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1 Uvod

Hmyz wvytvafi celou fadu produktl, které mohou slouZit k uzZitku clovéka. Mezi
nejddleZitéjsi patfi hedvabi, med, vosky, laky a jedy. Clovék je na hmyzu také nepfimo zavisly
jako na opylovacich, v nékterych Castech svéta je hmyz také dlleZitou slozkou lidské potravy.
Hmyz je dllezitym modelovym objektem zakladniho i aplikovaného vyzkumu (Kodrik, 2004).

Hedvabi je popisovano jako polymer proteind, ktery je spradan do vlaken. Tuto schopnost
ma fada zastupcl terestrickych ¢lenovcli, napf. pavouci, roztoci, snovatky a také larvy nékolika
fadd hmyzu s proménou dokonalou napf. motyld, chrostikd, vcel, pilatek, pakomard aj. (Craig,
2003). Schopnost produkovat hedvabi se vyvinula u nékolika hmyzich rodd (Sehnal et Akai, 1990;
Craig, 1997). Hedvabi je produkt u hmyzu relativné rozsifeny, produkovany ve Zlazach rlzného
plvodu, ale nejCastéji se s nim setkdvame u larev chrostikli a motyld. Nejznaméjsim zastupcem,
ktery produkuje komercné vyuzitelné hedvabi je bourec morusovy (Bombyx mori) (Kodrik, 2004).

Do Evropy se hedvébi dostalo z Ciny, kde bylo hedvébnictvi zalozeno. Hedvéabna stezka
byla starovékd trasa, kterd zacinala v Ciné a pokracovala pres centrdini Asii az do Egypta
a Evropy. Obchod po hedvabné stezce byl ddlezitym faktorem pfi rozvoji velkych starovékych
civilizaci v Ciné, Mezopotamii, Persii, Indii a Itali a pomohl poloZit zaklady moderniho svéta
(Hyde, 1984). Vyuziti pavoucich vlaken neni novinkou pro tradini kultury, polynésti rybari
pouzivali vldkna pavucin jako rybarsky vlasec a domorodci na Nové Guiney si davaji pavuciny
na hlavu, aby se chranili pred slune¢nimi paprsky (Vesmir.info, 2008). S objevenim umélych
vldken silonu, nylonu atd. zacatkem 40. let 20. stoleti klesl o hedvabné vldkno zdjem,
ale produkce hedvabi ma nékolika tisiciletou tradici a v zemich, které patfi k jeho tradi¢nim
producent@im (Cina, Japonsko, Korea) je i pres existenci umélych vidken zcela nezastupitelné.

Jak se ale Casem ukazalo, hedvabi ma unikatni vlastnosti a ziskalo si proto znovu oblibu.
Bilkoviny prirodniho hedvabi se uplatiiuji v rlznych oblastech mediciny (chirurgické nité, nahrady
pojiv, zmirnéni imunitni odpovédi, potlaceni infekci) a kosmetiky (Sehnal, 2008). Vyuziti vychazi
ze znalosti jednotlivych komponent hedvabi. Osa vldkna je tvorena tfemi bilkovinami, jejichz
slozeni se béhem vyvoje neméni, zatimco lepivy povrch je ze sericin{, jejichz slozeni se méni
(Fedic et al., 2002).

Cilem prace je zjistit, jak tyto zmény ovlivni fyzikalni vlastnosti vldkna, potazmo zjistit,

které sericiny jsou pro pevnost, pruznost a roztaznost viakna nejlepsi.



2 Literarni prehled - zakladni informace k problematice

2.1 Hedvabi
2.1.1 Syntéza a sekrece hedvabi u housenek

Larvy vétSiny Lepidopter sekretuji viaknité proteiny, které jsou souhrnné oznacovany jako
hedvabi. U nékterych druhl obsahuji esencidlni aminokyseliny a intenzita produkce hedvabi je
zavisla na jejich pritomnosti v potravé (Jindra et Sehnal, 1989). Hedvabi je u larev motyll
produkovano ve snovacich Zlazach. Tubularni snovaci Zlazy (obr. 2.1) jsou pfeménéné labialni
Zlazy, jejichz plvodni funkci byla produkce slin a jsou dobre prizplsobeny své nové funkci.
Hedvabi je vyuzivano na budovani chodbicek nebo zamotkd, které larvam slouzi jako Ukryt, a na
tvorbu kokond, které chrani vyvijejici se kuklu (Fedi¢ et al., 2002). Casovy priibéh produkce
hedvabi béhem larvalniho vyvoje a jeho mnozstvi jsou u rliznych druhd velmi odlisné (Sehnal et
Akai, 1990).

Snovaci zlazy jsou morfologicky i funkéné rozdéleny na zadni (posterior — PSG), stfedni
(middle — MSG) a predni (anterior — ASG) oddil. Na rozdil od zadniho a stfedniho oddilu nevytvari
predni oddil Zadné strukturalni bilkoviny hedvabi, ale je dllezity pro pfeménu hustého roztoku
bilkovin v pevné vlakno. Tento proces neni zcela objasnén, ddlezitad je resorpce vody a zména
iontovych pomér(. Predni oddily pravé a levé snovaci zlazy se spojuji a Usti ven snovaci
bradavkou. Ta funguje jako lis, ktery housenka uzavird nebo otevird. Dotykem bradavky se
hedvabi prichyti a pfi oddaleni hlavy od podlozky vznika viakno. Pfi predeni kokonu je tvorba
vlakna kontinudlni a neprerusené vlakno je u nékterych druhd vice nez kilometr dlouhé.

Cinnost snovacich 7ldz je fizena hormondlné. Uplatiiuji se zde juvenilni hormony,
ekdysteroidy i neurohormony. Po aplikaci juvenilniho hormonu ¢i juvenoidu dochazi k primarni
inhibici snovacich Zlaz, ale aplikovany hormon prodlouzi larvalni instar, a tedy i Zir larev, snovaci
Zlazy jsou déle udrzovany v tzv. akumulacni fazi, kdy hromadi vice Zivin a po odeznéni vlivu
hormonu produkuji vétsi larvy se zvétSenymi snovacimi zlazami vice hedvabi. Téchto poznatkl se
vyuziva v komeréni produkci hedvabi, kdy jsou larvy vhodného stafi ve velkochovech osSetfeny
juvenoidy, které zvysuji produkci hedvabi asi 0 10 % (Kodrik, 2004).

2.1.2 Struktura hedvabného viakna

Hedvabi produkované housenkami je polymer sloZeny z proteind pochazejicich z dvojice
snovacich 7laz (Fedi¢ et al., 2002). Tézky retézec fibroinu (H-fibroin; heavy chain fibroin) se
spojuje s lehkym fetézcem (L-fibroin; light chain fibroin) a P25 glykoproteinem a tvori hedvabny
filament. Tyto tfi proteiny jsou produkovany a sestavovany v zadnim oddile snovacich Zlaz a ve
formé gelu se hromadi ve stfednim oddile, kde jsou obaleny vrstvou sericinového gelu. Fibroinové
sloupce (budouci filamenty) a nad nimi uloZzené sericinové vrstvy jsou skladovany v lumen Zlazy

nékolik dni az tydnd jako separované a vysoce koncentrované gely. Béhem predeni jsou proteiny



z PSG preménovany na pevny a pruzny filament, ve kterém jsou H-fibroin, L-fibroin a P25
zastoupeny v poméru 6:6:1 (Inoue et al., 2000; 2004). Par filamentl (z pravé a levé Zlazy) je
ihned po vypredeni spojen v jedno vidkno pomoci ,vnitinich" sericin (obr. 2.2 a 2.3). Povrchové
sericiny lepi vlakna dohromady béhem predeni kokonu (Michaille et al., 1986).
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Obr. 2.1: Snovaci Zlazy Lepidopter (podle Akai, 1965)

Obr. 2.2: Pri¢ny fez hedvabnym vidknem

f — fibroinové filamenty; s — sericinova vrstva



Obr. 2.3: Pricny rez hedvabnym viaknem kokonu Bombyx mori (Akai, 2000)

pf — par filament; f — fibroinové filamenty; s — sericinova vrstva

Stredova ¢ast hedvabného vlakna (fibroiny, P25)

Shimura et al. (1976), Gamo et al. (1977) a dalsi objevili, ze osa hedvabi, tj. dva
filamenty, jsou sekretem zadniho oddilu snovacich zlaz (PSG) Bombyx mori a obsahuji dvé hlavni
slozky, které jsou od sebe oddélitelné rozstépenim disulfidickych mdstkd. Pozdéji byla objevena
treti slozka nazvana P25. PSG sekretuje velké mnozstvi vysokomolekularniho (200 — 500 kDa)
H-fibroinu, nizkomolekularniho L-fibroinu a chaperoninu P25, ktery se objevuje ve dvou formach
(27 a 31 kDa), které se lisi obsahem cukrll (Tanaka et al., 1999). L-fibroin je pfipojen ke
karboxylovému konci H-fibroinu pomoci disulfidického mUstku, ktery je zasadni pro sekreci obou
komponent (Takei et al., 1987). Fibroin ma charakteristickou strukturu i aminokyselinové slozeni,

které zajiStuje jeho obrovskou pevnost a pruznost (Zurovec et Sehnal, 2002).

Sericiny

Dalsi slozkou hedvabi jsou bilkoviny sericiny, syntetizované ve stfednim oddile Zlaz.
Funguji jako tmel, postupné se nabaluji na fibroin, ktery postupuje ze zadniho do stfedniho
oddilu Zldz, zpeviuji ho a pozdéji se také podili na stmelovani fibroinovych filamentd z levé
a pravé snovaci 7lazy (Kodrik, 2004). Vysoky obsah serinu (16 — 42 %) a velky podil dalSich
hydrofobnich aminokyselin (Komatsu, 1975; Gamo et al., 1977) Cini povrchové sericiny rozpustné
v horké alkalické vodé (Fedic et al., 2002).

Studie provadéné na Bombyx mori ukazuji, ze distalni, centrdlni a proximalni ¢asti MSG
produkuji sericiny o molekulové hmotnosti 150 kDa, 400 kDa a 250 kDa (Takasu et al., 2002).
Z hedvabi bylo ziskano nejméné Sest (Gamo et al., 1977) ale az patnact (Sprague, 1975) typl

sericin{, nékteré jsou ziejmé ze stejnych peptidd liSicich se stupném glykosylace. VétSina téchto



sericinl nebyla pfifazena ke specifickym gentim. ProtoZze kazdd MSG cast produkuje rozdilnou
smés sericind, liSi se jejich vrstvy kolem vldken. Zastoupeni sericind v sekretovaném hedvabi
dosahuje 20 — 30 % vahy kokonu u komeréniho producenta hedvabi bource morusového
(Michaille et al., 1986).

Nestrukturalni komponenty hedvabi

Kromé fibroinu se v zadnim oddile Zlaz syntetizuje nékolik bilkovin o malé molekulové
hmotnosti, jejichZ funkce neni zcela jasna, zda se, ze hraji roli pri preméné tekutého fibroinu na
pevné vlakno. Nékteré z téchto bilkovin vykazuji aktivitu inhibitoru protedz a pravdépodobné tak

chrani hedvabi proti mikrobialnimu rozkladu (Nirmala et al., 2001).

2.1.3 Hedvabnictvi — produkce a vyuziti hedvabi clovékem

Archeologické nalezy svéd¢i o tom, ze kokony byly sbirany jiz v dobé kamenné, ale nasi
predci pravdépodobné vyuzivali kukly jako potravu, ale ne kokony jako zdroj hedvabi. Zpracovani
kokon@ pro textilni vyrobu bylo objeveno kolem roku 2700 pf.n.l. v Ciné, kdy podle legendy spadl
kokon bource do caje princezny Hsi Ling Shi, ktera tak mohla pozorovat jak se z plovouciho
kokonu uvolriuje vlakno (Park et al., 2002). Splétanim nékolika vlaken pak vznikla hedvabna nit,
resp. tkanina. Ciflané prisné stfezili uméni hedvabnictvi stovky let a v piipadé vyzrazeni postupu
zpracovani kokonl by nasledoval trest smrti. Béhem let se toto tipytivé vldkno stalo méfitkem
hodnoty a mélo cenu zlata. Stale vice lidi znalo tajemstvi technologie, a tak se pfi Upadku
cisarstvi na zaCatku Ctvrtého stoleti vajicka bource dostala do Korey a pozdéji i do Japonska
(Hyde, 1984). K obchodovani s Evropou slouzila, jak uz bylo feceno, Hedvabna stezka.

Komercni hedvabi je ziskavano prevazné z domestikovaného bource morusového
(Bombyx mori), ale ¢astecné i z jinych druhl motyll (Peigler, 1993). Vyroba hedvabi sestava ze
Ctyr Casti: péstovani morusovniku, chov bourct morusovych, namotavani hedvabnych nitek ze
zamotku na civky a tkani hedvabnych latek. PFi pfipravé komercniho surového hedvabi se vyuziva
rozpustnosti sericind. Kokony se povafi ve vodé povrchové sericiny se rozpusti a 4 — 7
uvolnénych vldken se sericiny na jejich povrchu slepi v nit, kterd se pouzivd na vyrobu
hedvabnych tkanin. Surové hedvabi se sklada prevazné z fibroinu. Z jednoho kokonu bource
morugového Ize ziskat viakno o délce 300 — 1200 m. Clovékem je hedvébi vyuzivano predevsim

v odévnictvi, ale ma poufziti i v primyslu, medicing, farmacii a kosmetice.

Vyurziti fibroinu

Hedvabné vlakno ma vyborné mechanické vlastnosti, které z néj pred vynalezenim nylonu
udélalo mj. materidl pro vyrobu padak( (Sponner, 2007). Pouziti pfirodnich hedvabnych viaken
jako Siti v chirurgii ukazalo, Ze jsou velmi dobfe snasena imunitnim systémem. Fibroin byl proto

také vybran jako latka pro rlist bunék a tkani. Materidly zaloZzené na fibroinu a zpracované do
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filmQ, vldken, membran a hydrogelll podporuiji proliferaci a diferenciaci rliznych typd bunék. Jsou
povazovany za idedlni materidl pro regeneraci tkani a praci s kmenovymi burikami (Wang et al.,
2006).

Vyuziti sericind

Sericiny predstavuji objemny odpad pfi pripravé textilnich vidken. Odhaduje se,
Ze svétové zpracovani kokonl poskytuje asi 50 000 tun sericinl rocné (Zhang, 2002). PouZzivani
sericinovych extraktll pro kosmetické Ucely ma dlouholetou tradici zaloZzenou na zakladé
praktickych zkuSenosti. Dnes vime, Ze sericiny zvlhCuji (Padamwar et al., 2005), absorbuji UV
zareni, maji antioxidacni Ucinky a nékteré maji téz antimikrobidlni vlastnosti (Sarovat et al., 2003;
Zhaorigetu et al., 2003) pro které jsou pridavané do pletovych kréml a produktd péce o vlasy.
Tvrdi se, Ze sericiny predchazeji vzniku vrasek a dalSim pfiznaklm starnuti pleti (Padamwar
et Pawar, 2004).

2.1.4 Fyzikalni vlastnosti hedvabi

Vlastnosti hedvabi, které jsou ddlezité pro textilni prlmysl (napf. pevnost a pruznost),
byly méfeny u rlznych druhl, ale pfispéni sericind témto vlastnostem nebylo adekvatné
stanoveno. Méreni byla vétSinou provadéna na hedvabnych vlaknech ziskanych uvolnénim
z kokonu v horké alkalické vodé. Jednotliva vlakna jsou uvolfovana, kdyz je rozpusténa vnéjsi
sericinova vrstva, zatimco vnitfni vrstva pretrvava a drzi fibroinové filamenty pohromadé (Sehnal
et Zurovec, 2004).

Vice k méfenym veli¢inam v kapitole Material a metodika.
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3 Material a metodika

3.1 Modelové organismy

Jako modelové organismy byly pouzity larvy zavijeCe voskového (Galleria mellonella)

a bource morusového (Bombyx mori).

3.1.1 Chov Galleria mellonella

Larvy zavijeCe voskového se chovaji na uméle pripravované pldé. Vyhodou zavijeCe
voskového je jeho kontinudlni chov ve standardnich laboratornich podminkach, larvy se chovaiji
pfi 30 °C a trvalé tmé. Padu pripravime tak, Zze sypké slozky (tabulka 3.1) dame do misky
a zahrejeme asi na 80 °C. Obdobné rozehrejeme vosk a oddélené med s glycerinem. Suchou
smés zalejeme voskem a promichame, potom pfidame med s glycerinem a opét dtkladné

promichame. Hotovou potravu uchovavame v chladu pfi 15 °C.

