wielu krajach Europy, a takze w Australii, Chinach, Indiach oraz Stanach Zjednoczonych Ameryki. Celem
niniejszej pracy jest wskazanie mozliwych metod i zasad, ktére powinny by¢ stosowane przy zabezpiecza-
niu okrzemek na miejscu zdarzenia podczas takich czynnosci procesowych jak: ogledziny i przeszukanie,
atakze propagowanie wiedzy z zakresu diatomologii kryminalistycznejw Polsce. Niniejsza metodyka zostata
opracowana w oparciu o uznane i powszechnie stosowane doswiadczenia w pozyskiwaniu i zabezpieczaniu
okrzemek do celéw badan z zakresu ich taksonomii i ekologii na podstawie pismiennictwa. Rekomendujemy
procedure postepowania przy zabezpieczaniu materiatu okrzemkowego opartg na metodach stosowanych
i wypracowanych przez naukowcow oraz dostosowang do warunkow i technicznych mozliwosci, ktorymi
dysponuje polski policjant - technik kryminalistyki.

Stowa kluczowe: diatomologia kryminalistyczna, okrzemki, procedura zabezpieczania prob srodowiskowych

Okrzemki jako glony jednokomdrkowe powszechnie wystepujg w sSrodowisku wodnym badz wilgotnym. Précz
wody potrzebujag do zycia jedynie Swiatta. Poza powszechnoscig wystepowania okrzemek na uwage zastuguje
tez ich réznorodnos¢ gatunkowa, ktéra zaréwno w kontekscie jakosciowym, jak i ilosciowym definiuje kon-
kretne Srodowisko i pozwala na odréznienie go od innego srodowiska wodnego. Powszechnos¢ wystepowania
i roznorodnosc¢ gatunkowa okrzemek czyni je doskonatym narzedziem, ktére mozna wykorzysta¢ w postepo-
waniu przygotowawczym jako Slady srodowiskowe, tzw. environmental traces (Levin E.A.iin., 2017; Scott K.R.
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iin.,2016; Boguszl.iin., 2018; ScottK.R.iin.,2021; Scott K.R.iin.,2021; Boguszl.iin., 2022). Okrzemkowe Slady
srodowiskowe dajg mozliwos¢ powigzania osoby z konkretnym srodowiskiem, a takze moga by¢ wykorzystane
jako pomoc przy diagnozowaniu utoniec (Pollanen M.S., 1998; Peabody A.J., Cameron N.G., 2010; Rana A., Man-
has S., 2018; Bogusz M. i in., 2018). Analiza okrzemek pod kgtem wykorzystania ich w procesie wykrywczym
przez organy Scigania w kierunku pomocy przy diagnozowaniu utoniec jest nieodtagcznym elementem poste-
powania w wielu krajach, w tym: Francji (Delabarde T.iin., 2013), Indiach (Rana A., Manhas S., 2018), Chinach
(zhao J., 2019), Macedonii (Krstic S., 2002) i Szwaijcarii (Hurlimann J. i in, 2000). Analiza ta jest takze wykorzy-
stywana, choc¢ nie na masowa skale, w Polsce (Bogusz M. i in., 2018). Poza diagnozowaniem utonie¢ w proce-
sie wykrywczym okrzemki mogg byc istotnym dowodem umozliwiajgcym powigzanie sprawcy z konkretnym
miejscem. Wiedza ta jest coraz bardziej popularyzowana na tamach publikacji naukowych jak tez sympozjach*
i konferencjach2. Propagowanie wiedzy z zakresu diatomologii kryminalistycznej (Zelazna-Wieczorek J., 2019)
odbywa sie na wielu ptaszczyznach, co powoduje wzrost Swiadomosci wsréd technikdw kryminalistyki na temat
zasadnosci zabezpieczania okrzemek jako kryminalistycznych sladow srodowiskowych. O ile wiedza na temat
mozliwosci wykorzystania okrzemek jest skutecznie rozpowszechniana posrod funkcjonariuszy policji, ktorzy
w swoich zadaniach majg miedzy innymi przeprowadzanie ogledzin miejsca osob i rzeczy, w ramach ktorych
ujawniajg i zabezpieczajg slady i dowody przestepstwa, o tyle brak jest prawidtowych wytycznych co do spo-
sobu zabezpieczania prob, ktore beda stanowity materiat do analizy okrzemkowej. Poza ogdlnikowymi wskaza-
niami dotyczacymi sposobu zabezpieczania prob z materiatlem okrzemkowym (Makowska Z., Bogusz I., 2020)
dotychczas nie pojawity sie publikacje zawierajgce zasady i wskazowki prawidtowego zabezpieczania materiatu
okrzemkowego na miejscu zdarzenia. Niniejsza praca ma stanowic¢ wykaz najbardziej skutecznych metod za-
bezpieczania materiatu okrzemkowego, ktérego mozna dokonac zaréwno podczas ogledzin miejsca, jak i pod-
czas przeszukania u osoby podejrzanej, w oparciu o0 obowigzujgca literature naukows, ale tez z uwzglednieniem
mozliwosci technicznych, ktérymi dysponuje polska policja.

