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ABSTRAKT:

PfedloZzend disertacni prace se zabyva studiem mikromechanickych vlastnosti
(mikrotvrdosti a elastickym modulem) vybranych mikrostruktur schranek mékkys(
a jejich vztahem ke krystalografické texture schranek a k Zivotnimu
prostiedi. Vysledky studie naznacily, Ze extrémni hydrostaticky tlak ma pomérné
maly vliv na zkoumané vlastnosti kalcitovych i aragonitovych vrstev schranek
meékkysu. Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi mikrotvrdosti a elastickym
modulem perleti mlzd Zijicich v morském a sladkovodnim prostiedi. Byla vsak
zjiSténa statisticky vyznamna pozitivni korelace mezi témito mikromechanickymi
vlastnostmi a tloustkou aragonitovych desticek tvoficich perlet. Velmi
neocekdvanym zjisténim je skutecnost, Ze mira usporaddni aragonitovych
desticek negativné koreluje s hodnotami mikrotvrdosti a elastického modulu
perleti a vysvétluje zhruba z 80 % variability téchto hodnot. Statisticky vyznamna,
ale slabsi korelace, byla zjisténa i mezi mikromechanickymi vlastnostmi a
perlet, nez mlzi s quasimonokrystalickou texturou. Tato data naznacuji, ze
primitivnéjsim stavem perleti mlzd je jeji vétsi tvrdost a pruznost a v pribéhu dalsi
evoluce mlz(l se hodnoty téchto velicin sniZovaly. Tento trend je vSak v rozporu
s obecéné pfijimanou hypotézou o rlstu predacniho tlaku v morském ekosystému v
pribéhu paleozoika a mesozoika.

Kliéova slova: Mollusca; mikrotvrdost a elasticky modul; perlet; mikrostruktura;
krystalograficka textura; fylogeneze.

ABSTRACT:

This thesis deals with the micromechanical properties (microhardness and
elastic modulus) of selected molluscan shell microstructures and their relationship
to crystallographic textures and environment. Results of the study suggest that
extremely high hydrostatic pressure has a relatively weak influence on the
mechanical properties of calcitic as well as aragonitic shell layers. No statistically
significant difference was found in microhardness and elastic modulus of nacre
between bivalvian species living in marine and freshwater environments. On the
other hand, the study reveals a statistically significant positive correlation
between the micromechanical properties and thickness of aragonitic platelets
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forming the nacre. Unexpected result is a negative correlation of the degree of
ordering of aragonitic platelets with both elastic modulus as well as
microhardness. Thus the degree of ordering explains about 80% of the variability
of these micromechanical properties. Statistically significant but weaker
correlation was also found between micromechanical properties and textural type
of bivalvian nacre. The nacre with uniaxial texture is harder and more elastic than
the nacre with quasimonocrystallic texture. The data suggests that higher
hardness and elasticity corresponds to a primitive state of nacre and that during
the subsequent evolution values of these micromechanical properties were
decreasing. This trend contradicts with generally accepted hypothesis of
increassing predation pressure in the marine ecosystem during the Paleozoic and
Mesozoic.

Keywords: Mollusca; microhardness and reduced elastic modulus; nacre;

microstructure; crystallographic texture; phylogeny.
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1 UvoD

Kmen Mollusca patfi k nejvice diverzifikovanym skupinam Zivocichd, coz platilo
jiz na pocatku jejich evoluce pred vice nez 500 miliony lety a stejné tak i po celou
dobu jejich existence az do soucasnosti. Mékkysi jsou druhym nejpocetnéjsim
kmenem Zivocisné fise (Ruppert a kol. 2004; Bouchet a kol. 2005). V prlibéhu své
dlouhé evoluce kolonizovali mékkysi vSechna Zivotni prostfedi. Svym vyvojem se
prizplsobili zcela rozdilnym podminkam akvatickych i terestrickych biomu. Vyskyt
meékkyst byl zaznamenan od niZin po vysokohorské oblasti, bézné se vyskytujici
v humidnich aZ aridnich oblasti trop( aZ po subarktické biotopy. Pocatek tohoto
kmene saha do kambria, kdy doslo ke vzniku vétsiny tfid a jejich rychlé radiaci
v pribéhu pocatku ordoviku. Dlsledkem davné a rychlé fylogeneze ve starsich
prvohorach a nasledné dlouhé evoluce mékkysua je zfejma absence dostatecného
fylogenetického signalu v genomu soucasnych mékkyst. Molekularni data Zijicich
mékkyst jsou tedy jen tézko pouZitelnd pro studium vyssi fylogeneze kmene
Mollusca (Ponder a Lindberg 1997, 2008; Passamaneck a kol. 2004; Giribet a kol.
2006; Giribet 2008; Dreyer a Steiner 2004; Boore a kol. 2004; McArthur a
Harasewych 2003). PouZiti molekularnich dat recentnich mékkyst pro analyzu
fylogeneze vsech hlavnich linii mékkys( na urovni fadu zna¢né komplikuje i fakt,
Ze vétsina téchto skupin je dnes vymfield (Bouchet a kol. 2005).

Pochopit evoluci a fylogenetické vztahy mékkysd neni tedy mozné bez studia
fosilnich druh, jejichz schranky jsou cennym zdrojem fylogenetickych informaci.
Schranka je dasto pouZivana jako jediny zdroj charakteristickych znak( pro
stanoveni jednotlivych taxonomickych Urovni (viz Treatise on Invertebrate
Paleontology, 1953-2015, University of Kansas, online). Rada morfologickych
znak( je vsak nesmirné konzervativnich a muZe byt pouZita i pro studium
fylogeneze hlavnich linii mékkysu.