Tabulka 3.1: SloZeni pldy pro zavijeCe voskového

Slozka Hmotnostv g Slozka Hmotnostv g
Kukufi¢ny Srot 660 Susené kvasnice 165
PSenicny Srot 330 Vceli vosk 525
PSeni¢na mouka 330 Med 330
Susené mléko 330 Glycerin 330

3.1.2 Stari a vybér larev Galleria mellonella

Cerstvé svletené housenky posledniho (VIL.) instaru se poznaji podle velikosti hlavové
schranky a zbarveni. Cerstvé svle¢ené housenky jsou bilé, ale béhem ¢ty hodin ztmavnou
v disledku melanizace exokutikuly. Nad kazdou epidermalni burikou je sloupec nepoddajné
exokutikuly, mezi sloupce se ukldda svétld a poddajna endokutikula. Pri pohledu pod
mikroskopem se exokutikula jevi jako tmavé terciky na svétlém pozadi. Po svleceni jsou terciky
u sebe a proto jsou housenky tmavé zbarvené. Kdyz housenky rostou, zvétsSuji se ukladanim
endokutikuly mezery mezi terciky a housenky se pfi zbézném pohledu jevi jako Sedé. Paty den
posledniho instaru prestavaji housenky pfijimat potravu a hledaji misto k predeni kokonu
(wandering stage). Na zacatku predeni je nazyvame pohyblivé prepupy (6,5. den posledniho
instaru). Ty se po dokonceni kokonu méni na takzvané nepohyblivé prepupy (faratni kukly), které
se osmy den svlékaji do kukel.

Pro nase pokusy byly housenky roztfidény do skupin podle véku. Aby byl zajistén dostatek
vzorkll pro statistické vyhodnoceni, byla kazda skupina slozena z jedné nebo vice podskupin.
V prvni sadé bylo hodnoceno 187 vzorkd rozdélenych do 6 skupin. Pokus byl opakovan nezavisle

na prvni sadé. Celkem 90 vzorkd druhé sady bylo rozdéleno do 4 skupin, néktera méfeni nebyla
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opakovana (tabulka 3.2). Vlakna prvni sady byla odebirana v Cervenci a mérena v prosinci 2007,

vzorky druhé sady byly odebrany v fijnu a méreny v listopadu 2008.

Prvni sada vzork(l Galleria mellonella (2007)

Gla

G2a

Gb5a

G7a

G5a-]

G6a-]

Skupina Gla zahrnuje Cerstvé svlecené housenky do posledniho instaru (VII/1),
pracovné oznacené jako GB, hmotnost larev v této skupiné byla 145 + 30 mg.

Do skupiny G2a patfi housenky posledniho instaru 36 hodin po svleceni (VII/2)
oznacené plvodné jako GC, hmotnost larev v této skupiné byla 169 + 25 mg.

Ve skupiné G5a se jedna o housenky 5. den posledniho instaru (VII/5), hmotnost
larev byla 280 + 25 mg v podskupiné GF a 245 + 31 mg v GH.

Do skupiny G7a patfily housenky 7. dne posledniho instaru (VII/7), predouci stredné
silné kokony, hmotnost larev v této skupiné byla 372 + 27 mg. Hedvabi odebrané
housenkam bylo oznaceno jako GA.

Ve skupiné G5a-] byly housenky kontaminované juvenoidem ZR 515 (1% roztok
v acetonu, topicky aplikovany 2 pl na jedince) béhem jednoho dne po svleCeni
do posledniho instaru a znovu za 24 hodin davkou 1 pl na jedince. Hedvabi oznacené
GJ bylo odebrano 5. den posledniho instaru (VII/5). Housenky v té dobé jesté nebyly
svleCené a jejich hmotnost byla 270 + 41 mg.

Ve skupiné G6a-J byly housenky oSetfené juvenoidem stejné jako skupina G5a-J, ale
hedvabi oznacené GL bylo odebrano az 6. den posledniho instaru (VII/6). Housenky
nebyly svlecené a jejich primérna hmotnost byla 268 + 21 mg.

Druha sada vzorkl Galleria mellonella (2008)

G1b

G5b

G7b

G5b-J

Skupina G1b zahrnuje Cerstvé svlecené housenky do posledniho instaru (VII/1),
oznacené jako E, hmotnost larev v této skupiné byla 199 + 31 mg. Housenky jsou
stejného stafi jako ve skupiné Gla prvni sady.

Do skupiny G5b patfi housenky 5. den posledniho instaru (VII/5), hmotnost larev byla
261 + 11 mg. Odebrané hedvabi je oznacovano jako F a odpovida skupiné G5a.

Do skupiny G7b jsou zarazeny housenky predouci stfedné silné kokony (VII/7),
hmotnost larev v této skupiné byla 220 + 16 mg. Hedvabi odebrané housenkam je
oznacovano jako K. Srovnatelné se skupinou G7a.

Ve skupiné G5b-J jsou housenky 5. den posledniho instaru s aplikovanym juvenoidem
(1% ZR 515) ve dvou davkach 24 hodin po sobé: 2 pl a druhd 1 pl na jedince.
Housenky nebyly do odbéru svleCené, za dalSi 3 dny se vSak polovina svlékla
do nadpocetného larvalniho instaru a druha polovina vypredla kokony. Hmotnost
larev v dobé odbéru hedvabi byla 382 + 51 mg; odebrané hedvabi je oznacovano jako

M. Odpovida drivéjsi skupiné G5a-J.
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Tabulka 3.2: Prehled doby odbéru viaken jednotlivych skupin Galleria mellonella

Skupina | G1a; G1b G2a * Gé6a-] G7a; G7b
ower | || 1 1 1 |
Hodiny 36 172
Dny 1 2 5 6 7

*%* G5a; G5a-J;G5b; G5b-J

3.1.3 Chov Bombyx mori

Larvy bource morusového jsou monofagni a zivi se jen listim moruse bilé (Morus alba L.)
nebo Cerné (Morus nigra L.). Kromé Cerstvého morusového listi je mozné bource moruSové
chovat na umélé potravé. Jeji zaklad tvori prasek ze suseného morusového listi a agar, doplnény
o vitaminy a minerdly. Vyrabi ji napf. Nippon Nosan Co., Ltd., Yokohama, Japan. Pouze larvalni
stadia rapidné rostou a konzumuji listy moruSe, ostatni vyvojova stadia potravu nepfijimaiji.
Normalni teploty pro chov bourcd jsou mezi 20 — 28°C. Velkochov bource morusového ma i své

nevyhody, hlavné snadné Sifeni nemoci.

7 v

3.1.4 Stari a vybér larev Bombyx mori

Zivotni cyklus bource trva 6 — 8 tydn{ v zavislosti na rase a podminkach chovu. Existuje
pét larvalnich instarl, mezi kterymi se housenky sviékaji. Larvy, které se vylihnou, jsou drobné,
cerné ¢i tmavé hnédé zbarvené, pokryté jemnymi Stétinkami, které do 24 hodin opadaji. Ihned po
vylihnuti hledaji potravu. Toto obdobi trva 3 dny a Ctvrty den se zacinaji sviékat. Obdobi druhého
instaru trva 2 dny, treti instar trva 3 az 4 dny, Ctvrty 4 az 5 dni a vaha housenky vzroste az
380krat. Obdobi patého instaru trva 6 az 8 dni, vaha larev vzroste 10 000krat od doby co se
vylihly. Housenky dordstaji délky 6 cm, po ukonceni Ziru kratce migruji (hledaji vhodné misto
k uchyceni kokonu) a pak se zacinaji zapradat. Zapradani trva 2 az 3 dny a za dalsi 2 az 3 dny
dojde k preméné na kuklu uvnitf kokonu (Kislingova, 2006).

Pro nase pokusy jsem housenky opét rozdélila do skupin podle stafi. Na rozdil od zavijece
voskového zacinaji housenky bource morusového prist hedvabi az po ukonéeni Ziru. Ani uméle se
mi nepodafilo odebrat vzorky hedvabi od Zeroucich housenek. Po ukonceni Ziru byly odbéry
mozné, avSak vzorky odebrané 7. den, tj. tésné po ukonceni Ziru (podskupiny BS a BT) nebyly
mérfeny, protoZze odebranad vldkna byla nekvalitni, s nerovnomérnymi kapickami sericinu
na povrchu (zjisténo pouzitim polarizacniho mikroskopu). MéFeno bylo pouze 48 vzorkd

rozdélenych do dvou skupin.
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Vzorky Bombyx mori (2008)

BW Prvni skupina BW (wandering) zahrnuje housenky asi 8. den posledniho instaru
po ukonceni ziru. Hedvabi je oznaceno stejné jako skupina BW, hmotnost larev byla
1615 + 53 mg.

BK Do skupiny BK patfi housenky predouci slabé kokony (asi 1 den predeni), oznacené
také BK, hmotnost larev v této skupiné byla 896 + 69 mg.

3.1.5 Juvenoidy

Bioanalogy juvenilniho hormonu, které maji i Uplné odliSnou strukturu a chemické slozeni,
ale stejné Ucinky jako juvenilni hormony nazyvame juvenoidy. Nékteré juvenoidy (methopren,
hydropren, phenoxycarb, pyriproxyphen) jsou prodavany komercné a vyuzivaji se predevsim
k hubeni a kontrole populaci hmyzich sklidcl, nékdy vsak ke zcela specifickym Gcellim (zvySeni
produkce hedvabi u bource moruSového). Mechanismus kontroly hmyzich populaci juvenoidy
spociva v tom, Ze juvenoidy zasahuji do vyvaZzenych a presné fizenych hormonalnich pomérd
v téle. Zplsobuji tak poruchy svlékani, vznik prechodnych forem neschopnych Zivota nebo
nadpocetnych instarli, zasahuji do reprodukce. Vyhody juvenoidl spocivaji v tom, Ze tyto latky
jsou specifické nejen pro hmyz, ale i pro urcity druh nebo jeho stadium a rychle se v prirodé
rozkladaji (Kodrik, 2004).

Pouzity juvenoid methopren, téz nazyvany altosid nebo ZR 515, byl rozpustén v acetonu
a 1% roztok aplikovan na povrch téla v odstupu 24 hodin. Prvni davka byla 2 upl a druha

1 pl roztoku na jedince.

3.2 Méreni mechanickych vlastnosti hedvabi

Odebirani hedvabnych vldken a jejich dalsi méreni jsem provadéla podle metodiky
popsané v praci Blackledge et al. (2005). Vldkna byla odebirdna v Biologickém centru AV CR,
vlastni méreni probihala béhem stazi v laboratoti Prof. Cheryl Hayashi na University of California,

Riverside.

3.2.1 Metodika odbéru a uchyceni vlakna

Pro odbér a uchyceni vldkna jsou pouzivany papirové drzaky cerné barvy o velikosti
75 x 25 mm se dvéma otvory (23 x 10 mm), pres které je vlakno nataZeno. VIakno je na drzak

fixovano pomoci kyanoakrylatového (vtefinového) lepidla, které musi asi hodinu schnout.
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Priprava pro tensile testing (tahové testovani)

Hlava vybrané housenky je zlehka prilozena na horni okraj papirového drzaku, do té doby
nez se hedvabné vilakno lepivym povrchem k drzaku prichyti. Nékteré housenky se pfrichyti
okamzité, jindy je uspésny druhy odbér provedeny za nékolik minut. Po uchyceni vldkna je
housenka lehce taZzena smérem dold podél naklonéného drzaku rychlosti asi 75 mm (délka
drzacku) za 3 sekundy. Uprostred je vlakno rotovano dorso-ventralnim otocenim predouci larvy.
Na dolnim konci drzaku je hlavicka housenky opét jemné pritlacena, aby se vlakno prichytilo i na
druhém konci. VIakno je fixovano pomoci kyanoakrylatového lepidla. Na drzak je vzdy pfipevnéno

jedno vlakno (obr. 3.1).

Priprava pro transmisni elektronovy mikroskop

VlIakna jsou namotavana pres kratsi stranu drzaku, co nejblize vedle sebe, namotana jako

na civku, na obou koncich drzacku jsou vlakna opét prilepena pomoci vtefinového lepidla.

Priprava pro skenovaci elektronovy mikroskop

Vldkna jsou natahovana pres kratSi stranu drzaku (jako pro transmisni mikroskop),
cca pét vlaken na jeden otvor (obr. 3.1). VIdkno neni rotovano, ale jinak postup odpovida

pripravé vlaken pro tensile testing.

——

Obr. 3.1: Zplsob upevnéni hedvabného vlakna na papirovy drzak

A - pro tensile testing; B - pro skenovaci elektronovy mikroskop

3.2.2 Méreni priméru viaken

VlIakna jsou nejprve pozorovana pomoci polarizacniho mikroskopu (Leica DMLB, McBain
instruments) pri zvétSeni 1000krat. VIakno je ovalné (obr. 3.2) a proto je pro zjisténi plochy
prifezu vldkna nutné méfit délku dlouhé i kratké osy ovalu. Vedle vldkna (dva fibroinové
filamenty a sericinovy obal) jsem méfila i filamenty, které jsou na prdrezu také ovalné (obr. 3.2).
Pfi pohledu na dlouhou osu vlakna je vidét kratka osa obou filamentl a pfi pohledu na kratkou
osu vlakna je vidét dlouha osa jednoho z filamentl. Mista, kde je mozno vlakno pozorovat kolmo

na dlouhou nebo kratkou osu jsou peclivé vybrana a zachycena digitalnim fotoaparatem (Canon
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PowerShot S40). Diky pretoceni housenky pii odbéru vldkna je mozné najit pohledy na obé osy.
Kazda osa je méfena na rdznych ¢astech vlidkna nejméné trikrat.

Fotografie jsou pofizovany s rozliSenim 180 dpi (pixeld na palec) a délky os vlakna
i filamentl jsou nasledné méfeny pomoci programu Imagel (Rasband, W.S., Image],
U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/,
1997 — 2008). PFi méreni jsou pomoci Usecek oznacena mista méfeni os filamentl i celého vidkna
(obr. 3.3 a 3.4). Méfi se vzdy na tfech mistech kazdého preparatu. Z namérené délky Usecek
v pixelech se pomoci prepocitavaciho faktoru (93,588) vypoltou délky os filamentd a vlakna

v um. Vysledky méfeni jsou prevedeny na plochu prifezd filament( a vlakna.

d

A
A 4

Obr. 3.2: Vzajemné postaveni fibroinovych filament v hedvabném vlakné

d — dlouhd osa vldkna; k — kratka osa vlakna; f — fibroinové filamenty; s — sericinova vrstva

Obr. 3.3: Pohled na kratkou osu vlakna (vzorek GA 5.5)

A - UseCka méfici delsi osu fibroinového filamentu; B — Usecka mérici kratkou osu vidkna

(t. filament a sericinovy obal vlakna)
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Obr. 3.4: Pohled na dlouhou osu vlakna (vzorek GA 1.5)
A, B - Usecky méfici kratkou osu filamentl; C — Usecka méfici dlouhou osu viakna (tj. filamenty

a sericinovy obal)

3.2.3 Mechanické vlastnosti viaken

Mechanické vlastnosti vlaken se projevuji jako odezva na mechanické namahani vnéjsimi
silami. Podle plisobeni vnéjsich sil Ize hovofit o namahani v tahu, tlaku, ohybu a krouceni (Militky,
2008). V nasem pripadé byla vldkna laboratorné testovana v tahu. Béhem mechanického
namahani dochazi ke zméné tvaru — deformaci, ktera je zavisla na velikosti zatiZzeni, rychlosti
a dobé trvani namahani. Pri zkouSeni mechanickych vlastnosti jde vétSinou o zjisténi meze
pevnosti. VIakno je zatéZovano az do destrukce, tj. pretrhu vzorku (Militky, 2008). Vysledkem
méfeni je Ffada charakteristik, které jsou popsany v nasledujicich odstavcich. Namérené hodnoty
jsou vztahovany na plochu priifezu vldkna, pocitanou z pocateniho prliméru (v pfipadé
eliptického prlfezu z délky os). Pfi stanoveni tzv. ,engineering" hodnot, se povazuje prliez za
neménny béhem méfeni, zatimco pfi méreni ,true" hodnot se bere v Uvahu zmenseni prifezu pfi
protazeni vldkna. Protoze prifez (ve skutecnosti rozméry os) nelze béhem mérfeni kontinualné
sledovat, pocitaji se zmény na zakladé zmén délky vlakna. Predpoklada se, Zze objem vldkna se
nemeéni, tj. pri protazeni se zakonitym zpldsobem zmensi jeho prlfez. V této praci uvadim ,true®

hodnoty mérenych fyzikalnich veliin.

Mechanické napéti (stress) o [MPa]

Napéti je absolutni sila F [N] pfepocitana na plochu préifezu vidkna S [m?] (v anglictiné se
pouziva A; area). Prepocet absolutni sily na napéti se provadi proto, aby bylo mozné porovnavat
vlakna s rliznymi priméry (Blackledge, 2005) a rozdilné materialy. Napéti do pretrhu vzorku je
nazyvano pevnosti v tahu (Militky, 2008). Maximalni mechanické napéti (ultimate stress)
odpovida mezi pevnosti.

o =F /S [MPa]
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Relativni deformace (strain) € [mm/mm]

Pfi natahovani se vlakno prodluzuje, Cili deformuje. Relativni deformace je deformace
materidlu zapficinéna plsobenim napéti. Ma-li byt deformace rliznych materiall srovnavana je ji
nutno prepocitat na relativni jednotky. Relativni deformaci do pretrhu zveme taznost, vyjadiuje
se v % pocatecni délky (Militky, 2008).