Mikrosiedliska okrzemek w Srodowisku wodnym

Rozpoznanie siedlisk wystepowania okrzemek jest kluczowe, aby dobra¢ odpowiednig procedure zabezpiecza-
nia sladow srodowiskowych pod katem analizy okrzemkowej. Poza swobodnym unoszeniem sie w toni wodnej
okrzemek, ktore stanowig jeden z elementow fitoplanktonu, wystepujg one tez na podtozach trwale zanurzo-
nych w wodzie, okreslanych tgcznie pojeciem fitobentosu. Sam fitobentos mozna podzieli¢ na: epiliton - glony
porastajgce kamienie, epipelon - glony rosngce na miekkich osadach takich jak mut, epifiton - glony porastajgce
roslinnosc wystepujaca w wodzie, epipsammon - glony porastajgce piasek oraz epiksylon - glony wystepujace
na martwym drewnie zanurzanym w wodzie (Kawecka i Eloranta, 1994).

Okrzemki w kazdym z tych mikrosiedlisk beda gatunkowo zréznicowane. Stad tez istotne jest zabezpiecza-
nie prob nie tylko samej wody, poniewaz w niej bedg tylko okrzemki wystepujgce w toni wodnej. Mogg zostac
pominiete te, ktore przytwierdzajg sie do podtozy trwale zanurzonych w wodzie. Ponadto nalezy tez pamietac
o okrzemkach wystepujacych w przypowierzchniowejwarstwie gleby i stanowigcych grupe organizméw okre-
Slanych mianem edafonu (Antonelliiin., 2017).

Kiedy nalezy pobiera¢ materiat do analizy okrzemkowej?

Okrzemki moga by¢ pomocne przy diagnozowaniu utoniec, ale samaich obecnos¢ w narzgdach wewnetrznych
bez poréwnania ich z probami sSrodowiskowymi pobranymiz miejsca, w ktérym ujawniono zwtoki, nie przyniesie
nam informacji, czy miejsce to byto tez miejscem utoniecia. Tylko doktadna analiza taksonomiczna, przeprowa-
dzona przez eksperta diatomologa, okrzemek obecnych w narzgdach wewnetrznych (ptuco, nerka, szpik kostny,
tresc zotgdka) oraz tych, ktore wystepuja w probach srodowiskowych, pozwoli na potwierdzanie lub wykluczenie,
czy miejsce znalezienia zwtok byto miejscem utoniecia bgdz wrzucenia ciata do wody juz po $mierci. Dlatego tez
istotne jest, aby w kazdym przypadku ujawnienia zwtok zarowno w srodowisku wodnym, jak tez w jego poblizu,
pobiera¢ materiat poréwnawczy do jakosciowej i iloSciowej analizy diatomologiczne;j.

1 Sympozjum w Sutkowicach zorganizowane w czerwcu 2019 roku przez Centrum Szkolenia Policji w Legionowie przy wspot-
udziale Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t 6dzkiego oraz Zaktadu Medycyny Sadowej Warszawskiego Uni-
wersytetu Medycznego

2 Konferencja w Gdyni w 2018 roku ,Next generation of forensic biology laboratory” zorganizowana przez Centralne Laborato-
rium Policji
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Pobieranie prob powinno obejmowac wszystkie miejsca, ktore moga byc¢ zasiedlane przez okrzemki, stad tez
wyrdézniamy nastepujgce miejsca poboru prob (zdj. 1):
1. fitoplankton (z toni wodnej);
2. fitobentos (z dna i podtozy trwale zanurzonych w wodzie):
a) epipsammon (z powierzchni piasku),
b) epipelon (z miekkich osaddw, np. mutu),
c) epiliton (z kamieni wystepujacych w wodzie),
d) epifiton (z roslinnosci wystepujacej w wodzie):
»  zhydrofitéw - roslin zanurzonych w wodzie lub ptywajgcych po jej powierzchni,
»  zhelofitéw - roslin zakorzenionych w wodzie z wynurzonymi todygami,
e) epiksylon (z podtoza drewnianego zanurzonego w wodzie);
3. edafon (z przypowierzchniowej warstwy gleby).