Pro pochopeni fylogeneze fosilnich a Zijicich mékkysu je tfeba hledat dalsi znaky.
Jednim z dosud malo vyuzivanych informacnich zdrojli o fylogenezi mékkysa jsou
data o vnitfni struktufe a textufe jejich schranek, prestoZe tato data poskytu;ji
mnozstvi cennych informaci. Pro fylogenetické studie je dllezZitd predevsim
extrémni &asova stabilita strukturnich a texturnich znakd schréanek. Rada

mikrostrukturnich typl je doloZena jiz od ordoviku a kambria (Vendrasco a kol.
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2011; Runnegar 1985). Rovnéz extrémni Casova stabilita textury schranek je
znacna. Byla napfiklad doloZena existence stejného mikrostrukturniho a
texturniho typu perleti u fadu Vetigastropoda po dobu vice nez 200 milion( let
(Fryda a kol. 2009).

Jednou z nejstarsSich a zaroven velmi rozsifenou strukturou schranek kmene

Mollusca je perlet, vyskytujici se v nékolika typech pouze u této skupiny Zivocicha.
Perlet se vyvinula u ¢tyf z osmi existujicich tfid mékkysa, a to u tfid Gastropoda,
Bivalvia, Cephalopoda a Monoplacophora (Ponder a Lindberg 2008).
Nejbéznéjsim a zaroven také prastarym typem mikrostruktury schranek mékkysu
je lameldrni mikrostruktura (oznacovand jako cross-lamellar structure). Tento
mikrostrukturni typ je dolozen jiz od karbonu, stejné jako perlet, tedy zhruba 300
milion( let (Batten 1984; Bandel a kol. 2002). Podobné jako u perleti je i evoluce
lamelarni mikrostruktury velmi nedostatec¢né znama. Informace o vlastnostech a
vyvoji ostatnich typl mikrostruktur jsou ¢asto témér nulové.

Kazda schranka mékkysd je dokonale usporadanym nanokompozitem

slozenym z mikrokrystalkt uhli¢itanu vapenatého (Casto aragonitu a Kkalcitu
soucasné) a mensiho mnozstvi rliznych organickych latek (Wada 1972; Marin a
Luquet 2004; Addadi a kol. 2006; Marin a kol. 2008). Tyto organické latky se podili
na vzniku velmi sloZité mikrostruktury a krystalografické textury schranek
mékkysu.
Vnitfni stavbu schranek mékkysi mulzieme zkoumat rlGznymi zplsoby, ale
v principu studujeme dvé nezavislé vlastnosti — mikrostrukturu a texturu schranek.
Mikrostruktura schranek mékkysa je zkoumadna jiz témér sto let (Bgggild 1930),
ale intenzivni vyzkum je spojen aZ s pouZitim elektronové mikroskopie. Mezi
mékkysi se mikrostrukturni vzory znacné [iSi a pravdépodobné nejslozitéjsi
mikrostrukturni vzory jsou u fadu Patellogastropoda. Vznik urcitého typu
mikrostruktury a krystalografické textury, na kterém se podili mikrokrystalky
uhli¢itanu vapenatého (aragonitu nebo kalcitu) a dal$i mensi mnoZstvi organickych
latek, je fizen genomem (Addadi a kol. 2006; Marin a kol. 2008).

Stavba perleti vede k pozoruhodnym mechanickym vlastnostem ve srovnani
s monokrystalickym materidlem (Li a kol. 2004; Meyers a kol. 2008; Liang a kol.
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2008). Studiu perleti, jako modelového materialu, byla vénovdna fada védeckych
praci, které analyzovaly vybrané mechanické vlastnosti u rliznych zastupct kmene
Mollusca (napt. Li a kol. 2004; Bruet a kol. 2005; Barthelat a kol. 2006).
Heinemann a kol. (2011) ukazali, Ze periodickym usporadanim biokrystalk(i a
organické hmoty do specifické struktury vznikaji pozoruhodné aZz dokonalé
mechanické vlastnosti schranek mékkysa. Velmi dllezitym faktorem ovliviiujicim
vznik vynikajicich mechanickych vlastnosti perleti je silné spojeni mezi
aragonitovymi destickami perleti a organickou hmotou (viz také Meyers a kol.
2008).

Hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu jsou vSak u naprosté vétSiny
mikrostruktur mékkysich schranek neznamé. Prvni testy nanoindentacni metody
ukazaly, Ze hodnoty mikrotvrdosti a elasticity jsou velmi ovlivnény jak mikro, tak
nanostrukturou (tj. strukturou vlastnich biokrystalkd) schranek (Bruet a kol. 2005;
Katti a kol. 2006). Navic naSe prvni data naznacila, Ze schranky s identickou
mikrostrukturou, ale odliSnou krystalografickou texturou maiji odliSné hodnoty
mikrotvrdosti a elastického modulu (Fryda a kol. 2013).




CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

2 CiLE DISERTACNI PRACE

Hlavnim cilem disertacni prace je urcit dvé vyznamné mikromechanické
charakteristiky  schranek, elasticky modul a mikrotvrdost, pomoci
nanoindentacnich zkousek u vybranych zakladnich mikrostruktur schranek
meékkyst. Jako modelové mikrostruktury byly vybrany dvé nejrozsifenéjsi a
pravdépodobné také nejprimitivnéjsi mikrostruktury tvofené aragonitem, perlet
(nacre) a lamelarni (crossed lamellar) mikrostruktura, a jedna kalcitova
mikrostruktura oznacovand v anglosaské literatufe jako ,semifoliated
mikrostructure®. DalsSi cilem disertacni prace je analyzovat vztah elastického
modulu a mikrotvrdosti perleti k mikrostrukturnim a texturnim parametrim a k
prostfedi Zivota studovanych mékkysa. Cilem této analyzy je zjistit, které faktory
determinuji studované mikromechanické vlastnosti perleti.