&r = loge (I-lo) [mm/mm]

tr — true“; e - ,engineering"; | - délka po nataZeni; |, - pocatecni délka (podle Blackledge, 2005)

HouZevnatost (toughness) [MJ x m™] nebo [MPa]

HouZevnatost vyjadfuje odolnost materidlu vici lomu a zpravidla je charakterizovana
velikosti mechanické prace, nutné k lomu (Vlach, 2003). Udava spotfebu energie potrebnou
k pretrzeni vldkna. Spocitd se jako plocha pod deformacni kfivkou (stress-strain curve)
(Blackledge, 2005). Jednoduse feCeno, tahova houzevnatost je dana velikosti plochy pod

tahovym diagramem (Vlach, 2003).

Youngdv modul pruznosti (Young's modulus) E [GPa] a tuhost (stiffness)

Tuhost je fyzikalni veli¢ina, ktera je charakteristickd pro kazdé stlacitelné téleso
a vyjadfuje miru odolnosti vici deformaci zptisobené vnéjsi silou. Tuhost zkoumaného materialu
bez ohledu na méfené téleso, se vyjadfuje jako Younglv modul (E), ktery udava pruznost
materidlu pfi namahani v tahu. Vypocita se ze sklonu regrese krivky vyjadfujici zmény poméru
napéti-deformace a to v oblasti linearniho priibéhu krivky (Usek mezi body O a P kfivky na obr.
3.6). Konec linedrniho prlbéhu vztahu napéti-deformace je bodem, ve kterém se meéni

mechanické chovani vlakna z elastického na viskdzni.

E=0/¢[Pa]

3.2.4 Tensile testing — namahani v tahu

Pro testovani mechanickych vlastnosti viaken byl pouZivan Nano Bionix® Universal Testing
System (MTS Systems Corp.,0ak Ridge, TN, USA), pfistroj je softwarové kompatibilni s MS
Windows XP. Nano Bionix je schopny ziskat data z velmi tenkych vildken s rozliSenim zatéZovani
od 50 nN a prodlouzeni od 35 nm. Jedna se o pristroj s konstantnim prirlistkem deformace, tyto
pristroje vyvozuji napéti ve vzorku posuvem hlavice, kterd se pohybuje konstantni rychlosti, ale
prerusované. Prerusovani, pfi konstantnim méreni délky a napéti, umoznuje presné zjistit tuhost
a pruznost vldkna (Blackledge, 2005). Vstupnimi Udaji jsou zejména upinaci délka, rychlost

zatéZovani a primér vlakna (Militky, 2008).
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Papirovy drzak je upevnén mezi dvé hlavice tak, aby vlakno v jeho otvoru bylo napnuté,
ale nevystavené napéti. Bocni strany drzaku se pred zacatkem méreni odstfihnou, takze jsou
hlavice pfistroje spojeny jen mérenym vildknem (obr. 3.5). Po spusténi pristroje se hlavice od
sebe oddaluji. VIdkna jsou natahovana rychlosti 1 % deformace za sekundu dokud se
nepretrhnou. Tato rychlost deformace je zvolena proto, aby se zachovala maximalni
porovnatelnost vysledkll, protoZze stejna rychlost byla pouZita uz u predchozich méreni
(Blackledge, 2005). Prvotni data jsou transformovana do hodnot napéti a relativni deformace,
aby bylo mozné srovnani vzork hedvabi s rliznym prdmérem vlakna. Jak jiz bylo uvedeno méreni
sily na plochu pficného prirezu vldkna (napéti) dovoluje porovnani relativniho zatizeni vlaken
s rliznym prlmérem. Upinaci délka (ly) vldkna pro nase méreni odpovida velikosti otvoru

v drzaku, tj. 23 mm.

Obr. 3.5: Upevnéni vlakna mezi hlavice pristroje Nano Bionix

Deformace elasticka a plasticka

Prerusované plsobeni napéti a kontinualni méfeni délky vlakna umoznuje odlisit elastické
(vratné) a plastické (nevratné) deformace. Vratné deformace Ize ocekavat pouze v oblasti malych
sil a deformaci, jejich vztah je popisovan Hookeovym zakonem a vyjadien Youngovym modulem
pruznosti. Plastické (nevratné) deformace se zacinaji projevovat za mezi pruznosti (obr. 3.6).
Pro plastickou deformaci plati, Ze rychlost deformace je Umérna plsobicimu napéti (Militky,
2008).
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Obr. 3.6: Deformacni krivka

0 — pocatek; P - mez pruznosti; A - bod destrukce, mez pevnosti

0 - P - oblast elastickych deformaci; P - A - oblast plastickych deformaci

3.3 Statistika

Ke statickému zpracovani hodnot ziskanych z empirickych méfeni byl pouzit program
SPSS verze 15.0 spolecnosti SPSS Inc.

3.3.1 Vybér metodiky

PoCet prvkl (N) je ve vétSiné srovnavanych skupin prvni sady zavijeCe pomérné
vyrovnany. Vyjimku tvofi larvy 1. dne posledniho instaru (skupina Gla), u kterych se odbér
hedvabi podafil jen u mensiho poctu jedincl. PoCet prvkl ve skupinach druhé sady je také
vyrovnany, coz plati i u dvou samostatné hodnocenych skupin bource (tabulka 4.1, 4.2).

Vzhledem k povaze shromazdénych dat byla pro statistické hodnoceni pouzita analyza
rozptyld (ANOVA), resp. obecny linearni model (GLM). V pfipadé GLM je mozné uvazovat vliv vice
nez jednoho faktoru, tj. mimo stafi i aplikaci juvenoidu. VSechny testy byly provadény na 95%
intervalu spolehlivost, tzn. s maximalni pravdépodobnosti chyby 5 %. Pfed samotnym testovanim
hypotéz bylo tfeba ovéfit spinéni poZadovanych podminek, tj. nezavislost dat, jejich normalni
rozloZeni a podobné rozptyly dat uvnitf vytvorenych skupin. Vzajemna nezavislost dat vyplyva uz
z povahy jejich sbéru. Normalni rozdéleni bylo ovéfeno grafickou metodou z histogramu
a provedenim Kolmogorov—-Smirnovova testu. Homogenita rozptyll byla zjistovana pomoci
Levenova testu. Ve vétSiné pripadl byly tyto podminky spinény. V pfipadé nesplnéni vsech

podminek bylo mozné spoléhat se na robustnost ANOVA, resp. GLM, vici nesplnéni pozadavkd
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normality a homogenity rozptylli, kterd je pfi podobné velikosti skupin pomérné znacna. Jako
potvrzeni byl presto v takovychto situacich proveden jesté neparametricky Kruskal-Wallisdv test,
ktery nékteré uvedené podminky nevyzaduje. Pro zachovani prehlednosti vysledkd jsou u vSech
veli¢in uvadény pouze vysledky GLM. Testovani pomoci analyzy rozptyld bylo vyuzito u Galleria
mellonella (dvé nezavislé série pokust v letech 2007 a 2008). Data pro Bombyx mori (rok 2008)
jsou rozdélena pouze do dvou skupin a proto zde bylo mozné pouzit hodnoceni pomoci

jednodussiho t-testu, resp. Mann-Whitney U testu.

3.3.2 Analyza variance

Pro porovnani nékolika soubor( dat, v konkrétnim pfipadé mechanickych vlastnosti vliaken
produkovanych housenkami rlizného stafi, popfipadé jesté s aplikaci juvenoidu byla pouzita
analyza variance (angl. Analysis of Variance, ANOVA). Obecné spociva zakladni funkce analyzy
rozptylu v posouzeni hlavnich a interakénich efektd kategoridlnich nezavislych proménnych na
zavisle proménnou kvantitativniho typu. Nezavisle proménné nazyvame faktory. Nejjednodussim
pripadem je analyza rozptylu jednoduchého tfidéni, kdy analyzujeme efekt jednoho faktoru na
zavisle proménnou (Hendl, 2004). To znamena, Ze jsou pokusné objekty klasifikované (zarazené
do skupin) podle jednoho faktoru, proto se tato analyza nazyva one-way ANOVA (LepS, 1996).
V nasem pripadé je ale klasifikacnim faktorem stari housenek a oSetreni juvenoidem, proto jsme
pouzili metodu vicefaktorového tridéni — obecny linedrni model (GLM, General Linear Model).

Princip analyzy variance spociva v porovnani variability uvnitf skupin s variabilitou mezi
skupinami (Leps, 1996). Zakladni statistikou v analyze rozptylu je F-testovaci statistika rozdilnosti
skupinovych prlmérli, pomoci niz se testuje hypotéza, zda prliméry ve skupinach urcenych
kombinacemi faktor( se od sebe lisi vice nez na zakladé plsobeni nahodného kolisani. Testovaci
F-statistika musi zohlednit rozdilnosti ve vybérovych prlimérech a zaroven pfirozenou variabilitu

zavisle proménné.

Aby analyza rozptylu byla validni, musi byt spinény nasledujici predpoklady:
1. VSechna méreni musi byt vzajemné nezavisla uvnitt skupin i mezi skupinami.
2. Méfeni v kazdé skupiné jsou normainé rozdélena s prdmérem ..

3. Ve vSech skupinach maiji méreni stejny rozptyl kolem préiméru.

Obecné lze Fici, Ze nejvétsi vliv na validitu F-testu ma predpoklad o statistické nezavislosti
vSech méreni. V¢ porucham ostatnich predpokladd je analyza rozptylu pomérné robustni
(Hendl, 2004). Sila testu roste s velikosti vybéru, s rozdily mezi skupinami a klesa s variabilitou

materialu uvnitf skupin a s poctem skupin (Leps, 1996).
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3.3.3 Kruskal-Wallistiv test

Data mlZeme testovat také pomoci neparametrického testu zaloZzeného na poradi. Jedna
se 0 podobny test jako je F-test a pouzijeme ho jestlize nemdzeme vychazet z predpokladu, ze
méreni jsou normalné rozdélend. Nulova hypotéza predpoklada, ze mérfeni ve skupinach maji
stejné mediany (Hendl, 2004). Pfi tomto testu nejprve prifadime kazdému pozorovani jeho poradi
mezi vSemi pozorovanimi bez ohledu na zarazeni do skupiny, potom spocteme statistiku (Leps,
1996).

3.3.4 T-test a Mann-Whitney U test

T-test je parametricky test, ktery pouzivame pro porovnani svou primérl, a proto
vyzaduje normalni rozlozeni dat. Mann-Whitneylv test je neparametrickou obdobou t-testu.
Tento test porovnava kazdé méreni z prvni skupiny s kazdym mérenim ze druhé skupiny a lze jej

pouzit pfi naruseni normality dat.

3.4 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie je metoda umoZznujici studium mikrostruktury zkoumanych
objektd. Mikrostruktura je studovana ve vakuu pomoci elektronového svazku, ktery vznika emisi
elektron( z katody jez jsou dale urychlovany k anodé. Svazek je fokusovan vhodné upravenym
elektrickym, magnetickym nebo elektromagnetickym polem, aby bylo dosazeno poZadovaného
zvétSeni. Elektronovy svazek vytvari obraz interakcemi s pozorovanym preparatem. Podle
fyzikalni tvorby obrazu délime elektronovou mikroskopii na dva zakladni druhy, transmisni

elektronovou mikroskopii a skenovaci elektronovou mikroskopii (Bily, 2007).

3.4.1 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronovy mikroskop umoznuje pozorovani preparatd do tloustky 100 nm pfi
vysokém zvétSeni a s velkou rozliSovaci schopnosti (Nebesarova, 2001). Elektrony pronikaji
pozorovanym preparatem a interakcemi s nim jsou odchylovany od plvodniho sméru, jimz se
pohyboval hlavni svazek. VétSina odchylenych elektronll je pomoci clony ze svazku vylouceno.
Obraz je tvoren dopadem prfevazné neodchylenych elektrond na zobrazovaci systém.
Zobrazovacim systémem mdze byt stinitko z luminiscenéniho materidlu, na kterém se vytvori
kruhovy obraz (Bily, 2007).

Pro nase pozorovani byl pouzivan TEM JEOL JEM-1010 (JEOL Ltd., Japan) v laboratofi EM,
PaU AV CR v Ceskych Budé&jovicich.
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Priprava preparatl pro TEM

Vzorky pro transmisni elektronovou mikroskopii nesmi obsahovat vodu, protoze
v mikroskopu jsou vystaveny vysokému vakuu a z mokrych preparatl by se voda bouflivé
uvoliovala. To by vedlo jednak jejich degradaci a za druhé i ztézovalo praci urychlenym
elektrontim, které by se srazkami s molekulami vody brzdily. Proto je nutné biologicky material,
ktery obsahuje vysoké procento vody, pred pozorovanim v mikroskopu upravit tak, aby Zadnou
vodu neobsahoval. Druhou podminkou, kterad vyplyva z nizké penetracni schopnosti elektrond, je,
Ze tloustka preparatu nesmi prekrocit 100 nm. SilnéjSimi preparaty elektrony neprojdou a pokud
ano, je obraz zatizeny znacnou chromatickou vadou a nelze jej zaostfit. Pfiprava vzorkd se sklada
ze Sesti zakladnich fazi.

Prvnim krokem pfipravy preparatll pro TEM je v naprosté vétsSiné pripadd fixace. Jejim
cilem je zachovat bunécnou ultrastrukturu s minimem zmén oproti nativnimu stavu, zabranit
degradacnim proceslim a stabilizovat vzorek do dalSich krok( pripravy. K fixaci biologickych
objektll se pouzivaji chemické nebo fyzikalni metody, nejCastéji zména teploty nebo zareni.
Pri chemické fixaci se nejcastéji pouziva oxid osmicely (0sO,).

Po fixaci a promyti preparatu nasleduje jeho zaliti do vhodné pryskyrice. VétSina
zalévacich médii rutiné pouzivanych pro pripravu vzorkd pro TEM neni misitelna s vodou, a proto
je nutné po fixaci nahradit volnou vodu ve vzorku kapalinou, ktera je misitelnd jak s vodou, tak
se zalévacim médiem. K tomuto Ucelu slouzi dehydratace, kdy vzorek je postupné umist'ovan
do roztokd s rostoucim podilem dehydracniho cinidla, az je jim vSechna voda v systému
nahrazena. Nejcastéji se jako dehydratacni Cinidla pouzivaji etanol a aceton.

Ucelem zalévani je dat zpracovavanému vzorku takové vlastnosti, aby ho bylo mozné
nakrajet na ultratenké fezy. Na pryskyfice, které se pro zalévani pouzivaji, je kladeno velké
mnozstvi pozadavkd.

Preparaty pro TEM by mély mit optimalné tloustku 60 — 70 nm. DalSim krokem pfipravy
je tedy krajeni zalitych preparatll na fezy této tloustky, které jsou oznaCované jako ultratenké.
Obecné plati, ze ¢im tendi jsou ultratenké fezy, tim lepsi je rozliSeni struktur v obraze, ale slabsi
kontrast. K pohodIné manipulaci s ultratenkymi fezy slouzi sit'’ky. Vyrabéji se z médi, niklu, zlata
a dalSich material( elektrogalvanickym leptanim, jejich primér se v soucasnosti ustalil na 3 mm.

Biologicky material zality do pryskyfice je z hlediska interakci se svazkem elektrond
zna¢né homogenni a proto maji ultratenké fezy v TEM minimalni kontrast. Z tohoto ddvodu je
nutné biologicky material kontrastovat, tj. diferencialné nasytit latkami, které s elektrony reaguiji.
Zplsobem, ktery se pro kontrastovani pouziva nejvice, je selektivni adsorpce tézkych kovl na
bunécné organely. ProtoZe tézké kovy vice rozptyluji primarni elektrony, zvysuji tak kontrast
struktur, na které se adsorbovaly. K prvnimu kontrastovani vlastné dochazi prfi fixaci OsOs.
V ostatnich pripadech se fezy kontrastuji bud’ pred zalitim, tzv. v bloku, nebo po nakrajeni na

ultratenké rezy pfimo na sitkach (Nebesarova, 2001).
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3.4.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovy mikroskop (dale SEM) je pfistroj ureny k pozorovani povrchd
nejriznéjSich objektd. Je ho mozné do jisté miry povazovat za analogii svételného mikroskopu
v dopadajicim svétle, na rozdil od ného je vysledny obraz tvofen pomoci sekundarniho signalu —
odraZenych nebo sekundarnich elektronli (Nebesarova, 2001). Elektrony dopadaji na pozorovany
preparat a interakci s hmotou vyrazi ze vzorku elektrony. Ty jsou pomoci vhodného potencialu
pritahovany na detektory, které vytvari signal upraveny pro zpracovani v zobrazovacim systému.
Zobrazovacim systémem mUlze byt obrazovka, na které se vytvaii pfislusny obraz vznikly
rastrovanim elektronového paprsku po snimané plose. Vyslednym obrazem je snimek, ktery
zachycuje povrchovou strukturu preparatu (Bily, 2007).

