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Abstrakt

Regulace celkovych ztrat vody vyparem (TEWL) je zésadni pro adaptace a preziti plazt v
raznych typech prostfedi. Tyto ztraty se mezi druhy 1i§i v zavislosti na vlhkosti obyvaného
habitatu. Zastupci ¢eledi Eublepharidae, gekoni obyvajici prostiedi od pousti po destné pralesy,
byli nedavno detailné¢ zkoumani z hlediska regulace TEWL. Vysledky téchto studii ukazaly
vyraznou variabilitu v hodnotdich TEWL mezi jednotlivymi druhy, pfi¢emz tato variabilita je
silné ovlivnéna ariditou prostiedi, ve kterém druhy ziji. Zda se, ze kli€ovou roli v regulaci
TEWL hraje permeabilita pokozky a velikost Supin ma na tuto variabilitu pouze minimalni vliv.

Tato diplomova prace se zaméiuje na ztratu vody pokozkou u gekonit celedi
Eublepharidae, s dirazem na roli lipida. Cilem je zanalyzovat obsahu lipidi v pokozce
gekoncikl a jeho vliv na TEWL v kontextu adaptaci na rizné typy prostfedi. Prace se dale
zabyva kvalitativnim lipidovym slozenim pokozky a jeho rozdily mezi druhy zijicimi
v jednotlivych typech prostredi.

Vysledky analyz ukazuji vyrazné mezidruhové rozdily v mnozstvi lipidti obsazenych v
analyzovanych svleckach. Druhy se vyznamné lisi mnozstvim lipid na dorzalni i ventralni
casti téla. Mnozstvi lipidi negativné koreluje s indexem aridity prostfedi, coz znamena vyssi
mnozstvi lipid v pokoZzce u druhti Zijicich v aridnich oblastech. Mnozstvi ventralnich lipidd se
ukazalo jako nejlepsi testovany prediktor pro vysvétleni rozdild v TEWL mezi druhy. Analyza
lipida extrahovanych ze svle¢ek gekoncikii z prostfedi s riznou ariditou pomoci hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozliSenim metodou piimého nastfiku a dvourozmérné
komprehensivni plynové chromatografie s hmotnostni detekei ukazala, Ze lipidové slozeni se

mezi druhy lisi bez zietelného klastrovani podle typu prostiedi nebo fylogenetické ptibuznosti.
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Abstract

Regulation of total evaporative water loss (TEWL) is crucial for the adaptation and survival of
reptiles in diverse environmental conditions. These losses vary among species depending on
the humidity of their habitats. Species of the family Eublepharidae, geckos inhabiting
environments ranging from deserts to rainforests, have recently been studied in detail regarding
TEWL regulation. Results from these studies revealed significant variability in TEWL values
among species, strongly influenced by the aridity of their habitats. Skin permeability appears
to play a key role in regulating TEWL, while scale size seems to have minimal impact on this
variability.

This thesis focuses on cutaneous water loss in geckos of the family Eublepharidae, with
an emphasis on the role of lipids. The aim is to analyze the lipid content in the skin of these
geckos and its impact on TEWL in the context of adaptations to various environmental
conditions. Additionally, the thesis examines the qualitative lipid composition of the skin and
its differences among species from distinct habitats.

The results show significant interspecific differences in the amount of lipids contained
in the analyzed shed skin. The species differ significantly in the amount of lipids on both the
dorsal and ventral parts of the body. The amount of lipids negatively correlates with the habitat
aridity index, indicating a higher lipid content in the skin of species living in arid regions. The
amount of ventral lipids was identified as the best predictor for explaining differences in TEWL
among species. High-resolution mass spectrometry using direct infusion and two-dimensional
comprehensive gas chromatography with mass spectrometric detection was used to analyze
lipids extracted from the shed skins of geckos from environments with varying aridity. The
results showed that lipid composition differs among species, without clear clustering based on

habitat type or phylogenetic relatedness.
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1 Uvod

Prostiedi, ktera zivoichové obyvaji, jsou mimoiadné rozmanita a lisi se svymi podminkami a
charakteristikami. Kazdé z téchto prostiedi predstavuje jedine¢né vyzvy, na které se organismy
musi adaptovat. Schopnost udrzovat rovnovahu télnich tekutin a regulovat ztraty vody byla
zésadni adaptaci, kterou si zivocichové vyvinuli pfi piechodu zivota na sous (Bentley &
Schmidt—Nielsen, 1966). Diky riznorodym strategiim vedoucim ke sniZzeni ztrdt vody si
terestriCti zivoCichové dokdzi udrzet stabilni vnitini prostiedi a piezivat i v extrémné suchych
podminkach (Schmidt—Nielsen, 1977; Mautz, 1982; Williams & Tieleman, 2005; Schwimmer
& Haim, 2009; Van Sant et al., 2012)

U vSech suchozemskych zivoc¢ichti dochazi k pfirozenym ztratdm vody vyparem
(Bentley & Schmidt—Nielsen, 1966; Dantzler & Bradshaw, 2008). Celkové ztrity vody
vyparem (total evaporative water loss, TEWL) zahrnuji pfevazné ztratu vody skrze pokozku
(cutaneous water loss, CWL) a dychdnim (respiratory water loss, RWL), jak znazortiuje Obr.
1, pficemz pomér mezi CWL a RWL se u rtiznych druhti li§i (Mautz, 1982; Le Galliard, 2021).

Ztraty vody vyparem jsou siln€ ovlivnény ariditou prostiedi. Druhy obyvajici sussi
prostiedi vykazuji zpravidla niz$i miru vyparu vody nez druhy zijici ve vlh¢ich oblastech, coz
je adaptaci na vysoké okolni teploty, nizkou relativni vlhkost vzduchu a omezeny piistup k
vod¢ (Schmidt—Nielsen, 1977; Mautz, 1982; Dmi’el, 2001; Tieleman et al., 2003; Van Sant et
al., 2012; Khan et al., 2013). Z obratlovcii byly tyto adaptace pozorovany u plazl (napf.
Duvdevani & Borut, 1974; Mautz, 1982; Donoso et al., 2021), ptaka (Williams & Tieleman,
2005; Munoz — Garcia & Williams, 2005; Champagne et al., 2012; Khan et al., 2013) i savcii
(Schmidt—Nielsen, 1972; Schwimmer & Haim, 2009; Van Sant et al., 2012; Asres & Ambha,
2014) a zahrnuji predevsim fyziologické a behaviordlni mechanismy, které poméahaji
minimalizovat ztraty vody.

U nékterych druhti Zijicich v aridnich oblastech, zejména mezi ptaky a savci, byla
potvrzena sniZzena intenzita metabolismu, coz snizuje potfebu kysliku a vyménu plynd, a tim i
respiracni ztraty vody (Williams & Tielman, 2005; Duvdevani & Borut, 1974; Schwimmer &
Haim, 2009). Niz§i metabolismus navic snizuje produkci tepla, coz je dilezité pro minimalizaci
potteby dalSich termoregula¢nich mechanismu, které jsou Casto spojeny s vySSimi ztratami
vody (McNab, 1968; Haim & Izhaki, 1993; Schwimmer & Haim, 2009).

Ztraty vody vyparem jsou do velké miry zplsobeny prave termoregulaénimi
mechanismy. Aby se zivoc¢ichové vyporadali s rozdily teplot, vyuzivaji rizné termoregulacni

mechanismy, které vsak casto vedou ke ztratdm vody. Napiiklad zrychlené dychani je



efektivnim zplsobem chlazeni, které zvySuje odpafovani vody z dychacich cest. Tento
mechanismus je typicky zejména pro mensi savce, ptaky a nckteré plazy (Dawson, 1982;
Loughran & Wolf, 2023). U vétsich druht savct je hlavnim mechanismem chlazeni poceni
(Asres & Ambha, 2014). Piestoze poceni pomaha odvadét prebytené teplo, zvysuje ztraty vody
(Schmidt—Nielsen, 1964).

Naopak hypertermie, pozorovana u savcti, pomaha tyto ztraty omezit snizenim teplotniho
gradientu mezi télem a okolim, ¢imzZ tyto ztraty snizuje (Walsberg, 2000). Dal§im ptikladem
mechanismu vedouciho ke sniZeni ztrat vody je jeji reabsorpce v dychacich cestach (Schmidt—
Nielsen et al., 1970; Walsberg, 2000). Kromé toho mnohé poustni druhy vyuzivaji adaptace ke
snizeni ztrat vody vyluCovanim — zvySeni koncentrace moci a snizeni jejiho objemu jsou
zasadni pro zachovani vody (Palgi & Haim, 2003; Shanas & Haim, 2004).

Behaviordlni strategie, jako je vyhledavani stinu, ukryt v nordch nebo no¢ni aktivita, dale
omezuji tepelné zatiZeni a snizuji potfebu chlazeni béhem dne (Costa, 1995). Tyto
kombinované ptistupy umoziiyji zivo€ichlim z aridnich oblasti efektivné hospodafit s vodou a
zéaroven regulovat télesnou teplotu (Schmidt—Nielsen, 1997; Tieleman et al., 2002; Careau et
al., 2007). I ptes odliSnosti konkrétnich mechanismi jsou principy regulace ztrat vody vyparem
mezi obratlovci podobné a jsou klicové pro jejich preziti v riznych typech prostiedich (Bentley

& Schmidt—Nielsen, 1966; Khan et al., 2013; Cox & Cox, 2015).

1.1 Adaptace na terestricky Zivot u plazi

Prvni skupinu obratlovct, kterd se plné adaptovala na zivot na sousi, predstavuji plazi (napf.
Gray, 1928; Bentley & Schmidt—Nielsen, 1966). Celkové hospodaieni s vodou je 1 u plazt
klicovym faktorem jejich pteZiti v riiznorodych suchozemskych podminkach. Toto hospodateni
je charakterizovano maximalnim vyuzitim dostupnych zdroji a vysokou ucinnosti v
minimalizaci ztrat vody, ke které pfirozené v rtizné mite dochazi (Pirtle etal., 2019; Le Galliard
etal., 2021; viz Obr. 1). Vyznamnou slozkou téchto ztrat vody je vypar, u plazti pak CWL tvofi
hlavni podil (az 2/3 ¢i vice) TEWL (Bentley & Schmidt—Nielsen, 1966; Mautz, 1982).
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Obr. 1: Schéma znazornujici celkovou bilanci vody u plazl, cesty jejiho piijmu 1 vydeje.
Celkova vodni bilance jedince zavisi na rovnovdze mezi pifijmem a ztratou vody kazi, skrze
odpadni latky a respiracnim vydejem. Celkova ztrata vody vyparem je soucet celkové respiracni

ztraty a ztrat vody skrze pokozku. Pievzato a upraveno z Le Galliard et al. (2021).

Plazi si vyvinuli rizné fyziologické a morfologické adaptace i behavioralni strategie pro
minimalizaci ztrat vody. Patii mezi né napiiklad zizené nosni otvory, které snizuji odparovani
vody pfi dychani, omezena aktivita béhem nejteplejsich ¢asti dne nebo schopnost reabsorbovat
vodu z moc¢ového méchyte (Heatwole & Taylor, 1987; Davis & DeNardo, 2007). Krom¢ toho
majiplazi vysoce uc¢inné ledviny a dusikaté odpadni produkty vylucuji v podobé¢ koncentrované
kyseliny mocové, ktera na rozdil od mocoviny vyzaduje jen minimalni mnozstvi vody
k vylou¢eni (Braun, 1998). Tyto mechanismy jim umoziuji efektivné hospodafit s vodou v
prosttedi s omezenym pfistupem k vodnim zdrojim. Né&které druhy dokonce dokazi
reabsorbovat vodu z vlhkého substratu prostiednictvim kloaky (Junqueira et al., 1966;
Bradshaw, 1997). Pro regulaci ztraty vody vyparem, které, jak jiz bylo zminéno, jsou

v terestrickém prosttedi zdsadni, bylo vSak potieba dalSich adaptaci. Tyto adaptace umoziuji
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plazim pfezit a prosperovat v Siroké Skale suchozemskych prostfedi, vcetné téch nejvice
aridnich oblasti na Zemi (Pianka, 1967; Cox & Cox, 2015). I u plazt plati, ze ztraty vody
vyparem jsou silné ovlivnény ariditou prostfedi. Druhy obyvajici sussi prostiedi vykazuji nizsi
miru vyparu vody nez druhy Zijici ve vlhéich oblastech, viz Obr. 2 (Schmidt—Nielsen, 1977,
Mautz, 1982; Dmi'el, 2001; Cox & Cox, 2015; Belasen et al., 2017; Hluben et al.,
2021). Vzhledem k tomu, jaké jsou hlavni cesty, kterymi dochazi k nejvySsim ztratdm vody, se

usuzovalo, ze u plazti mize TEWL ovliviiovat pfedevsim povrch téla ¢i intenzita metabolismu

(shrnuto v Mautz 1982).
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Obr. 2: Graf zobrazujici zavislost celkovych ztrat vody vyparem (TEWL) na hmotnosti téla a

aridit¢ prostfedi. Pfevzato a upraveno z Cox & Cox (2015).

1.2 Mechanismy ovliviiujici ztraty vody vyparem plazi
Ackoliv je znamo, ze TEWL u plazl souvisi s ariditou prostiedi, stdle neni zcela jasné, které
mechnismy tyto rozdily zptisobuji. Nedavné studie se proto zaméfily na zkoumani vztahu mezi

ariditou prostfedi, intenzitou metabolismu a TEWL u Supinatych plazl, kde ¢asto i blizce

11



pfibuzné druhy Ziji ve velmi odliSnych prostfedich a pfedstavuji tak idealni skupinu pro
testovani riiznych hypotéz.

Jednim z nejdiskutovanéjSich mechanisml ovliviiujicich ztraty vody u plazii je role
intenzity metabolismu, ktera uzce koreluje s RWL. Vysledky nékterych studii naznacuji, Ze
intenzita metabolismu se podobné jako u ptaki ¢i savel (Williams & Tielman, 2005; Duvdevani
& Borut, 1974) 1 u plazii miize ménit v zavislosti na aridité prostfedi. Konktrétné se zda, Ze
v aridnim prostfedi dochazi ke snizovani intenzity metabolismu, kdy sniZeni intenzity
metabolismu muze snizovat dehydrataci a energetické naklady (Duvdevani & Borut, 1974;
Dupoué et al., 2017). Duvdevani & Borut (1974) naptiklad zjistili, Ze druhy jesStérek rodu
Acanthodactylus 7ijici v aridnéjSich oblastech vykazovaly nizs§i spottebu kysliku nez ty
z vlh¢ich oblasti. To podporuje hypotézu adaptace prostiednictvim snizeni metabolické aktivity
(Duvdevani & Borut, 1974). Podobné zavéry uvadi Dupoué et al. (2017) ve studii zamétfené na
hady. Ve své studii na 90 druzich hadl zkoumali vliv mnozstvi srazek a dalSich
environmentalnich faktorii na metabolickou aktivitu, pficemz zjistili, Ze niz$i metabolismus v
aridnich oblastech mlize sniZzovat ztraty vody a energetické naklady.

Odlisné zavéry piindsi studie Hluben et al. (2021), ktera se zaméiila na TEWL u
gekonlikli zijicich v rlznych prostiedich a zkoumala tfadu faktor, vcetné intenzity
metabolismu, které mohou TEWL ovlivnit. Publikované vysledky ukazuji, Ze u skupiny gekonti
Eublepharidae intenzita metabolismu siln€ koreluje s télesnou hmotnosti, jak vnitrodruhove,
tak 1 mezidruhové, avSak nevykazuje zavislost na typu prostfedi, ve kterém dany druh zZije
(Hluben et al., 2021). Podobné zavéry pak ukazuje i Myslikova (2020) v diplomové praci
zamétené na madagaskarské gekony rodu Paroedura, taktéz obyvajici prostiedi s vyrazné
odlisnou ariditou. Druhy se vyrazné lisi v hodnotach TEWL, ale tuto variabilitu nelze vysvétlit
rozdily v intenzité¢ metabolismu. Jiné vysledky pak ptinasi studie Schwarz et al. (2023), dle
které se mezi jedinci gekona druhu Ptyodactylus guttatus Zijiciho v riznych prostfedich v rdmci
Izraele nenaSly rozdily v intenzité metabolismu, ale ani v TEWL.

Dostupné studie tedy poskytuji smiSené vysledky a naznacuji, Ze roli metabolismu
v regulaci TEWL je tfeba dale zkoumat. Presto se zda, ze na zakladé studii, v nichZ autofi
podrobné zkoumali mezidruhové rozdily u druhti Zijicich v velmi odliSnych typech prostiedi a
analyzovali rlizné faktory potencialn€ ovliviujici TEWL, nelze rozdily v TEWL mezi druhy
jednoznacné vysvétlit pouze intenzitou metabolismu (Myslikova, 2020; Hluben et al., 2021).
Naopak CWL, které u plazl tvoii nezanedbatelnou ¢ast TEWL pravdépodobné hraje kli€ovou
roli v téchto rozdilech (Bentley & Schmidt—Nielsen, 1966; Mautz, 1982). Pokozka se tedy jevi
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jako vyznamny faktor v regulaci ztrat vody a mohla by poskytnout hlubsi vysvétleni
mezidruhovych rozdilti v TEWL.