Zdj. 1. Dostepne podtoza z materiatem okrzemkowym: 1 - woda, 2 - mut, 3 - drewno zanurzone w wodzie, 4 - rosliny i mszaki
majace kontakt ze sSrodowiskiem wodnym, 5 - gleba (autor zdje¢: asp. Kasper Molski)

Ponizej, na podstawie dostepnej literatury, zestawiono w tabelach 1-6 sposoby zabezpieczania materiatu
okrzemkowego z roznych typow podtozy. Ponadto umieszczono tez komentarz, propozycje dostosowania tych
metod dla technikow kryminalistyki podczas czynnosci procesowych, takich jak ogledziny lub przeszukanie.

Zabezpieczanie fitoplanktonu

Préba z toni wodnej powinna by¢ z zasady podstawowg proba zabezpieczang podczas ogledzin zwtok ujaw-
nionych w srodowisku wodnym. By zapewnic jak najbardziej optymalne uzyskanie informacji na temat sktadu
okrzemkowego w tej probie, nalezy stosowac Scisle okreslone zasady.
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Tab. 1. Instrukcja pobierania prob Srodowiskowych z toni wodnej z réznych typow ekosystemow (Kawecka i Eloranta, 1994;

Tayloriin., 2007; Zelazna-Wieczorek, 2019; Kolada, 2020)

Komentarz

W przypadku braku siatki planktonowej nalezy po-
bra¢ wode do wiadra o pojemnosci 10 |, do ktérego
rgczki przywigzany jest sznur umozliwiajgcy zanurze-
nie wiadra na wieksze gtebokosci. Po pobraniu wody
do wiadra nalezy je odstawi¢ na minimum 1 h (mozna
tozrobi¢ na poczatku ogledzin). Czas odstawienia wody
pozwoli obecnym w toni wodnej okrzemkom opasc¢
na dno. Po tym czasie wylac delikatnie, nie mieszajac,
czesc wody z gornej warstwy, pozostawiajgc jedynie
okoto 1 | wody na dnie wiadra.

Wode z dna wiadra zabezpieczy¢ do stoja (moze to by¢
stoik, ktory wykorzystywany jest do zabezpieczenia
Sladow osmologicznych).

Nalezy pamietac, ze zaréwno stoj, jak i wiadro muszg
by¢ uprzednio przeptukane w tym samym cieku wod-
nym, z ktérego pobierana bedzie proba

W przypadku gtebokich wod stojgcych nalezy uwzgled-
ni¢ wystepowanie stratyfikacji termalnej - zanurze-
nie siatki lub wiadra na gteboko$S¢ minimum 5 m
pozwoli na zebranie okrzemek z roznych warstw wody.
W przypadku ptytkich wéd stojgcych, gdzie stratyfika-
cja termalna nie wptywa znaczgco na sktad zespotu
okrzemkowego w kolumnie wody, nie ma potrzeby za-
nurzania siatki na znaczne gtebokosci.

Proby z rzek nalezy w miare mozliwosci pobrac
ze srodka nurtu.

Proby z jezior i stawow nalezy w miare mozliwosci po-
brac¢ zich najgtebszego miejsca.

Jezeli proby pobierane sg w okolicy mostu, nalezy po-
brac je od strony przeciwnej do nurtu wody, tj. ,twarzg
do pradu”.

Jezeli proby pobierane sg w zbiorniku zaporowym, na-
lezy pobrac je minimum kilkadziesigt metrow od brzegu.

Na poczatku sezonu wegetacyjnego (marzec - kwie-
cien) oraz przy koncu (pazdziernik - listopad), w zalez-
nosciod rzeki, aby zebrac prébe o objetosci bliskiej 100
ml konieczne moze by¢ kilkukrotne zanurzenie siatki
planktonowej w toni wodnej ze wzgledu na niewielkg
liczebnosc okrzemek. W przypadku braku siatki plank-
tonowejw powyzszych okresach, prébe do wiadra na-
lezy pobra¢ minimum 2 razy.

Charakter zbiornika
W - W -
. ody sto . . ody stol Wody
Lp. | jace, gtebokie | jace, ptytkie nace
(>10m) (<10m) ptyna
Opis czynnosci
1 Przeptukac siatke planktonowa w zbiorniku /
" | cieku wodnym.
Z.anurzyc Zanurzyé Z'anurzyc
siatke , siatke; trzy-
.. |siatke; prze- e
na gtebokosc¢ | . L mac nieru-
. ciggac kilka
Co najmniej chomo pod
2. razy pod po- .
5m; , ) powierzch-
wyciggnac wierzchnia nig wody
.y wody ruchem )
pionowym . przez kilka
poziomym. )
ruchem. minut.
3 Zageszczong probe o objetosci do 100 ml
" | przela¢ do jatowego pojemnika na prébe.
8
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Zabezpieczanie fitobentosu

Proby z dna i podtozy trwale z nim zwigzanych ze wzgledu na zroznicowany sktad gatunkowy okrzemek w sto-
sunku do tych wystepujacych w toni wodnej (fitoplanktonie) powinny by¢ zabezpieczane réwnoczesnie z pro-
bami fitoplanktonowymi.