Pro nase pozorovani byl pouzivan SEM JEOL JSM-6300 nebo JEOL JSM-7401F (JEOL Ltd.,
Japan) v laboratoii EM, PaU AV CR v Ceskych Budé&jovicich.

Priprava preparat pro SEM

Stejné jako v pripadé TEM ani v SEM vétSinou nelze biologické materialy prohlizet bez
jejich Upravy. Preparat vhodny pro prohlizeni v mikroskopu musi totiz splfiovat nasledujici
kritéria: na jeho povrchu by se nemély vyskytovat cizorodé Castice napf. prach, mél by byt
stabilni ve vakuu, stabilitu by mél vykazovat i pfi ozareni elektronovym paprskem, mél by
produkovat dostate¢né mnozstvi pozadovaného signalu napf. sekundarnich elektrond, pfi expozici
primarnim elektronlim by nemélo dochazet k jeho nabijeni.

Nékteré biologické objekty tyto predpoklady bez probléml spliuji, jako napt. rdzné
mineralizované struktury, zuby, kosti apod. Ve vétsiné pripadl vSak biologické vzorky obsahuiji
vodu, kterd z nich musi byt pred prohlizenim odstranéna, coZz znamena jejich Upravu. Vybér
metody zavisi na typu preparatu a informacich, které o ném chceme ziskat. Zivociéné tkané
a organy, rostlinné tkané predstavuji preparaty, které jsou dosti choulostivé a vyzaduji jemné
zachazeni. Jejich priprava zacind kvalitni fixaci. Po kazdém kroku musi byt tyto vzorky
centrifugovany, cozZ je nebezpetny zdroj tvarovych zmén. Vychodiskem mize byt jejich pfilepeni
na vhodnou podlozku, napt. kryci sklitko, nebo zachyceni na filtr, se kterym se pak dale pracuje.
Pripravé preparatll pro SEM musi byt vénovana nalezitd pozornost, nebot’ Casto byva zdrojem
artefaktl (Nebesarova, 2001).
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4 Vysledky

4.1 Prehled vysledkii fyzikalnich méreni

Tabulka 4.1 ukazuje primérné hodnoty méfenych fyzikalnich veli¢in v hodnocenych
skupinach Galleria mellonella, které jsou podstatné pro interpretaci vysledk( inferencni statistiky
a srovnani vlaken rlznych typl (dle stafi housenek, popf. s aplikaci juvenoidu nebo bez ni).
Oznaceni skupin u G. mellonella je vyjadrenim stafi ve dnech posledniho instaru (oznaceni
hedvabi velkymi pismeny je arbitrarni). Oznaceni skupin B. mori vychazi z vyvojovych fazi
housenek, kterym bylo hedvabi odebirdano — BW: housenky po ukonceni Zziru ,wandering"
a BK: predouci slabé kokony.

Jednotlivé mérené parametry jsou podrobné popsany a vyhodnoceny v nasledujicich
odstavcich. Pro lepsi orientaci znazornuiji vysledky graficky pomoci krabicového grafu (box plot)
a bodového priimérového grafu. Box plot popisuje variabilitu dat uvnitf skupin, tucné je
zvyraznén median skupiny, obdélnik vymezuje kvartilové rozpéti, Usecky ukazuji odlehla
pozorovani (do vzdalenosti 3/2 kvartilového rozpéti, dale bodové). Bodovy graf zobrazuje
prdmérné hodnoty pro danou veli¢inu s kategoriemi dle stafi ve dnech posledniho instaru.
Barevné a tvarem znaku je odliSena aplikace juvenoidu.

Vysledky jednotlivych méreni jsou uvedeny v priloze (tabulka 8.1, 8.2 a 8.3).
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4.1.1 Fyzikalni vlastnosti vlaken Galleria mellonella
Prlimér vidkna

Z nameérenych hodnot jsem pro potreby této prace vyuzila jen vysledky méreni vlakna,
tj. obou filamentd s jejich sericinovym obalem. Rozpéti mezi minimalni a maximalni hodnotou
prdméru vldkna je uvniti skupin i mezi skupinami znac¢né. Hodnoty pr@méru vidkna, které
postupné rostou se starim larev, naznacuji pozitivni korelaci mezi témito veli¢inami (tabulka 4.3).
GLM potvrdil viiv stafi a aplikace juvenoidu na prlmér vidkna (tabulka 4.4). V prvni sadé (2007)
tento zavér plati piné, v sadé z roku 2008 byl zcela potlacen vliv aplikace juvenoidu (prlimérovy
graf 4.4). Ve druhém pripadé neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi stejné starymi
housenkami s aplikaci a bez aplikace juvenoidu. Tento fakt miZzeme pravdépodobné pricist
vys$Simu titru endogenniho juvenilniho hormonu (JH), ke kterému mdze dojit napt. plisobenim

chladového Soku. Nelze ani vyloucit kontaminaci vSech skupin housenek juvenoidem. PFi

v.vrs

detailnéjsim pohledu na prvni sadu je z dil¢i Eta-statistiky zjevna vétsi role stafi nez juvenoidu.

Z priimérového grafu 4.3 (sada 2007) je patrné, Ze hodnota priméru vldkna je pfi

aplikaci juvenoidu blizsi hodnoté druhého dne, nez hodnoté u stejné starych housenek (paty den)

bez juvenoidu. Otestovanim této hypotézy byl jev na 95% intervalu spolehlivosti také potvrzen.

Tabulka 4.3: Zakladni charakteristiky — primér vlakna [pum]

Skupina | N | Minimum | Maximum | Priimér | Sm. odchylka | Rozptyl
Prvni sada, odbér a méfeni 2007
Gla 11 1,600 2,540 2,032 0,314 0,099
G2a 27 1,770 2,760 2,312 0,287 0,082
G5a 44 1,880 3,700 2,810 0,511 0,262
G7a 40 2,980 4,340 3,578 0,395 0,156
G5a-] 27 1,920 3,200 2,391 0,343 0,118
G6a-] 38 1,720 4,170 2,898 0,635 0,403
Druha sada, odbér a méfeni 2008
G1b 24 1,730 3,060 2,433 0,416 0,173
G5b 23 1,860 3,460 2,689 0,443 0,197
G7b 21 3,190 3,820 3,549 0,213 0,045
G5b-] 22 2,540 2,960 2,698 0,122 0,015
Tabulka 4.4: Test vlivu faktorl (GLM) — prlmér vlakna
Faktor | St. volnosti | F-statistika | Sig. Dil¢i Eta-statistika
Prvni sada, odbér a méfeni 2007
Skupina 5 39,501 0,000 0,522
Stari 4 47,489 0,000 0,512
Juvenoid 1 13,873 0,000 0,071
Druha sada, odbér a méreni 2008
Skupina 3 46,546 0,000 0,619
Stari 2 67,757 0,000 0,612
Juvenoid 1 0,008 0,928 0,000
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Graf 4.1: Box plot — prlimér vlakna (2007)
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Graf 4.2: Box plot — préimér vlakna (2008)
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Graf 4.3: Bodovy prdmérovy graf — prlmér vlakna (2007)
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Graf 4.4: Bodovy prdmérovy graf — primér vlakna (2008)
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Maximalni napéti

Zatimco pomér rozpéti mezi minimalni a maximalni hodnotou préiméru viakna odpovidal
zhruba dvoundasobku, u maximalniho napéti je variabilita hodnot uvnitf skupin az ctyrnasobna.
U posledni skupiny z druhé sady (2008) se rovnéz vyskytuji velmi vysoké odlehlé hodnoty
(tabulka 4.5). Z testu je patrna slabsi zavislost max. napéti na stafi housenky, nez tomu bylo
u prméru vlakna, presto je i zde v obou sadach statisticky vyznamna. V sadé odebrané v roce
2008 opét nema na rozdily v max. napéti vliv aplikace juvenoidu (tabulka 4.6), podobné jako
v pfipadé priméru vlakna.

Podivame-li se na prlkazné&jsi prvni sadu, je v primérovém grafu (graf 4.7) opét patrny
rostouci trend, avSak aplikace juvenoidu zde ma interakéni efekt (s rostoucim stafim max. napéti

pri aplikaci juvenoidu klesa), u stejné starych housenek je pak prlimérnd hodnota max. napéti

znacné vyssi.

Tabulka 4.5: Zakladni charakteristiky — max. napéti [MPa]

Skupina | N | Minimum | Maximum | Primér Sm. odchylka Rozptyl
Prvni sada, odbér a méfeni 2007
Gla 11 243,805 630,398 375,940 141,949 20149,400
G2a 27 287,880 1001,109 500,795 162,021 26250,790
Gb5a 44 188,714 930,548 525,333 194,417 37798,120
G7a 40 196,007 961,499 555,861 197,812 39129,650
G5a-J 27 252,681 1176,628 688,109 246,175 60601,890
G6a-J 38 307,699 922,225 556,543 151,326 22899,660
Druha sada, odbér a méfeni 2008
G1b 24 440,185 1492,742 816,489 258,849 67002,857
G5b 23 359,478 1234,181 770,842 300,145 90086,840
G7b 21 590,844 1340,178 984,115 234,396 54941,649
G5b-] 22 343,965 1295,562 710,043 288,582 83279,533
Tabulka 4.6: Test vlivu faktort (GLM) — max. napéti
Faktor | St. volnosti | F-statistika Sig. Dilci Eta statistika
Prvni sada, odbér a méfeni 2007
Skupina 5 5,288 0,000 0,127
Stari 4 3,942 0,004 0,080
Juvenoid 1 12,425 0,001 0,064
Druha sada, odbér a méfeni 2008
Skupina 3 3,992 0,010 0,122
Stari 2 3,701 0,029 0,079
Juvenoid 1 0,561 0,456 0,006
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Graf 4.5: Box plot — max. napéti (2007)
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Graf 4.6: Box plot — max. napéti (2008)
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Graf 4.7: Bodovy prlimérovy graf — max. napéti (2007)
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Graf 4.8: Bodovy prlimérovy graf — max. napéti (2008)
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Relativni deformace

Namérené hodnoty relativni deformace jsou uvnitf skupin i mezi skupinami velmi
vyrovnané (tabulka 4.7). Testovani vlivu faktorl (tabulka 4.8) potvrdilo zavislost relativni
deformace na stafi housenky pouze u prvni sady odbérd. Statisticky vyznamna role aplikace
juvenoidu nebyla potvrzena ani v jednom pripadé. Presto je pfi pohledu na bodovy graf odbér(
prvni sady (graf 4.11) viditelny interakéni efekt, ktery méni smér pravidelnosti mezi stafim a relat.
deformaci po aplikaci juvenoidu. Ve vSech pripadech doslo po aplikaci juvenoidu ke snizeni
hodnot relat. deformace oproti kategoriim, kde juvenoid pritomny nebyl. Plati jednostranna

hypotéza, Zze hodnota relativni deformace (2007) je pfi aplikaci juvenoidu blizsi hodnoté skupiny

stejné starych housenek (paty den) bez juvenoidu, nez hodnoté u housenek druhého dne.

Tabulka 4.7: Zakladni charakteristiky — relat. deformace [mm/mm]

Skupina | N | Minimum | Maximum | Priimér | Sm. odchylka Rozptyl
Prvni sada, odbér a méfeni 2007
Gla 11 0,134 0,238 0,190 0,035 0,001
G2a 27 0,155 0,314 0,216 0,046 0,002
G5a 44 0,156 0,407 0,284 0,072 0,005
G7a 40 0,163 0,426 0,304 0,062 0,004
G5a-] 27 0,118 0,373 0,265 0,076 0,006
G6a-] 38 0,131 0,326 0,231 0,048 0,002
Druha sada, odbér a méreni 2008
G1lb 24 0,152 0,293 0,221 0,044 0,002
G5b 23 0,077 0,333 0,245 0,070 0,005
G7b 21 0,163 0,312 0,241 0,047 0,002
G5b-] 22 0,096 0,354 0,228 0,068 0,005
Tabulka 4.8: Test vlivu faktorl (GLM) — relat. deformace
Faktor | St. volnosti | F-statistika Sig. Dilci Eta statistika
Prvni sada, odbér a méreni 2007
Skupina 5 12,873 0,000 0,262
Stari 4 14,738 0,000 0,246
Juvenoid 1 1,711 0,192 0,009
Druha sada, odbér a méreni 2008
Skupina 3 0,879 0,455 0,030
Stari 2 1,184 0,311 0,027
Juvenoid 1 1,020 0,315 0,012
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Graf 4.9: Box plot — relat. deformace (2007)
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Graf 4.11:

Graf 4.12:

Bodovy priimérovy graf — relat. deformace (2007)
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HouZevnatost

Vyraznym znakem hodnot této vlastnosti je rozkolisanost. U obou sad méreni byly velké
rozdily mezi minimalni a maximalni hodnotou houzevnatosti podle skupin (tabulka 4.9). Znacna
variabilita hodnot celkové sniZzuje redlnou vypovidaci schopnost testll (tabulka 4.10), coZ se
promitlo i v nizkych hodnotach dil¢i Eta-statistiky. Trend primérnych hodnot je v obou sadach
rostouci se stafim housenky, v prvni sadé silnéji s vyjimkou hodnoty posledni skupiny. Statisticky
vyznamné rozdily v houZevnatosti vlidkna dle stafi housenky byly testem prokazany pouze u prvni
sady.

Vliv aplikace juvenoidu se podarilo na zvolené hladiné testu prokazat pouze u prvni sady.
Z grafického znazornéni je patrné rozporuplné chovani vzorkl z obou sad. V prvni sadé je

hodnota houZevnatosti u housenek patého dne s juvenoidem vyrazné vysSi nez u jejich

ekvivalentu bez juvenoidu, ve druhé sadé je to naopak.

Tabulka 4.9: Zakladni charakteristiky — houzevnatost [MPa]

Skupina | N | Minimum | Maximum | Priimér | Sm. odchylka Rozptyl
Prvni sada, odbér a méFeni 2007
Gla 11 27,140 86,419 50,315 21,708 471,250
G2a 27 33,990 178,821 74,491 32,953 1085,919
G5a 44 24,652 173,764 97,418 42,724 1825,310
G7a 40 30,114 182,132 97,166 35,970 1293,853
G5a-] 27 28,028 238,215 121,542 55,960 3131,526
G6a-] 38 42,508 156,865 88,424 30,039 902,344
Druha sada, odbér a méreni 2008
G1lb 24 56,438 211,573 117,513 46,064 2121,929
G5b 23 27,102 193,017 120,946 52,338 2739,315
G7b 21 70,096 207,623 136,851 40,443 1635,612
G5b-] 22 30,964 270,960 108,407 60,042 3605,061
Tabulka 4.10: Test vlivu faktord (GLM) — houZevnatost
Faktor | St.volnosti | F-statistika | Sig. Dilci Eta statistika
Prvni sada, odbér a méfeni 2007
Skupina 5 7,017 0,000 0,162
Stari 4 7,379 0,000 0,140
Juvenoid 1 6,369 0,012 0,034
Druha sada, odbér a méreni 2008
Skupina 3 1,193 0,317 0,040
Stari 2 0,922 0,402 0,021
Juvenoid 1 0,699 0,405 0,008
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Graf 4.13: Box plot — houZevnatost (2007)
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Graf 4.14: Box plot — houZevnatost (2008)
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Graf 4.15: Bodovy priimérovy — houzevnatost (2007)
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Graf 4.16: Bodovy priimérovy graf — houzevnatost (2008)
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Youngdv modul (tuhost)

Rozptyly hodnot Youngova modulu uvnitf skupin jsou dosti podobné (tabulka 4.11).
Z testovani faktorl pomoci GLM (tabulka 4.12) vyslo u obou sad jako vyznamné stafi housenky.
Vliv juvenoidu se podarilo potvrdit pouze v prvni sadé, kde jeho aplikace vyrazné zvysila hodnoty
Youngova modulu.

Sledujeme-li prmérné hodnoty Youngova modulu pfi zohlednéni stafi, roste jejich

velikost z nizkych hodnot v prvnim dni, maxima je dosazeno ve druhém, resp. patém dni, pak se

smér zavislosti obraci, velikost Youngova modulu u starSich housenek opét klesa.