Supiny byly v tomto kontextu vzdy povazovany za jednu z hlavnich adaptaci plazi
k terestrickému zptisobu Zivota a k osidleni nejriznéjSich typil prostfedi (Alibardi, 2003;
Oufiero et al., 2011; Wegener etal., 2014). Morfologie Supin, zejména pak jejich velikost, byva
diskutovana jako dalS§i mozny faktor ovliviiujici ztraty vody. Existuje Sirokd Skala nazoru a
vysledkli ohledné toho, jakym zplsobem velikost a struktura Supin ovliviiuji tyto ztraty.
Napriklad Soulé a Kerfoot (1972) ve své studii zjistili, ze veétsi Supiny u druhu Sceloporus
graciosus jsou adaptivni odpovédi na suché a horké podminky, ve kterych poméhaji sniZzovat
ztratu vody a napomahaji termoregulaci. Tento zavér podpofily dalsi studie, které ukézaly, ze
druhy Zzijici v suchych oblastech maji tendenci mit méné, ale vétsich Supin ve srovnani s druhy
z vlhkych oblasti (Calsbeek et al., 2006; Wegener et al., 2014). Naproti tomu nckteré prace
dospély k opacnym vysledkim, podle nichz jsou velké Supiny spojovany s vysSimi hodnotami
CWL a vyskytuji se spiSe u druhti zijicich ve vlhku (Horton, 1972, Malhotra & Thorpe, 1997).

Dals8im faktorem ovliviiujicim CWL pak miZe byt plocha mezi Supinami. Mensi Supiny
vytvareji vétsi volnou plochu obnazené kize, coz mlze vést k vys$Sim potencialnim ztratam
vody (Horton, 1972). Calsbeek et al. (2006) svymi vysledky také ukdzali, Ze variabilita poctu
Supin u rodu Anolis je vyznamné ovlivnéna nejen klimatickymi podminkami, ale 1
strukturdlnim prostiedim jejich habitatl jako je vegetacni pokryv. Tyto odlidné struktury
prostiedi ovliviiuji mikroklimatické podminky (napiiklad teplotu a vlhkost), coz ma pak vliv
na uvedené adaptivni morfologické zmény.

Studie zaméfené na bezSupinaté jedince poskytuji dalsi pohled na roli Supin v regulaci
TEWL. Maderson et al. (1978) ukazali, Ze odstranéni Supin vyrazné zvySuje ztraty vody
pokozkou. Podobné Sakich et al. (2021) zjistili, Ze jedinci agamy vousaté (Pogona vitticeps)
formy ,,silkback*, kteti jsou diky genetické mutaci bez Supin, vykazuji az dvojnasobné vétsi
kozni vypar oproti normalnim jedincim stejného druhu s Supinami. Na zaklad¢ té€chto vysledku
se tedy zd4, ze Supiny hraji roli v omezeni ztrat vody vyparem. K odlisSnym zavérim vsak
dospéli Licht a Bennett (1972), kdyZ srovnavali jedince s Supinami a bez Supin u uzovky druhu
Pituophis catenifer. Zjistili, ze mira ztraty vody byla v obou pfipadech srovnatelnd. Podobné
vysledky ptinesla také jejich studie z roku 1975 na druhu Nerodia sipedon, kde byla mira ztraty
vody u jedincti bez Supin na zaklad¢ velikosti povrchu dokonce nizsi nez u Supinatych jedinct.
V obou studiich byli jedinci bez Supin, podobné jako u agamy vousaté, z diivodu genetické
mutace zpusobujici ztratu Supin, v tomto pfipad¢ Slo o absenci dorzalnich a lateralnich Supin

(Licht & Bennett, 1972; Bennett & Licht, 1975). Tyto vysledky naznacuji, Ze pfitomnost ¢i
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absence Supin nemd u hadi vyznamny vliv na ztratu vody vyparem. Hlavni funkci Supin mtze
byt spiSe mechanicka ochrana nez fyziologickd regulace ztraty vody. Kiehkost klize jedinci
bez Supin také poukazuje na to, ze Supiny poskytuji spiSe onu mechanickou oporu (Licht &
Bennett, 1972; Bennett & Licht, 1975).

To podporuji i zavéry studie Hluben et al. (2021), ktera se zamétila na méfeni hodnot
TEWL a CWL u gekoncikli z ¢eledi Eublepharidae. PfestoZe se jednotlivé druhy 1i§i mirou
vyparu, vysledky naznacuji, Ze velikost Supin tyto rozdily nevysvétluje a nepfispivd vyznamné
k variabilit¢ v TEWL (viz nize). Podobné vysledky byly zaznamenany také u gekoni
rodu Paroedura, kde velikost Supin rovnéz nevysvétluje rozdily v TEWL (Myslikova, 2020).
Skutec¢nost, ze gekoni rodu Paroedura a zastupci Celedi Eublepharidae vykazuji rozdily v
TEWL i CWL, pfi€emZ role Supin nebyla prokdzana a absence Supin u jedincti zptisobila pouze
dvojnasobny nebo Zadny rozdil v TEWL, ukazuje, Ze pro permeabilitu pokozky bude kli¢ovy
jiny faktor nez velikost Supin (Myslikova, 2020, Hluben, et al., 2021).

Vysledky dosavadnich studii zaméfenych na vliv Supin na regulaci TEWL nejsou
jednoznacné a Casto vykazuji protichlidné zavéry. Nicméné na zdkladé nedavnych studii lze
predpokladat, ze rozdily v CWL u gekontli patrné nesouviseji s velikosti ¢i tvarem Supin, ale
spiSe odrazeji specifické vlastnosti kiize plazli. Variabilita ve ztratach vody tak pravdépodobné

souvisi pfedevsim s jeji permeabilitou

1.3 Role lipida v propustnosti pokozky
Charakteristikou, ktera se zd4 byt dulezita pro permeabilitu pokozky, jsou lipidy (napt. Roberts
& Lillywhite, 1980; Burken et al., 1985 Khan et al., 2013; Torri et al., 2020). Bylo zjisténo, Ze
prave lipidy v epidermis hraji kli€ovou roli v bariérové funkci kiiZze napfi¢ riznymi skupinami
obratlovcii (Roberts & Lillywhite, 1980; Lillywhite, 2006; Akat et al., 2022). U plazt a savct
jsou lipidy nezbytné pro omezeni ztraty vody, zatimco u ptakil zajistuji nejen bariérovou funkei,
ale 1 dalsi diillezité ochranné role (Champagne et al., 2012; Khan et al., 2013; Akat et al., 2022).
V rybi epidermis lipidy nejsou tak vyrazn€ zminovany, coZ by mohlo naznacovat jejich mensi
vyznam pro bariérovou funkci ve srovnani se suchozemskymi obratlovei (Akat et al., 2022).
V navaznosti na tato zjisténi se tedy zd4, Ze dal§im klicovym faktorem, ktery by mohl
ovliviiovat CWL, je obsah a slozeni lipidi v epidermis. Studie Roberts a Lillywhite (1980)
poskytuje dilezité poznatky o této lipidové bariéfe u plazi. Jejich vyzkum ukazal, Ze rizné
druhy maji pfirozené odliSnou propustnost kiize pro vodu, ale po odstranéni lipida se tyto

rozdily vyrovnaly a vyrazné (patnictindsobng) se tak zvysila CWL. Srovnani rozdilt v CWL
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po extrakei lipida potvrzuje i studie Kattan & Lilywhite (1989). Mnozstvi lipida v epidermis se
mezi riznymi druhy plazi 1isi, pficemz druhy pfizptisobené aridnim habitatim maji obecné
vy$si obsah lipidl ve srovndni s druhy z oblasti s vyssi vlhkosti (Roberts & Lillywhite, 1983;
Weldon & Bagnall, 1987; Miller & Lutterschmidt, 2014)

Dalsi analyzy lipidovych extraktl ukdzaly, ze epidermis obsahuje komplexni smés
polarnich a neutralnich lipidd, které se nachazeji ptedevSim v mezos vrstvé zrohovatélé
epidermis (Roberts & Lillywhite, 1980). Konkrétni latky, které byly z plazi kiize extrahovany
a identifikovany jsou steroly (zejména cholesterol), derivaty cholesterolu, volné mastné
kyseliny (nasycené i nenasycené) nebo napfiklad akoholy, jednosytné i vicesytné¢ (Chunfu et
al., 2019; Andonov et al., 2023). Polarni lipidy jako fosfatidylcholiny a fosfatidylethanolaminy
byly pfitomny v riizné mite u vétSiny druhtt (Weldon & Bagnall, 1987). Podobné vysledky
vychazi ze studie autorti Torri et al. (2020), ktefi zkoumali slozeni lipidové slozeni u druhu
Heloderma suspectum, jenz Zije ve velmi aridnim prostfedi. Cholesterol a jeho derivaty
pravdépodobné hraji dilezitou roli pfi stabilizaci a kompaktnosti mezos vrstvy, coz by opét
mohlo hrat roli v omezeni ztrat vody (Roberts & Lillywhite, 1980; Torri et al., 2020).

Schopnost lipidii regulovat permeabilitu vody je pomérné dobie zdokumentovana a byla
mnohokrat studovana. Bylo zjiSténo, Ze lipidy zpomaluji priichod vody skrze pokozku (Weldon
& Bagnall, 1987) a s rostouci teplotou méni své uspotradani a tato strukturdlni reorganizace
snizuje prichodnost vody pies epidermis (Torri et al., 214). VSechny tyto vysledky tak
naznacuji, ze lipidy hraji klicovou roli v regulaci CWL a jsou diilezité pro adaptace plazi na
rizna prostfedi, zejména na suchozemskd prostfedi s vySsi ariditou, kde je udrzeni vody
nezbytné (Roberts & Lillywhite 1980; Burken et al., 1985; Weldon & Bagnall, 1987; Tori et
al., 2014; Torri et al., 2020).

1.4 Télni pokryv plazi

Evoluce obratlovcei, ktefi jsou plné piizptisobeni k terestrickému zptisobu Zivota, je spjata s
vyvojem kuze, ktera je relativné nepropustna pro vodu. Tato adaptace umoznuje 1épe udrzovat
télesnou tekutinu a snaze regulovat ztraty vody (Gray, 1928; Bentley & Schmidt—Nielsen,
1966). U plazh se také vyvinuly Supiny, které maji vicero funkci. Jsou to jakési mechanické
Stity, které poskytuji pevnost a ochranu téla pfed zranénim, chrani jedince pred ultrafialovym
zafenim, pomahaji mu v pohybu, hraji dilezitou roli v termoregulaci a neni zcela vyloucena
jejich role v regulaci ztrat vody vyparem (Lillywhite & Maderson, 1982; Alibardi 2003; Abdel—

Aal et al., 2011b; Rutland et al., 2019). Plazi Supiny jsou nedilnou soucasti kiize, jedna se o
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zédhyb povrchové epidermis, tedy o epidermalni Supiny (na rozdil od ryb, jejichz Supiny jsou
dermalniho pivodu) (Rutland et al., 2019). Pocet Supin se béhem zivota neméni, Supiny se
mohou pouze zvétSovat a ménit tvar (Abdel-Aal et al., 2011a).

Kize plazti ma dvé zékladni vrstvy — dermis a epidermis. Epidermis nema krevni
zéasobeni a sklada se az ze sedmi podvrstev, t€¢sné¢ nahromadénych bunék, které tvoii vnéjsi
ochranny povrch téla (Abdel—Aal et al., 2011a). Stratum germinativum je nejhlubsi vrstva, ktera
se sklada z bunék, které maji schopnost rychlého déleni a které produkujici keratin. Dochézi k
produkci dvou forem keratinu: pruzného a-keratinu a B-keratinu, ktery poskytuje pevnost a
tvrdost a je jedineény pro plazy. Sest zbylych vrstev tvoii kazdou z epidermalni generaci —
starou a novou vrstvu kiize (viz Obr. 3). Jsou to dvé vrstvy, které dozravaji v ramci staré kiize,
zatimco pod ni vznikd nové klize; alfa vrstva, mezos vrstva a beta vrstva se skladaji z bunék,
které keratenizuji produkci dvou typii keratinu (alfa a beta) — tyto bunky se pak transformuji do
tvrdé ochranné vrstvy. Posledni vrstvou je vrstva ,,oberhautchen®, ktera tvoii nejpevnéjsi vnéjsi
vrstvu a sklada se z vysoce keratinizovaného povrchu (Abdel-Aal et al., 2011a; Abdel—Aal et
al., 2011b; Rutland et al., 2019).

Pod epidermis se nachéazi dermis, kterd se sklddda z vazivové tkané, krevnich a
lymfatickych cév, nervii a pigmentovych bunék. Pod dermis najdeme subkutanni vrstvu, tedy
vrstvu tkdng, ktera se sklada zejména z fibroblasti, tukovych bunék a makrofagti. Podkozni tuk
neni u plazi tak dobfe vyvinuty jako u savci, ale napiiklad ocas u gekonti mize byt dobrym
ulozistém tukovych zasob (Price, 2017; Rutland et al., 2019). Plazi nemaji mnoho 714z, vétSinou
jsou omezeny na urcité oblasti téla, napt. femoralni Zlazy zejména u samcii. Pfi absenci potnich
zlaz u plazl se voda ve forme pary ztraci pasivné kizi (Bentley & Schmidt —Nielsen, 1966;

Dmi’el ,2001; Rutland et al., 2019).
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Obr. 3: Obecné schéma struktury epidermis u plazli. Pfevzato a upraveno z Abdel-Aal et al.,
2011b.

Svlékani kiuze

Kuze u plazii neroste spolecné s jejich télem, musi ji pravidelné meénit a v disledku toho u nich
dochazi ke svlékani, tzv. ekdysi, kdy se odlupuji velké kusy zrohovatélé kozni vrstvy (Seufer
et al., 2005). Ekdyse ma fadu funkci — nahradi se stard a opotfebovana kiize, ale také naptiklad
pomaha zbavit se parazitl. Svlékani zavisi na riznych faktorech, véetné véku jedince, jeho
zasobeni vitaminy a celkovém nutri¢nim stavu (Alibardi, 2003; Seufer et al., 2005). Svlékani
ktze miize probihat bud’ vcelku (u hadii) ¢i postupné ve vice kusech (napt. gekoni), kdy jedinci
Casto starou kizi poziraji (Weldon et al., 1993). Dlvod poZzirdni mize byt vysvétlen tim, Ze si
chtéji zachovat uzite¢né latky ze staré svleCky nebo proto, aby po sobé nezanechavali zadné
stopy, které by mohly pfildkat potencidlni predatory (Seufer et al., 2005).

V nejhlubsich vrstvach bun¢k (stratum germinativum) periodicky probiha bunécéné
déleni (Abdel—Aal et al. 2011b). Duplikuji se hlubsi vrstvy epidermis, které se tlaci pod vrstvy
star$i. B€éhem tohoto procesu jsou vSechny vrstvy nad stratum germinativum (smérem ven)
zcela nahrazeny. Jedinec si tedy pod starou epidermis tvoii novou a tu starou nasledné ,,shodi.
Bunky v nejhlubsich vrstvach staré epidermis a ve vrstvé ,,oberhautchen® (nové kize) dozravaji
a dochazi k vylouceni tekutiny, kterd dé€li novou a starou epidermis. V této tekutin€ jsou
enzymy, které pomahaji rozkladat spojeni mezi t€émito dvéma vrstvami (Abdel-Aal et al.

2011b). Svou roli zde také hraji bilé krvinky, které napadaji do¢asnou vrstvu mezi starou a
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novou kiizi (tzv. stratum intermedium) a podporuji tak oddéleni a ztratu staré povrchové vrstvy
kaze. V moment¢, kdy jedinec zeSedne (objevi se mlécné zbarveni), prichazi svlékani — stara
ktze se zacne odlupovat a novy epitel ztvrdne, ¢imzZ se sniZi propustnost a epitel se stdva novou

kazi (Rutland et al., 2019; viz Obr. 4). Aby podpoiili odd¢leni staré kiize od nové, otiraji se o

rizné tvrdé predméty, aby pak nasledné sty starou kizi stahli (Seufer et al., 2005).

Obr. 4.: Hemitheconyx caudicinctus pted svlekem.

Cast kuze, kterou plazi svlékaji (nazyvana svleGka) obsahuje 4 vrstvy a to vrstvu
,oberhautchen®, beta vrstvu, mesos vrstvu a vnitini alfa vrstvu (Abdel-Aal et al. 2011a; viz
Obr. 3). Beta vrstva plni funkci mechanické ochrany, je vétSinou zrohovateld a obsahuje velké
mnozstvi proteinli. Mesos vrstva je vrstva, kterd je velmi bohaté na lipidy a hraje dilezitou roli
v propustnosti kizi. Posledni vrstvou je tenkd a nejspodnéjsi vrstva alfa bunck, i zde jsou

pritomny lipidy (Abdel—Aal et al. 2011a; Torri et al., 2020).