Zabezpieczanie epipsammonu

Tab. 2. Instrukcja pobierania préb srodowiskowych z podtoza piaszczystego (Kawecka i Eloranta, 1994; Taylor i in., 2007)

Lp. Opis czynnosci Komentarz
1 Przeptukac czerpacz osadu w zbiorniku / cieku wod-
" |nym. e Zamiast czerpacza osadoéw mozna uzyC pojem-
L o . . i nika na mocz o pojemnosci 100 ml i zebra¢ nim
Whi¢ czerpacz Scietg strong w piasek i zebra¢ war- . . . -
2. " L . powierzchniowg warstwe piasku do gtebokosci
stwe osadu o migzszosci kilku centymetrow. C
1 cm, ewentualnie uzyc stoja stosowanego do za-
3 Zebrang probe przenies¢ do jatowego pojemnika bezpieczenia sladéw osmologicznych.
" |naprobe.

Zabezpieczanie epipelonu

Tab. 3. Instrukcja pobierania prob srodowiskowych z podtoza mulistego (Kawecka i Eloranta, 1994; Taylor i in., 2007)

Lp. Opis czynnosci Komentarz

« Plastikowa lub szklang pipete zakoriczong

gruszka nalezy kazdorazowo oczysci¢ pomie-
1. | Pobrac¢ wode do pipety w celu jej przeptukania. dzy probami; dodatkowe przeptukanie w wodzie,
z miejsca poboru kolejnej proby, redukuje ryzyko
kontaminaciji.

» Nalezy uwazac, aby nie wbic pipety w dno. Spowo-

2. | Zebrac¢ powierzchniowg warstwe mutu pipeta. dowaloby to jej zapchanie przez zassanie muty

« Przela¢ zawartosc¢ pipety (powierzchniowa war-
stwe mutu) do plastikowego pojemnika o objeto-
$ci 100 ml (,moczéwka”).

Zebrang probe przenies¢ do jatowego pojemnika
na probe.

Zabezpieczanie epilitonu

Tab. 4. Instrukcja pobierania prob Srodowiskowych z naturalnych podtozy kamienistych (Kawecka i Eloranta, 1994; EN 13946:
2003; Townsend i Gell, 2005; Tayloriin., 2007; Karthick iin., 2010; Zgrundoiin., 2018; Zelazna-Wieczorek, 2019; Kolada, 2020;
Richards iin., 2020)

Lp. Opis czynnosci Komentarz

» Zamiast kuwety mozna uzy¢ plastikowej miski
lub innego plastikowego pojemnika.

» Narzedzia nalezy kazdorazowo oczysci¢ pomie-
dzy probami; dodatkowe przeptukanie w wodzie,
z miejsca poboru kolejnej proby, redukuje ryzyko
kontaminaciji.

» Do zebrania warstwy okrzemkowej z kamieni
mozna zamiennie uzy¢ drewnianej szpatuiki,
tyzki, noza lub innego ostrego przedmiotu.

Do pobrania epilitonu (okrzemek z kamieni) uzyc¢
kuwety plastikowej oraz szczoteczki do zebow
z twardym wtosiem, ktére nalezy uprzednio optu-
kac¢ w cieku wodnym.
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Lp.

Opis czynnosci

Komentarz

WIlac do 100 ml wody destylowanej do kuwety.

Objetosc¢ wody destylowanej nalezy dostosowac
do uzywanej kuwety lub innego pojemnika.

Wybrac¢ co najmniej 5 matych lub srednich kamieni
trwale zanurzonych w wodzie.

Preferowane sg kamienie o wielkosci od 64
do 265 mm.

Nalezy wybrac tyle kamieni, jednak nie wiece;j
niz 10 sztuk, aby taczna powierzchnia, z ktorej
zostanie pobrany biofilm okrzemkowy, wynosita
okoto 10 cm2.

Nalezy unikac kamieni pokrytych nitkowatymiglo-
nami oraz z widoczng warstwg osadu dennego.
Jezeli ponad 75% substratu w danym miejscu po-
rosniete jest nitkowatymi glonami, nalezy je zerwac
z powierzchni kamieni i kontynuowac jak dale;.

Delikatnie optukac kazdy kamien pod powierzchnig
wody zbiornika/cieku.

Pozwala to na usuniecie zanieczyszczen luzno
zwigzanych z substratem.

Kamienie utozy¢ w kuwecie orientujac je do pozycji
zastane;j.

Pozwala to na zachowanie oryginalnej pozyciji
substratu i zebranie biofilmu z jego gérnej po-
wierzchni.