Tabulka 4.11: Zakladni charakteristiky — Youngdv modul [GPa]

Skupina | N ‘ Minimum ‘ Maximum ‘ Priimér | Sm. odchylka | Rozptyl
Prvni sada, odbér a méfreni 2007
Gla 11 5,625 14,208 9,713 2,930 8,587
G2a 27 6,371 18,331 11,753 2,860 8,182
G5a 44 4,695 19,843 11,176 2,527 6,388
G7a 40 5,044 15,769 9,666 2,478 6,139
G5a-J 27 9,220 20,163 14,504 2,995 8,968
G6a-J 38 7,822 18,221 12,054 2,687 7,221
Druha sada, odbér a méreni 2008
G1lb 24 7,732 22,480 14,462 3,385 11,457
G5b 23 9,219 31,134 15,140 4,576 20,938
G7b 21 8,904 20,149 13,416 3,513 12,342
G5b-] 22 6,773 20,267 15,233 3,454 11,932
Tabulka 4.12: Test vlivu faktorl (GLM) — Younglv modul
Faktor | St. volnosti | F-statistika | Sig. Dilci Eta statistika
Prvni sada, odbér a méreni 2007
Skupina 5 11,895 0,000 0,247
Stari 4 6,486 0,000 0,125
Juvenoid 1 25,549 0,000 0,124
Druha sada, odbér a méreni 2008
Skupina 3 3,992 0,010 0,122
Stari 2 3,701 0,029 0,079
Juvenoid 1 0,561 0,456 0,006
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Graf 4.17: Box plot — Younglv modul (2007)
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Graf 4.18: Box plot — Younglv modul (2008)
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Graf 4.19: Bodovy préimérovy graf — Young@v modul (2007)
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Graf 4.20: Bodovy préimérovy graf — Young@v modul (2008)
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4.1.2 Fyzikalni vlastnosti vilaken Bombyx mori
Prlimér vidkna

Hodnoty priiméru vlidkna nemaji ve skupinach bource normalni rozdéleni. Nerovnomérné
rozdéleni hodnot okolo medianu je patrné i z box plotu (graf 4.21). Pro testovani hypotézy
o vyznamnosti rozdili mezi skupinami byl proto pouzit neparametricky Mann-Whitney U test
(tabulka 4.14). Mann-Whitney U test potvrdil statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.
S prihlédnutim k primérdm Ize tedy konstatovat, Ze s rostoucim stafim (skupina BK) klesa

prdmeér vldkna.

Tabulka 4.13: Zakladni charakteristiky — primér viakna [um]

Skupina N Minimum Maximum Priimér Sm. odchylka Rozptyl
BW 22 5,610 7,020 6,300 0,404 0,163
BK 26 4,840 5,850 5,487 0,301 0,091
Celkem 48 4,840 7,020 5,860 0,537 0,289

Tabulka 4.14: Mann-Whitney U — priimér vlakna
Skupina N Strgdn’l SOEICGF Testova statistika
poradi poradi
BW 22 35,773 787 | Mann-Whitney U 38
BK 26 14,962 389 | Sig. 0,000
Celkem 48
Graf 4.21: Box plot — préimér vlakna
7.5
7.0 9
'E‘SS-
E
]
=
M 50+
=
lg o
=1 [v]
& 554
50
4 51
T T
BwW BK
Skupina

43



Maximalni napéti

V pfipadé max. napéti jsou hodnoty ve skupinach rozdéleny normalné, proto mizeme
pouzit t-test. Minimalni i maximalni hodnoty jsou v obou skupinach podobné, totéz plati i pro
prdmér (tabulka 4.15). T-test nepotvrdil dostatené rozdily mezi skupinami, resp. statisticky
vyznamny Vvliv stafi bource na hodnoty max. napéti jeho vlaken (tabulka 4.16).

Tabulka 4.15: Zakladni charakteristiky — max. napéti [MPa]

Skupina N Minimum Maximum Pramér Sm. odchylka Rozptyl
BW 22 593,258 1402,347 998,868 239,242 57236,925
BK 26 713,645 1580,057 1092,695 217,623 47359,725
Celkem 48 593,258 1580,057 1049,691 230,212 52997,406

Tabulka 4.16: T-test dvou nezavislych vybérl — max. napéti

Levenliv test .y
homogenity rozptyld T-test pro stejné rozptyly
F si t Stupné Sig. 95% int. spolehlivosti
statistika 19- statistika volnosti (T-test) Horni Dolni
0,908 0,346 -1,422 46 0,162 -226,627 38,972
Graf 4.22: Box plot — max. napéti
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Relativni deformace

V obou skupinach jsou krajni hodnoty relativni deformace obdobné, ovsem skupina BW

nema hodnoty v normalnim rozdéleni, proto je tfeba pouzit neparametricky Mann-Whitney U test.

Stejné jako u predchozi veliCiny, tak ani zde nebyly prokazany dostatecné velké rozdily mezi

skupinami, na jejichz zakladé by se dal uznat vliv stafi na uvedenou vlastnost vidkna (tabulka

4.18). V obou skupinach jsou vyrovnané priimérné hodnoty relativni deformace (tabulka 4.17).

Tabulka 4.17: Zakladni charakteristiky — relat. deformace [mm/mm)]

Skupina N Minimum Maximum Priimér Sm. odchylka Rozptyl
BW 22 0,148 0,306 0,207 0,045 0,002
BK 26 0,127 0,266 0,198 0,044 0,002
Celkem 48 0,127 0,306 0,202 0,044 0,002

Tabulka 4.18: Mann-Whitney U — relat.deformace
. Stredni v v . -

Skupina N pofadi Soucet poradi Testova statistika
BW 22 25,705 565 | Mann-Whitney U 259,5
BK 26 23,481 611 | Sig. 0,583
Celkem 48

Graf 4.23: Box plot — relat. deformace
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Houzevnatost

Situace u dat houzevnatosti je obdobna jako u predchozich vlastnosti. Byl splnén

pozadavek normality, proto byl pouzit t-test (tabulka 4.20), avSak jeho vysledek nepotvrdil

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.

Tabulka 4.19: Zakladni charakteristiky - houzevnatost [MPa]

Skupina N Minimum Maximum Priimér Sm. odchylka Rozptyl
BW 22 77,374 252,958 151,596 44,152 1949,408
BK 26 87,106 288,674 169,485 54,156 2932,849
Celkem 48 77,374 288,674 161,286 50,122 2512,173

Tabulka 4.20: T-test dvou nezavislych vybérd - houzevnatost

Levenliv test i
homogenity rozptyld T-test pro stejné rozptyly
F Si t Stupné Sig. 95% int. spolehlivosti
statistika 9. statistika volnosti (T-test) Horni Dolni
0,792 0,378 -1,239 46 0,222 -46,950 11,172
Graf 4.24: Box plot - houzevnatost
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Youngdv modul (tuhost)

Dostatecné velké rozdily mezi skupinami v priimérnych hodnotach Youngova modulu byly
potvrzeny t-testem (tabulka 4.22). Proto Ize zobecnit zavislost, Ze s rostoucim starim housenky,
resp. s prechodem od predeni ,leseni* pro uchyceni kokonu k predeni vlastniho kokonu, rostou
i hodnoty Youngova modulu. Rdstovy trend s vékem byl pozorovan i u dalSich vlastnosti mimo

prdméru vlakna, ovsem s nedostatecnou intenzitou pro zobecnéni téchto pravidelnosti.

Tabulka 4.21: Zakladni charakteristiky - Younglv modul [GPa]

Skupina N Minimum Maximum Priimér Sm. odchylka Rozptyl
BW 22 20,629 41,637 29,911 5,847 34,185
BK 26 29,334 40,680 35,906 3,233 10,455
Celkem 48 20,629 41,637 33,158 5,472 29,946

Tabulka 4.22: T-test dvou nezavislych vybérd - Younglv modul

Leveniiv test

homogenity rozptyld T-test pro nestejné rozptyly

F Si t Stupné Sig. 95% int. spolehlivosti
statistika 19- statistika volnosti (T-test) Horni Dolni
6,963 0,011 -4,286 46 0,000 -8,845 -3,144
Graf 4.25: Box plot - Younglv modul
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4.2 Elektronova mikroskopie
4.2.1 TEM

BohuZel se pro TEM nepodafilo pripravit kvalitni preparaty. Zrejmé béhem odvodriovani
preparatl doslo k deformacim, které se na fezech vlakna projevily jako ,zkrabaceni®. Na fotografii
4.1 jsou nicméné vidét dva fibroinové filamenty (bilé ovaly) a jejich sericinovy obal (zobrazeny
Sedé).

B

Obr. 4.1: TEM — Pficny fez hedvabnym vlaknem Galleria mellonella

4.2.2 SEM

Skenovaci elektronova mikroskopie zobrazila pfi malém zvétSeni hedvabné vidkno jako
hladkou ,nit". Obrazek 4.2 ukazuje vlakno zavije¢e voskového, véetné ukotveni vidkna k papirové
podloZce. Nepravidelné provazce v dolni ¢asti obrazku jsou vlakna celuldzy uvnitf povrchové
hlazené podlozky.

Pri velkych zvétSenich (17 000krat) je vidét jemna povrchova struktura vlakna (vrstva
sericin) a jsou jasné patrné obrysy filamentl pod sericinovou vrstvou. Na obrazku 4.3 je vlakno
housenek zavijece voskového 7. dne posledniho larvalniho instaru, pfi pohledu na jeho dlouhou
prirezovou osu (kapitola 3.2.2). Jeji délka byla 5,553 pm, zatimco délka kratké osy naméfena
ponékud nepresné (méla by se méfit jen kontura jednoho filamentu, do malé miry byl ale méren
i druhy) Cinila 3,050 um (obr. 4.4). Primér vidkna vypocteny z téchto hodnot je 4,302 um, coz
odpovidd maximalni hodnoté 4,340 pm zjisténé mérfenim v polarizacnim mikroskopu
(tabulka 4.3).
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Obr. 4.2: SEM — Hedvabné vlakno Galleria mellonella

SEI 3.0kY  X17,000 6.2mm

Obr. 4.3: SEM — Hedvabné vlakno Galleria mellonella, pohled na dlouhou prlifezovou osu
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SEl 3.0kY  X17,000 1um WD 6.0mm

Obr. 4.4: SEM — Hedvabné vlakno Galleria mellonella, pohled na kratkou priifezovou osu
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5 Diskuse

5.1 Meéreni fyzikalnich vlastnosti hedvabi

5.1.1 Smysl méreni

Znalost fyzikalnich vlastnosti rliznych typl vidken je dllezita pro jejich praktické vyuZziti
v rliznych odvétvich primyslu ¢i mediciny. Kazdé odvétvi si zada jiné vlastnosti, tak jako pavouci
produkuji v zavislosti na potfebé pouziti rlizné typy hedvabi, které maji velmi odlisné slozeni
i vlastnosti (tabulka 5.1).

Tab. 5.1: Vlastnosti rliznych vlaken (Sponner, 2007 podle Hinman et al., 2000)

Material Mechanické napéti (Pa) Pruznost (%) Energie k pretrzeni (3/kg)
Major ampullate silk* **az 4 x 10° 35 1x10°
Flagelliform silk™ 1x10° >200 1x10°
Minor ampullate silk™ 1x10° 5 3 x10*
Kevlar 4x10° 5 3 x 10*
Guma 1 x 10° 600 8 x 10*
Slachy 4% 10° 5 5x 10°
Nylon, typ 6 7 x 107 200 6 x 10*

* nézvy bilkovin hedvabi pavouk® se odvozuiji od typl snovacich ZI4z: "major" a "minor" ampullate silk jsou hlavni
a vedlejsi proteiny z ampularich ("hroznovitych") Zlaz; flagelliform silk je bilkovina produkovana "nitkovitymi"
Zlazami

**publikovany byly hodnoty mezi 1,5 a 4 x 10°

Prakticky vyznamné je méreni hedvabnych vldken, kterd jsou komer¢né vyuZivana,
tj. vldkna z kokonl asi patnacti druh@ motyld (Peigler, 1993). Hlavnim cilem vyzkumu je
objasnéni vztahu mezi chemickym slozenim vlakna a jeho fyzikalnimi vlastnostmi. Vyznam tohoto
vyzkumu roste se snahami pfipravit rekombinantni hedvabi bez nutnosti nakladnych chovd
housenek. Nejvétsiho Uspéchu v tomto sméru dosahla spolecnost Nexia (USA a Kanada), které se
podarilo pfipravit transgenni kozy, produkujici pod kaseinovym promotorem bilkovinu blizkou
hedvabi pavoukd (Lazaris et al., 2002). Bilkovina se pomérné snadno ziska z mléka ve formé
hustého roztoku a za vhodnych podminek se dosahne jeji polymerizace do pevného vldkna
nazvaného biosteel. Uméld hedvabnd vlakna byla ziskana i jinymi zplsoby a Ize ocekavat
postupny vyvoj komercnich vlaken. Objasnéni faktor(l urcujicich fyzikalni vlastnosti vidken je pro

komeréni vyuZiti velmi délezité.
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5.1.2 Méreni hedvabnych viaken housenek

Fyzikalni vlastnosti hedvabnych vidken bource morusového a nékolika dalSich druhl byly
mnohokrat méfeny pro potieby textilniho primyslu. PouZivaji se vlakna rozvolnéna z kokond po
kratké lazni v horké, mirné alkalické vodé. VlIakna se z kokonu uvolni v dlsledku rozpusténi
povrchovych sericinovych vrstev. Tento proces neni presné kontrolovan a také nevime, jak se
vlastnosti méni v dlsledku lazné. Nameérené vlastnosti se bézné prisuzuji téZzkému fibroinu, ktery
spole¢né s lehkym retézcem a glykoproteinem P25 vytvari filamenty (Fedi€ et al., 2002). Mozny
vliv sericinové vrstvy se ignoruje. Tento postup vedl k vyznamnym objevlim, napt. objasnéni
struktury nékterych bilkovin, za coz dostal L. Pauling Nobelovu cenu. Postup je také dostatecny
pro srovnani komercnich vzorkd kokondl, nepostaCuje vSak pIné pro vysvétleni funkénich zmén
hedvabi béhem vyvoje. U nékterych druhl, jakym je napf. zavijeC voskovy, jsou tyto zmény
napadné. Housenky zavijeCe predou kromé kratkého obdobi kolem kaZdého sviékani témér
nepretrzité. Kazda si vytvari hedvabnou trubicku, kterou béhem rlstu rozsifuje a prodluzuje
(prebytecné hedvabi konzumuje). Housenky Ziji v Ulech a v trubicce unikaji pozornosti vcel, které
je jinak usmrti. Protoze se housenky v trubickach otaceji, musi byt hedvabi dostatecné pruzné.
Tim se zrejmé liSi od hedvabi kokond, které housenky predou na konci svého vyvoje pred
kuklenim. Kokon je pevny a hedvabi, které ho vytvari, se pravdépodobné svymi fyzikalnimi
vlastnostmi lisi od hedvabi chodbicek. Potvrzeni ¢i vyvraceni tohoto predpokladu bylo cilem této
magisterské prace.

Abych mohla uvedeného cile dosahnout, musela jsem nejprve najit metodiku odbéru
vlaken pouzitelnou pro housenky rlizného stafi. Metodika nuceného odbéru je popsana v Casti
3.2.1, zde se vSak chci zminit o Uskalich, kterd je nutno brat v Gvahu pfi hodnoceni vysledkd.
Predeni je vynucené a nevime, nakolik zavisi tloustka vidkna a mozna i relativni zastoupeni
sericinového obalu na zplsobu odbéru (zejména rychlost pohybu housenky) a momentalnim
fyziologickém stavu housenky. Variabilité Ize Celit jen zpracovanim velkych souborll vzorkd
a kvalitnim statistickym zpracovanim vysledkl. To klade velké naroky na cas i standardizaci
celého postupu. Na zakladé analyzy mnoha méfeni (viz prilohy) jsem dosla k zavéru, Ze tato
metodika je spravna a vysledky jsou spolehlivé.

Vlastni méreni fyzikalnich vlastnosti jsem provadéla podle metodiky (kapitola 3.2)
uvedené v praci Blackledge et al. (2005), ktera se tyka hedvabi pavoukl. Protoze vldkna
housenek jsou na prdfezu elipsoidni, méfila jsem kratkou i dlouhou osu elipsy. Dosud
publikovana méreni tuto skutecnost ignorovala, mj. proto, Ze autofi pouZivali normalni svételny
mikroskop, ve kterém nelze filamenty rozpoznat. Autofi méfili nahodné vybrana mista vidkna,
tj. nahodné dlouhé i kratké poloosy elipsy a spocitali prdimér. Metodika uvedena v této praci je
bezesporu presnéjsi. Abych ziskala viakna pro pozorovani dlouhé i kratké osy elipsy, doplnila jsem
metodiku odbéru o jednu dorso-ventralni otocku predouci larvy. Takto odebrané viakno upevnéné

na podlozce je na svych koncich obraceno k pozorovateli svou dlouhou osou a v jeho stredni ¢asti
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Ize najit mista pro pozorovani a méreni kratké osy. Rotace housenky pfi odbéru viakna mdze vsak
teoreticky zpUsobit privieni lisu snovaci bradavky a tim zménu tloustky vldkna i relativniho
zastoupeni fibroinovych filamentd a sericinové vrstvy. Toto nebezpedi je nutno mit na paméti,
prokazat se mné ho vSak nepodarilo.