1.5 Modelova skupina gekoni ¢eledi Eublepharidae
Gekoncici ¢eledi Eublepharidae ziji v tropickych a subtropickych oblastech Afriky, Ameriky a

Asie a vyskytuji se v riznych typech prosttedi, od aridnich pousti az po vlhké tropické oblasti
(Grismer, 1988; Dial & Grismer 1992; Seufer et al., 2005). V ramci ¢eledi Eublepharidae je

v soucasnosti popsano 48 druht fazenych do Sesti rodi (Aeluroscalabotes, Coleonyx,
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Eublepharis, Goniurosaurus, Hemitheconyx a Holodactylus) (Grismer 1988; Uetz et al. 2024).
Jednotlivé druhy se vyrazné lisi svou velikosti — od drobnych druhi, jako je Coleonyx brevis ci
C. variegatus véazici méné nez 5 g, az po pomérné robustni druhy, jako je Eublepharis
angramainyu, vazici i ptes 100 g (Starostova et al., 2005; Hluben et al. 2021; tato diplomova
prace), ale jinak se vyznacuji (kromé¢ stromového druhu Aeluroscalabotes felinus) velmi
podobnym tvarem téla — robustni télo a silné nohy 1 pozemnim zplisobem zivota. Jedna se
pfevazné o nocni tvory, ktefi se zivi hmyzem a jinymi malymi bezobratlymi. Jsou
charakteristicti také svymi dobfe vyvinutymi a pohyblivymi ocnimi vicky, vertikalnimi
zornicemi a nepiitomnosti adhezivnich lamel na prstech (Grismer, 1988; Kratochvil & Frynta,
2002; Karamiani, 2023).

Jednou z vyznamnych vyhod této celedi, diky které byva vyuZivana pro rtizné
komparativni studie, je to, ze se jednd o monofyletickou skupinu jestérii s dobfe zndmymi
fylogenetickymi vztahy (Ota et al. 1999, Liang et al. 2018, Obr. 5). Také diky pomérné
snadnému chovu a dostupnosti genomickych dat (Gao et al., 2022) se zejména gekoncik no¢ni
(Eublepharis macularius) stal vyznamnym plazim modelovym druhem pro védecky vyzkum

(Vickaryous et al. 2019; Wise et al. 2009)

1.5.1 Gekoncici a ztraty vody vyparem

Vzhledem k tomu, ze druhy ¢eledi Eublepharidae obyvaji prakticky celou Skélu biotopt a ze
mezi témito druhy byla pozorovana znac¢na variabilita v TEWL (Obr. 5), jsou ideédlni skupinou
pro zkouméni zmén v TEWL a faktorti, které je ovlivituji (Dial & Grismer 1992; Hlubeii et al.,
2021). Prvni rozséahlejsi analyzu zaméfenou piedevSim na zastupce rodu Coleonyx obyvajici
rizna prostfedi provedli Dial a Grismer (1992). Jejich studie ukézala, Ze zastupci amerického
rodu Coleonyx se lisi v TEWL a Ze druhy z aridniho poustniho prosttedi jako C. brevis ¢i C.
variegatus maji vyrazn€ niz§i TEWL neZ druhy z vlhkych tropickych lest (C. mitratus a C.
elegans) (Dial & Grismer 1992). Jejich vysledky v nedavné dobé& potvrdili a rozsifili o dalsi
druhy zahrnujici vSechny rody celedi Eublepharidae a zaroven jesté¢ vétSi rozsah aridity
obyvaného prostiedi Hluben et al. (2021). Vysledkem této podrobnéjsi studie bylo, ze gekoncici
se mezidruhové vyrazné (az dvacetkrat) lisi v TEWL. Rekonstrukce ancestralniho stavu tohoto
znaku naznacuje, ze ancestralni hodnota TEWL (na gram télesné hmotnosti) dosahuje sttednich

hodnot a v evoluci této skupiny tak dochazelo ke zvySovani i snizovani TEWL (Obr. 5)
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Celkové ztrity vody vyparem [mg.g™.h1] Aeluroscalabotes felinus Index aridity

[ o0.275-0.7s8 Coleonyx brevis ] 412-4950
[J o.758-1.241 [  49.90-95.68
= 1241-1.724 Coleonyx variegatus O 95.68-141.46
: [ 141.46-187.24

B 17202207 Coleonyx elegans
B 2.207-2.690 xeg B 187.24-233.02
Bl 2.690-3.173 Coleonyx mitratus B 233.02-278.80
Bl 3.173-3.656 Bl 278.80-324.58
Bl 3656-4.139 Eublepharis hardwickii Bl 324.58-370.36
I 37036-416.14
= :'Si—:‘gé Eublepharismacuiarfus B 416.24-461.92
Bl 5.105-5.588 Eublepharis angramainyu (Iran) Il 461.24-507.70

Eublepharis angramainyu (Syria)

Holodactylus africanus

|Hemithe€onyx cauditr'ncrusl
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Goniurosaurus catbaensis
Goniuorsaurus araneus
Goniurosaurus luii
Goniurosaurus splendens

Goniurosaurus sengokui

Goniurosaurus yamashinae

Obr. 5.: Celkové ztraty vody vyparem a index aridity zobrazeny na fylogeneticky strom druht
celedi Eublepharidae (Hluben et al.,2021). Barevné jsou zvyraznény druhy zahrnuté do
kvalitativni analyzy této diplomové prace. Oranzové jsou zvyraznény aridni druhy, modfe pak

druhy, které Ziji v prosttedi s vyssi vlhkosti.

Jak bylo uvedeno vyse, hlavnimi slozkami TEWL jsou ztraty vody dychanim (Gzce
spjaté s intenzitou metabolismu) a CWL. Z tohoto diivodu se autofi studie zaméfili nejen na
porovnani TEWL mezi gekonciky obyvajicimi rizna prostiedi, ale zamé¢fili se také na studium
intenzity metabolismu, pfimé méteni CWL, ale 1 na rozdily ve velikosti Supin ¢i pfitomnost
koznich tuberkult. Hluben a kolektiv (2021) tak zjistili, ze TEWL koreluje s hmotnosti téla, ale
na rozdil od vnitrodruhového porovnani na podobné hmotnostni skéle, je zde vysoka variabilita
(Obr. 6a). Dalsim zjiSténim bylo, Zze velikost Supin a rychlost metabolismu pfispivaji k
variabilit¢ v hodnotaich TEWL jen minimaln€. Rychlost metabolismu nevysvétluje hlavni
variabilitu v TEWL, jelikoZ je Uzce spjata s t€lesnou hmotnosti (Obr. 6b). Velikost Supin a
ptitomnost tuberkult silné€ koreluje s velikosti téla (jsou pfitomny pfevazné u velkych druhti a
chybi u malych druhti gekonikll) a nejsou tedy hlavnim faktorem ovliviiujicim TEWL.
Pozorovanou variabilitu v TEWL u gekon¢ikl nejlépe vysvétloval model zahrnujici hmotnost
a index aridity prostfedi. Po odfiltrovani vlivu hmotnosti ss TEWL snizuje s rostouci ariditou
prostiedi (se snizovanim indexu aridity) (Obr. 5). Vysledky pfimého méfeni CWL také ukazuji
silnou korelaci s TEWL (Obr. 7), coz naznacuje kli¢ovou roli propustnosti pokoZzky pii adaptaci
na aridni prostfedi. Adaptivni zmény v TEWL Ize tedy z velké Casti pficist pravé propustnosti

kaze, pfi¢emz se nezda, ze by v tom hraly velkou roli Supiny (Hluben et al., 2021).
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Celkové ztraty vody vyparem [mg. h']
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Hmotnost jedince [g] Hmotnost jedince [g]

Obr. 6: Graf (a) zobrazujici vztah mezi celkovou ztratou vody vypafovanim a télesnou
hmotnosti a graf (b) zobrazujici vztah mezi standardni rychlosti metabolismu (méfenou jako
produkce CO») a télesnou hmotnosti u gekonti ¢eledi Eublepharidae. Priiméry jednotlivych
druhli jsou vyznaCeny jako Cernymi puntiky, jednotlivd vnitrodruhovd méfeni pro druh
Eublepharis macularius pak jako prazdné krouzky. ZnacCeni jednotlivych druhii: AF —
Aeluroscalabotes felinus;, CB — Coleonyx brevis; CE — Coleonyx elegans; CM — Coleonyx mitratus; CV
— Coleonyx variegatus; EAl — Eublepharis angramainyu (Iran); EAS — Eublepharis angramainyu
(Syria); EH — Eublepharis hardwickii; EM — Eublepharis macularius; GA — Goniurosaurus araneus; GC
— Goniurosaurus catbaensis; GLI — Goniurosaurus lichtenfelderi; GLU — Goniurosaurus luii; GSE —
Goniurosaurus sengokui; GSP — Goniurosaurus splendens; GY — Goniurosaurus yamashinae; HC —
Hemitheconyx caudicinctus; HA — Holodactylus afiicanus. Pfevzato a upraveno z Hlubei et al.,

2021.
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Celkov4 ztrata vody vyparem [mg. h'!]

[ HA® OHA

Ztrata vody skrze kizi [g. h''m2]

Obr. 7: Vztah mezi celkovou ztratou vody vyparem a ztratou vody skrze kizi méfenou na
dorzalni (pIlné kruhy) a ventrdlni (prazdné kruhy) stran¢ téla. Zkratky pro jednotlivé druhy

vysvétleny viz Obr. 6. Pifevzato a upraveno z Hluben et al., 2021.

1.6 Cile

V névaznosti na publikované vysledky tykajici se TEWL zéstupci ¢eledi Eublepharidae je

cilem této diplomové prace komplexné analyzovat a shrnout:

1. Relevanci obsahu lipidil v pokoZzce gekoncikli a jeho vlivna TEWL a CWL v souvislosti

s jejich adaptaci na rizné typy prostiedi.

environmentéalnich podminkéch.

Tato prace se zaméii na pochopeni, jak kvantitativni 1 kvalitativni aspekty lipidového obsahu
v pokoZzce ovliviiyji schopnost plazti regulovat ztraty vody a adaptovat se na prostiedi o riizné

aridite.
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2 Metodika

2.1 Zastupci gekonéikii zahrnuti do diplomové priace a charakteristika
druht z hlediska ztrat vody vyparem a aridity prirozeného prostredi
Do diplomové prace byly zahrnuti zastupci vSech roda ¢eledi Eublepharidae Zijici v prostiedi
od pousti po destné pralesy. U kazdého druhu zahrnutého do diplomové prace jsou v tabulce
uvedeny primérné hodnoty pro hmotnost, délku téla od Spicky rostra po kloaku (SVL), TEWL,
median hodnoty CWL pro dorzalni a ventralni stranu téla a index aridity (Q), tak jak byly pro
zastupce téchto druhti publikovany v praci Hluben et al. (2021) a s témito daty je také pocitano
v dil¢ich analyzach této prace. Index aridity Q je vypocitan pro typovou lokalitu kazdého druhu
(populace pro E. angramainyu) z dat o ro¢nim srdZkovém uhrnu, minimalni teploté
v nechladnéj$im mésici a nejvyssi teploté v nejteplejSim mésici (viz Hluben et al., 2021).

Hodnota Q se sniZuje se zvySujici se ariditou prostiedi.

2.1.1 Aeluroscalabotes felinus (Giinther, 1864)

Druh vyskytujici se v jthovychodni Asii, véetné zapadni Malajsie, jizniho Thajska a Indonésie
a na ostrové Borneo (Grismer, 1988; Seufer et al. 2005). Jedna se o stfedné velkého gekona s
velkyma o€ima a §tihlym télem. Obyva tropické destné lesy, kde preferuje vlhké a husté
zalesnéné prostiedi. Tito gekoni jsou nocni a na rozdil od ostatnich zastupct gekoncikd, kteti

jsou pozemni, travi vétSinu Casu na stromech a v kefich (Seufer et al., 2005).

Tabulka €. 1: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Aeluroscalabotes

felinus.

TEWL [mg.h] 24,757

Ventralni: 9,720
CWL [g.h''.m?]

Dorzalni: 5,487

Q 461, 922

SVL [mm] 101,728

Hmotnost [g] 13,783
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2.1.2 Coleonyx elegans Gray, 1845
Pro tento druh jsou typické ndpadné pruhované vzory a relativné malé rozméry. Tito gekoni
se schovavaji pod kameny, spadanymi listy ¢i ve Stérbinach (Grismer, 1988; Dial & Grismer

1992; Seufer et al., 2005).

Tabulka ¢. 2: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Colenyx elegans.

TEWL [mg.h] 28,773
Ventralni: 10,820
CWL [g.h'l.m?2]
Dorzalni: 6,247
Q 241,519
SVL [mm] 94,263
Hmotnost [g] 14,624

2.1.3 Coleonyx mitratus (Peters, 1863)

C. mitratus se nachazi ve Stfedni Americe, zejména v Nikaragui, Hondurasu a Kostarice. Obyva
tropické nizinné lesy a kiovinaté oblasti, kde se zije zejména v listovém opadu, pod kameny, v
trhlindch a jinych vlh¢ich mikrohabitatech (Grismer, 1988; Dial & Grismer, 1992; Seufer et al.,
2005).

Tabulka ¢. 3: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Coleonyx mitratus.

TEWL [mg.h!] 14,518
Ventralni: 9,393
CWL [g.h'l.m?2]
Dorzalni: 6,473
Q 235,910
SVL [mm] 79,875
Hmotnost [g] 9,196
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2.1.4 Coleonyx variegatus (Baird, 1858)

C. variegatus se nachazi na jihozapadé Spojenych statti americkych a v severnim Mexiku. Tito
gekoni jsou znami svou pfizplisobivosti k drsnym pouStnim podminkdm v aridnim prostiedi, a
proto je najdeme ve velmi suchych poustnich ¢i polopoustnich oblastech. C. variegatus je
drobny druh s vyraznymi pruhovanymi vzory. Jedna se pfevazné o no¢ni zivocichy, coz jim
umoziuje vyhnout se extrémnimu dennimu horku a vyuzivat no€niho chladu pro svou aktivitu

(Grismer, 1988; Seufer et al., 2005).

Tabulka ¢. 4: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL) a index aridity (Q) pro druh Coleonyx variegatus. Ztraty vody pokozkou (CWL)

nebyly pro tento druh zméteny z divodu malych rozmért jedince.

TEWL [mg.h!] 1,641
Ventralni: -
CWL [g.h'l.m?2]
Dorzéalni: -
Q 4,124
SVL [mm] 67,365
Hmotnost [g] 5,377

2.1.5 Eublepharis angramainyu Anderson & Leviton, 1966

Tento druh patii mezi jeden z nejvétsich z &eledi Eublepharidae. Vyskytuje v Iranu, Iraku,
Turecku a Syrii. Obyva suché a polosuché oblasti, ¢asto v horskych a kamenitych biotopech,
kde se ukryva pod kameny a v malych jeskynich. Preferuje oblasti s teplym klimatem a nizkou
vlhkosti, zejména vapencova a sadrovcova podlozi, suché travnaté plan¢ a stepi (Anderson,
1999; Seuferetal., 2005; Karamiani, 2023). V diplomové praci jsou jedinci pochazejici ze dvou
oddélenych vzdalenych lokalit z franu a Syrie uvadéni oddéleng jako E. anagramainyu — Iran

(EAI) a E. angramaynyu — Syrie (EAS).
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Tabulka ¢. 5: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Eublepharis

anagramainyu (Iran).

TEWL [mg.h!] 31,825
Ventralni: 6,164
CWL [g.h''.m?2]
Dorzalni: 5,967
Q 16,138
SVL [mm)] 154,513
Hmotnost [g] 101,273

Tabulka €. 6: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Eublepharis

angramaynyu (Syrie).

TEWL [mg.h!] 27,700
Ventralni: 6,892
CWL [g.h''.m?2]
Dorzalni: 5,540
Q 8,346
SVL [mm] 162,214
Hmotnost [g] 99,933

2.1.6 Eublepharis hardwickii Gray, 1827

Tento druh se vyskytuje ve stfedni a vychodni Indii a Bangladési. Obyva rtizné biotopy, od lest
po oteviena prostranstvi, v¢etné vapencovych a sadrovcovych podlozi, suchych travnatych
plani a stepi. Jednd se no¢niho ZivoCicha, ktery je pfizptisobeny relativné suchému klimatu

s nizkym mnozstvi srazek (Grismer, 1988; Seufert et al., 2005).
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Tabulka €. 7: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Eublepharis

hardwickii.

TEWL [mg.h!] 20,282

Ventralni: 6,264
CWL [g.h'!.m?]

Dorzalni: 6,930

Q 95,997

SVL [mm)] 123,940

Hmotnost [g] 66,823

2.1.7 Eublepharis macularius (Blyth, 1854)

E. macularius je pavodem z jizni a stiedni Asie, véetné oblasti Pakistanu, Afghanistanu, {ranu,
Indie a Nepalu (Rawat et al., 2019; Karamiani, 2023). Obyva suché a polosuché oblasti, ¢asto
kamenit¢, skalnaté i hustéji porostlé. Nachazi se jak v horskych biotopech, tak i v nizinach.
Ptes den se skryvaji pod kameny ¢i v dirdch v zemi a aktivni byvaji v noci (Seufer et al., 2005;

Fuller et al., 2011). Co se tyCe Supin, zbarveni a vzorovani, jedna se o extrémn¢ proménlivy

druh (Seufert et al., 2005).

Tabulka ¢. 8: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Eublepharis

macularius.

TEWL [mg.h] 18,529

Ventralni: 9,727
CWL [g.h''.m?]

Dorzalni: 5,287

Q 25,962

SVL [mm] 137,476

Hmotnost [g] 64,262
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2.1.8 Goniurosaurus araneus Grismer, Viets & Boyle, 1999

G. araneus se vyskytuje v severnim Vietnamu a v Cinské provincii Guangxi. Obyva vlhké lesni
oblasti a jeskyné. Vyznacuje se Stihlym télem a dlouhymi koncetinami. (Grismer et al., 1999;
Seufer et al., 2005; Uetz et al., 2024).