Pro disertacni praci byly stanoveny nésleduijici cile:

i Ur¢it a porovnat elasticky modul a mikrotvrdost dvou odlisnych

Vees

ve vyrazné odlisnych fyzikalnich podminkach.

ii. Urcit a porovnat elasticky modul a mikrotvrdost anorganického aragonitu
a aragonitové perleti mlz( sodliSnou krystalografickou texturou a
analyzovat vliv anizotropie aragonitu na mérené mikromechanické
veliciny.

iii. Urcit elasticky modul a mikrotvrdost perleti mlzi z odliSnych Zivotnich
prostredi a analyzovat vztah mikromechanickych velicin
k mikrostrukturnim a texturnim parametrtim perleti.
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3 METODIKA

Pro studium mikrostruktury byli vybrani zastupci kmene Bivalvia a Gastropoda.

Z kmene plza byli vybrani tfi zastupci fylogenetické linie Patellogastropoda:

Limalepeta lima, Nipponacmea concinna a Pectinodonta orientalis.

Z kmene Bivalvia bylo vybrano jedendct druh, z nichZ dva druhy (Mytilus edulis a

Pinna nobilis) byly zastoupeny dvéma jedinci. Celkem tedy tfinact zastupcl

nasledujicich druht: Amblema plicata, Brachidontes rostratus, Leptodea fragilis,

Modiolus barbatus, Mytilus californianus, Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis,

Nucula nucleus, Pinctanda radiata, Pinna nobilis, Quadrula apiculata.

Do této studie bylo zafazeno a studovano celkem 16 jedincU.

Zastupci kmene Mollusca vybrani pro studii:

zastupci oblast vzorek €.
Gastropoda

Limalepeta lima Tichy ocean, Japonsko 62
Nipponacmea concinna Tichy ocean, Japonsko 55
Pectinodonta orientalis Tichy ocean, Japonsko 63
Bivalvia

Amblema plicata Texas, USA 121
Brachidontes rostratus Tichy ocean, Australie 115
Leptodea fragilis Texas, USA 122
Modiolus barbatus Jaderské more, Slovinsko 104
Mytilus californianus Tichy ocean, USA 116
Mytilus edulis Severni more, Norsko 103
Mytilus edulis Kanal La Manche, Anglie 106
Mytilus galloprovincialis Jaderské more, Chorvatsko 105
Nucula nucleus Stfedozemni mofte, Spanélsko 110
Pinctada radiata Egejské more, Recko 101
Pinna nobilis Stfedozemni more, Spanélsko 108
Pinna nobilis Jaderské more, Slovinsko 109
Quadrula apiculata Texas, USA 123

\
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e Pfiprava vzorku

Vybrané vzorky schranek plzli a mlza byly pfipraveny pro studii jejich vnitini
struktury v laboratofi Ceské geologické sluzby. KaZdy orientovany vzorek schranky
byl fixovanim do pryskyfice Epofix ve tvaru valce o priaméru priblizné 30 mm.
Nasledné byl vzorek brousen postupné jemnéjsim karborundem, po té také
diamantovymi spreji o zrnitosti 3 az 0,25 pum. V posledni fazi lesténi byla pouZita
zrnitost 0,05 Um. Doba trvani jednotlivych fazi se pohybuje v rozmezi nékolika
minut, mezi nézZ je zafazeno omyvani a Cisténi v ultrazvukové lazni. Celkova doba
pfipravy a leSténi vzorku je zavisld na naroc¢nosti a kvalité materialu.

e SEM

Ke studiu mikrostruktury studovanych schranek byla pouZita metoda skenovaci
elektronové mikroskopie. Pozorovani studovanych vzorkl ve skenovacim
elektronovém mikroskopu bylo provedeno na SEM japonské firmy JEOL-6380LV na
prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy. Pfi prohlizeni preparatd bylo vétsinou
pouzito urychlovaci napéti 15 kV. Pozorované C¢asti schranky byly snimkovany a
ukladany v digitalni podobé.

e EBSD

V predloZzené praci byla metoda EBSD vyuZita pro stanoveni krystalografické
textury perleti mlzQ, kterou tvofi krystaly aragonitu. Tato metoda se vyuZiva ke
studiu krystalografické orientace materidld a objasnéni textury krystalického di
polykrystalického materialu ¢i k identifikaci téchto materiall. Pfednosti metody
EBSD je spojeni mezi texturou a krystalografii.

¢ Nanoindentacni zkouska

Pro urceni elastického modulu a mikrotvrdosti byla pouZita metoda indentacni
zkousky, pouzivand k mechanickym zkouskdm materidlového inZenyrstvi. K
vypoctu tvrdosti a elastického modulu z téchto dat se v soucasnosti nejcastéji
pouzivd metoda navrzend Oliverem a Pharrem (1992).

Vlastni méreni byla provadéna na zatizeni Hysitron IT 950 Tribolndenter kvazi-
statickou nanoindentaci operatorem tohoto zafizeni dle parametrd, které byly
vybrany na zakladé studia literatury. Pro studium anizotropie byl naplanovan
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experiment, ktery vyZzaduje méreni ahll rotace vzorku podle osy kolmé k povrchu
vzorku.

Topografie povrchu vzork(l sledované oblasti o velikosti 20 x 20 um byla
naskenovdna pomoci in-situ SPM. Nasledné byla na naskenovaném snimku
zvolena a oznacena mista pro indexaci pomoci tzv. ,click skript” a aplikovana
funkce piezo automatického maddu, ktera umisti indenty s chybou < 10 nm. U
vsech experimentd byla tloustka testované vrstvy 1 um a maximalni zatéZovaci
sila stanovena na 1 000 pN, kterd dle normy odpovidala hloubce vpichu (hmax <
100 nm). ZatéZovaci funkce (zatéZovani, konstantni sila a odlehcovani) byly
stanoveny na 5 x 2 x 5 sekund. Vtéchto ¢asovych intervalech byl zatéZovan
testovany material. Pfi vytahovani hrotu z materidlu se v ddsledku elasticity vraci
zpét, tim tla¢i do hrotu silou, kterd je pfistrojem zaznamenana. Mikrotvrdost H
[GPa] a elasticky modul E [GPa] se pak vyhodnocuje dle metody Olivera a Pharra
(1992).