Odebrana vldkna byla skladovana rlizné dlouhou dobu, od nékolika tydnt do nékolika
mésicl. Pfedpoklada se, Ze béhem skladovani nedochazi ke zménam fyzikalnich vlastnosti viaken,
ale s urcitosti se to nevi. Proto by bylo vhodné méfit vlidkna v co nejkratSim cCase po vypredeni,

coz ale neni vzdy mozné vzhledem k drahé, a tim padem obtizné dostupné méfici technice.

5.2 Analyza vysledkii méreni
5.2.1 Primér viakna

Priimér vlakna byl stanoven jako soucet hodnot dlouhé a kratké osy elipsy, jakou vlakno
na prirezu je. Pomér dlouhé a kratké osy ponékud kolisal, protoze v nékterych pripadech jsou
filamenty tésné pfilozené jeden ke druhému, jindy se ale stykaji jen malou plochou. Celkové vSak
povazuji hodnoty priméru vidkna za spolehlivé. Primér vlakna se u zavijeCe voskového zvétSuje
v korelaci s rlstem housenek (zvySovani télesné hmotnosti) az do predeni kokonu a dosahuje
u plné vzrostlych larev (G5a, G5b) hodnot asi 2,7 — 2,8 um. Predeni kokonu je spojeno se
zvétSenim prlmeéru na hodnoty presahujici 3,5 um (G7a, G7b). U larev oSetfenych juvenoidem
a tedy nepredoucich kokony dosahly hodnoty prliméru vidkna nejvyse 2,9 um (G5a-J, G6a-J,
G5b-J). Prechod od predeni trubicky na predeni kokonu je tedy pro zvétSeni tloustky vlakna
u housenek zavijeCe voskového rozhodujici. Housenky bource morusového pred vytvarenim
kokonu nepredou. Jsou schopny vynuceného predeni teprve ve stadiu ,wandering®, tj. po
ukonceni Ziru. Hedvabi produkované v této dobé zifejmé odpovida typu, ktery je normainé preden
az kdyz larva vyprazdni stfevo (hlavni faktor odpovédny za velky pokles hmotnosti mezi
skupinami BW a BK). Zda se, ze tento typ ma ponékud vétsi primér nez vidkno predené az
béhem tvorby kokonu. Vétsi primér predbézné pripisujeme silng€jSi sericinové vrstvé. Lepivy

sericin 3 je soucasti vlakna jen na zacatku predeni kokonu (Takasu et al., 2007).

5.2.2 Maximalni napéti

Maximalni napéti, Cili mez pevnosti vlakna v tahu, kolisa u zavije¢e voskového bez zjevné
korelace se stafim nebo vyvojovym programem housenek (metamorféza bez juvenoidu, larvalni
Vyvoj po oSetfeni juvenoidem). Znacné rozdily jsou zejména mezi vldkny odebranymi v roce 2007
a 2008. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je rlzna kvalita potravy a zejména rezimu krmeni.
Predeni zavisi na dostate¢ném pfisunu bilkovin v potravé a mize se pfi jejich nedostatku zcela
zastavit (Jindra et Sehnal, 1989). Pokud jsou housenky ponechany nékolik dni bez vymény
potravy, ¢astecné hladovi. Rovnéz konzumuji méné potravy po jejim dlouhodobém skladovani

a ztraté vody. Tyto faktory asi nebyly dostatecné rigidné kontrolovany.
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NejvysSi hodnoty pevnosti vldakna namérené u zavijeCe jsou podobné jako hodnoty

zjisténé u bource morusového. To je v souladu s vysledky dfivéjsich méreni (Fedic et al., 2003).

5.2.3 Relativni deformace

Relativni deformace vyjadfuje, nakolik se mdZe vidkno protahnout. Fedi¢ et al. (2003)
pomoci malo presného postupu méreni zjistili o néco vyssi hodnoty protazeni u zavijece
voskového nez u bource moruSového. Nase presna méreni tento zavér potvrdila, i kdyz hodnoty
zjisténé u zavijeCe dost kolisaji. Prekvapenim jsou vysoké hodnoty u larev predoucich kokony
(zejména G7a) a nizSi hodnoty u larev oSetrenych juvenoidem. Vlakna pouzivana k predeni
larvalnich chodeb jsou ziejmé pruznéjsi (kapitola 5.2.5), ale celkové méné roztazna nez vlakna

kokon(.

5.2.4 Houzevnatost

Odolnost vlakna vici pretrzeni neboli jeho houZevnatost vzrlistd u zavijeCe voskového se
stafim housenek, nedosahuje ale hodnot zjisténych u bource moruSového. U zavijece byly
zjistény velké rozdily mezi vzorky odebranymi v roce 2007 a nebo o rok pozdé&ji. PriCina je
neznama. V obou létech houZevnatost vzrlstala se stafim. Vliv juvenoidu nebyl jednoznacny

a v tomto ohledu nelze ucinit zadny jednoznacny zavér.

5.2.5 Tuhost

Tuhost je mirou odolnosti vic¢i deformaci (protazeni) a pfi prepoc¢tu na Younglv modul
pruznosti vyjadfuje pruznost vidkna pfi namahani v tahu. Hodnoty Youngova modulu byly
u zavijeCe voskového podstatné nizsSi v roce 2007 nez v roce 2008. V obou sériich vSak byl
nalezen pokles mezi hedvabim predenym pfi ukonceni ziru a hedvabim kokond (G5a versus G7a
a G5b versus G7b). Osetieni juvenoidem zvysilo hodnoty modulu v obou pokusnych sériich, tento
rozdil vSak byl statisticky prlkazny jen v prvni sérii. Oproti ocCekavani byl modul pruznosti
u bource morusového vice nez dvojnasobné vyssi nez hodnoty zjisténé u zavijeCe voskového.
Na zacatku predeni (skupina BW) je vlakno méné pruzné, nez v priibéhu predeni kokonu (skupina
BK). Tento rozdil je v souladu se zménou funkce vldkna. Prvni vldkna slouzi jako uchyty pro
kokon a pro tento Ucel neni velka pruznost zapotfebi. BEhem predeni kokonu housenka pfimé
vldkno bodové uchycuje a pohybem svého téla ho pak protahuje a zakfivuje, takze postupné
vznika ovoidni kokon. Protahovani vldkna zirejmé vyzaduje pruznost, ktera se v této fazi predeni

zvysuje.
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5.3 Pravdépodobné priciny vyvojovych zmén viastnosti viakna

Zjisténé vyvojové zmény ve vlastnostech vldkna jsou relativné malé, objasnéni jejich
pricin vSak neni jednoduché. VétsSinu hmoty vidkna tvofi filamenty, kterym jsou bézné pfipisovany
fyzikalni vlastnosti celého vlakna. VSechny dostupné Udaje svédci o tom, Ze se slozeni filamentd
z H-fibroinu, L-fibroinu a glykoproteinu P25 béhem vyvoje neméni. Nelze vyloucit vyvojové zmény
ve zplsobu polymerizace, tj. konverze gelovitého roztoku uvedenych bilkovin v pevné viakno, pro
tuto moznost vSak neexistuji zadné doklady. Pravdépodobnéjsi pricinou jsou dobrfe dolozené
zmény ve sloZzeni a mnozstvi sericind, které filamenty spojuji do jediného vlakna. MnoZstvi
sericin neni zanedbatelné, u bource morusového tvori 20 — 30 % celkovych bilkovin kokonu
(Suzuki, 1977).

Sericiny jsou sekretovany stfednim oddilem snovacich Zlaz a obaluji sloupec H-fibroinu,
L-fibroinu a P25, ktery sem postupuje ze zadniho oddilu Zldz. U bource morusového bylo
dokazano, Ze stredni oddil (middle silk gland, MSG) sestava nejméné ze t¥i funkénich jednotek,
které se lisi typem produkovanych sericinl. Gen Serl je exprimovan v medialni a distalni ¢ast
MSG, které se vsak lisi sestfihem transkriptu (Couble et al., 1987; Takasu et al., 2007). Produkt
o velikosti 150 kDa pochazi z distalni Casti a je proto uloZzen tésné kolem filamentd, zatimco
produkt o velikosti 400 kDa z medialni ¢asti je nad nim (Takasu et al., 2002). V proximalni ¢asti
MSG se exprimuji geny Ser2 a Ser3 — jejich exprese ma odlisSny ¢asovy pribéh, nejvyznamnéjsi je
produkt Ser2 o velikosti 250 kDa. Z genu Serl vznikaji sestfihem ctyfi rlizné velké mRNA, jejichz
relativni zastoupeni se méni béhem vyvoje (Michaille et al., 1986). Gen Ser2 je zdrojem dvou
typd mRNA, jejichZz pomér se rovnéz méni béhem vyvoje (Michaille et al., 1990). K rliznorodosti
sericin prispiva krom sestfihu transkriptu i glykosylace. Na urovni bilkovin rozpoznal Gamo et al.
(1977) Sest a Sprague (1975) dokonce patnact rliznych sericind.

U zavije¢e voskového identifikoval Zurovec et al. (1992) sericinové geny MG1 a MG2.
Detekce RNA (Northern blot) odhalila, Ze existuje nékolik transkriptd MG1 a dva transkripty MG2
jejichz podil se méni béhem vyvoje. Predposledni larvalni instar a zaCatek posledniho instaru se
vyznacuji pfevahou transkriptll MG1 o velikosti 1.9 kb, malym poctem 4.2 kb a stopami 3.2 kb.
V prliibéhu posledniho instaru se 4.2 kb mRNA akumuluji, zejména u larev, které prestaly pfijimat
potravu a mnozstvi 1.9 kb mRNA se snizi. Ve fazi ,wandering" dosahuje pocet 4,2 kb mRNA
maxima a docasné se objevuji nové transkripty MG1 o velikosti 5.0, 7.2 a 10.0 kb. Gen MG2 tvori
prevladajici 3.4 kb velky produkt, ktery se hromadi u Zeroucich larev a minoritni 5.2 kb, ktery je
nejzietelnéjsi u ,wanderig" larev. Vétsina transkriptl vymizi béhem predeni kokonu, jenom 4.2 kb
produkt genu MG1 je detekovatelny v zanikajicich snovacich zlazach nepohyblivych prepup (Yang
et al., 1995).

Vyvojové zmény exprese sericinovych genll a sestfihu jejich produktll jsou u bource

morusového fizeny hormonalné (Tripoulas et Samols, 1986; Hamada et al., 1987). Podrobné bylo

55



hormonalni Fizeni studovano u zavijeCe voskového. Prokazalo se, ze vyvojové zmény profilu
sericinovych mRNA zdviseji na ekdysteroidech a jsou podminény nizkym titrem JH (Kodrik
et Sehnal, 1996). Po aplikaci juvenoidu na larvy posledniho instaru nedojde v pfipadé MG1
k akumulaci mRNA o velikosti 4.1 kb a neobjevi se nové mRNA o velikosti 5.0, 7.2 a 10.0 kb.
V pfipadé MG2 nedojde ke snizovani 3.4 kb a zvySovani 5,2 kb. Patern mRNA z{stava na drovni
Zeroucich larev. Velmi prekvapivé bylo zjisténi, Ze aplikace juvenoidu az po ukonceni ziru, kdy jiz
doslo ke zméné profilu mRNA, béhem dvou dnl obnovi larvalni typ sestfihu a ustavi se profil

mRNA, ktery odpovida Zzeroucim larvam (Yang et al., 1996).
Popsané zmény profilu sericini béhem vyvoje a po aplikaci juvenoidl silné

naznacuji, ze jsou prFicinou vyvojovych zmén fyzikalnich vlastnosti hedvabného

vlakna.
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6 Zaveéry

1.

Predlozend prace je prvni svého druhu a proto neni mozné pfimé srovnani s jinymi

publikacemi.

. Byla vypracovana metodika odbéru nativnich vidken od housenek a modifikovana metodika

méfeni fyzikalnich vlastnosti vlaken, ktera byla plivodné vytvorena pro hedvabi pavoukd.

. U zavijeCe voskového a zC€asti i u bource morusového byly v nékterych vlastnostech zjistény

sice malé, ale statisticky vyznamné vyvojové rozdily.

Nékteré parametry lze ovlivnit aplikaci juvenoidu, ktery potlaci metamorfézu a vyvold

pokracovani larvalniho vyvoje.

. Vyvojové zmény fyzikdlnich vlastnosti jsou pravdépodobné zplsobeny zménami ve slozeni

a pripadné i mnozstvi sericind.

Hedvabi bource morusového je o néco pevnéjSi a podstatné houzevnatéjsi a pruznéjsi nez

hedvabi zavijece voskového.

57



7 Literatura a zdroje

7.1 Literatura

Akai, H. (1965). Studies on the ultrastructure of the silk gland in the silkworm, Bombyx mori L.
Bull. Sericult. Exp. Sta. 19: 375-484.

Akai, H. (2000). Cocoon filament characters and post cocoon technology. Int. J. Silkmoth & Silk.
5: 71-84.

Bily, T. (2007). FyzikaIni principy transmisni a skenovaci elektronové mikroskopie. Bakalarska
prace, PF JU, Ceské Budé&jovice, 79 str.

Blackledge, T. A., Swindeman, J. E. et Hayashi, C. Y. (2005). Quasistatic and continuous dynamic
characterization of the mechanical properties of silk from the cobweb of the black widow

spider Latrodectus hesperus. The Journal of Experimental Biology. 208: 1937-1949.

Couble, P., Michaille, J. 1., Couble, M. L. et Prudhomme, J. C. (1987). Developmental switches of
sericin mRNA splicing in individual cells of Bombyx mori silkgland. Dev. Biol. 124: 431-440.

Craig, C. L. (1997). Evolution of arthropod silks. Annu. Rev. Entomol. 42: 231-261.
Craig, C. L. (2003). Silk production. Encyclopedia of Insects. 1038-1040.

Fedi¢, R., Zurovec, M. et Sehnal, F. (2002). The Silk of Lepidoptera. J. Insect Biotech. Sericol.
71: 1-15.

Fedi¢, R., Zurovec, M. et Sehnal, F. (2003). Correlation between fibroin amino acid sequence and
physical silk properties. J. Biol, Chem. 278: 35255-35264.

Gamo, T. (1987). Component of Silk Proteins and Their Gene Loci in the Silkworm. JARQ Japan
Agricultural Research Quarterly . 21(1): 53-58.

Gamo, T., Inokuchi, T. et Laufer, H. (1977). Polypeptides of fibroin and sericin secreted from the

different sections of the silk gland in Bombyx mori. Insect Biochem. 7: 285-295.

Hamada, Y., Yamashita, O. et Suzuki, Y. (1987). Haemolymph control of sericin gene expression

studied by organ transplation. Ce// Differentiation. 20: 65-76.
Hendl, J. (2004). Prehled statistickych metod zpracovani dat. Portal, Praha, 584 str.
Hyde, N. (1984). The queen of textiles. National Geographic. 165: 3-49.

Inoue, S., Tanaka, K., Arisaka, F., Kimura, S., Ohtomo, K. et Mizuno, S. (2000). Silk fibroin of
Bombyx mori is secreted, assembling a high molecular mas elementary unit consisting of
H-chain, L-chain, and P25, with 6:6:1 molar ratio. Journal of Biolofical Chemistry. 275:
40517-40528.

58



Inoue, S., Tanaka, K., Tanaka, H., Ohtomo, K., Kanda, T., Imamura, M., Quan, G. X., Kojima, K.,
Yamashita, T., Nakajima, T., Taira, H., Tamura, T. et Mizuno, S. (2004). Assembly of the silk
fibroin elementary unit in endoplasmatic reticulum and a role of L-chain for protection of
al,2-mannose residues in N-linked oligosaccharide chains of fibrohexamerin / P25. European
Journal of Biochemistry. 271: 356-366.

Jindra, M. et Sehnal, F. (1989). Larval growth, food consumption, and utilization of dietary
protein and energy in Galleria mellonella. J. Insect Physiol. 35: 719-724.

Kislingova, 1. (2006). Genetické aspekty chovu bource morusového (Bombyx mori L.). Bakalarska
prace, PfF MU, Brno, 59 str.

Kodrik, D. (2004). Fyziologie hmyzu (ucebni texty). Entomologicky Ustav Akademie véd Ceské
republiky a Biologicka fakulta, Jihoteska univerzita v Ceskych Budé&jovicich, 220 str.

Kodrik, D. et Sehnal, F. (1994). Juvenile hormone counteracts the action of ecdysterone on silk
glands of Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae). Int. J. Insect Morphol. Embryol. 23:
39-56.