Tabulka €. 9: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosarus

araneus.

TEWL [mg.h!] 32,049

Ventralni: 8,530
CWL [g.h'l.m?2]

Dorzalni: 6,753

Q 127,568

SVL [mm] 121,328

Hmotnost [g] 31,769

2.1.9 Goniurosaurus catbaensis Ziegler, Truong, Schmitz, Stenke, Rosler, 2008

G. catbaensis je druh gekona, ktery se vyznacuje §tihlym télem a charakteristickymi pruhy. Ma
tmavée Sedé az cerné télo s oranzovymi az zlutymi pruhy. Tento druh je endemicky pro ostrov
Cat Ba v severnim Vietnamu. Ostrov Cat Ba je zndmy svymi hustymi tropickymi a
subtropickymi lesy, které poskytuji vlhké, stinné prostiedi a vapencové krasové utvary, které
vytvareji mnozstvi jeskyni, skalnatych Stérbin a ukrytd, jez jsou typickymi biotopy gekont

tohoto rodu (Ngo et al., 2019).

Tabulka €. 10: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosaurus

catbaensis.
TEWL [mg.h!] 38,169
Ventralni: 8,053
CWL [g.h'l.m?]
Dorzalni: 6,433
Q 184,033
SVL [mm] 116,371
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2.1.10 Goniurosaurus huuliensis Orlov, Ryabov, Nguyen & Ho, 2008

Tento druh je endemicky pro severni Vietnam, konkrétné pro pfirodni rezervaci Huu Lien v
provincii Lang Son. Tyto oblasti se vyzna€uji vysokou vlhkosti a stabilnimi teplotami. Jeho
prostiedi zahrnuje skalnaté terény a lesni porosty, coz poskytuje tkryty a vhodné podminky pro
preziti. Jedna se o gekona stfedni velikosti s dlouhym a tenkym ocasem s pruhovanym vzorem

(Ngo et al., 2021).

Tabulka €. 11: Primérné hodnoty hmotnosti a délky téla (SVL) pro druh Goniurosaurus

huuliensis.
TEWL [mg.h!] -
Ventralni: —
CWL [g.h''.m?2]
Dorzalni: —
Q _
SVL [mm] *115,54
Hmotnost [g] #2527

*Tento druh nebyl zahrnut v praci Hluben et al. (2021), proto jsou pouzity udaje z této

diplomové¢ prace.

2.1.11 Goniurosaurus lichtenfelderi (Mocquard, 1897)
G. lichtenfelderi se vyskytuje v severnim Vietnamu, jizni Ciné a na okolnich ostrovech. Obyva
zde vlhké lesni oblasti a jeskyné, pfevazné krasové utvary, které se nachazeji v soutéskach a

protékaji jimi ficky. Jsou vazani pfedevSim na nize polozena mista (Seufert et al., 2005).

Tabulka ¢. 12: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosaurus
lichtenfelderi.

TEWL [mg.h!] 48,452
Ventralni:
CWL [g.h'l.m?] 10,497
Dorzalni: 7,923
Q 204,104
SVL [mm] 111,817
Hmotnost [g] 30,842
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2.1.12 Goniurosaurus luii (Grismer, Viets & Boyle, 1999)

Tento druh obyva lesni oblasti v Ciné a severnim Vietnamu, kde se vyskytuje na skalnatych
plochach v blizkosti jeskyni. Vyhledava prostiedi s vys$si vlhkosti (Grismer et al., 1999; Ngo et
al., 2023). Jedna se o stfedné velkého gekona s vyraznym vzorovanim a dlouhymi a Stihlymi

koncetinami (Seufert et al., 2005).

Tabulka €. 13: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a medidn ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosaurus

luii.

TEWL [mg.h!] 34,526

Ventralni: 7,697
CWL [g.h''.m?2]

Dorzalni: 6,553

Q 109,395

SVL [mm] 86,345

Hmotnost [g] 13,879

2.1.13 Goniurosaurus sengokui (Honda & Ota, 2017)
Jedna se o druh, ktery byl popséan relativné nedavno. G. sengokui se vyskytuje v Japonsku,
konkrétné€ na ostrové Tokashikijima. Jedna se o druh, ktery vyhledava prostiedi s vyssi vlhkosti,

typické jsou stinné a vegetaci bohaté lokality (Honda & Ota, 2017; Uetz et al., 2024).

Tabulka €. 14: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosaurus

sengokui.

TEWL [mg.h!] 55,265

Ventralni: 10,820
CWL [g.h'l.m?2]

Dorzalni: 7,967

Q 259,667

SVL [mm] 85,054

Hmotnost [g] 11,460




2.1.14 Goniurosaurus splendens (Nakamura & Uéno, 1959)

Jedné se o endemicky druh gekoncika vyskytujici se na ostrové Tokunoshima v Japonsku.
Obyva vlhkeé lesy a skalnaté oblasti, kde se skryvd mezi kameny a v jeskynich. Ma& tmavé
zbarveni s vyraznym pruhovanym vzorem, ktery mu poskytuje maskovani v jeho pfirozeném

prostfedi (Seufert et al., 2005).

Tabulka €. 15: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a medidn ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosaurus

splendens.
TEWL [mg.h1] 39,680
Ventralni:
CWL [g.h'l.m?] 10,917
Dorzalni: 8,447
Q 243,007
SVL [mm)] 84,253
Hmotnost [g] 10,122

2.1.15 Goniurosaurus yamashinae (Okada,1936)

Jedna se o stfedné velkého gekoncika s tmavym zbarvenim a napadnym Zlutavym pruhovanym
vzorovanim, piicemz mladi jedinci maji bélavé pruhy. G. yamashinae je endemitem na ostrove
Okinawa v Japonsku. Tento druh obyvé vlhké lesy, kde se skryvéa v podrostu a mezi skalami

(Grismer, 1988; Seufert et al., 2005).
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Tabulka €. 16: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Goniurosaurus

yamashinae.

TEWL [mg.h!] 57,141

Ventralni: 11,893
CWL [g.h'l.m?2]

Dorzalni: 10,217

Q 241,135

SVL [mm] 94,461

Hmotnost [g] 20,348

2.1.16 Hemitheconyx caudicinctus (Duméril, 1851)

H. caudicinctus se vyskytuje v zapadni Africe, kde obyva tfi vegetacni zony: suchy Sahel na
severu, suchou savanu v oblasti Sudanu uprostied a guinejskou savanu na jihu. Tento gekon
zije v biotopech s dostatkem ukrytti, ¢asto pod listy, kameny nebo pod padlymi kmeny strom1.
Preferuje prostfedi s mirnou vlhkosti a s mirnym teplotnim poklesem v noci (Seufer et al., 2005;

Ullenbruch et al., 2010).

Tabulka €. 17: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Hemitheconyx

caudicinctus.

TEWL [mg.h] 20,728

Ventralni: 10,637
CWL [g.h'l.m?2]

Dorzalni: 6,497

Q 68, 224

SVL [mm] 125,050

Hmotnost [g] 46,075
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2.1.17 Holodactylus africanus Boettger, 1893

H. africanus je pivodem z vychodni Afriky, konkrétné oblasti jihovychodni Etiopie, Keii,
Somalska a severozdpadni Tanzanie. Obyva suché a polosuché oblasti, ¢asto bychom ho nasli
na pis¢itém podlozi ¢i v blizkosti termitist. Tento gekon je aktivni pfevazné v noci (Seufert et

al.2005, Uetz et al., 2024).

Tabulka €. 18: Primérné hodnoty celkovych ztrat vody vyparem (TEWL), hmotnosti a délky
téla (SVL), index aridity (Q) a median ztrat vody pokozkou (CWL) pro druh Holodactylus

africanus.

TEWL [mg.h1] 6,098

Ventralni: 6,890
CWL [g.h''.m?2]

Dorzalni: 4,890

Q 41,819

SVL [mm] 76,300

Hmotnost [g] 12,271

2.2 Sbér materialu

Sbér svlecek vybranych zastupcti ¢eledi Eublepharidae probihal v experimentalnich chovech
obratlovcii na Prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy, kde jsou studované druhy chovany
v zajeti v podminkach, které odpovidaji jejich pfirozenym podminkdm (Grismer, 1988; Seufer
et al., 2005). Zejména je v chovu bran zfetel na vhodnou teplotu, vlhkost a typ substratu.
Svlecky byly sbirdny od adultnich jedinct dlouhodobé drzenych v chovném zatizeni. Jedinci
zahrnuti do diplomové prace byli po odbéru svleCky zméteni od Spicky rostra po kloaku

(hodnota SVL) s piesnosti na 0,01 mm posuvnym méfidlem a zvazeni s piesnosti na 0,001 g

(véha Vibra AJ-320; Shinko Denshi, Japonsko).
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2.3 Kvantitativni analyza
Kvantitativni analyza se zamétuje na méteni celkového mnozstvi lipidii ptitomnych ve vzorcich
pokozky. V tomto kontextu jde o stanoveni procentudlniho lipidového obsahu ve ventralni a

dorzalni ¢asti pokozky jednotlivych jedinci.

2.3.1 Pilotni méfeni a uprava metodiky

Kvantitativni analyza byla provedena metodou lipidové extrakce ve smési chloroformu a
methanolu v objemovém poméru 2:1. Zakladem, ze kterého jsem vychazela, byla metodika
pouzitd na svleckach hadi podle studii Agugliaro & Reinert (2005), Miller & Lutterschmidt
(2014) a Weidler & Lutterschmidt (2021), kterd byla na zékladé pilotniho méfeni poupravena
a optimalizovdna. B€hem tohoto métfeni byly vzorky ponechany déle v desikantu pred extrakei
stale ménila. Tento trend se projevoval mirnym linearnim poklesem hmotnosti (viz Obr. 8 a
Obr. 9). Na zaklad¢ téchto pozorovani byl zvolen nasledujici postup: svlecky byly suseny v
desikantu 48 hodin pted extrakci a 144 hodin po extrakci, kdy se hmotnost stabilizovala (viz

Obr. 8 a Obr. 9).

2.3.2  Sbér svlecek

Pro sbér svleCky bylo potieba zachytit jedince ve finalni fazi pred svlekem (viz Obr. 4).
Manipulace se zvifaty i svleCkami probihala v latexovych rukavicich. Svlecky byly sbirdny za
pouziti pinzety a ntizek. Pro kazdého jedince byly nastroje vzdy ocistény ethanolem a rukavice
byly vyménény za cisté. Odebrané svlecky byly v rozmezi minut uloZeny v uzaviratelnych
igelitovych saccich do mrazaku (-18 °C). Kazdy sacek byl oznacen druhem, identitou jedince,
pohlavim a datem sbéru. Autoii podobné zamétenych studii uchovavali vzorky hadi kiize v
chladnych podminkéch po dobu od nékolika hodin az po né¢kolik mésicii (Roberts & Lillywhite,
1980; Agugliaro & Reinert, 2005; Weidler & Lutterschmidt, 2021). Pfi¢emz Weidler a
Lutterschmidt (2021) dosli ve své studii k zavéru, ze délka skladovani nema vliv na
kvantitativni obsah lipidli ve vzorcich. Pro toto méfeni bylo stafi uchovavanych svlecek mezi 4

a 247 dny.
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Obr. 8: Graf zobrazujici zavislost hmotnosti vzorku na dobé suSeni v desikantu pied extrakci.
Byly pouzity vzorky pochazejici z dorzalni (D) i ventralni (V) ¢asti svlecek jedinct Eublepharis
macularius (EM) a Eublepharis angramainyu (EAI) a svlecka pochéazejici z hlavové casti

jedince Goniosaurus lichtenfelderi (GLU).
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Obr. 9: Graf zobrazujici zavislost hmotnosti vzorku na dob¢ suseni v desikantu po extrakci.
Byly pouZity vzorky pochazejici z dorzalni (D) 1 ventrdlni (V) casti svlecek. GOR —
Goniosaurus orientalis; CM — Coleonyx mitratus; EM — Eublepharis macularius; GLU —

Goniosaurus lichtenfelderi; HA — Holodactylus africanus.

2.3.3 Extrakce lipida

Den 1

Do ¢isté a suché sklenéné lahvicky s vickem o objemu 65 ml bylo navazeno 18 g desikantu —
silikagelu (Silica gel Rubin, Fluka, Némecko). Na pracovni ploSe byl pfipraven filtra¢ni papir
s Cistou papirovou utérkou, néstroje (nlizky a pinzeta) a velikostni standard o rozmérech 1,2 x
3,8 cm. Manipulace se svleckou probihala pouze v latexovych rukavicich. Svlecky byly
vyjmuty z mrazdku a z kazdé byl pfipraven vzorek ventralni a dorzalni kiize o piiblizné
velikosti jako velikostni standard. Pfipravené vzorky byly umistény do lahvicek s desikantem,
lahvi¢ky byly uzavieny a oznateny. Cas vlozeni byl zaznamenan. Mezi manipulacemi s
jednotlivymi vzorky byla vzdy vyménéna papirova utérka, nastroje byly ocistény ethanolem a
byly nasazeny nové rukavice. Vzorky byly nasledné ponechany k vysuseni pii pokojové teploté

po dobu 48 hodin.
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Den 3

V zasobni lahvi byla pfipravena extrakéni smés chloroformu (Chloroform p.a. stabil.
amylenem, Lach:ner, Ceska republika ) a methanolu (Methanol p.a., ISO reagent, Lach:ner,
Ceska republika) v objemovém poméru 2:1. Prace probihala v digestofi s pouzitim &istého a
suchého nédobi. Nasledné bylo ptipraveno 10 ¢istych lahvicek o objemu 125 ml a do kazdé z
nich bylo nalito 20 ml extrakéni smési. SkleniCky byly nésledné uzavieny a oznaceny.
Vaha (SBC 22, Scaltec, Scaltec Instruments, Némecko) byla zkalibrovana interni kalibraci a po
48 hodinach v desikantu byly vzorky vyjmuty pomoci o€isténé pinzety. Kazdy vzorek byl ihned
po vyjmuti zvaZzen na alobalové vaZence a jeho hmotnost byla zaznamenana s pfesnosti na 0,01
mg. Poté byl vzorek vracen zpét do lahvicky s desikantem. Pro kazdy vzorek byla pouZita Cista
pinzeta a nova vazenka. Nasledné¢ byly vzorky pfemistény do digestoie, kde byly postupné
vloZeny do pfislusnych sklenicek s extrakéni smési. Kazda sklenicka byla okamZit€ uzaviena a
byl zaznamenan ptesny €as vlozeni vzorku do roztoku. Mezi manipulaci s jednotlivymi vzorky
byl dodrzen dvouminutovy interval. V kazd¢ zpracovavané sad€ bylo maximalné deset vzork,

aby se minimalizovaly ¢asové rozdily mezi nimi.

Den 4
Tésné pred uplynutim 24 hodin byl pfipraven opét roztok chloroformu a methanolu v poméru
2:1. Pro kazdy vzorek byla pfipravena jedna sklenénd lahvicka, dv€ Petriho misky, Cista
papirova utérka a ptivodni lahvi¢ka s desikantem. Do kazdé lahvicky bylo odméfeno 10 ml
pfipravené extrakéni smési, do Petriho misek bylo nalito po 10 ml destilované vody. Vzorky
byly vyjmuty z plvodnich sklenicek pomoci o€ist€né pinzety a proplachnuty ve sklenic¢ce s
cerstve pfipravenym extrakénim roztokem. Nasledné byly vzorky proplachnuty nejprve v prvni
misce s destilovanou vodou a poté jesté¢ jednou v druhé. Vzorky byly polozeny na cistou
papirovou utérku, jemné osuseny a nechany na vzduchu pfiblizné 3 minuty, nez byly takto
promyty nasledujici 2 vzorky. Po oschnuti byly vSechny vzorky vlozeny do desikantu a byl
zaznamenan Cas.

Pii manipulaci byly vyuzivany 2 pinzety: prvni pinzeta slouzila pro pfesun z ptivodni
lahvicky s extrakéni smési do lahvicky s Cerstvou extrakéni smési a z ni nasledné do prvni
Petriho misky s vodou. Pro dal§i manipulaci se vzorkem byla pouzivana vyhradné druha

pinzeta. VSechny pouzité nastroje i nadobi byly suché a ¢isté tak, aby nedoslo ke kontaminaci.

Den 10
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Po uplynuti 144 hodin v desikantu byl kazdy vzorek zvaZen na vaZence z alobalu na

zkalibrované vaze. Po ustaleni byly zaznamenany navazené hodnoty, opét s piesnosti 0,01 mg.

Stanoveni % zastoupeni lipidi

Pro stanoveni procentudlniho zastoupeni lipidi v pokozce byl pouzit vypocet dle publikace

Agugliaro & Reinert (2005):

35 100 = % lipidovy obsah

Kdy D je pocatec¢ni suchd hmotnost vzorku pted lipidovou extrakci a E zna¢i suchou hmotnost

vzorku po extrakci.