Energicznie szczotkowac goérng powierzchnie ka-
mieni w kuwecie, przeptukujac co jakis czas szczo-
teczke w wodzie.

Przeptukiwanie wiosia szczoteczki ma na celu
uwolnienie spomiedzy niego skorupek okrzemek.
Woda powinna stac sie metna i przybrac brgzo-
wawy kolor.

Nalezy usungc¢ resztki roslinnosci lub fragmenty
kamieni z wody.

W przypadku, gdy iloS¢ zebranego materiatu
jest niezadowalajgca, nalezy zwiekszy¢ po-
wierzchnie poboru proby.

Zebrang probe przenies¢ do jatowego pojemnika
na probe.

Ze wzgledu na matg objetosc proby, optymalny
bedzie plastikowy pojemnik, ,moczéwka”, o ob-
jetosci 100 ml.

Tab. 5. Instrukcja pobierania prob srodowiskowych z podtozy kamienistych wytworzonych przez cztowieka, takich jak: be-
tonowe filary mostu i betonowe umocnienia brzegéw (EN 13946: 2003; Zgrundo i in., 2018; Kolada, 2020). Czynno$¢ polega
na zdrapywaniu biofilmu z podtoza znajdujgcego sie ponizej lustra wody (ryc. 1). W wodach ptyngcych, aby unikng¢ utraty
zadrapywanego materiatu wraz z nurtem nalezy zdrapywac biofilm bezposrednio do stoja 0,9 | i odstawi¢ na min. 0,5 h

Lp.

Opis czynnosci

Komentarz

Skrobak optuka¢ w zbiorniku /
cieku wodnym, jednoczesnie
wzburzajgc wode naprzeciw po-
wierzchni substratu, z ktorej be-
dzie pobierana préba.

« Do zebrania warstwy okrzemkowej mozna zamiennie uzy¢ drew-
nianej szpatutki, tyzki, noza lub innego ostrego przedmiotu.

« Wzburzenie wody powoduje usuniecie zanieczyszczen luzno zwig-
zanych z substratem.

Zeskrobac biofilm z tagcznej po- |«

Zazwyczajotrzymana proba jest bardzo gesta, jednak w przypadku,

2. |wierzchni ok. 10 cm?. Powtorzyc¢ gdy ilos¢ zebranego materiatu jest niezadowalajgca, nalezy zwiek-
2 razy. szy¢ powierzchnie poboru proby.
3 Zebrany materiat przenies¢ doja-|+ Ze wzgledu na matg objetosc proby, optymalny bedzie plastikowy
" Howego pojemnika na prébe. pojemnik, ,moczowka” o objetosci 100 ml.
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Ryc. 1. Schemat poboru proby z podioza kamienistego w nurcie cieku: 1 - skrobak do poboru préby, 2 - stéj do poboru proby,
3 - kierunek nurtu (autor: lwona Bogusz)

Tab. 6. Instrukcja pobierania prob srodowiskowych z epifitow: roslin zanurzonych i ptywajgcych w wodzie - hydrofitow
orazroslin zanurzonych i zakorzenionych w wodzie - helofitow (EN 13946: 2003; Tayloriin., 2007; Karthickiin.,2010; Zgrundo
iin., 2018; Kolada, 2020)

Lp.

Opis czynnosci

Komentarz

W woreczku foliowym z zapieciem strunowym
umiescic¢ 5 roslin pobranych ze srodowiska wodnego
wraz z 50 ml wody ze zbiornika/cieku.

Zamiast woreczka mozna uzy¢ pojemnika plastiko-
wego o pojemnosci 100 ml(,moczéwka”) lub stoja sto-
sowanegodo zabezpieczania Sladéwosmologicznych.

Energicznie potrzgsac¢ zawartoscig, co spowoduje
oderwanie okrzemek od powierzchni roslin*.

Woda powinna stac sie metna i przybrac brazo-
wawy kolor.

W przypadku, gdy iloS¢ zebranego materiatu
jest niezadowalajgca, nalezy zwiekszy¢ po-
wierzchnie poboru proby.

*Etap potrzasania moze by¢ pominiety, a rosliny
moga zostac zabezpieczone w catosci w pojem-
niku lub w stoju i zalane woda destylowana.

W przypadku helofitow wybrac¢ co najmniej 5 fodyg
trwale zanurzonych w wodzie, pozby¢ sie ich todygi
nad powierzchnig. Nastepnie odcig¢ todygi nad pod-
tozem, z ktérego wyrastajg i przeniesc je do kuwety
lub innego plastikowego pojemnika optukanego
uprzednio w cieku wodnym.