Komatsu, K. (1975). Studies on dissolution behaviors and structural characteristics of silk sericin.
Bull. Seric. Exp. Stn. 26: 135-256.

Lazaris, A., Arcidiacono, S., Huang, Y., Zhou, J. F., Duguay, F., Chretien, N., Welsh, E. A., Soares,
J. W. et Karatzas, C. N. (2002). Spider silk fiber spun from soluble recombinant silk produced

in mammalian cells. Science. 295: 472-476.
Leps, J. (1996). Biostatistika. Jihoceska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, 166 str.

Michaille, J. J., Couble, P., Prudhomme, J. C. et Garel, A. (1986). A single gene produces multiple

sericin messenger RNAs in the silkgland of Bombyx mori. Biochemie. 68: 1165-1173.

Michaille, J. J., Garel, A. et Prudhomme, J. C. (1990). Expression of Serl and Ser2 genes in the
middle silk gland of Bombyx mori during the fifth instar. Sericologia. 30: 49-60.

Nirmala, X., Mita, K., Vanisree, V., 2urovec, M. et Sehnal, F. (2001). Identification of four small
molecular mass proteins in the silk of Bombyx mori. Insect Mol. Biol. 10: 437-445.

Padamwar, M. N. et Pawar, A. P, (2004). Sericin and its applications: A review. Journal of
Scientific and Industrial Research. 63: 323-329.

Padamwar, M. N., Pawar, A. P., Daithankar, A. V. et Mahadik, K. R. (2005). Silk sericin as a
moisturizer: an in vivo study. J. Cosmet. Dermatol. 4: 250-257.

Park, K. J., Jin, H. H. et Hyun, C. K. (2002). Antigenocity of peptides produced from silk fibroin.
Process Biochemistry. 38: 411-418.

59



Peigler, R. S. (1993). Wild silks of the world. American Entomologist. 39: 151-161.

Sarovat, S., Sudatis, B., Meesilpa, P., Grady, B. P. et Magaraphan, R. (2003). The use of sericine
as an antioxidant and antimicrobial for polluted air treatment. Review of Advanced Material
Science. 5: 193-198.

Sehnal, F. et Akai, H. (1990). Insects silk glands: their types, development and function, and
effects of environmental factors and morphogenetic hormones on them. Int. J. Insect
Morphol. Embryol. 19: 79-132.

Sehnal, F. et Zurovec, M. (2004). Constitution of silk fiber core in Lepidoptera.

Biomacromolecules. 5: 666-674.

Sehnal, F. (2008). Prospects of the practical use of silk sericins. Entomological Research.
38: S1-S8.

Shimura, K., Kikuchi, A., Ohtomo, K., Katagata, Y. et Hyodo, A. (1976). Studies on silk fibroin of
Bombyx mori. 1. Fractionation of fibroin prepared from the posterior silk gland. J. Biochem.
80: 693-702.

Sponner, A. (2007). Spider silk as a resourcefor future biotechnologies. Entomological Research.
37: 238-250.

Sprague, K. (1975). The Bombyx mori silk proteins: characterization of large polypeptides.
Biochemistry. 14: 925-931.

Suzuki, Y. (1977). Differentiation of silk gland. A model system for the study of differential gene
action. In: Beermann W (ed) Results and Problems in Cell Diferentiation, pp. 1-44. Springer-

Verlag, Berlin/ Heidelberg.

Takasu, Y., Yamada H. et Tsubouchi, K. (2002). Isolation of tree main sericin components from
the cocoon of the silkworm, Bombyx mori. Bioscience Biotechnology and Biochemistry.
66: 2715-2818.

Takasuy, Y., Yamada, H., Tamura, T., Sezutsu, H., Mita, K. et Tsubouchi, K. (2007). Identification
and characterization of a novel sericin gene expressed in the anterior middle silk gland of the
silkworm Bombyx mori. Insect Bioch. Mol. Biol. 37: 1234-240.

Takei, F., Kikuchi, Y., Kikuchi, A., Mizuno, S. et Shimura, K. (1987). Further evidence for
importance of the subunit combination of silk fibroin in its efficient secretion from posterior
silk gland cells. Joural of Cell Biology. 105: 175-180.

Tanaka, K., Inoue, S. et Mizuno, S. (1999). Hydrofobic interaction of P25, containing Asn-linked
oligosaccharide chains, with the H-L complex of silk fibroin produced by Bombyx mori. Insect

Biochemistry and Molecular Biology. 29: 269-276.

60



Tripoulas, N. A. et Samols, D. (1986). Developmental and hormonal regulation of sericin RNA in

the silkworm, Bombyx mori. Developmental Biology. 116: 328-336.

Wang, Y., Kim, H. J., Vunjak — Novakovic, G. et Kaplan, D. L. (2006). Stem cell-based tissue

engineering with silk biomaterials. Biomaterials. 27: 6064-6082.

Yang, C., Krishnan, M., Zurovec, M., Sehnal, F. et Scheller, K. (1995). Correlation betwen
ecdysteroid titre and silk gene expression in the last instar larvae of Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae). Eur. J. Entomol. 92: 229-234.

Yang, C., Sehnal, F. et Scheller, K. (1996). Juvenile hormone restores larval pattern of
sericotropin gene transcripts. Arch. Insect Biochem. Physiol. 32: 353-362.

Zhang, Y. Q. (2002). Applications of natural silk protein sericin in biomaterials. Biotechnology
Advances. 20: 91-100.

Zhaorigetu, S., Yanaka, N., Sasaki, M., Watanabe, H. et Kato, N. (2003). Inhibitory effectsof silk
protein, sericin on UVB-induced acute damage and tumor promotion by reducing oxidative

stress in the skin of hairless mouse. Journal of Photochemistry and Photobiology. 71: 11-17.

Zurovec, M., Sehnal, F., Scheller, K. et Kumaran, A. K. (1992). Silk gland specific cDNAs from
Galleria mellonella L.. Insect Biochem. Molec. Biol. 22: 55-67.

Zurovec, M. et Sehnal, F. (2002). Unique molecular architecture of silk fibroin in the waxmoth,
Galleria mellonella. J. Biol. Chem. 277: 22639-22647.

7.2 Internetové zdroje

Militky, J. (2008). Technicka univerzita v Liberci, katedra textilnich materiald. Zkouseni textilii pro
bakalare 1. dil. http://www.ft.vslib.cz/depart/ktm/files/20080228/ZKB_1_dil.pdf.
Stazeno 20. 3. 2009.

Nebesaiova, J. (2001). Biologické centrum AV CR, Parazitologicky Ustav, Laborator elektronové
mikroskopie. Elektronova mikroskopie pro biology. http://www.paru.cas.cz/lem/book.
Stazeno 17. 3. 20009.

Vesmir.info. Japonci jiz védi, jak vyuZzit vlastnosti pavucin.
http://www.vesmir.info/genetika/japonci-jiz-vedi-jak-vyuzit-viastnosti-pavucin.htm. Stazeno
8. 10. 2008.

Vlach, B. (2003). Vysoké uceni technické v Brné, fakulta strojniho inZzenyrstvi, Ustav
materialovych véd a inZzenyrstvi. Nauka o materidlu. Zkouska rézem v ohybu.
http://ime.fme.vutbr.cz/files/Studijni%20opory/nomd/zkouska%?20razem%?20v%20ohybu.do
c. Stazeno 22. 3. 2009.

61



8 Prilohy

Tabulka 8.1: Prehled vysledkd méfeni Galleria mellonella (2007)

Oznaceni . Prt‘:xmér Max. napéti Relat. Houzevnatost

Skupina viakna deformace Tuhost [GPa]

vzorku [MPa] [MPa]
[um] [mm/mm]

GB1.1.1 Gla 2,54 592,097 0,232 84,416 10,613
GB1.1.2 Gla 2,54 243,805 0,198 32,444 5,625
GB1.2.1 Gla 1,81 266,385 0,169 34,508 9,164
GB1.2.2 Gla 1,81 537,982 0,201 74,089 13,373
GB1.4.1 Gla 1,88 324,521 0,238 54,272 7,636
GB1.4.2 Gla 1,88 305,329 0,210 44,638 7,087
GB1.5.1 Gla 1,60 367,611 0,134 43,573 13,847
GB3.1.1 Gla 1,96 630,398 0,221 86,419 14,208
GB3.5.1 Gla 1,83 254,073 0,166 30,047 7,550
GB4.1.1 Gla 2,25 273,962 0,139 27,140 9,013
GB4.1.2 Gla 2,25 339,178 0,184 41,920 8,722
GCi1.1.1 G2a 2,25 556,480 0,190 70,777 13,997
GC1.1.2 G2a 2,25 1 001,109 0,264 178,821 16,124
GC1.2.1 G2a 2,71 436,434 0,225 59,177 8,928
GC1.2.2 G2a 2,71 778,583 0,245 107,779 13,147
GC1.3.2 G2a 2,76 797,033 0,290 142,967 13,798
GC1.5.2 G2a 2,13 583,694 0,229 90,534 12,841
GC2.1.2 G2a 2,18 550,494 0,256 90,047 11,487
GC2.2.1 G2a 2,59 327,166 0,180 47,132 10,475
GC2.2.2 G2a 2,59 350,572 0,197 47,745 8,920
GC2.3.1 G2a 2,45 523,695 0,314 94,556 9,060
GC2.3.2 G2a 2,45 405,336 0,233 67,290 10,093
GC2.4.1 G2a 2,53 669,373 0,282 116,669 12,933
GC3.1.1 G2a 2,15 287,880 0,166 33,990 6,371
GC3.1.2 G2a 2,15 332,482 0,189 41,576 8,077
GC3.2.1 G2a 1,88 359,584 0,161 47,039 12,231
GC3.3.1 G2a 1,83 514,565 0,160 55,833 13,852
GC4.1.1 G2a 2,50 391,217 0,220 60,545 9,542
GC4.2.2 G2a 2,40 378,592 0,159 44,415 11,513
GC4.5.1 G2a 1,77 467,647 0,155 59,072 18,331
GC5.2.2 G2a 2,59 457,318 0,262 68,509 7,414
GC5.3.1 G2a 2,56 568,281 0,268 87,615 9,446
GC5.3.2 G2a 2,56 506,781 0,232 67,228 10,103
GC5.4.1 G2a 1,95 582,155 0,229 97,932 15,436
GC5.4.2 G2a 1,95 451,359 0,193 60,630 12,832
GC5.5.1 G2a 2,21 409,468 0,175 49,519 12,202
GC5.5.2 G2a 2,21 427,053 0,202 60,693 12,664
GC5.1.1 G2a 2,12 407,124 0,159 63,156 15,522
GF3.1.1 G5a 2,74 451,970 0,300 83,867 11,121
GF1.3.2 G5a 2,74 564,742 0,276 90,044 12,725
GF1.4.1 G5a 2,59 694,445 0,392 145,575 11,251
GF1.4.2 Gb5a 2,59 685,196 0,340 131,442 13,616
GF1.5.1 G5a 2,61 392,684 0,292 78,659 11,257
GF1.5.2 Gbha 2,61 524,846 0,365 116,301 10,328
GH2.1.1 Gb5a 3,00 537,990 0,327 103,392 10,780
GH2.1.2 G5a 3,00 601,763 0,390 137,511 10,087
GH2.2.1 Gbha 2,87 766,102 0,316 156,173 16,397
GH2.2.2 G5a 2,87 355,781 0,189 48,933 12,651
GH2.3.2 G5a 241 692,989 0,334 139,070 13,102
GH2.5.1 Gbha 2,82 337,352 0,174 49,902 13,038
GF2.4.2 G5a 1,88 327,011 0,156 37,575 8,175
GF2.5.1 Gb5a 1,95 315,944 0,208 46,266 8,847




GF5.2.2 G5a 1,95 391,779 0,240 60,818 7,167
GF2.2.1 G5a 2,12 188,714 0,183 24,652 4,695
GF2.2.2 G5a 2,12 271,777 0,190 41,046 9,101
GF3.1.1 G5a 3,64 930,548 0,333 160,964 12,527
GF3.1.2 G5a 3,64 888,011 0,326 159,571 13,591
GF3.2.2 G5a 3,70 815,701 0,328 154,456 12,275
GF3.3.1 G5a 2,61 761,710 0,256 133,691 19,843
GF3.4.1 G5a 3,40 610,910 0,277 101,489 12,690
GF3.4.2 G5a 3,40 634,941 0,345 115,863 11,230
GF3.5.1 G5a 3,44 491,901 0,302 97,833 11,428
GF3.5.2 G5a 3,44 420,117 0,247 80,155 12,577
GH1.3.1 G5a 3,44 916,184 0,353 173,764 12,337
GH1.3.2 G5a 3,44 702,549 0,406 159,885 9,313
GH1.4.1 G5a 3,14 611,521 0,317 122,127 11,395
GH1.4.2 G5a 3,14 818,002 0,329 151,285 13,343
GH1.5.1 G5a 3,60 717,744 0,356 127,896 8,765
GH1.5.2 G5a 3,60 495,434 0,265 89,078 10,270
GH1.2.1 G5a 3,01 329,361 0,236 58,947 12,714
GH3.2.1 G5a 2,63 286,695 0,169 35,582 8,214
GH3.2.2 G5a 2,63 441,021 0,271 78,256 10,307
GH3.3.1 G5a 2,59 577,305 0,407 136,957 10,505
GH3.3.2 G5a 2,59 410,652 0,351 95,790 9,593
GH3.4.1 G5a 2,67 445,134 0,315 87,126 9,141
GH3.4.2 G5a 2,67 509,885 0,227 73,516 11,318
GH3.5.1 G5a 2,26 537,893 0,364 129,933 11,610
GH4.1.1 G5a 2,70 318,576 0,207 47,237 9,559
GH4.1.2 G5a 2,70 287,344 0,253 56,723 7,469
GH4.3.2 G5a 2,33 279,450 0,171 40,483 9,508
GH4.4.1 G5a 2,19 443,340 0,263 79,606 12,016
GH4.4.2 G5a 2,19 331,620 0,171 46,966 13,876
GAL.1.1 G7a 3,48 350,484 0,264 78,931 5,103
GAL.2.1 G7a 4,34 961,499 0,356 157,031 10,046
GAL.3.1 G7a 3,94 515,417 0,224 74,107 10,070
GAL.3.2 G7a 3,94 532,137 0,348 94,493 7,960
GAL.4.1 G7a 4,34 504,534 0,426 109,633 7,050
GAL.4.2 G7a 4,34 598,568 0,353 110,226 11,066
GAL5.1 G7a 3,27 276,175 0,163 39,585 13,366
GAL5.2 G7a 3,27 422,703 0,333 81,665 10,179
GA2.1.1 G7a 2,98 694,033 0,293 118,758 15,769
GA2.1.2 G7a 2,98 196,007 0,246 30,114 5,044
GA2.4.1 G7a 3,33 375,489 0,376 79,411 6,006
GA2.4.2 G7a 3,33 747,679 0,292 115,353 13,298
GA3.3.2 G7a 3,13 687,296 0,295 109,988 9,558
GA3.4.1 G7a 3,72 793,175 0,290 117,880 11,865
GA3.5.2 G7a 3,96 431,123 0,327 86,690 8,188
GA4.1.1 G7a 3,94 756,492 0,365 130,616 8,227
GA4.2.1 G7a 3,72 912,527 0,338 157,891 11,151
GA4.2.2 G7a 3,72 420,497 0,185 51,213 10,928
GA4.3.1 G7a 3,46 286,674 0,219 43,065 6,447
GA4.3.2 G7a 3,46 546,148 0,330 94,385 6,144
GA4.5.1 G7a 3,22 500,217 0,218 71,619 11,595
GA4.5.2 G7a 3,22 317,002 0,307 68,389 7,826
GA5.1.1 G7a 3,90 438,756 0,308 86,882 10,436
GA5.1.2 G7a 3,90 365,024 0,349 77,936 9,373
GA5.2.1 G7a 4,18 464,329 0,303 73,633 6,740
GA5.2.2 G7a 4,18 696,841 0,329 119,967 9,062
GA5.3.1 G7a 3,29 727,285 0,307 133,509 11,816
GA5.3.2 G7a 3,29 558,060 0,194 77,606 10,579
GA5.4.1 G7a 3,67 729,978 0,295 109,983 10,982
GA5.4.2 G7a 3,67 390,305 0,357 77,057 6,400