2.3.4 Data o TEWL, CWL a aridité prostredi pro zastupce Celedi Eublepharidae

Pro analyzu vztahu mezi mnozstvim lipida ve svleckach a ztratami vody vyparem a ariditou
prostiedi byla pouzita data z prace Hluben et al. (2021), ktera jsou uvedena vyse v ¢asti vénujici
se predstaveni studovanych druhti (Tabulky ¢.1-17) jsou dostupnd také na datovém ulozisti
Dryad na odkazu: https://doi.org/10.5061/dryad.0zpc8 66xq. Vzhledem k chybéjicim datim
tykajicich se ztrat vody vyparem a aridity byl z analyz vylouc¢en druh Goniurosaurus huuliensis.
Pro analyzy byla pouzita primérna hmotnost dané¢ho druhu, primérna hodnota TEWL, median

CWL pro ventralni i dorzalni stranu a hodnota Q.

2.3.5 Statistické zpracovani dat kvantitativni analyzy
Pro detekci odlehlych hodnot obsahu lipidi u jednotlivych vzorka v ramci druhu byl pouzit
Dixontiv test, jehoz vypocet byl proveden ve webovém rozhrani dostupném na odkazu
https://contchart.com/outliers.aspx. Tento test byl aplikovan zvlast na ventralni a dorsalni
vzorky pro kazdy druh. Vysledné p-hodnoty poskytuji piehled o tom, které hodnoty mohou byt
povazovany za odlehlé a vyzaduji dalSi pozornost nebo analyzu. Za odlehlou hodnotu byla
povazovan vzorek s p < 0,05.

Ke zjisténi rozdild v mnozstvi lipidi mezi druhy bylo pouzito analyzy rozptylu
(ANOVA) a nasledného Fisherova LSD post-hoc testu detekujiciho rozdilné homogenni

skupiny. Byla také testovana korelace mezi mnozstvim lipidi ve vzorku z dorzélni a ventralni
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strany téla daného jedince. Ob¢ analyzy byly provedeny v programu Statistica 6.0 (StatSoft Inc.
2001).

Pro analyzy zamé&fujici se na vztahy mezi mnozstvim lipidi a TEWL, CWL a Q byly
pouzity druhové priméry (medidn pro CWL) a hodnoty byly transformovany dekadickym
logaritmem. Jelikoz namétfené hodnoty nejsou kvili sdilené fylogenezi mezi taxony nezavislé,
bylo nutné pouzit metodu zahrnujici vliv fylogeneze. Byla pouzita metoda fylogenetické
zobecnéné linearni regrese (PGLS, Grafen, 1989). Fylogenetické vztahy v ramci celedi
Eublepharidae byly pouzity shodné s praci Hluben et al. (2021) a jsou zobrazeny také na Obr.
5. V ptipad€ analyzy hierarchicky vnotfenych PGLS modeld byl nejlepsi model vybran na
zékladé Akaikeho informac¢niho kritéria pro maly pocet vzorkd (AICc, Cavanaugh, 1997).
Shodné s ptistupem publikace Hlubeii et al (2021) byl jako nejlepsi vybran model s nejniz§im
AlICc. Modely se stejnym mnozstvim parametrti a rozdilem AICc mensim nez dva byly
povazovany za rovnocenné. Sila fylogenetického signdlu v PGLS analyzach byla méfena
pomoci parametru Pagelova lambda (A, Pagel, 1999). Tento parametr nabyva hodnot mezi 0 a
1, pficemz 0 znamena zadny fylogeneticky signal a 1 znaci silny vliv fylogenetickych vztaht.
PGLS byla provedena pomoci RStudio verze 1.1.442 (RStudio Inc.) a statistického balicku
caper (Orme et al. 2013). Pro tvorbu grafii byl vyuzit Microsoft Excel (Microsoft Excel, 2016).

2.4 Kyvalitativni analyza

Kvalitativni analyza v této praci zahrnuje identifikaci konkrétnich lipidovych sloucenin
pfitomnych ve vzorcich pokozky. Ackoliv tato analyza zahrnuje také kvantitativni aspekty
(méfeni relativniho mnozstvi jednotlivych latek), zaméteni je predevsim na urceni specifickych

typt lipida a jejich chemické slozeni.

2.4.1 Sbér svlecek

Pro tuto ¢ast analyzy byly pouzity nasledujici druhy gekonc¢ik ¢eledi Eublepharidae: 4. felinus,
C. elegans, C. variegatus, E. macularius G. sengokui a H. caudincictus. Tyto druhy se lisi svym
prirozenym prostiedim. Prvni tfi druhy se vyskytuji v oblastech s vysokou vlhkosti (vysokym
Q), zatimco dalsi tfi druhy pochézeji z oblasti s vyssi ariditou (niz§im Q, viz Obr. 5). Kazdy
druh byl reprezentovan tiemi vzorky od rtiznych jedincti, piicemz byly pro tuto ¢ast pouzity
pouze samice a pouze vzorky pochéazejici z ventralni strany téla. Tento vybér byl u¢inén proto,

ze ventralni strana ma oproti dorzalni strané¢ mensi morfologické rozdily v Supinach a samci
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maji na rozdil od samic v blizkosti kloaky pory, jejichz vymésky by mohly ptipadné ovlivnit
vysledky analyz (Kratochvil & Frynta, 2002).

Sbér a manipulace se svleCkami probihaly mirn€ odliSné oproti kvantitativni ¢asti. Sbér
byl provadén v latexovych rukavicich, pfi¢emZz bylo dirazné dbano na to, aby se
nekontaminovaly dotykem s dal$imi povrchy. VSechny néastroje pouzivané pro manipulaci se
svleckami a vzorky byly ¢iStény methanolem. Pro skladovani svlecek byly pouzity sklenéné
lahvicky misto sackli. Tyto lahvicky byly pfedem vymyty teplou vodou s detergentem,
proplachnuty vodou a nasledné naplnény extrakéni smési (chloroform a methanol v objemovém
poméru 2:1), kterd v lahvickach stdla po dobu 15 minut. Poté byly lahvi¢ky vyplachnuty
destilovanou vodou a usuSeny v suSi¢ce. Vzorky byly nasledné skladovany v mrazaku ve

zminénych lahvickach s vickem po dobu maximalné péti mésict.
2.4.2 Vlastni analyza

Vlastni analyza byla provadéna servisni laboratofi ve vyzkumném pracovisti BIOCEV ve
Vestci v laboratoii OMICS Servisni oddéleni hmotnostni spektrometrie, pficemz ja sama jsem

se Ucastnila pripravy vzorkl (viz Den 1 a Den 2).

Den 1

Odebrané ventralni ¢asti svlecek vybranych druht byly v lahvickach pfevezeny na ledu do
laboratofe OMICS Servisni oddéleni hmotnostni spektrometrie v BIOCEVu. Byla sundana
vicka a v téze lahvicce byly svleCky suSeny ve vakuové vyvévé po dobu dvou hodin za
laboratorni teploty. Mezitim byla pfipravena extrakéni smés chloroformu a methanolu
v objemovém poméru 2:1. Smeés byla fadné protiepana. Po ususeni byly svleCky vyjmuty a byly
z nich nastithany vzorky o pfiblizné velikosti 1,2 x 3,8 cm podle velikostniho standardu. Takto
piipravené vzorky byly vlozeny do 10ml vialek se Sroubovacim vickem s teflonovym tésnénim.
Pomoci pipety byly pfidany 3 ml pfipraveného extrakéniho roztoku tak, aby byl kazdy vzorek
pln¢€ ponoien. Déle byly ptipraveny také dva kontrolni roztoky (pouze extrakéni smeés). Vicka
vialek byla utésnéna teflonovou péskou. Vialky byly upnuty do termomixeru a byly tfepany pii
teploté 25 °C ptes noc (18 hodin) pii intenzité 300 ot/min. Pfi manipulaci mezi jednotlivymi
vzorky byly nlizky a pinzeta vzdy omyty methanolem, prob&hla vyména rukavic a byly pouzity

Cisté papirové ubrousky.

Den 2
Vzorky byly postupné vytazeny pinzetou z extrakéni smési, pinzeta vzdy nejprve fadné

oplachnuta methanolem. Extrakty byly odpafeny do sucha ve vakuovém koncentratoru (45
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minut pii laboratorni teploté). Odparek byl pfevrstven argonem. Vialky byly zaSroubovany,

utésnény teflonovou paskou a ulozeny do mrazaku s teplotou -80 °C.

Den 3

Kvalitativni analyza vzorkd byla provedena pomoci dvou analytickych metod. Vzorky byly
analyzovany metodou pfimého nastiiku do hmotnostni spektrometru s vysokym rozliSenim (DI-
HRMS) a metodou dvourozmérné komprehensivni plynové chromatografie s hmotnostni
detekei (GCxGC-TOF/MS). Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o sluzbu servisni laboratofe je

pfesna metodika podrobné popsana v ptiloze (viz Ptiloha 1).

2.4.3 Analyza vysledkii a jejich statistické zpracovani

Analyza vysledku
Pro analyzu a statistické zpracovani vysledki byla pouzita data ziskand z obou analytickych

metod, DI-HRMS a GCxGC-TOF/MS.

DI-HRMS analvza

Touto metodou byly analyzovany tfi skupiny latek:

Fosfatidylcholiny, které jsou jednim z nejbéznéjsich typt fosfolipidi a tvoii zdkladni slozku
bunéénych membran. Jsou esencialni pro strukturu a funkci membran, zejména pro strukturalni
integritu membran a pravdépodobné také efektivitu v omezeni propustnosti pro vodu (Weldon
& Bagnall, 1987). Hraji také klicovou roli v bunéfné signalizaci a metabolismu lipidi
(Ridgway, 2012; van der Veen et al., 2017). Fosfatidylcholiny maji strukturu slozenou z
glycerolové patere, ke které jsou piipojeny dvé mastné kyseliny na prvnim a druhém uhliku,
fosfatova skupina na tfetim uhliku a k ni pfipojena cholinova hlavicka (Vance & Vance, 2008).
Specificky typ fosfatidylcholinu, jako je naptf. 16:0 18:2, oznacCuje konkrétni kombinaci
mastnych kyselin pfipojenych k glycerolu — jednu nasycenou kyselinu o 16 uhlicich a druhou

kyselinu o 18 uhlicich, kterd obsahuje dvé dvojné vazby.

Fosfatidylethanolaminy, kter¢ jsou také béznou skupinou fosfolipida ptitomnych v bunéénych
membranach, avsak jejich role se lisi od fosfatidylcholint. Podporuji membranovou dynamiku
a flexibilitu, coz je nezbytné pro rizné bunécné procesy, jako jsou endocytdéza a exocytoza
(Vance & Tasseva, 2013; Patel & Witt, 2017). Navic se stejné jako u fosfatidylcholint ukazuje,

ze hraji roli v omezeni propustnosti pro vodu (Weldon & Bagnall, 1987).
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Fosfatidylethanolaminy maji strukturu sloZenou z glycerolové patete, ke které jsou piipojeny
dvé mastné kyseliny na prvnim a druhém uhliku, fosfatovéd skupina na tfetim uhliku a k ni

pfipojena ethanolaminova hlavicka (Vance & Vance, 2008).

Triacylglyceroly, které ptredstavuji dal$i vyznamnou skupinou lipidii nachézejici se v téle
zivo¢ichli. Na rozdil od fosfatidylcholinii a fosfatidylethanolamind, které jsou hlavnimi
sloZkami bunéénych membran a hraji roli v bunééné signalizaci a struktufe, triacylglyceroly
nemaji strukturdlni roli v membranach, ale jsou nezbytné pro energeticky metabolismus
organismu (Watt & Steinberg, 2008). Navic bylo zjisténo, ze hraji roli 1 v propustnosti bariéry
pokozky, kdy metabolické procesy triacylglycerolu v epidermis jsou podstatné praveé pro jeji
tvorbu (Radner & Fischer, 2014). Triacylglyceroly maji strukturu slozenou z glycerolové
patete, ke které jsou pripojeny tfi mastné kyseliny. Kazd4 mastna kyselina mize byt nasycena
nebo nenasycena a variabilita téchto kyselin urCuje vlastnosti jednotlivych triacylglycerolii

(Vance & Vance, 2008).

Z dat ziskanych DI-HRMS byly v programu Microsoft Excel vytvofeny grafy zobrazuyjici
relativni zastoupeni fosfatidylcholinli, fosfatidylethanolaminti a triacylglycerolii ve vzorcich
svlecek z ventralni Casti téla. Tyto grafy poskytuji vizualni piehled o relativnim mnozstvi
jednotlivych latek v ramei své lipidické tiidy. Do grafu byly zahrnuty latky, které maji relativni
zastoupeni vyssi nez 1 % a zaroven ty, které byly detekovany alespoii u 2 ze 3 jedincti od druhu.
Prezentovan je aritmeticky primér hodnot relativniho zastoupeni daného lipidu a smérodatna
odchylka.

U jednotlivych detekovanych fosfatidylcholinti a fosfatidylethanolaminii bylo uréeno relativni
mnozstvi nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin a nasledné byl pro kazdého jedince
vypocitan pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin. Nasledn¢ byly tyto poméry
zprumérovany a spocteny smérodatné odchylky pro kazdy druh. Triacylglyceroly nebyly

zahrnuty, jelikoz jsme nebyli schopni rozlisit jednotlivé izobary a tedy je ani kvantifikovat.

GCxGC-TOF/MS analvza
Metodou GCxGC-TOF/MS byly analyzovany odlisné typy latek nez metodou DI-HRMS.

Z diivodu riznych typi latek a jejich rozdilné ionizaci nelze porovnavat relativni mnozstvi
téchto latek mezi sebou v rdmci jedné analyzy. Byla vytvotfena tabulka obsahujici relativni

zastoupeni vybranych latek a jejich reten¢ni indexy (viz Ptiloha 3, Tabulka P2). Retencni
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indexy a spektra vybranych latek byla ruéné porovniavana s komerénimi databdzemi. Latky

vSak nebyly porovnavany se standardy, proto je nutné brat jejich identifikaci jako orientacni.

Statisticka analyza

Vicerozmeérna statisticka analyza

Vicerozmérna statistickd analyza pro obé€ pouzité metody (DI-HRMS a GCxGC-TOF/MS) byla
provedena na webové platformé Metaboanalyst 5 (https://genap.metaboanalyst.ca, Ewald et al.,
2024). Data, ktera poskytly provedené analyzy, byla pfevedena na relativni rozlozeni signalu a
nasledné byla aplikovana metoda automatického Skalovani, kterd zahrnuje centrovani kolem
priméru a déleni smérodatnou odchylkou kazdé proménné. Poté byla data statisticky
zpracovana.

Jednim z vystupli z namétenych dat je analyza pomoci metody vicerozmérné statistiky
sparse PLS-DA (L& Cao et al., 2011). Sparse PLS-DA modeluje vztahy mezi hladinami lipid
a skupinami vzorkt, ¢imz identifikuje lipidy, které nejvice ptispivaji k jejich rozliseni, proto je
tento model vyuzivan k hledani rozdilti mezi riznymi druhy. Vysledky DI-HRMS i1 GCxGC-
TOF/MS byly také vizualizovany pomoci heatmap. Pro tvorbu heatmapy bylo programem
vybrano 25 nejsignifikantnéjSich latek, zvlast’ pro vysledky DI-HRMS a zvlast’ pro GCxGC-
TOF/MS. Jedna se o latky, které jsou specifické pro kazdy z druhti a které nejvice prispivaji k
rozliSeni mezi skupinami vzorki, aniz by nutné¢ mély nejvyssi zastoupeni. Heatmapa zobrazuje,
jak se jednotlivé lipidy 1i$i mezi skupinami, coZ poskytuje vizualni reprezentaci rozdilli v
lipidovém profilu. Barvy heatmapy reprezentuji intenzitu piispévku kazdého lipidu k rozliseni

skupin.

Pomeéry nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin

Poméry nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin byly spocteny pro kazdého z tii jedinct
z Sesti druhti. Nasledn¢ byly v programu Microsoft Excel provedeny statistické testy k
vyhodnoceni vyznamnosti rozdillh mezi dvéma skupinami dat — druhy Zijicimi v aridnim
prostiedi a druhy z prosttedi s vyssi vlhkosti (viz Obr. 5). Nejprve byl proveden F-test, ktery
urc€il, zda Ize pfedpokladat rovnost rozptylll (pokud je hodnota p vétsi nez 0,05), coz je dillezité
pro spravnou interpretaci vysledka T-testu. Poté byl proveden T-test, ktery testoval, zda existuje

statisticky vyznamny rozdil mezi témito dvéma skupinami dat (pokud je hodnota p mensi nez

0,05) (Boriivka, 2010).
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3 Vysledky

3.1 Kbvantitativni ¢ast

3.1.1 Sbér svlecek

Pro ucely této diplomové prace bylo nasbirano celkem 396 svle¢ek od adultnich jedincii 18
druhii nebo populaci (v ptipadé E. angramainyu) gekonii z ¢eledi Eublepharidae, pochazejicich
z prostiedi o rizné aridité. Pro kvantitativni ¢ast byly pfipraveny vzorky od samct i samic, z
ventralni i dorzélni strany téla. Lipidova extrakce byla provedena u celkem 133 svlecek, coz
predstavuje 266 vzorka — vzdy z ventralni 1 dorzalni strany. U hodnot, které byly podeziele
odlehlé (hodnoty mensi neZ 1 %) byla extrakce opakovana s novou svle¢kou. Celkem se jednalo
o 18 vzorkil (od 9 jedinct), u kterych byla k dispozici vhodna svlecka spliujici pozadované
parametry stafi (max. 247 dni). Celkové bylo pro analyzu pouzito 124 svlecek, respektive 248
vzorkl. Vysledny prehled zahrnutych druhd, poétu jedincti a primérnych hodnotach pro kazdy
druh je shrnut v tabulce (Tabulka ¢. 19). Kompletni vysledky extrakce lipidii jsou uvedeny
v ptiloze (Tabulka P1).