Nastepnie wla¢ do kuwety 100 ml wody lub tyle, by
pokry¢ todygi roslin i energicznie wyszczotkowac**
todygi szczoteczka do zebow z twardym wiosiem.

**Etap szczotkowania moze by¢ pominiety, a ro-
$liny moga zostac zabezpieczone w catosciw po-
jemniku lub w stoju i zalane woda destylowana.

Powstate w ten sposob (tj. w pkt 2 i pkt 3) poptuczyny
zla¢ do jatowego pojemnika na probe.

Ze wzgledunamatg objetosc¢ proby, optymalny bedzie
plastikowy pojemnik, ,,moczéwka” o objetosci 100 mi
lub stdj do zabezpieczania Sladéw osmologicznych.

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 319(1) 2023
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Zabezpieczanie epiksylonu - préb z podioza drewnianego. W tym przypadku pobieranie prob srodowiskowych
zfragmentéw drewna trwale zanurzonych w wodzie nalezy przeprowadzi¢ w taki sam sposob jak w przypadku
pobierania prob srodowiskowych z naturalnego podtoza kamienistego (tab. 4) (Zelazna-Wieczorek, 2019).

Zabezpieczanie edafonu - prob z gleby. W przypadku zwtok ujawnionych w wodzie nie ma potrzeby zabez-
pieczania probek glebowych. Do pomocy przy diagnozowaniu utoniec oraz do ustalenia, czy miejsce ujawnienia
zwtok byto tozsame z miejscem utoniecia wystarczg wyzej opisane zabezpieczone probkifitoplanktonu oraz po-
szczegolne proby fitobentosu.

Nalezy jednak pamigtac, ze w przypadku, gdybysmy chcieli podejrzanego powigzac z konkretnym miejscem -
Srodowiskiem naturalnym, wskazanym bytoby zabezpieczy¢ prébke gleby z miejsca zdarzenia do porownawczej
analizy okrzemkowej. To daje nam mozliwos¢ poréwnania probek gleby z zabezpieczonym na p6zniejszym eta-
pie materiatem dowodowym w postaci ubtoconych przedmiotéw, takich jak: opony, obuwie, skarpety, spodnie,
topaty oraz szpadle z zaschnietym btotem lub ziemig. Taka analiza moze potwierdzi¢ lub wykluczy¢ obecnosc¢
sprawcy w konkretnym miejscu.

Tab. 7. Instrukcja pobierania prob srodowiskowych z gleby (Taylor iin., 2007; Antonelliiin., 2017; Wanner iin., 2018; Zelazna-
-Wieczorek, 2019)

Lp. Opis czynnosci Komentarz

Oczyscic powierzchnig gleby z materii organiczne;j Jako materig organiczng rozumiemy wszelkie ob-
w celu utatwienia zebrania proby. umarte rosliny oraz pozostatosci po zwierzetach.

» Probke gleby mozna pobrac plastikowym pojemni-
kiem o pojemnosci 100 ml (,moczéwka”), zagtebia-
jac gow glebie na gtebokos¢ ok. 5 cm, a nastepnie
zebrac te warstwe gleby do pojemnika.

e Zamiast pojemnika plastikowego mozna uzyc¢
stoja, takiego samego, ktérego uzywa sie do za-
bezpieczania Sladoéw zapachowych.

Za pomocg czerpacza gleby, pobrac¢ probe o po-
wierzchni 100 cm?, do gtebokosci ok. 5 cm.

» Uzyskany przesgcz powinien by¢ metny, o bra-
zowawej barwie.

Zebrang warstwe gleby zala¢ woda destylowang, *Mozna dokonac zabezpieczenia samej probki

wstrzgsnac i przelac przez sitko*. gleby, wéwczas nie nalezy jej przeptukiwac,

aumiesci¢ w papierowej kopercie, umozliwiajgc

jej wyschniecie.

» Ze wzgledu na matg objetosc proby, optymalny
bedzie plastikowy pojemnik, ,moczéwka” o ob-
jetosci 100 ml.

Zebrany materiat przeniesc do jatowego pojemnika
na probe.

Wszystkie powyzsze proby powinny by¢ utrwalone 95% alkoholem etylowym lub metylowym w stosunku 1:10
(na 1 objetosc alkoholu na 10 objetosci wody).

Postepowanie z przedmiotami, ktére moga zawiera¢ materiat okrzemkowy, by mogt on by¢ wykorzystany
do poréwnawczej analizy okrzemkowej:

Obuwie

« Ubtocone obuwie mozna zabezpieczy¢ do papierowych kopert, a nastepnie umiesci¢ w kartonowym pudetku
i w takiej formie wysyta¢ do badan diatomologicznych.