GA5.5.1 G7a 3,16 634,914 0,326 118,959 9,273
GA5.5.2 G7a 3,16 958,925 0,362 173,010 10,520
GA6.1.1 G7a 3,91 553,567 0,376 113,030 8,912
GA6.1.2 G7a 3,91 434,269 0,244 62,479 10,861
GA6.2.1 G7a 3,28 669,682 0,358 127,312 8,994
GA6.2.2 G7a 3,28 949,758 0,375 182,132 12,712
GA6.4.1 G7a 3,45 591,010 0,368 128,136 11,235
GA6.4.2 G7a 3,45 510,263 0,312 97,759 12,445
GA6.5.1 G7a 3,17 369,517 0,201 51,758 12,380
GA6.5.2 G7a 3,17 366,095 0,243 54,440 7,016
GJ1.2.1 G5a-] 3,20 692,510 0,316 123,265 11,675
GI1.2.2 G5a-] 3,20 568,291 0,306 112,064 12,634
GI1.4.1 G5a- 2,60 1 176,628 0,358 238,215 18,651
GJ1.4.2 G5a-] 2,60 981,479 0,373 206,230 18,220
GJ1.5.1 G5a-) 2,59 650,219 0,366 153,549 13,199
GJ1.5.2 G5a-J 2,59 363,375 0,213 63,932 13,693
G2.2.1 G5a-] 2,32 821,598 0,267 139,208 16,321
GJ2.2.2 G5a-J 2,32 329,229 0,118 30,388 14,492
G2.4.2 G5a-] 1,95 477,570 0,137 53,326 18,974
GJ2.5.1 G5a-] 2,08 413,027 0,222 71,729 13,999
GJ3.1.1 G5a- 2,80 991,948 0,360 191,190 14,648
G)3.1.2 G5a-] 2,80 953,647 0,313 185,373 17,223
GJ3.3.1 G5a- 2,52 553,074 0,241 87,648 12,205
G)3.3.2 G5a-] 2,52 765,701 0,323 148,450 12,164
GJ3.5.1 G5a-] 2,31 640,815 0,184 85,800 16,624
GJ3.5.2 G5a- 2,31 1 096,588 0,312 215,413 16,676
Gl4.2.1 G5a-) 2,43 723,197 0,292 119,584 10,834
GJ4.2.2 G5a-) 2,43 1029,117 0,340 178,432 11,246
GJ4.3.2 G5a- 2,32 421,158 0,276 80,744 9,220
Gl4.4.1 G5a-) 1,92 502,104 0,294 103,996 11,304
Gl4.4.2 G5a- 1,92 252,681 0,141 28,028 10,869
GJ4.5.1 G5a-) 2,22 660,144 0,228 98,922 16,610
GJ4.5.2 G5a-) 2,22 542,284 0,329 122,442 11,529
GJ5.1.2 G5a- 1,95 883,165 0,233 140,820 20,163
GJ5.2.1 G5a- 2,10 758,530 0,274 140,283 14,895
GJ5.2.2 G5a-J 2,10 783,387 0,200 105,002 18,526
GJ5.5.1 G5a-J 2,23 547,482 0,137 57,595 15,024
GL1.1.1 G6a-J 2,18 495,959 0,204 78,771 14,911
GL1.1.2 G6a- 2,18 679,315 0,247 123,195 16,011
GL1.2.1 G6a- 2,66 595,611 0,210 88,962 15,367
GL1.2.2 G6a- 2,66 591,084 0,186 81,562 17,105
GL1.3.1 G6a- 3,16 430,722 0,203 68,249 13,843
GL1.3.2 G6a-J 3,16 430,623 0,247 69,445 7,822
GL1.4.1 G6a- 2,28 376,420 0,147 42,508 14,144
GL1.4.2 G6a-J 2,28 664,193 0,255 122,098 15,847
GL1.5.1 G6a-J 2,77 437,781 0,199 59,230 12,031
GL1.5.2 G6a-) 2,77 587,262 0,245 92,098 12,565
GL2.2.1 G6a-) 3,03 515,363 0,272 86,797 8,918
GL2.2.2 G6a- 3,03 578,206 0,219 75,519 10,320
GL2.3.1 G6a- 2,76 687,809 0,224 106,172 13,381
GL2.3.2 G6a- 2,76 697,252 0,300 137,078 13,587
GL2.4.1 G6a- 3,44 646,795 0,298 110,703 9,948
GL2.4.2 G6a- 3,44 482,622 0,254 78,660 9,495
GL3.1.1 G6a-J 2,33 394,133 0,213 68,149 12,120
GL3.1.2 G6a-] 2,33 369,338 0,198 51,660 10,005
GL3.2.1 G6a-J 2,27 922,225 0,247 156,865 18,221
GL3.2.2 G6a-J 2,27 666,746 0,253 120,833 15,065
GL3.3.1 G6a-] 3,39 664,277 0,240 95,579 10,542
GL3.3.2 G6a- 3,39 711,516 0,240 107,452 10,933
GL4.1.1 G6a-J 3,18 341,666 0,207 57,083 9,021




GL4.1.2 G6a-J] 3,18 397,766 0,212 62,531 8,786
GL4.2.1 G6a-J] 4,17 508,845 0,199 70,824 11,000
GL4.2.2 G6a-J] 4,17 850,930 0,293 150,480 11,669
GL4.3.1 G6a-J 3,94 626,276 0,326 118,069 9,391
GL4.3.2 G6a-J] 3,94 782,811 0,308 127,842 9,889
GL4.4.1 G6a-J] 3,01 457,116 0,176 58,871 11,795
GL4.4.2 G6a-J] 3,01 689,627 0,310 125,444 10,890
GL5.3.1 G6a-J] 2,74 360,261 0,260 68,164 8,313
GL5.3.2 G6a-] 2,74 460,796 0,260 76,473 9,495
GL5.4.1 G6a-J] 3,58 384,305 0,280 77,345 9,276
GL5.5.2 G6a-J] 3,14 448,402 0,199 66,022 12,186
GL5.1.1 G6a-J] 3,45 307,699 0,173 47,326 11,045
GL6.2.1 G6a-J] 1,72 653,983 0,135 63,437 15,544
GL6.3.2 G6a-J] 1,79 514,405 0,131 54,364 14,831
GL6.4.2 G6a-J] 1,81 738,511 0,226 114,253 12,726
Tabulka 8.2: Prehled vysledkl méreni Galleria mellonella (2008)
" Primér . Relat. v
O::::;um Skupina vlakna MaE(I;,I::I]’et' deformace Hou;;\:;a]tost Tuhost [GPa]
[um] [mm/mm]
E1.2.1 Glb 2,57 752,922 0,254 164,399 18,080
E1.2.2 Glb 2,57 1188,897 0,244 175,762 17,539
E1.3.1 Glb 2,06 560,387 0,152 63,719 14,808
E1.3.2 Glb 2,06 717,156 0,182 86,054 17,523
E1.5.1 Glb 2,49 1030,967 0,271 173,593 15,530
E1.5.2 Glb 2,49 1114,256 0,293 184,832 13,573
E2.1.1 G1b 1,75 440,185 0,224 72,633 9,585
E2.1.2 Glb 1,75 639,221 0,180 80,209 13,493
E2.4.1 Glb 1,73 506,375 0,157 56,438 11,932
E2.4.2 Glb 1,73 767,398 0,231 119,522 14,008
E2.5.2 Glb 2,02 740,861 0,194 101,361 14,293
E3.1.1 Gib 2,74 638,627 0,270 93,808 7,732
E3.1.2 Gib 2,74 568,235 0,207 70,021 11,060
E3.2.2 G1lb 2,50 755,988 0,197 87,771 12,950
E3.4.2 Glb 2,25 649,216 0,176 84,528 14,237
E4.1.1 Glb 3,06 1015,177 0,270 154,805 12,756
E4.1.2 Glb 3,06 672,641 0,227 95,966 10,700
E4.2.1 G1lb 2,54 1492,742 0,275 211,573 15,804
E4.2.2 Glb 2,54 1040,815 0,262 171,337 14,861
E4.3.1 Glb 2,76 616,872 0,159 76,97 22,480
E4.3.2 Glb 2,76 1233,527 0,263 175,118 15,585
E4.5.1 Glb 2,82 847,054 0,155 87,607 21,489
E4.5.2 Glb 2,82 842,553 0,215 115,026 14,812
E5.1.1 Glb 2,57 763,660 0,238 117,267 12,249
F1.4.2 G5b 2,77 454,248 0,211 68,285 12,022
F2.1.2 G5b 2,86 442,987 0,295 92,645 11,499
F2.2.1 G5b 3,03 891,937 0,333 175,967 11,605
F2.2.2 G5b 3,03 687,073 0,289 127,882 12,555
F2.5.1 G5b 2,69 396,137 0,196 57,338 11,271
F2.5.2 G5b 2,69 726,794 0,316 128,997 12,467
F3.1.1 G5b 3,02 1169,457 0,310 193,017 15,160
F3.1.2 G5b 3,02 791,849 0,228 113,397 17,405
F3.4.2 G5b 2,42 385,243 0,078 27,102 17,124
F3.5.1 G5b 3,09 1098,363 0,290 177,330 15,808
F3.5.2 G5b 3,09 1206,245 0,295 184,603 14,461




F4.2.1 G5b 2,46 1096,897 0,249 161,768 19,649
F4.2.2 G5b 2,46 1206,385 0,256 172,643 18,740
F4.3.1 G5b 2,73 595,503 0,184 72,970 13,814
F4.3.2 G5b 2,73 559,657 0,077 39,099 31,134
F4.5.1 G5b 3,46 359,478 0,172 47,260 11,625
F4.5.2 G5b 3,46 661,337 0,307 113,621 9,219
F5.1.1 G5b 1,86 529,154 0,232 91,372 12,715
F5.1.2 G5b 1,86 807,650 0,307 158,383 13,917
F5.2.1 G5b 2,12 1234,181 0,237 182,370 21,200
F5.2.2 G5b 2,12 1141,854 0,269 169,559 16,346
F5.3.1 G5b 2,44 579,501 0,221 92,385 14,945
F5.3.2 G5b 2,44 707,434 0,291 133,767 13,548
K1.1.2 G7b 3,64 769,768 0,251 99,971 9,061
K1.2.1 G7b 3,31 843,349 0,287 135,402 9,401
K1.4.1 G7b 3,39 1208,169 0,265 161,357 12,397
K1.4.2 G7b 3,39 1122,638 0,268 162,147 11,488
K1.5.1 G7b 3,37 1013,113 0,308 172,732 9,355
K1.5.2 G7b 3,37 655,756 0,214 88,297 8,904
K2.2.1 G7b 3,75 1202,013 0,284 181,521 15,329
K2.2.2 G7b 3,75 698,295 0,182 92,296 18,374
K2.4.1 G7b 3,72 1295,806 0,168 116,730 17,432
K2.4.2 G7b 3,72 1340,178 0,268 199,322 16,582
K3.2.1 G7b 3,59 590,844 0,163 70,096 14,702
K3.3.1 G7b 3,55 1151,051 0,218 154,931 16,158
K3.3.2 G7b 3,55 791,540 0,222 106,831 11,587
K3.4.1 G7b 3,19 1296,785 0,291 207,623 16,371
K3.5.1 G7b 3,78 1004,428 0,191 121,538 17,751
K3.5.2 G7b 3,78 926,767 0,163 110,657 20,149
K4.2.1 G7b 3,23 885,393 0,227 108,476 9,360
K4.2.2 G7b 3,23 855,158 0,268 121,854 10,831
K4.3.1 G7b 3,57 1210,373 0,269 182,528 13,318
K5.1.1 G7b 3,82 690,425 0,235 98,37 11,060
K5.1.2 G7b 3,82 1114,568 0,312 181,188 12,118
M1.1.1 G5b-J 2,63 808,954 0,292 188,103 20,147
M1.1.2 G5b-J 2,63 1295,562 0,354 270,960 18,643
M1.2.1 G5b-J 2,55 550,250 0,246 94,651 14,463
M1.2.2 G5b-J 2,55 486,230 0,172 64,264 18,435
M1.3.1 G5b- 2,65 756,355 0,205 96,116 17,115
M1.3.2 G5b-J 2,65 795,859 0,275 130,188 13,885
M1.5.1 G5b-] 2,67 606,965 0,267 99,522 12,044
M1.5.1 G5b-J 2,67 469,607 0,223 72,582 12,247
M2.1.2 G5b-J 2,71 531,388 0,240 70,497 8,429
M2.2.1 G5b-J 2,54 1281,933 0,264 172,530 15,936
M2.3.1 G5b-J 2,79 798,131 0,244 130,646 15,670
M2.3.2 G5b-J 2,79 419,844 0,096 30,964 16,494
M3.1.1 G5b-J 2,96 501,354 0,136 49,541 13,569
M4.1.1 G5b-J 2,84 1256,259 0,272 174,361 17,815
M4.1.2 G5b-J 2,84 1120,073 0,301 188,327 16,525
M4.2.1 G5b-J 2,71 694,701 0,187 84,696 15,912
M4.3.1 G5b-J 2,63 378,025 0,112 33,399 15,105
M4.3.2 G5b-J 2,63 343,965 0,235 49,146 6,773
M4.4.1 G5b-J 2,88 619,294 0,263 107,320 14,797
M4.4.2 G5b-J 2,88 647,635 0,314 128,298 12,096
M4.5.1 G5b-J 2,58 706,898 0,167 83,218 20,267
M4.5.2 G5b-J 2,58 551,671 0,146 65,619 18,757




Tabulka 8.3: Prehled vysledkl méreni Bombyx mori (2008)

Oznaceni . P"?mér Max. napéti Relat. Houzevnatost

Skupina vlakna deformace Tuhost [GPa]

vzorku [MPa] [MPa]
[um] [mm/mm]

BW1.3.1 BW 7,02 31,698 0,188 134,895 675,035
BW1.3.2 BW 7,02 28,967 0,171 123,591 925,558
BW2.3.1 BW 6,20 32,232 0,173 121,032 909,247
BW2.3.2 BW 6,20 27,656 0,177 110,585 840,067
BW3.3.1 BW 6,38 31,938 0,270 233,870 1327,693
BW3.3.2 BW 6,38 29,967 0,306 252,958 1282,524
BW3.4.1 BW 6,95 28,211 0,245 168,424 1044,818
BW3.5.1 BW 6,28 27,923 0,262 195,211 1116,528
BW3.5.2 BW 6,28 27,508 0,217 133,553 865,871
BW4.1.1 BW 6,41 27,356 0,269 195,348 761,988
BW4.1.2 BW 6,41 25,953 0,255 181,685 1112,930
BW4.2.2 BW 6,28 38,395 0,163 143,302 1154,137
BW4.3.1 BW 6,21 20,703 0,218 131,321 878,260
BW4.3.2 BW 6,21 24,347 0,176 100,691 762,159
BW4.5.1 BW 5,61 25,257 0,244 140,067 786,309
BW4.5.2 BW 5,61 27,615 0,188 111,703 789,969
BW5.1.1 BW 6,19 37,054 0,174 169,927 1402,347
BW5.1.2 BW 6,19 41,637 0,172 167,222 1373,774
BW5.3.1 BW 5,73 20,629 0,171 77,374 593,258
BW5.3.2 BW 5,73 25,632 0,160 107,382 913,361
BWS5.5.1 BW 6,66 39,860 0,148 139,737 1260,809
BW5.5.2 BW 6,66 37,513 0,207 195,234 1198,446
BK1.2.1 BK 4,84 40,680 0,202 173,147 821,830
BK1.2.2 BK 4,84 29,855 0,202 142,320 917,663
BK1.4.1 BK 5,52 37,612 0,230 202,318 1209,419
BK1.4.2 BK 5,52 40,265 0,202 182,278 1253,606
BK2.1.1 BK 5,82 38,032 0,237 213,834 1272,312
BK2.1.2 BK 5,82 32,988 0,129 87,106 865,503
BK2.2.1 BK 5,63 37,982 0,127 90,564 867,870
BK2.2.2 BK 5,63 35,811 0,141 96,263 857,197
BK2.3.1 BK 5,69 31,993 0,256 225,459 1291,895
BK2.3.2 BK 5,69 37,139 0,237 224,858 1407,619
BK3.1.1 BK 5,74 39,514 0,260 288,674 1580,057
BK3.1.2 BK 5,74 36,813 0,246 239,422 1371,070
BK3.2.2 BK 5,61 35,649 0,211 171,041 1104,994
BK3.3.1 BK 5,85 36,690 0,185 157,307 1125,843
BK3.3.2 BK 5,85 38,598 0,171 151,738 1160,211
BK4.1.1 BK 5,61 38,479 0,184 141,232 713,645
BK4.3.1 BK 517 35,667 0,207 183,143 1124,147
BK4.3.2 BK 517 34,698 0,163 138,241 1129,816
BK4.4.1 BK 513 35,084 0,129 90,158 840,808
BK4.4.2 BK 5,13 36,418 0,155 121,818 918,284
BK4.5.1 BK 5,20 38,870 0,188 167,793 1184,446
BK4.5.2 BK 5,20 39,404 0,176 158,661 1068,910
BK5.1.1 BK 5,50 30,611 0,256 228,032 1124,579
BK5.1.2 BK 5,50 33,678 0,266 244,012 1292,833
BK5.2.1 BK 5,63 29,334 0,154 97,471 777,010
BK5.2.2 BK 5,63 31,684 0,237 189,709 1128,506