Ziskané hodnoty procentudlniho zastoupeni lipida ve vzorcich dorzélnich a ventralnich
svlecek jsou v ramci jednotlivych druhti variabilni (viz Obr. 10, Obr. 11 a Tabulka €. 19). Pred
dalSim statistickym zpracovanim ziskanych vysledkli byl proveden Dixonlv test pro
identifikovani odlehlych hodnot pro jednotlivé druhy zahrnuté do datového souboru. Test
odhalil, Ze jedinym vzorkem, ktery se ukazal jako odlehly (p = 0,029), byl vzorek ventralni
svlecky jednoho jedince druhu G. yamashinae. Tento vzorek byl nicméné do analyzy zahrnut i
ptesto, ze byl identifikovan jako odlehly, kviili nizkému poctu vzorki (pouze od ¢tyf jedincit)
a zejména proto, ze rozptyl hodnot nebyl ve srovnani s ostatnimi druhy nikterak vyrazny,
naopak ziskané hodnoty mély vyrazné mensi variabilitu neZ u jinych druhl a tfi ze ctyf

namétenych hodnot byly téméf totoZné (rozdil mensi nez 0,3%) Obr. 11 — ventralni lipidy.
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Tabulka €. 19: Tabulka shrnujici informace o jedincich zahrnutych do této diplomové préce.

Pro kazdy druh je vzdy uvedena ptislusna zkratka, pocet jedincti zahrnutych do kvantitativni

¢asti analyzy, rozsah a primér jejich hmotnosti, rozsah i primér hodnot SVL a rozsah i primér

procentualniho obsahu dorzalnich a ventralnich lipida.

Druh Pocet Hmotnost [g] SVL [mm] Dorzalni lipidy % Ventralni lipidy %
" Zkratka | jedincu Rozsah Primér | Rozsah Primér Rozsah Primér | Rozsah | Priamér
Aelurosc.alabotes AF 7 9,41 — 16,81 94,74 — 108,76 1,92 — 5,04 1,92 — 5,90
Selinus 25,17 119,28 8,00 10,16
12,63 — 1473 | 90.87— 95,04 491 - 448 —
Coleonyx elegans CE 7 ’ ’ ’ ’ 14,04 7,70 ’ 7,39
17,64 98,37 9,14
- — 96,22 — -
Coleonyx mitratus CM 8 10,29 14,45 90,07 ’ 2,40 6,58 4,55 6,47
19,61 04,62 10,12 8,67
Coleonyx Y 4 560—746 | 630 | 42~ 67,74 9,69 — 1248 | 2747 | 126
variegatus 71,01 14,48 13,00
Eublepharis
— 97,52 — 157,45 ,80 — 41—
angramainyu EAI 8 74,59 152,60 3,80 6,06 4,41 6,03
i 122,16 165,01 8,89 9,23
(Iran)
Eublepharis
— 91,52 — 164,43 — -
angramainyu EAS 8 79,08 ’ 157,93 4,67 7,28 3,64 6,93
. 111,53 173,62 10,04 9,29
(Syrie)
Eublep/.zar.z.s EH 6 40,89 — 50,11 119,42— 124,62 5,27 — 6.59 4,13 — 6.47
hardwickii 63,10 130,64 8,49 7,37
Eublephaj’ls EM 8 49,24 — 66.65 129,90— 137,48 3,26 — 5.64 2,45 — 5,77
macularius 86,59 146,27 8,06 9,66
j — 115,83 — _
Goniurosaurus GA g 26,64 30,22 121,88 3,73 6.99 3,02 6.96
araneus 35,40 —126,10 9,78 11,36
Gomurosau.rus GC 7 28,74 — 34,03 111,30— 120,06 1,66 — 5.36 1,86 — 5,59
catbaensis 41,41 134,08 8,11 9,23
Gonzurésa?rus GHU g 21,13 — 25,27 109,23— 115,54 1,53 — 5.88 2,21 — 5.79
huuliensis 32,84 119,44 8,87 8,51
G.omurosauru.s GLI 3 20,63 — 24,23 97,86— 100,70 2,76 — 6.53 1,30 — 6.47
lichtenfelderi 28,35 107,20 10,18 10,54
GonzurOfaurus GLU g 22,30 — 27,83 116,85— 121,33 1,45 — 5.4 2,48 — 5.05
luii 34,80 124,97 8,74 9,17
Gon%urosatfrus GSE 3 9,58 — 11,06 77,46— 84,96 5,29 — 7,53 2,34 — 7.22
singokui 13,09 89,67 11,77 10,90
Goniurosaurus GSP 5 8.49 — 1161 9,88 78,58— 80,98 5,79 — 6.66 5,05 — 6.62
splendens 82,47 7,13 8,08
Gomuros?urus GY 4 9,33 — 10.80 81,03— 83,85 5,06 — 6.73 5,70 — 6.89
yamashinae 12,82 88,37 7,79 7,86
] — — 122 — —
Hemlt‘heiconyx HC 3 39,73 46,02 106,94 ,06 4,32 6.24 2,01 591
caudicinctus 61,34 144,94 9,71 7,61
Holo.dactylus HA 4 7,81 — 8.95 73,24— 77,25 7,23 — 8.51 6,72 — 8,70
africanus 10,01 81,26 10,91 12,18
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Obr. 10: Graf zobrazujici procentualni zastoupeni lipidi ve vzorcich pochézejicich

z dorzalni strany svlecky jedinci uvedenych druhd. Zkratky pro jednotlivé druhy

vysvétleny viz Tabulka ¢. 19. Pismena a,b,c,d pfedstavuji homogenni skupiny

detekované post-hoc testem.
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Obr. 11: Graf zobrazujici procentudlni zastoupeni lipidii ve vzorcich pochazejicich

z ventralni strany svleCky jedincti uvedenych druht. Zkratky pro jednotlivé druhy

vysvétleny viz Tabulka ¢. 19. Pismena a,b,c,d pfedstavuji homogenni skupiny

detekované post-hoc testem.
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Obr. 12: Graf znazoriujici zavislost mezi procentudlnim zastoupenim lipidi ve vzorcich z
ventralni a dorzélni strany svlecek jedinci uvedenych druhti. Symboly pro jednotlivé druhy
jsou vysvétleny v legendé vpravo od grafu. Zkratky pro jednotlivé druhy vysvétleny v tabulce

¢. 19.

Mnozstvi lipidi ve svlecce pochazejici z ventralni a dorzalni strany spolu dobie koreluje
(Obr. 12, R?2=0,5235, p << 0,001). I pfes zna¢nou variabilitu se mezi sebou mnozstvi lipidt
mezi druhy statisticky signifikantné 1i$i (vzorky z dorzalni ¢asti téla ANOVA: F17, 106 = 3,049,
p=0,0002; vzorky z ventralni ¢asti téla ANOVA: F17,106= 2,6561, p=0,0012). Nasledny post-
hoc test detekoval n€¢kolik odlisSnych homogennich skupin, které jsou vyznaceny na Obr. 10 a

Obr. 11.

3.1.2 Souvislost mezi mnoZstvim lipidi, ztratami vody vyparem a ariditou prostredi
Aridita prostredi

Statisticky signifikantni vySla 1 po zahrnuti vlivu fylogeneze negativni korelace mezi
mnozstvim lipida ve svlecce na dorzalni i ventralni stran¢ a Q prostredi, ve kterém se dany druh
vyskytuje. Zde bylo mozné pouzit 17 z 18 studovanych druhti, tedy kompletni datovy soubor,

pouze bez zminovaného Goniurosarus huuliensis. Po zahrnuti vlivu fylogeneze a logaritmické

transformaci lze vztah mezi mnozstvim lipidi ve svleCce z dorzalni Casti t€la a Q popsat
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ptimkou s interceptem 1,060 + 0,091 S.E. a sklonem -0,123 + 0,035 S.E. (PGLS: Fi,15=11,92;
p = 0,003, A = 0,885). Pro ventralni stranu je tento vztah popsatelny pfimkou s interceptem
1,050 + 0,085 S.E. a sklonem -0,091 + 0,035 S.E. (PGLS: F1,15=11,92; p= 0,019, A = 0,534).
Modely vysvétli 40,57 % (dorzalnimi lipidy) a 26,77 % (ventralnimi lipidy). Je zde tedy
negativni korelace mezi ariditou prostfedi a obsahem ventralnich i dorzalnich lipida (viz Obr.

13). To znamena, Ze v susSich prostfedich maji vzorky klize tendenci mit vyssi obsah lipidi.
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Obr. 13: Vztah mezi primérnym mnozstvim lipida (procentudlniho zastoupeni) ve svleckach
pochazejicich z ventralni a dorzélni strany téla a indexem aridity prostiedi (Q) u studovanych

zastupcu Celedi Eublepharidae.
Lipidy jako prediktory TEWL

Z vysledk hierarchicky vloZenych PGLS modeld, které zahrnovaly hmotnost, mnoZzstvi
ventralnich a dorzalnich lipidi a jejich kombinaci bylo vyhodnoceno, ze lipidy v kiizi,
zejména ve ventralni oblasti, jsou nejlepsimi prediktory TEWL. Model zahrnujici pouze
ventralni lipidy je podle vysledkl porovnani hodnot AICc nejlep$im modelem pro vysvétleni
rozdiltt v TEWL mezi studovanymi zastupci gekonCikli vysvétlujici témet 47% variability
(R?=0,469), viz Tabulka ¢. 20. Po zahrnuti vlivu fylogeneze l1ze vztah mezi TEWL a
mnozstvim lipida ve svlecce z ventralni ¢asti téla popsat ptimkou s interceptem 3,264 + 0,521

S.E. a sklonem -2,329 + 0,599 S.E. (PGLS: Fi,15=15,1; p= 0,001, A =1).
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Tabulka €. 20: Tabulka s porovnanim riiznych modeli pro vysvétleni variability v hodnotach
celkoveé ztraty vody vyparem (TEWL) pomoci AICc hodnot. Tabulka ukazuje modely
zahrnujici rdzné kombinace proménnych, vcetné logaritmickych hodnot hmotnosti (log m),
obsahu dorzalnich lipidi (log dorzalni lipidy) a ventralnich lipidi (log ventrdlni lipidy).

Nejlepsi model s nejniz§i AICc hodnotou je zvyraznén tucné.

Model AICc hodnota | AAICc
log TEWL ~ 1 (nulovy model) 12,661 9,252
log TEWL ~ log hmotnost 7,673 4,264
log TEWL ~ log dorsalni lip 6,917 3,508
log TEWL ~ log ventralni lipidy 3,409 0

log TEWL ~ log hmotnost + log dorsélni lipidy 6,538 3,129
log TEWL ~ log hmotnost + log ventralni lipidy 5,956 2,547
log TEWL ~ log hmotnost + log dorsalni lipidy + | 8,916 5,507
log ventralni lipidy

log TEWL ~ log dorsélni lipidy + log ventralni | 6,100 2,691
lipidy

Jak bylo popsano vyse, u gekoncikt jsou TEWL silné korelovana s CWL, proto byla
provedena i analyza zkoumajici vztah mezi CWL a mnozstvim lipidi v kizi, kde vSak nejsou
dostupna data pro vSechny studované druhy. Po zahrnuti vlivu fylogeneze a pouziti metody
PGLS se ukazuje, Ze vztah mezi CWL z dorzélni ani ventralni ¢asti téla statisticky signifikantné
nekoreluje s mnozstvim lipidi ve svleCkach pochazejicich z dané c¢asti téla (dorzélni strana
PGLS: Fi,14 = 0,925; p = 0,352, A = 0,967; ventralni strana PGLS: Fi14 = 2,971; p = 0,107,
A =0,814). V této analyze nicmén¢ chybél druh C. variegatus, pro kterého kviili malé velikosti

téla nejsou z technickych divodi data o CWL dostupna.
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3.2 Kbvalitativni ¢ast

Pro kvalitativni ¢ast této diplomové prace byly také pouzity svlecky adultnich jedinct gekonti
z Celedi Eublepharidae, tentokrat vSak pouze ventralni ¢asti svleCek a pouze samice. Bylo
vybrano celkem Sest druhil, z nichZ tfi pochdzi z vlhkého prosttedi a tfi z prostfedi s vyssi
ariditou (viz Obr. 5). Od kazdého druhu byl odebran vzorek od tii jedinct, coz ptredstavuje
celkem 18 vzorkil. Tato analyza se zaméfila na charakterizaci lipidového slozeni vzorkd. Na
rozdil od kvantitativni analyzy, kde byl zjistén obsah lipidd, Slo predevsim o identifikaci

konkrétnich latek pfitomnych ve vzorcich.

3.2.1 DI-HRMS

Pomoci DI-HRMS metodou piimého nastiiku byly analyzovany fosfolipidy z tiidy
fosfatidylcholint a fosfatidylethanolamind a triacylglyceroly. Vystupem analyzy jsou grafy
relativniho procentudlniho zastoupeni jednotlivych fosfolipida a izobarickych triacylglycerolt
(viz Obr. 14-16). Z vysledki této analyzy dat lze usuzovat, ze se jednotlivé druhy mezi sebou

1i8i ve sloZeni lipidl v extraktech kizi.

Fosfatidylcholiny

Existuje znacnd variabilita ve slozeni fosfatidylcholinli mezi jednotlivymi druhy gekont. (viz
Obr. 14). N¢které fosfatidylcholiny jsou pfitomny ve vys$§im mnozstvi napfi¢ vSemi druhy. Ve
fosfatidylcholinech byly detekovany pfedevsim nasycené mastné kyseliny a kyseliny s jednou
nebo dvéma dvojnymi vazbami. Napftiklad fosfatidylcholin 16:0 18:2 ma relativné vysoké
procento zastoupeni ve vét§iné studovanych druhii. Podobné je tomu i u fosfatidylcholinu

16:0 18:1 nebo 18:0 18:2.

Fosfatidylethanolaminy

Jednotlivé druhy gekonll vykazuji zna¢né rozdily také ve slozeni fosfatidylethanolamini (viz
Obr. 15). V detekovanych fosfatidylethanolaminech se objevuji jak nasycené mastné kyseliny,
tak mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou a ve vyssi mife také polynenasycené mastné
kyseliny (mastné kyseliny se dvéma a vice dvojnymi vazbami). Napftiklad
fosfatidylethanolamin 16:0 18:2 je ve vys$i mife zastoupen u druhu A. felinus. N&které
fosfatidylethanolaminy jsou pfitomny ve vy$§im mnozstvi napti¢ vSemi druhy, ptikladem je
fosfatidylethanolamin 18:0 18:2, ktery ma relativné vysoké procento zastoupeni u vétSiny

studovanych druht.
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Triacylglyceroly

Triacylglyceroly také vykazuji zna¢nou variabilitu ve sloZzeni mezi studovanymi druhy gekont,
jak je zndzornéno na Obr. 16. Rizné typy triacylglycerolii se vyskytuji v rizném mnoZstvi
napfi¢ studovanymi druhy. Napfiiklad triacylglyceroly 50:0 a 52:0 jsou vyrazné zastoupeny opé&t
u druhu 4. felinus. Naopak triacylglyceroly 62:0, 64:0, 66:0 jsou nejvyraznéji zastoupeny u

druhu H. caudicinctus. Triacylglycerol 54:4 ma podobné relativni zastoupeni u vSech druht.
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3.2.2 GCxGC-TOF/MS

Metodou GC-GC-TOF/MS bylo detekovano celkem 228 rtznych typt latek, z nichz vétSinu
nebylo mozné bezpecné identifikovat. Tabulka ¢. 21 uvadi seznam latek, jejichz retencni indexy
a spektra byly ru¢né porovnany s komercnimi databazemi a které byly timto zplsobem
identifikovany. Mezi témito latkami byly pfevazné volné mastné kyseliny, zejména nasycené s
delsim fetézcem a se sudym poctem uhlikti, jako je kyselina palmitova, kyselina stearova a
kyselina arachidovd. Kromé mastnych kyselin byl u vSech vzorkd hojn¢ detekovan také
cholesterol a glycerol. Vystupem ziskanych dat je také vicerozmérna statisticka analyza (viz
Obr. 18 a Obr. 19). Z vysledk je opét patrné, Ze se jednotlivé druhy lisi v téchto latkach a jejich

zastoupeni.
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Tabulka €. 21: Souhrnna tabulka zobrazujici latky, které byly detekované analytickou metodou

dvourozmérné komprehensivni plynové chromatografie s hmotnostni detekci ve vzorcich kiize

jedincii ¢eledi Eublepharidae, spolu s jejich retenénimi indexy a relativnim zastoupenim ve

vzorcich (%). Pokracovani tabulky na dal$i stran¢. Znaceni jednotlivych druhti: AF -

Aeluroscalabotes felinus;, CV — Coleonyx variegatus; HC — Hemitheconyx caudicinctus; EM —

Eublepharis macularius; GSE — Goniurosaurus sengokui; CE — Coleonyx elegans. Rimské &islice pak

odliSuji rizné jedince daného druhu.