« Jesliobuwie to miatoby by¢ takze przedmiotem badan traseologicznych oraz biologicznych, nalezy w pierw-
szej kolejnosci pobra¢ wymazy do celéw badan biologicznych: z wnetrza obuwia oraz z ewentualnych
brunatnych plam, ktére mogtyby by¢ krwig (w celu upewnienia sig, czy mamy do czynienia z krwig mozna
wykonac testy paskowe, np. Peroxtesmo lub Hemophan). W nastepnej kolejnosci buty umiesci¢ w worku
foliowym ze strung i zalac je 1 | wody destylowanej. Po zamknieciu worka strunowego energicznie nim po-
trzgsac w celu wyptukania osadu okrzemkowego.
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» Nastepnie wode po wyptukaniu zla¢ do stoja i utrwali¢ probe alkoholem 95% w stosunku 1:10 (1 objetos¢
alkoholu na 10 objetosci wody). Obuwie wysuszy¢ w naturalnych warunkach i po wysuszeniu moze by¢
poddane badaniom traseologicznym.

Opony

» Ubtocone opony nalezy przeptukac 1 | wody destylowanej nad miska lub kuwetg dostosowang do wielkosci
opony. W celu uzyskania doktadnego materiatu z probg okrzemkowa nalezy opony dodatkowo wyszorowac
szczoteczka z twardym wiosiem, jednak o wigkszych rozmiarach niz szczoteczka do zebow, np. szczoteczka
do mycia rak.

«  Wode po wyptukaniu zla¢ do stoja i utrwali¢ probe alkoholem 95% w stosunku 1:10.

Narzedzia: fopaty, grabie, szpadle i inne ubtocone przedmioty (zdj. 2a-2h)

« Jesli przedmioty te majg by¢ poddane badaniom biologicznym lub widac¢ na nich $lady przypominajace za-
schnietg krew, przed zabezpieczeniem prob okrzemkowych nalezy najpierw pobrac ze stosownych miejsc
wymazy (dla upewnienia sie¢ mozna tez wykonac testy paskowe na obecnosc¢ krwi).

« Do worka z zapigciem strunowym wlac 0,5-1 | wody destylowanej (iloS¢ zalezy od wielkosci narzedzia).

Zdj. 2a-2h. Pozyskanie proby z narzedzia; kolejno$¢ wykonywanych czynnosci oznaczona na zdjeciach od A do H (autorzy
zdjecC: asp. Kasper Molski, mt. asp. Michat Zakrzewski)
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« Czescrobocza narzedzia wraz z czescig trzonka (tam, gdzie bedzie wystepowac gleba) zanurzy¢ w worku
z wodag. Po zapieciu lub zacisnieciu worka nad czescig roboczg potrzgsac energicznie workiem, by wyptu-
kata sie gleba.

«  Wode po wyptukaniu zla¢ do stoja i utrwali¢ probe alkoholem 95% w stosunku 1:10.

Ublocona odziez, np. spodnie, skarpety, rekawice, bluzy itp. (zdj. 3a-3g)

« Zabezpieczamy w catosci pakujac do papierowych pakietow, ktére umieszczamy w papierowych kopertach.

- Jesliwyzej wymienione elementy odziezy bedg przedmiotem innych badan biologicznych - badania gene-
tyczne lub analiza mechanizmu powstawania plam krwawych - mozna je wysta¢ do analizy okrzemkowe;j
po wykonaniu tych badan.

« Alternatywa jest wykruszenie zaschnietego na odziezy btota lub wyczesanie go szczoteczkag do zebow
z twardego witosia do papierowych pakietow, ktére nastepnie nalezy umiesci¢ w papierowych kopertach.

prr==

Zdj. 3a-3h. Zabezpieczanie proby z odziezy na przyktadzie ubtoconych spodni; kolejnos¢ wykonywanych czynnosci ozna-
czona na zdjeciach od A do G (autorzy zdjec: asp. Kasper Molski, mt. asp. Michat Zakrzewski)

Niezbedne oprzyrzagdowanie do zabezpieczania prob okrzemkowych:
e wiadro 10| ze sznurkiem;
stoje 0,9 11ub 11;
« pojemniki plastikowe o pojemnosci 100 ml, ,moczowki”;
kuweta plastikowa, miska lub inny pojemnik dostosowany rozmiarem do zabezpieczanej proby;

14 PROBLEMY KRYMINALISTYKI 319(1) 2023



Z PRAKTYKI

« szklana pipeta z gruszkg;

- workifoliowe z zapieciem strunowym dostosowane rozmiarem do zabezpieczanych prob;
e szczoteczka do zebow z twardego wiosia;

e szczoteczka do mycia rak;

e woda destylowana;

« sitko do przelania wody z préb glebowych;

« alkohol etylowy lub metylowy 95%;

« papierowe koperty;

e papier szary na pakiety;

» kartonowe pudetka.