11
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Porovnani elastického modulu a mikrotvrdosti dvou odlisnych
mikrostruktur, kalcitové a aragonitové, u vybranych mékkysa Zijicich
ve vyrazné odlisnych fyzikalnich podminkach — modelova studie

Cilem modelové studie bylo pouzit takové druhy, které maji stejnou
mikrostrukturu studovanych kalcitovych ¢i aragonitovych vrstev tvoficich jejich
schranku. Struktura vzacnych (tj. tézko dostupnych) hlubokovodnich druhl tedy
omezila vybér moznych druhd z mélkovodniho prostfedi. Do experimentu byly
zafazeny nasledujici druhy (tab. 1).

Tabulka 1 — Vybrani zastupci skupiny Patellogastropoda.

Studovany druh Hloubka Studovana vrstva
Nipponacmea concinna (Lischke, 1870) 5m aragonitova cCL
Limalepeta lima (Dall, 1918) 50-100 m aragonitova cCL
Limalepeta lima (Dall, 1918) 50-100 m kalcitova SF
Pectinodonta orientalis Schepman, 1908 1092-1094 m kalcitova SF
Pectinodonta orientalis Schepman, 1908 1092-1094m aragonitova cCL

Nanoindentacni zkousSce byly podrobeny tfi vzorky schranek druhi

Nipponacmea concinna, Limalepeta lima a Pectinodonta orientalis s identickou
aragonitovou cCL strukturou — oznacovanou v anglicky psanych publikacich jako
“concentric Crossed Lamellar structure”, ktera je prvni vrstvou nad myostrakem
(Fuchigami a Sasaki 2005).
K vyzkumu kalcitové vrstvy mohly byt pouZity pouze dva vzorky, Limalepeta lima a
Pectinodonta orientalis, s kalcitovou SF mikrostrukturou — oznacovanou v anglicky
psanych publikacich jako “semifoliated structure” ktera se nachazi v pozici druhé
vrstvy nad myostrakem (Fuchigami a Sasaki 2005). U tfetiho zkoumaného druhu,
Nipponacmea concinna, se tato vrstva nevyskytuje.

Na zadkladé provedenych méreni a nasledné analyzy vysledk( studie bylo
zjiSténo, Ze aragonitové vrstvy schranek vybranych druh( maji vyznamné nizsi
hodnoty tvrdosti (H) a elasticity (E), neZ jsou namérené hodnoty anorganického
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aragonitu. Naopak v porovnani s mikromechanickymi vlastnostmi anorganického
kalcitu, vykazuji kalcitové vrstvy biogenniho materidlu zfetelné vys$i hodnoty
elasticity (E) a témér dvojnasobné hodnoty tvrdosti (H). Obdobna pozorovani jiz
byla publikovana (viz Merkel a kol. 2009).

—
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Obrazek 1 — Vztah mechanickych vlastnosti (mikrotvrdost a elasticky modul) biogenniho
aragonitu a kalcitu, a vztah téchto vlastnosti k hloubce vody (Hrabankova a kol. 2013).

Vysledky studie vlivu prostfedi na mikromechanické vlastnosti schranek
mékkyst ukazaly, Ze hloubka vody nema zadny nebo ma jen minimalini vliv na
mechanické vlastnosti  biogennich  karbonatd  hlubokomotského druhu
Pectinodonta orientalis. Toto zjisténi potvrzuje hypotézu o raném osidleni
hlubokomofrského prostredi timto druhem (Nakano a Ozawa 2004).

Vysledky modelové studie vlivu prostfedi na mikromechanické vlastnosti
schranek meékkysa byly jiz publikovany v casopise (Computer Methods in
Biomechanics and Biomedical Engineering (IF pro rok 2013: 1.793):

HRABANKOVA, I.; FRYDA, J.; SEPITKA, J.; SASAKI, T.; FRYDOVA, B.; LUKES, J.
(2013). Mechanical properties of deep-sea molluscan shell. Computer Methods in
Biomechanics and Biomedical Engineering, Vol. 16, No. S1: pp 287 - 289.
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4.2 Porovnani elastického modulu a mikrotvrdosti anorganického
aragonitu a perleti mlzi s odliSnou krystalografickou texturou
a analyza vlivu anizotropie na mérené mikromechanické velic¢iny

MIzi (Bivalvia) byli vybrani jako modelova skupina pro planovany vyzkum,
protoZe jsou jedinou skupinou s perleti se zastupci ze dvou odlisnych prostredich,
v mofi a ve sladkych vodach. Zadny sladkovodni ani suchozemsky gastropod nema
vyvinutou perlet.

Pfed mérenim hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti u rlznych
mékkysl bylo tfeba testovat, jak je méreni téchto mikromechanickych hodnot
ovlivnéno anizotropii aragonitu a krystalografickym usporadanim (tj. texturou)
perleti. Byly stanoveny dva dilci cile:

A. testovat vliv anizotropie aragonitu vzorku na mérené hodnoty elastického
modulu a mikrotvrdosti;
B. porovnat hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti perleti a aragonitu.