Arachidova | Kyselina | Kyselina Glycerol Kyselina | Kyselina
kyselina | dokosenova | behenova onosteart lignocerova | cerotova | Cholesterol | Campesterol
(C20:0) (C22:1) (C22:0) (C24:0) (C26:0)
anaél.ytu 198 221 227 241 250 267 277 280
retencni
. 2435 2608 2635 2769 2839 3029 3184 3291
EMI 2,07 0,32 2,14 0,68 0,37 0,03 8,30 0,26
EM I 1,58 0,27 1,61 0,60 0,32 0,04 7,71 0,20
EM III 1,70 0,42 1,90 0,45 0,38 0,03 6,47 0,14
GSEI 2,56 0,18 1,66 0,31 0,28 0,00 21,04 0,19
GSE 11 2,45 0,36 1,71 0,75 0,37 0,02 13,53 0,12
GSE III 1,58 0,36 1,28 0,63 0,24 0,01 11,94 0,17
AF 1 1,08 0,10 0,79 0,31 0,41 0,18 22,06 0,33
AF 11 1,15 0,17 0,99 0,48 0,38 0,19 21,72 0,38
AF III 1,28 0,25 0,96 1,28 0,37 0,16 21,61 0,37
CVI 0,92 0,38 1,22 0,62 0,13 0,08 8,06 0,11
cvil 1,59 0,19 2,10 0,30 0,21 0,13 9,95 0,13
CV I 2,00 0,28 2,53 0,33 0,24 0,06 8,58 0,12
CEI 1,62 0,44 1,68 0,38 0,27 0,02 10,75 0,21
CEII 1,78 0,58 1,88 0,50 0,31 0,03 9,25 0,21
CE III 2,29 0,55 243 0,63 0,25 0,02 10,98 0,22
HCI 2,15 0,32 1,93 0,43 0,43 0,02 8,43 0,16
HCII 2,65 0,29 2,09 0,55 0,32 0,00 10,87 0,23
HC IIT 2,44 0,32 2,07 0,50 0,43 0,02 9,27 0,19
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Tabulka €. 21: Pokraovani pfedchozi tabulky. Souhrnné tabulka zobrazujici latky, které byly

detekované analytickou metodou dvourozmérné komprehensivni plynové chromatografie s

hmotnostni detekci ve vzorcich kize jedinct ¢eledi Eublepharidae, spolu s jejich retencnimi

indexy a relativnim zastoupenim ve vzorcich (%). Znaceni jednotlivych druht viz vyse.

Kyselina | Kyselina | Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
Glycerol | nonanova | laurovd | mystistovéa | pentadekanova | hexadekenova | palmitova | stearova
(C9:0) (C12:0) (C14:0) (C15:0) (C16:1) (16:0) (C18:0)
anacl'ytu 17 37 97 122 134 145 146 172
retencni
o 1262 1359 1651 1846 1943 2021 2041 2242
EMI 8,52 0,63 0,08 0,11 0,07 0,09 5,46 15,21
EM II 11,01 0,69 0,12 0,08 0,05 0,08 6,85 9,61
EM 111 8,82 0,51 0,05 0,05 0,04 0,08 4,28 7,14
GSE I 4,39 1,55 0,18 0,22 0,11 0,14 8,19 9,59
GSE 11 9,19 0,26 0,11 0,18 0,07 0,08 6,80 9,99
GSE 111 8,71 0,41 0,09 0,08 0,04 0,11 7,48 9,95
AF 1 443 1,97 0,15 0,20 0,13 0,11 11,21 8,29
AF 11 3,42 1,70 0,15 0,16 0,11 0,10 10,09 9,09
AF III 4,60 2,04 0,11 0,13 0,11 0,11 9,02 8,43
CVI 4,94 0,40 0,12 0,20 0,16 0,29 7,92 4,16
CV 1l 4,40 1,03 0,17 0,18 0,14 0,22 8,27 7,82
CV I 3,19 0,43 0,12 0,15 0,14 0,18 8,18 7,99
CEI 7,51 0,49 0,08 0,12 0,06 0,11 5,40 10,80
CEII 5,24 0,38 0,09 0,07 0,04 0,07 5,67 10,13
CE I 6,51 0,64 0,11 0,10 0,06 0,11 7,67 12,90
HCI 10,06 0,49 0,09 0,09 0,05 0,09 541 9,55
HCII 6,08 0,63 0,07 0,08 0,06 0,12 5,35 9,20
HCIII 7,20 0,35 0,12 0,09 0,06 0,12 6,62 11,16
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3.2.3 Statisticka analyza

Vicerozmérna statisticka analyza

Analyza odhalila vyrazné klastrovani jedinct do skupin odpovidajicich jejich druhim. Tento
trend byl patrny jak u lipidovych profili ziskanych metodou DI-HRMS (viz Obr. 17), tak u
latek ziskanych metodou GCxGC-TOF/MS (viz Obr. 18). Klastrovani, zalozené na 25
nejvyznamnéjSich latkach, jasné ukazuje na podstatné rozdily mezi druhy, a to nejen ve slozeni
fosfolipidii a triacylglyceroll, ale 1 dalSich latek detekovanych pomoci GCxGC-TOF/MS.
Nezda se vsak, ze by spolu klastrovaly druhy obyvajici prostiedi o podobné aridité¢ (tedy s
podobnym Q) nebo, ze by druhy klastrovaly na zéklad¢ fylogenetickych vztaha (viz Obr. 17 a
Obr. 18).

Vzhledem k tomu, ze pro H. caudinctus byly k dispozici pouze dva vzorky, byla pfi
tvorbé heatmapy jako tieti hodnota pouzita primérna hodnota z téchto dvou vzorkit. Cim tmavsi

barva, tim je intenzita ptispévku dané latky k rozliSeni druhti vyssi.
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Obr. 17: Heatmapa zobrazujici 25 nejsignifikantn€jSich fosfolipidii (fosfatidylcholinii a
fosfatidylethanolaminti) a triacylglycerold u rtuznych druhii gekoncikli. Pro tvorbu této
heatmapy byla vyuZita data ziskand analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim metodou pfimého nastfiku (DI-HRMS). Znaceni jednotlivych druht: AF —
Aeluroscalabotes felinus;, CV — Coleonyx variegatus; HC — Hemitheconyx caudicinctus; EM —
Eublepharis macularius; GSE — Goniurosaurus sengokui; CE — Coleonyx elegans. Rimské &islice pak

odlisuji rizné jedince daného druhu.
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Obr. 18: Heatmapa zobrazujici klastrovani jedincti do jednotlivych druhi gekonéiktli na zakladé
25 nejsignifikantnéjSich latek detekovanych metodou dvourozmérné komprehensivni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Cim tmavsi barva, tim je latky v rimci porovnavanych
vzorktl vice. Cislo analytu odpovidd detekovanym latkam, které lze nalézt blize popsané

v Prilohach (Tabulka P2). Znaceni jednotlivych druhi viz Obr. 17.

Poméry nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin

Poméry nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin ve fosfatidylcholinech a
fosfatidylethanolaminech byly vypocteny pro kazdého jedince a druh (viz Tabulka €. 22).
Nasledné byl proveden T-test, ktery ukézal statisticky vyznamny rozdil mezi druhy zijicimi v
aridnich a vlhkych oblastech pro fosfatidylcholiny (p = 0,024). Pro tuto analyzu vsak byly
zahrnuty pouze dva vzorky pro H. caudinctus, proto lze vysledek povazovat spisSe za hranicni.
Vysledky T-testu pro fosfatidylethanolaminy ukazuji, ze rozdil mezi témito dvéma skupinami

gekont neni statisticky vyznamny (p = 0,116).
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Tabulka €. 22: Poméry nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin ve fosfatidylcholinech

a fosfatidylethanolaminech pro jedince a druhy gekonéiki. Cim vyssi pomér, tim vy$§i obsah

nasycenych mastnych kyselin pfedstavuje. Zahrnuty jsou také primérné hodnoty a smérodatné

odchylky pro kazdého jedince.

Pomér
Druh | Jedinec pomer Primér Smerodatn (fosfatidyl- | Primér Smerodatn
(fosfatidylcholiny) odchylka odchylka
ethanolaminy)

EM I 0,877 0,919

EM | EMII 0,925 0,884 0,037 0,854 0,875 0,039
EM III 0,851 0,851
CVI 0,752 0,897

Cv Cv1l 1,017 0,844 0,150 0,756 0,820 0,071
CV I 0,762 0,807
HCI 0,888 0,789

HC HCII 0,892 0,890 0,003 0,815 0,802 0,013
HC III - 0,800
CEI 0,766 0,897

CE CE Il 0,802 0,756 0,512 0,756 0,820 0,071
CE III 0,700 0,807
AF1 0,710 0,516

AF AF 11 0,760 0,686 0,089 0,567 0,529 0,033
AF 111 0,587 0,505
GSE 1 0,840 0,946

GSE | GSEII 0,947 0,781 0,202 0,888 0,838 0,140
GSE 111 0,556 0,681
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Porovnani vysledki DI-HRMS a GCxGC-TOF/MS

S vyuzitim vysledkd ziskanych dvéma odliSnymi analytickymi technikami (DI-HRMS a
GCxGC-TOF/MS) byla provedena Sparse PLS-DA analyza. I ptesto, ze kazda z téchto metod
detekovala rlizné typy latek, lze pozorovat znacnou shodu ve vysledcich. Jedinci se vzdy
klastruji do skupin odpovidajicich jednotlivym druhiim (viz Obr. 19). Druhy C. variegatus a A.
felinus se na zékladég této analyzy vyrazné 1isi od ostatnich druhtl i od sebe navzdjem. Nicméng¢,

ani zde neni patrné klastrovani podle typti obyvanych habitatti.
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Obr. 19: Porovnani vysledkii dvou nezavislych analyz pro odlisné skupiny latek metodou
Sparse PLS-DA. Vysledky zobrazuji klastrovani jedinct jednotlivych druht podle riznych
komponent na zdkladé¢ chemického sloZeni. Graf vlevo vzdy zobrazuje vysledky analyzy
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim metodou ptimého nasttiku (DI-HRMS). Graf
vpravo pak vysledky dvourozmérné komprehensivni plynové chromatografie s hmotnostni

detekei (GCxGC-TOF/MS). Znaceni jednotlivych druht viz Obr. 17.
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4 Diskuze

V ramci Celedi Eublepharidae najdeme druhy vykazujici vysokou variabilitu v TEWL a zaroven
druhy obyvajici riznd prostiedi, kterd sahaji od tropickych vlhkych oblasti az po suché pouste
(Hluben et al., 2021). Pravé tato rozmanitost ¢ini tuto skupinu idealni pro hledani vysvétleni
rozdilti v hodnotach TEWL. Jak jiZ bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, jednim z hlavnich
podilt na TEWL méa CWL, jejiz hodnoty u gekoncikl siln¢ koreluji s hodnotami TEWL
(Hluben et al., 2021) a hraji na rozdil od ztrat vody dychanim vyznamnou roli pfi adaptivnich
zménach TEWL na prostiedi o rozdilné aridit¢ (Hluben et al., 2021). Jiz dlouho je pfedmétem
vyzkumi, co za témito rozdily stoji a jakou roli v této problematice hraji kozni lipidy nebo
naptiklad Supiny (napf. Licht & Bennett, 1972; Maderson et al., 1978; Roberts & Lillywhite,
1980; Weldon & Bagnall, 1987; Sakich et al., 2021). Jelikoz vysledky Hlubené et al. (2021)
ukazuji, ze rtizna velikost Supin za rozdily v CWL spiSe nestoji, zaméfila jsem se v této
diplomové préci na analyzu lipidi v pokoZce gekoncikd, jejich vliv na CWL a potazmo TEWL.

Extrakci lipidt ze svlecek gekonc¢iki bylo zjisténo, ze primérné hodnoty procentudlniho
zastoupeni lipidil v dorzalni i ventralni ¢asti pokozky se pohybuji v rozmezi 5 az 12 % (viz
Tabulka €. 19 a Ptiloha €. 2), coz je srovnatelné s publikovanymi hodnotami od jinych zastupct
Supinatych plazli (Roberts & Lilywhite, 1983; Burken et al., 1985; Weldon & Bagnall, 1987;
Torri et al, 2014). Pro gekonCiky byla prozatim publikovéna jen jedind hodnota tykajici se
mnozstvi koznich lipidd, a to pro druh E. macularius (Weldon & Bagnall, 1987). Publikovana
hodnota 10,8 % je téméi dvojnasobna v porovnani s primérnou hodnotou ziskanou v této
diplomové praci. Tato odchylka mize byt zplisobena n€kolika faktory. Autofi, zda se, pouZzili
svleCku pouze od jednoho jedince, pfi¢emz neuvadéji pohlavi zvifete ani to, zda vzorek
zahrnoval ¢ast svlecky z oblasti kloaky, kde se nachéazeji pory produkujici voskovité vymésky
u samcu. Pokud by tato oblast byla zahrnuta do vzorku, mohly by vymé&sky ulpét na svlecce a
ovlivnit tak mnoZstvi extrahovanych lipidi. Dale se metodika extrakce lipidii v pfedchozim
vyzkumu mirné liSila, zahrnovala pouZiti riznych pomérii chloroformu a methanolu, zahfivani
vzorku a odlisnou délku extrakce. Tato zjisténi poukazuji na moZnost, Ze metodické rozdily
mohou ovlivnit mnozstvi extrahovanych lipidi z pokozky. Pouzitd metoda extrakce lipidi, kdy
byl vzorek extrahovan po dobu 24 hodin ve smési chloroformu a methanolu v objemovém
poméru 2:1, je v podobné zaméienych studiich bézné vyuzivana a podle Roberts & Lillywhite
(1983) je povazovana za jednu z nejefektivnéjSich metod pro extrakei lipidd z kize plazd.

Z vysledki extrakce lipida je patrné, ze 1 pfes patrnou vnitrodruhovou variabilitu, jsou

mezi studovanymi druhy signifikantni rozdily v mnozstvi lipidd (Obr. 10 a Obr. 11).
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Vnitrodruhové rozdily v mnozstvi lipidi mohou odrazZet nejen rozdily ve véku a pohlavi, ale i
celou fadu dalsich faktori. Naptiiklad Agugliaro a Reinert (2005) dokumentuji vyrazné rozdily
v mnozstvi koznich lipidi u chiestySe lesniho (Crotalus horridus) pti porovnavani
novorozenych (prvni svlecka) a dospélych jedinct. V této diplomové praci byli pouziti pouze
dospéli jedinci, ale presny vék u vétSiny studovanych jedinci nebyl zndm. Rozdily mezi
pohlavimi nebyly z divodu nevyvdzené¢ho poméru pohlavi u nékterych druhli v této praci
studovany, ale informace o rozdilech v lipidovém slozeni kiize mezi samci a samicemi neni
znama ani z dostupné literatury. Nejvyraznéj$im druhem ve srovnani s ostatnimi gekonciky je
C. variegatus, u kterého byla jako jedina pfekroc¢ena priimérnd procentudlni hodnota mnozstvi
lipidii 10 % (ventralni strana 12,26 % a dorzalni strana 12,48 %).

Souvislost mezi ptitomnosti lipidii v pokozce plazli a jeji propustnosti pro vodu,
respektive mirou CWL, byla nékolikrat potvizena. Tento vztah byl demonstrovdn pomoci
svlecek, kdy porovnani CWL in-vitro pted a po extrakci lipidi ukdzalo mnohondsobné zvyseni
CWL a zaroven smazani mezidruhovych rozdilti pozorovanych pted extrakci (napt. Roberts &
Lillywhite, 1980, 1983; Burken et al., 1985, Kattan & Lilywhite, 1989). Mnozstvi lipidu ve
vzorcich pochazejicich z ventralni a dorzalni strany téla u gekoncika spolu dobie koreluje (
Obr. 12). Zaroven vSak byly hodnoty pro dorzéalni a ventralni mnozstvi lipidli do analyz pouzity
oddélené protoze i CWL se mezi télnimi stranami se u gekonciku 1isi a je nizsi na dorzalni
stran¢ téla (Hluben et al. 2021). Niz§i CWL z dorzalni strany téla bylo zjisténo i u gekoni rodu
Paroedura (Myslikova, 2020) nebo u leguanka Sceloporus consobrinus (Oufiero & Van Sant
2018). Naopak u studovanych zastupct chiestySovitych se CWL mezi dorzélni a ventralni
stranou nelisi nebo je vys$si na dorzalni strané¢ (Miller & Lutterschmidt, 2014). Druhy plazt,
véetné gekonciki, se 1i8i v hodnotdch TEWL, resp. CWL v zavislosti na aridité prosttedi, ktera
obyvaji. U druhu zijicich v susSich, tedy aridné;Sich oblastech, byly pozorovany nizsi hodnoty
TEWL i CWL, cozZ naznacuje jejich adaptaci na minimalizaci ztrat vody v suchych podminkach
(Mautz, 1982; Cox & Cox, 2015; Hluben et al., 2021).