Alternatywa dla przechowywania prob mokrych przez diuzszy czas jest ich zabezpieczenie w nastepujacy
sposob: na czystg kuwete ktadziemy bibute filtracyjng i wylewamy catg mokrg probe, po wstrzasnieciu tagcznie
z osadem i pozostawiamy do wyschniecia (ryc. 2). Nastepnie bibute sktadamy w formie pakietu z wysuszonym
osadem do $rodka i pakujemy do papierowej koperty.

Ryc. 2. Sposob wytozenia bibuty i wylania proby w celu jej utrwalenia przez wysuszenie: 1 - st6j z probg, 2 - bibuta, 3 - kuweta
(autor: lIwona Bogusz)

Nalezy pamietac, by wszystkie zabezpieczone préby, czy to w szklanych stojach, czy w plastikowych pojem-
nikach, czy tez w kopertach papierowych lub w kartonowych pudetkach byty trwale potgczone z metryczkami
Sladowymi. W zaleznosci od czynnosci procesowej probke zabezpieczong nazwiemy przedmiotem, Sladem,
bgdz materiatem porownawczym. Decyzja ta nalezy do prowadzgcego postepowanie oraz technika krymi-
nalistyki wykonujgcego dang czynnosc.

Whioski koricowe

Publikowane Zrédta wskazujg na wykorzystanie w procesie wykrywczym sladéw srodowiskowych, tzw. en-
vironmental traces w postaci pytkow roslinnych (Horrocks M., Walsh K.A., 1999; Wiltshire P.E.J., 2006; Mil-
denhall D.C., 2006; Mildenhall D.C. i in., 2006), grzybéw (Hawksworth D.L., Wiltshire P.E.J., 2010; Wiltshire
P.E.J., 2016), owadow (Benecke M., 1998; Pai C-Y i in., 2007; Cervantés L. iin., 2018; Matuszewski S., Madra-
-Bielewicz A., 2019; Matuszewski S., 2021), gleby (Ruffell A., McKinley J., 2005, Morgan R.M., Bull P.A., 2005;
Ruffell A., Mc Kinley J., 2006, Bull P.A. i in., 2006), w tym ziaren piasku (Bull P.A., Morgan R.M., 2006; Morgan
R.M. i in., 2008; Konopinski D.I. i in., 2012) oraz okrzemek (Pollanen M.S., 1998; Horton P.B. i in., 2006; Pe-
abody A.J., Cameron N.G., 2010; Scott K.R. i in., 2016; Levin E.A. i in, 2017; Scott K.R. i in., 2021; Bogusz I.
iin., 2022). Biorac to pod uwage nie nalezy pomijac¢ zabezpieczania materiatu w postaci prob ze srodowiska
w celu pozniejszego wykorzystania ich w procesie wykrywczym. Proby srodowiskowe sg czesto wykorzy-
stywane przez organy scigania w krajach zachodnich, odgrywaja olbrzymiag role nie tylko w tworzeniu wersji
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kryminalistycznych, ale takze moga by¢ Swietnym materiatem dowodowym. Ponadto nie nalezy zapominac,
ze kryminalistyka jest dziedzing ciggle rozwijajgca si¢ i to, co byto niemozliwe do zbadania 20 lat temu, dzi$
nie stanowi problemu dla ekspertow kryminalistyki. Jednak, by eksperci w przysztosci mogli dokonac witas-
ciwych analiz i wyciggnac¢ stosowne wnioski, nalezy dostarczy¢ im wtasciwie zabezpieczony materiat ba-
daweczy. Niniejsza praca rekomenduje wytyczne do zabezpieczenia materiatu okrzemkowego, ktory nawet
jesli nie w aktualnie toczgcym sie postepowaniu, bedzie mogt by¢ wykorzystany tez w przysztosci. Biorgc
pod uwage sezonowg zmiennosc¢ struktury zbiorowisk okrzemek oraz ich zmiennos¢ ze wzgledu na rézne
czynniki Srodowiskowe: odczyn wody, zasolenie, przewodnictwo oraz trofie (Kawecka B., Kwandrans J., 2000;
Hall R.l., Smol J.P., 2001; Battarbee R.W., 2001; Potapova M., 2001; Witkowski A.iin., 2001, Silva T.iin, 2022),
pominiecie zabezpieczenia prob diatomologicznych podczas ogledzin moze by¢ istotnym btedem, ktdrego
nie da sie naprawic. Alternatywny sprzet niezbedny do zabezpieczenia prob okrzemkowych wypunktowany
W niniejszej publikaciji jest stosunkowo niedrogi, a czynnosci, ktére w zwigzku z ich zabezpieczeniem nalezy
wykonac, nie sg skomplikowane.
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