4.2.1 Analyza vlivu anizotropie na méfené mikromechanické veli¢iny

Test vlivu orientace Berkovichovy pyramidy na mérené hodnoty elastického
modulu a mikrotvrdosti byl navrzen tak, Ze méreny vzorek byl po kazdé provedené
nanoindentacni zkousce otocen o 15° podle osy kolmé k povrchu vzorku pomoci
goniometrického stolku. Tyto kroky byly provedeny v rozmezi 0° az 180°. Tim bylo
provedeno 13 nanoindentacnich zkousSek na kazdém vzorku.

Vysledky méreni vykazuji znacény rozptyl hodnot elastického modulu a
mikrotvrdosti u vSech mérenych vzorkl (viz obrazky 2 a 3).
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Obrazek 2 - Mérené hodnoty elastického modulu aragonitu (A-C) a perleti druhl Nucula
nucleus (D-F) a Pinctada radiata (G-I) zobrazené v histogramu (A, D a G),
v pravdépodobnostnim diagramu (Q - Q plot) pro normalni rozdéleni (B, E a H) a
v krabicovém diagramu (C, Fa I).

Provedend analyza vlivu orientace vzorku na mérené hodnoty ukazala, Ze
soubory méreni pro nékteré rotace se statisticky vyznamné lisi od hodnot
ostatnich rotaci. Detailni rozbor dlvodl téchto rozdilG ve stfednich hodnotach
(prméru ¢i medianu) ukazal, Ze dvodem jsou extrémni hodnoty, pro které nebyl
nalezen jednoznacny dlvod pro jejich vylouéeni, napfiklad z ddvodu silného pop-
in efektu.
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Obrazek 3 - Mérené hodnoty mikrotvrdosti aragonitu (A-C) a perleti druhQ Nucula nucleus
(D-F) a Pinctada radiata (G-1) zobrazené v histogramu (A, D a G), v pravdépodobnostnim
diagramu (Q - Q plot) pro normalni rozdéleni (B, E a H) a v krabicovém diagramu (C, F a I).

Naptiklad pro méfeni mikrotvrdosti aragonitu (obrazek 3) je z histogramu
zfejmad (obrazek 3 A) pomérné pocetnd skupina méreni s hodnotami okolo 6 GPa.
Tyto hodnoty se zietelné odchyluji v pravdépodobnostnim diagramu (Q - Q plotu)
od ocekdvaného normadlni rozdéleni (obrazek 3 B). Zkrabicového diagramu
(obrazek 2 C) je vidét, Ze tyto hodnoty jsou ze souborll pro rotaci 45° a 60°.
Podobné i v ostatnich pfipadech lze dolozit, Ze pfi¢iny neshody ve stfednich
hodnotach mezi mérenymi soubory maji na svédomi extrémni hodnoty, které jsou
i z hlediska teoretického normalniho rozdéleni anomalni (viz obrazky 2 B,EaHa 3
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B, E a H). Po vyloudeni téchto extrémnich hodnot a nasledném opakovani testd
shody strednich hodnot, mliZeme konstatovat, Ze neexistuje statisticky vyznamné
ovlivnéni mérenych hodnot rotaci vzorku (tj. anizotropii). VSechny vyloucené
extrémni hodnoty (tj. hodnoty ovlivnéné pop-in efektem ¢i extremni hodnoty
lezici mimo pfimku v Q-Q diagramu) reprezentuji méné nez 5 % vSech mérenych
hodnot.

Po vylouceni vsech extrémnich hodnot elastického modulu ¢i mikrotvrdosti u
aragonitu a perleti druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata prokdazala nasledna
analyza neexistenci zavislosti hodnoty méreni na rotaci vzorku vici Berkovichové
pyramidé. Dlvody pro vznik extrémnich hodnot nejsou dosud objasnény a
spole¢né s pracovniky nanoindentacni laboratofe planuji publikaci metodické
prace zamérené na toto téma. Je tfeba si uvédomit, Ze nanoindentacni zkouska je
Casové i financné narocna a z tohoto dlvodu je obvykle provadéno jen nékolik
malo indentl pro charakteristiku rliznych material(.. Provedeny experiment na
aragonitu a perleti dvou druh(l (celkové reprezentujici 156 indentl na vzorek) je
naprosto anomalni vysokym poctem meéreni. Tento vysledek ovlivnil i dalsi
planovana méreni perleti. Kazdy vzorek byl pro jistotu méfen 2 x 16 indenty a ve
dvou orientacich 0° a 30°.

4.2.2 Porovnani hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti a aragonitu

VySe popsany experiment poskytl rovnéZ data pro porovnani hodnot
elastického modulu a mikrotvrdosti perleti a aragonitu (obrazek 4).

120
112 8 T 8
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= 104 + g
8 9 + © % 6 77' *
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Obrazek 4 - Mérené hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti aragonitu a perleti
druh( Nucula nucleus a Pinctada radiata zobrazené v krabicovém diagramu.
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Perlet druhG Nucula nucleus a Pinctada radiata ma stejnou mikrostrukturu (tj.
tvar krystalk( aragonitu). Jak ale ukazalo predchozi studium metodou difrakce
zpét odrazenych elektront (EBSD), perlet druht Nucula nucleus a Pinctada radiata
je velice odlisna v krystalografické orientaci jednotlivych desticek (krystalkd)
aragonitu v perleti (Fryda a kol. 2010).

U druhu Nucula nucleus jsou jednotlivé krystalky aragonitu v perleti
orientovany tak, Ze jejich krystalografické osy c (tj. smér [001] jsou rovnobézné a
kolmé k povrchu schranky (Zluté body v obrazku 2) a krystalografické osy a (tj.
smér [100] cervené body vobrazku 5) a b jsou orientovany nahodné.
Krystalograficka textura perleti u druhu Nucula nucleus miZe byt oznacena jako
jednoosa textura. U druhu Pinctada radiata jsou jednotlivé krystalky aragonitu
v perleti orientovany rovnéz tak, zZe jejich krystalografické osy c (tj. smér [001] jsou
rovnobézné a kolmé kpovrchu schranky (Zluté body vobrazku 5), avsak i
orientace krystalografickych os a (tj. smér [100] ¢ervené body v obrdzku 5) a b je
usporadana (viz obrazek 5). VSechny osy jednotlivych krystalk( aragonitu v perleti
druhu Pinctada radiata jsou rovnobéiné a krystalografickd textura této perleti
miZe byt oznacena jako ,quasimonokrystal“. Tato textura je tedy nejblize
monokrystalu aragonitu, ktery je jako kaZzdy pfirodni krystal tvofen malymi
doménami s identickou orientaci krystalografickych os.

Uskutecnéna meéreni hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti aragonitu a
perleti druht Nucula nucleus a Pinctada radiata (obr. 4 a 5), naznadila, Ze aragonit

ma vyssi elasticky modul a mikrotvrdost nez perlet (obr. 4).

Pinctada
radiata

> (001] &
N =776 e [100]
Obrazek 5 - Orientace jednotlivych desticek (krystalkd) aragonitu
v perleti u druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata promitnutd

ve sférické projekci (Fryda a kol. 2013).
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Vysledky statistického Setfeni prokazaly statisticky vyznamny rozdil mezi
stfednimi hodnotami elastického modulu i mikrotvrdosti aragonitu a perleti druh(
Nucula nucleus a Pinctada radiata. Vyznamnym vysledkem je zjisténi velkého
rozdilu v hodnotdch elastického modulu i mikrotvrdosti perleti s odliShou
krystalografickou texturou.

Vysledky tohoto dil¢iho experimentu byly jiZz publikovany v ¢asopise (Computer
Methods in Biomechanics and Biomedical Engineering (IF pro rok 2013: 1.793):

FRYDA, J.; SEPITKA, J.; FRYDOVA, B.; HRABANKOVA, I.; LUKES, J.; KLICNAROVA, M.
(2013). Crystallographic texture determines mechanical properties of
molluscan nacre. Computer Methods in Biomechanics and Biomedical
Engineering, 16: pp. 292 - 293.
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4.3 Elasticky modul a mikrotvrdost perleti mlZa z odliSnych Zivotnich
prostfedi a analyza vztahu mikromechanickych velicin
k mikrostrukturnim a texturnim charakteristikam perleti

Pro studium mikromechanickych vlastnosti perleti bylo vybrano jedenact druhi
mlz0, z nichZ dva druhy (Mytilus edulis a Pinna nobilis) byly zastoupeny dvéma
jedinci z rozdilnych lokalit.

Cilem této prace je urcit, jaka je variabilita hodnot mikrotvrdosti a elastického
modulu pruznosti perleti mlz(i, jak tyto mikromechanické vlastnosti souvisi s
mikrostrukturou a krystalografickou texturou perleti, a zda Zivotni prostfedi Ci
fylogeneticka pozice mlzl ovlivnuji hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu
pruznosti jejich perleti.

Tabulka 2 — Vysledky elastického modulu a mikrotvrdosti.

Sl Elasticky Sl
Mikrotvrdost ~ odchylka odchylka
Vzorek Druh . . modul
(GPa) mikrotvrdosti (GPa) el. modulu

(GPa) (GPa)
vz110 Nucula nucleus 6,25 0,16 89,17 1,23
vz101 Pinctada radiata 4,19 0,11 64,04 0,84
vz104 Modiolus barbatus 6,32 0,09 84,53 0,68
vz105  Mytilus galloprovincialis 5,99 0,11 81,75 0,77
vz106  Mytilus edulis 6,60 0,08 87,92 0,72
vz103  Mytilus edulis 5,56 0,10 70,30 0,63
vz116  Mytilus californianus 6,08 0,08 79,71 0,51
vz115 Brachidontes rostratus 5,30 0,07 70,22 0,42
vz108 Pinna nobilis 5,16 0,06 63,40 0,62
vz109 Pinna nobilis 4,75 0,06 68,27 0,51
vz121 Amblema plicata 5,47 0,06 74,07 0,35
vz122 Leptodea fragilis 6,74 0,11 89,61 0,76
vz123  Quadrula apiculata 5,21 0,07 70,75 0,47

Vypocétené hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti perleti mlzl jsou
znacné variabilni mezi jednotlivymi druhy (tab. 2 a obr. 6 a 7) a dokonce jsou
statisticky vyznamné odliSné mezi jedinci stejného druhu z odliSnych
geografickych populaci Mytilus edulis: Severniho more (Oslo) x pobiezi u mésta
Brighton (Anglie); Pinna nobilis: Sttedozemniho mofe (Valencie, Spanélsko) x
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pobrezi Jaderského more (Slovinsko). V obou pfipadech se studovani jedinci mirné
li$i v tloustce desticek perleti a vyznamné v krystalografické textufe. Nicméné toto
zjisSténi je zaloZeno pouze na porovnani velmi omezenych dat (tj. dva druhy a
kazdy jen ze dvou odliSnych populaci), proto je tfeba ho brat jako velmi
predbéziné.

95 7 I
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Obrazek 6 - Taxonomicka variabilita hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti
mlza.

Taxonomicka variabilita elastického modulu a mikrotvrdosti perleti je rovnéz
znacna (obr. 6). Napfiklad variabilita hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti
perleti u zastupct celedi Mytilidae, zastoupené druhy rodl Modiolus, Mytilus a
Brachidontes, se pohybuje v rozmezi 70 - 88 GPa pro elasticky modul a 5.3 - 6.6
GPa pro mikrotvrdost. Podobné je tomu i u ¢eledi Unionidae, zastoupené 3 druhy
rodi Amblema, Leptodea a Quadrula (obr. 6). PrestoZe bylo studovano jen
omezené mnozstvi mlz( (11 druhl z 5 celedi), provedenda studie naznacuje, Ze
mikromechanické vlastnosti perleti nejsou determinovdny fylogenetickou pozici
mlz{. Hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti perleti u celedi Unionidae,
zastoupené sladkovodnimi druhy rodd Amblema, Leptodea a Quadrula, se
pohybuji v rozmezi 70 - 90 GPa pro elasticky modul a 5.2 - 6.7 GPa pro
mikrotvrdost. Rozsah hodnot elastického modulu i mikrotvrdosti perleti téchto
sladkovodnich druh(l je témér identicky s hodnotami zjiSténymi u morskych
zastupcu cCeledi Mytilidae (Obr. 6).
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Jedinym vyraznym parametrem, kterym se |i§i mikrostruktura perleti u
studovanych druhd, je tloustka jednotlivych desti¢ek perleti
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Obrazek 7 - Zavislost hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti na tloustce desti¢ek
perleti.

Analyza odhalila statisticky vyznamnou korelaci mezi tloustkou aragonitovych
desticek perleti a hodnotami jak elastického modulu, tak i mikrotvrdosti
(Spearmaniv koeficient r = 0.71, p < 0.05, pro elasticky modul, r = 0.68, p < 0.05,
pro mikrotvrdost). Pfestoze tato korelace neni velmi tésna, je zfejmé, Ze perlet
mlzQ, ktefi maji silnéjsi desticky perleti, ma vétsi mikrotvrdost i elasticky modul.
Nicméné, hodnotami tloustky desticek perleti mizeme wvysvétlit jen zhruba
polovinu variability hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti.

Tvar, velikost a usporadani jednotlivych aragonitovych desticek perleti (tj.
mikrostruktura) nejsou jedinymi vlastnostmi, kterymi mlzeme charakterizovat
stavbu perleti. ProtoZe desticky perleti jsou tvoreny krystalky aragonitu, lze
analyzovat rovnéz vzajemnou orientaci krystalografickych mtizek téchto krystalkd
(tj. krystalografickou texturu).

Pro potreby této studie byly vySe zminéné kvalitativni texturni vlastnosti perleti
kvantifikovany pomoci Woodcockovych parametrd Ka C
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Obrazek 8 - Korelace mezi mikrotvrdosti a elastickym modulem a Woodcockovymi
parametry.

Vztah mikromechanickych vlastnosti a krystalografické textury perleti mdZzeme
tedy analyzovat posouzenim miry korelace mezi mikrotvrdosti a elastickym
modulem na jedné strané, a Sesti Woodcockovymi parametry (tj. parametry Ka C
pro krystalografické osy a, b a c).

Vysledky analyzy jsou velmi prekvapivé, nebot ukazuji silnou korelaci mezi
mikrotvrdosti a elastickym modulem na jedné strané, a Woodcockovym
parametrem C (obr. 8). Statisticky vyznamna korelace mezi mikromechanickymi
vlastnostmi a Woodcockovym parametrem K byla zjisténa jen pro krystalografické
osy b aragonitovych desticek a to jak pro elasticky modul, tak i pro mikrotvrdost.
Tato analyza doklada, Zze 75 — 86 % variability elastického modulu a 65 — 81 %
variability mikrotvrdosti je mozZno vysvétlit variabilitou Woodcockova parametru
C.

Porovnani variability hodnot mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlz(i
s hodnotami anorganického aragonitu (Fryda a kol. 2010, Hrabankova, v pfipravé),
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ktery byl méren v identickém sméru (tj. paralelné s osou c) a stejnou metodikou,
ukazuje na neobvyklou skutecnost. MIzi, ktefi maji méné uspotradané aragonitové
Hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu perleti u této skupiny mlzl se blizi
hodnotam anorganického aragonitu [mikrotvrdost (6,7 GPa) a elasticky modul (98
GPa), Hrabankova, v pfipravé]. Je zajimavé, Ze existujici data pro kalcitové vrstvy
mékkysich schranek dokazuji opacny trend. Napfiklad Hrabankova a kol. (2013)
doloZila, Ze kalcitova vrstva patellogastropoddi méa vyssi tvrdost a témér
dvojnasobny elasticky modul, nez anorganicky kalcit.

Davody neocekavané silné negativni korelace mezi mikromechanickymi
vlastnostmi a Woodcockovym parametrem C, kterd dokaze vysvétlit 75 — 86 %
variability elastického modulu a 65 - 81 % variability mikrotvrdosti, jsou zatim
neznamé. Jednim z moznych dlvodl by mohlo byt mnoZstvi organické hmoty v
perleti. Da se olekavat, Ze pfi vzristu obsahu organické hmoty v perleti by se
usporadani aragonitovych desticek méné fidilo krystalografickymi zakony (viz
model ristu perleti — Checa a kol. 2006, 2008), a Woodcockdv parametr C by rostl
a hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu by klesaly. Tuto a nékteré dalsi
pracovni hypotézy vsak bude nutno podrobit dalSim testim.
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5 ZAVER
DosaZeni zadanych cild disertacni prace (viz kapitola 2) je doloZzeno dvéma
publikovanymi pracemi a jednim dosud nepredloZzenym manuskriptem, ktery je

vvvvvv

nové poznatky predlozené dizertacni prace:

A) V pripadé radu Patellogastropoda bylo doloZeno, Ze nejrozsifenéjsi aragonitova
mikrostruktura (crossed lamellar microstructure) ma statisticky vyznamné nizsi
mikrotvrdost a elasticky modul neZz anorganicky aragonit (viz kapitola 4.1). Ke
stejnému zavéru vedla i analyza mikrotvrdosti a elastického modulu aragonitové
perleti mlz( (viz kapitola 4.2). Lamelarni mikrostruktura a perlet jsou dvé
nejrozsirenéjsi a pravdépodobné také nejprimitivnéjsi mikrostruktury tvorené
aragonitem. Naopak v pfipadé kalcitu bylo doloZeno, Ze studovana mikrostruktura
(semifoliated microstructure) ma statisticky vyznamné vyssi mikrotvrdost a
elasticky modul nez anorganicky kalcit (viz kapitola 4.1). Dosud publikovana data o
mikrotvrdosti a elastickém modulu mikrostruktur mékkysich schranek jsou znacné
omezenad, nejsou vsak v rozporu s timto zavérem. PredloZena studie o perleti mlz{
reprezentuje nejucelené;jsi soubor dat, ktery byl dosud vytvoren. Pokud se dalSimi
studiemi mikrostruktur schranek meékkyst riznych tfid potvrdi, Ze biokompozity
(tj. mikrostruktury schranek) tvofené aragonitem maji nizsi mikrotvrdost a
elasticky modul neZ anorganicky aragonit, a obracené v ptipadé kalcitu, pak bude
tfeba  hloubéji analyzovat pfi¢iny tohoto makroevoluéniho trendu
v biomineralizaci schranek. Tyto skutecnosti mohou byt pfi¢inou vzniku sloZitého
biochemického mechanizmu, ktery vedl ke schopnosti vytvaret kalcitové i
aragonitové mikrostruktury soucasné v jedné schrance, tak, jak to je doloZeno u
fady specializovanych skupin plz( (napf. u fadu Patellogastropoda, ktery se
adaptoval na Zivot ve vodach svysokou energii, tj. v pfilivoodlivové zoéné).
PredloZzenad dizertacni prace tedy pfinesla nejen nové informace o mikrotvrdosti a
elastickém modulu nejbéznéjsich mikrostruktur mékkysich schranek, ale umoznila
vytvofit zaklad testovatelné hypotézy o pfi¢inach vzniku sloZitého
biomineralizaéniho mechanismu kmene mékkysa, do kterého patfi zhruba 20 %

cer

vsech Zijicich mnohobunécénych druhl v morském ekosystému.
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B) Bylo doloZeno, Ze extrémni hydrostaticky tlak ma pomérné maly vliv na
mikrotvrdost a elasticky modul zkoumanych kalcitovych i aragonitovych
mikrostruktur mékkysich schranek. Tento predbézny zavér je vsak tfeba potvrdit
studiem i jinych mikrostruktur a vzork( mékkysa z jinych tfid. V pfipadé perleti
mlz( nebyl zjistén jednoduchy vztah mezi mikrotvrdosti a elastickym modulem
mikrotvrdosti a elastického modulu perleti sladkovodnich mlzd je uvnitf intervalu
hodnot pro motské mlze. Podobny zavér Ize vyslovit pro vztah taxonomické pozice
mlz{ a hodnot mikrotvrdosti a elastického modulu perleti. Oba predchozi zavéry
je vSak nutno ovéfit na vzorcich mékkysa zjinych tfid. Byla zjiSténa statisticky
vyznamna pozitivni korelace mezi hodnotami mikrotvrdosti i elastického modulu
perleti a tloustkou aragonitovych destic¢ek tvoficich perlet.

C) Hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlz{i jsou znaéné variabilni
mezi riznymi druhy (zjisténé hodnoty se odliSuji v fadu desitek procent). Byla
zjiSténa silnd negativni korelace mezi hodnotami mikrotvrdosti a elastického
modulu na jedné strané, a mirou usporadani aragonitovych desti¢ek perleti mlz.
Pokud se dalsimi studiemi tyto zavéry potvrdi, pak bude mozno pomérné presné
odhadovat hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu perleti fosilnich mékkys,
které zdOvodu absence organické hmoty schranek neni moino presné
rekonstruovat z pfimych méreni. Statisticky vyznamnad, ale slabsi korelace byla
zjiSténa i mezi mikromechanickymi vlastnostmi a texturnim typem perleti. MIzZi s
jednoosou texturou perleti maji tvrd$i a pruznéjsi perlet, nez mlzi
s quasimonokrystalickou texturou perleti. Pfijmeme-li fylogenetickou hypotézu, ze
jednoosa textura perleti je primitivni a quasimonokrystalovd odvozena (pro coz
svédci dosud veskera znama data — viz napt. Hedegaard a Wenk 1998; Chateigner
a kol. 2000; Fryda a kol. 2010; Fryda 2012), pak ale data této studie naznacuiji, Ze
primitivnéjsim stavem perleti mlzd je jeji vétsi tvrdost a pruznost a v pribéhu dalsi
evoluce mlzli se hodnoty téchto veli¢in sniZovaly. Toto je vsak opacny trend, nez
by logicky vyplyval ze skutecnosti vzrlstajictho predacniho tlaku v morském
ekosystému v pribéhu paleozoika a mesozoika (napf. Vermeij 1977; Klug a kol.
2010).

26




CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

D) Metodicky postup pro uUcely studia mikromechanickych vlastnosti mékkysich
schranek vytvoreny a provéreny touto dizertacni praci lze pouZit pro testovani
novych vyse zminénych hypotéz, ale i pro studium biomineralizace jinych skupin
organismil, napt. brachiopodl, kordll a clenovcld. Dodriovani stejného
metodického protokolu (tj. stejnych podminek méfeni) umoini porovnani
mikromechanickych vlastnosti schranek mezi rGznymi skupinami organismu.
Absence standardizovaného protokolu méreni (tj. poufZiti rliznych tvar( indentord,
odlisSnych casovych i silovych schémat, etc.) je hlavnim dlvodem, pro¢ nelze

pouZzit jiz publikovana data k vzdjemnému porovnani hodnot rdznych taxong.
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