U zastupct ¢eledi Eublepharidae byla v diplomové praci nalezena negativni korelace
mezi ariditou prostiedi reprezentovanou indexem Q a obsahem lipida (Obr. 13). To znamena,
ze vzorky kiize druhil obyvajici sussi prostfedi maji tendenci obsahovat vyssi mnozstvi lipidi.
Tyto vysledky jsou v souladu s pfedchozimi vyzkumy, které ukdzaly, ze pro druhy zijici v
aridnim prostfedi byva typicky vyssi obsah lipidd v kiizi (napt. Roberts & Lillywhite, 1983;
Burken et al., 1985; Torri et al., 2014). Doposud byly objekty zajmu podobnych vyzkumt
hlavné hadi a vysledek této prace tak predstavuje prvni informace tykajici se jestérti. Na druhou

stranu s témito vysledky jsou v rozporu Miller & Lutterschmidt (2014), kteti porovnavali CWL
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(opét s vyuzitim svlec¢ek) a mnozstvi lipidi v pokozce u dvou druhti sympatrickych ploskolebceit
piscivorus. Zjistili, Ze 1 pres vyrazné rozdily v CWL a vyssi hodnoty u semiakvatického druhu
se druhy neli§i v mnozstvi lipidd. Pf1 bliz§im porovnani se 1 u gekoncikl vyskytuji druhy, které
maji velmi podobné mnozstvi koznich lipidd, ale Ziji v prostiedi s naprosto rozdilnou ariditou
a lisi se 1 v hodnotach TEWL a CWL. To naznacuje, ze klicovym faktorem pro adaptace nemusi
byt pouze kvantitativni obsah lipidd, ale Ze tato problematika je mnohem komplexngjsi. Druhy
se mohou mezi sebou lisit nejen mnozstvim a lipidovou skladbou pokozky, ale také strukturou
a usporadanim lipid v kiizi (Torri et al. 2014). Tato variabilita v lipidové struktufe mlze mit
pfimy vliv na propustnost pokozky pro vodu, tedy na TEWL.

Diky datim Hlubené et al. (2021) bylo mozné prozkoumat, jak mnoZzstvi lipida v
dorzalni a ventralni ¢asti téla, spolu s velikosti téla reprezentovanou hmotnosti, pfispiva k
variabilit¢ v TEWL u gekonciki zijicich v riznych prostfedich. Lipidy se ukazaly jako dilezity
faktor hrajici roli ve variabilit¢ TEWL, kdy na zaklad¢ ziskanych vysledkl nejlépe vysvétluje
rozdily v TEWL mezi gekon¢iky. Dorséalni lipidy jsou také dobrym prediktorem, avSak
ventralni lipidy se zdaji mit vétsi vliv a vysvétlujici témét 47% variability v TEWL. Nicméné,
patrné diky chybé&jicim datlim, se uZ nepodaftilo prokdzat vztah ptimo mezi obsahem lipidl a
CWL. CWL u gekonciki siln€ pozitivné koreluyje s TEWL a zda se byt zdsadni pro pozorované
rozdily v TEWL (Hluben et al. 2021). V analyze chybél druh C. variegatus, pro které¢ho kvili
malé velikosti téla nejsou z technickych diivodi data o CWL dostupna. Jak jiz bylo zminéno
vyse, C. variegatus vsak svymi hodnotami pomérné vybocuje oproti ostatnim druhim, a proto
by mohlo byt zajimavé najit zpisob, jak ho do analyzy zahrnout ¢i bliZze prozkoumat jeho
lipidové slozeni. Negativni vztah mezi CWL a mnozstvim lipidQ, ktery dokumentuji rizné
studie jak na mezidruhové¢, tak na vnitrodruhové trovni (Roberts & Lilywhite, 1980; Kattan &
Lillywhite, 1989; Weldon & Bagnal, 1987; Agugliaro & Reinert, 2005), je studovan in-vitro na
zéklade¢ studia propustnosti kiize diky vyuziti svlecek. Oproti tomu, data o CWL u gekonciki
pouzita v této praci byla ziskdna pfimo métfenim zivych zvitat za pouziti pfistroje Tewameter
(viz Hluben et al., 2021).

Jednim z ptivodnich cilt této diplomové prace bylo zméfit pfimo permeabilitu pokozky
pro vodu u svle¢ek gekoncikll, coz se ale kvili technickym problémim nezdatilo. VétSina
dosavadnich studii se zamétovala pfedev§im na hady nebo vétsi jestéry, jejichz pokozka se
muZze v mnoha ohledech vyrazné liSit od pokozky menSich jestérti, jako jsou gekoncici. Tyto
rozdily se projevuji jak ve struktufe, tak napiiklad v typu Supin ¢i obsahu lipidi (Weldon &

Bagnall, 1986). Svlecka gekoncikii se ukazala byt velmi kiehkd a jemna, coz vedlo k jejimu
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poskozeni jiz na pocatku experimentu, a tim bylo znemoznéno pokraCovani méfeni. Pro
budouci vyzkum by bylo vhodné se zamétit bud’ na vétsi druhy jestérti, zejména na skupiny
obyvajici Sirokou Skalu prostfedi a lisici se v TEWL, ale zarovein s pokozkou lépe
piizplisobenou experimentalnim podminkam, nebo na Gpravu metodiky tak, aby bylo mozné
provadét experimenty i u druhil s jemnéjsi pokozkou.

Kromé zjisténi rozdilti v mnozstvi lipida byla provedena také kvalitativni analyza
extrahovanych lipidd. Jedna se o prvotni ndhled do této problematiky a do budoucna bude
vyzadovat detailnéjsi analyzu, ktera je nad ramec moznosti této prace. Do této casti diplomové
prace bylo zahrnuto 6 druht, konkrétné: E. macularius, H. caudinctus a C. variegatus jako
zastupci druhll Zijicich v aridnim prostiedi (Q v rozmezi 4,12-68,22) a A. felinus, G.
sengokui a C. mitratus z vlhkych oblasti (Q v rozmezi 241,52-461,92). V ramci této analyzy,
ktera zahrnovala mimo kvalitativni ¢asti také tu kvantitativni, byly nejprve pomoci metody DI-
HRMS detekovany fosfolipidy a triacylglyceroly, coZ jsou latky, které¢ byly jiz v minulosti v
ktzi plazt detekovany (Weldon & Bagnall, 1986). Studované druhy gekonc¢ika se mezi sebou
1181 jak mnozstvim, tak i konkrétnimi latkami (Obr. 14 — 16). N&které typy fosfatidylcholind a
fosfatidylethanolaminti jsou vyraznéji pfitomné u n¢kterych druhi, zatimco u jinych chybi. Ze
ziskanych vysledki se nezda, Ze by v ramci detekovanych latek existovala néjaka, ktera by byla
vice zastoupena v jednom typu prosttedi nebo byla pro jeden typ prostiedi typicka.

Na zaklad€ pomérti nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin se jevi,
ze by mohl existovat urcity trend v souvislosti s ariditou prostiedi. Konkrétné na zaklad¢ téchto

cey

poméri v ramci fosfatidylcholini vykazuji skupiny Zijici v prostiedi s odliSnou ariditou
statisticky vyznamny rozdil. Zda se, ze druhy zZijici v suchych oblastech maji vyssi obsah
nasycenych mastnych kyselin. Pro tuto analyzu vSak byly zahrnuty pouze dva vzorky pro H.
caudinctus, proto lze vysledek povazovat statisticky spiSe za hrani¢ni. Pro potvrzeni nebo
vyvraceni tohoto zavéru jsou zapotiebi dal$i analyzy. Na rozdilné procentudlni zastoupeni
nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin mezi druhy poukazuje také studie Chunfu et al.
(2019).

Metodou GCxGC-TOF/MS pak byly detekovany latky jako jsou volné mastné kyseliny,
cholesterol ¢i napft. glycerol. Tyto latky byly detekovany i v ramci dalSich studii, které se
zam¢étovaly predev§im na hady (napt. Torri et al., 2014; Goldberg et al., 2017; Chunfu et al.,
2019, Torri et al., 2020), ale naptiklad cholesterol a jeho derivaty byly detekovany u jeStéra
vysoce adaptované¢ho na poustni prostiedi korovce jedovatého (Heloderma suspectum) (Torri

et al.,2020). V ramci této diplomové prace byly zminéné latky pfitomné u vSech zkoumanych

druhti (viz Tabulka €. 21), coz ptindsi mirné€ odlisné vysledky oproti studii provadéné na hadech
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(Andonov et al., 2023), ve které byl cholesterol detekovan pouze v n€kterych vzorcich. Bylo
zjisténo, ze cholesterol a jeho derivaty vykazuji omezenou propustnost pro vodu a mohou se
podilet na stabilizaci a zhutiiovani lipidové vrstvy (Roberts & Lillywhite, 1980; Torri et al.,
2020; Andonov et al., 2023). Ve zminénych studiich jsou Casto zminovany také derivaty
cholesterolu, které nebyly v této préci identifikovany. To vSak nutné neznamend, Ze nebyly
pfitomny, ale spiSe Ze jejich identifikace byla limitovdna metodikou. Detekované mastné
kyseliny byly u vSech vzorkil pfevazné nasycené a s del$im uhlikatym fetézcem, coz odpovida
vysledktim studie Torri et al. (2014) u hadl z riznych oblasti. Naopak Chunfu et al. (2019)
detekovali ve vzorcich kliZze zejména polynenasycené mastné kyseliny.

Na zaklad¢ vicerozmérné statistické analyzy vysledki ziskanych metodami DI-HRMS
1 GCxGC-TOF/MS bylo prokdzano, ze mezi zkoumanymi druhy existuji zna¢né rozdily.
Vysledky obou analyz ukazuji, ze jedinci klastruji do skupin odpovidajici ptislusnym druhtim
(viz Obr. 17-19). Lze tedy fici, Ze dv€ na sobé nezavislé analyzy, které detekovaly rlizné typy
latek, dospély k velice podobnym zavérim. Vysledky rovnéz ukazuji, ze nékteré¢ druhy
vykazuji vyrazné odchylky od ostatnich i od sebe navzijem — jednd se zejména o druhy A.
felinus a C. variegatus (viz Obr. 17 — 19). Statisticka analyza vysledkit GCxGC-TOF/MS a DI-
HRMS vsak neodhalila zadny trend souvisejici s typem obyvaného habitatu ¢i fylogenetickymi
vztahy.

Limitaci, zejména statistického zpracovani této ¢asti diplomové prace, je nizky pocet
vzorkill (pouze 3 jedinci na druh), coz je z hlediska statistiky spiSe limitni. Do budoucich studii
by proto bylo vhodné zahrnout vétsi pocet vzorkl. Dalsi limitaci je netiplna znalost struktury
analyzovanych latek. U fosfatidylcholini a fosfatidylethanolamini experiment umoznoval
charakterizaci piipojené mastné kyseliny pouze na zaklad¢ poctu uhlikti a dvojnych vazeb ve
struktufe, bez moznosti urceni jejich presné polohy v fetézci nebo prostorové konfigurace.
Napftiklad kyselinu C16:1 nelze identifikovat jako kyselinu palmitoolejovou, ale pouze jako
kyselinu hexadekenovou. Triacylglyceroly byly identifikovany a kvantifikovany pouze jako
soucet uhliki a dvojnych vazeb vSech tfi kyselin, pficemz metoda urcovala pouze
nejpravdépodobnéjsi kombinaci mastnych kyselin, bez piesného urceni jejich polohy na
glycerolu.

Studie Torr et al. (2014) zabyvajici se porovnanim lipidového slozeni svlecek ctyt
druht hadt Zijicich v riznych prostfedich dospéla k zavéru, Ze pro omezeni ztrat vody je
dilezité nejen mnozstvi lipidd v kizi, ale také znalost konkrétni struktury lipidii a jejich

uspofadani. Struktura a vrstvy lipidii totiz mohou ovlivilovat pritok vody. Tyto zavéry
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potvrzuje 1 studie (Andonov et al., 2023), kterd zdlraziiuje vyznam nejen mnoZstvi a sloZeni
lipidii a konkrétni struktury, ale i kombinace latek.

Zda se také, Ze do budoucna by mohlo byt pfinosné vice prozkoumat roli Supin v TEWL,
respektive CWL. Ackoli se u gekoncikt zdé, Ze velikost Supin nehraje vyznamnou roli v
rozdilech TEWL ¢i CWL, otdzka vlivu Supin na regulaci TEWL zilistava nejednozna¢nd. Studie
zkoumajici vztah mezi velikosti Supin a ariditou prostfedi Casto piindseji protichudné vysledky
(Malhotra & Thorpe, 1997; Calsbeek et al., 2006; Wegener et al., 2014; Oufiero et al., 2011).
Role Supin v regulaci CWL byla také zpochybnéna studiemi, které jednak poukazuji na vyrazné
zvySeni permeability pokozky po extrakci lipidi (napt. Roberts & Lillywhite, 1980, 1983;
Burken et al., 1985, Kattan &Lilywhite, 1989), tak vysledky vyzkuma méticich TEWL u dvou
druht hadd, které ukazaly srovnatelné hodnoty TEWL u jedinct se Supinami i bez Supin (Licht
& Bennett, 1972; Bennett & Licht, 1975). Nedavna studie na druhu agama vousata (Sakich et
al., 2021) v8ak ukézala, Ze jedinci formy silkback, ktefi jsou bez Supin, ztraceji témét dvakrat
vice vody nez jedinci se Supinami a upozoriuji, ze hojné citované vysledky ziskané porovnanim
Supinatych a bezSupinatych hadli mohou byt vyrazné zkresleny malym poctem studovanych
jedinct (jeden v praci Licht & Bennett 1972; dva ve studii Bennet & Licht, 1975). Priklad
agamy vousaté naznacuje, Ze kromé¢ studia lipidii se mizeme v dal$im vyzkumu zaméfit praveé
1 na Supiny, zejména pak na jejich tloustku, ultrastrukturu nebo dal$i vlastnosti. Pro hlubsi
pochopeni role Supin v CWL je potieba vice studii provadénych na jedincich bez Supin, idedlné
druhti z riznych typt prosttedi. Jednou z moznosti jak toho dosdhnout by mohlo byt cilené
vytvoreni téchto morfotypl skrze metodu CRISPR-Cas9 (Rasys et al., 2019; Sakich et al.,
2021).
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5 Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo komplexné analyzovat a shrnout vyznam obsahu
lipida v pokozce gekoni ¢eledi Eublepharidae ve vztahu k CWL, potazmo TEWL v souvislosti
s jejich adaptaci na rizné typy prostiedi. Dalsim cilem prace bylo zjistit, jak se lisi lipidové
slozeni pokozky nejen kvantitativné, ale také kvalitativné mezi druhy Zijicimi v jednotlivych
typech prostredi.

V ramci této diplomové prace byl kvantifikovan lipidovy obsah vzorkii pochazejicich
z ventralnich i dorzélnich ¢asti pokozky gekonciki. Vysledky ukézaly, ze mnozstvi dorzalnich
a ventralnich lipid spolu dobfte koreluje. V ramci jednotlivych druht je mnozstvi lipidi mezi
jedinci variabilni, ale napti¢ druhy se statisticky vyznamné¢ lisi. Po zahrnuti vlivu fylogeneze
byla potvrzena negativni korelace mezi mnozstvim dorzalnich i ventralnich lipidi a typem
prostiedi reprezentovanym Q. Model s ventralnimi lipidy se jevi jako nejlepsi model pro
vysvétleni rozdila v TEWL. Co se na zaklad¢ naSich vysledkt nepotvrdilo, je korelace CWL a
mnozstvi ventralnich ¢i dorzalnich lipidi. Kvalitativni ¢ast diplomové prace, zaméfena na
identifikaci konkrétnich latek lipidového charakteru ve vzorcich, ukazala vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi druhy — a to jak v konkrétnich detekovanych latkach, tak i v jejich mnoZstvi.
Nebyla vSak zjiSténa souvislost mezi sloZzenim lipidl a typem prostiedi, pficemz ani blizce
piibuzné druhy nemaji podobné slozeni lipida.

Ze zavéru této prace a poznatkll z dostupné literatury je zfejmé, Ze rozdily v hodnotéach
CWL nelze vysvétlit pouze mnozstvim lipidd, jejich typy ¢i pfitomnosti konkrétnich latek.
Kli¢ovou roli pravdépodobné sehrava také konkrétni struktura lipidi a jejich vzajemné
usporadani. Piestoze lipidova slozka byva casto sttedem zajmu, je nezbytné zohlednit 1 dalsi
aspekty, jako jsou vlastnosti Supin nebo samotna tloustka kize. Tyto faktory mohou vysvétlit
nekteré odliSnosti, jeZ nebyly v této praci jednoznacné objasnény. Zatimco variabilita lipida
mezi jedinci téhoz druhu naznaduje individudlni rozdily, signifikantni rozdily mezi druhy
ukazuji na specifické adaptacni strategie kazdého druhu. Na zakladé téchto vysledki mizeme
usuzovat, ze lipidové slozeni kiize je dilezitym faktorem, ktery hraje roli v pfizptisobeni se
jedinct na konkrétni podminky prostiedi.

Tato zjisténi mohou poskytnout cenné podnéty pro budouci vyzkumy zamétené na
ekologické a fyziologické adaptace gekonil 1 dalSich plazili na jejich prosttedi. Pochopeni téchto
adaptaci je nezbytné napiiklad pro predikci reakci druht na zmény klimatu, ztratu ptirozenych
stanovist’ ¢i jiné stresory. Tato diplomova préace ptispiva k rozsiteni znalosti o mechanismech

ovlivitujicich ztraty vody vyparem u plazli. Vysledky této prace mohou podpoiit cilenéjsi a
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efektivnéjsi ochranu téchto Zivocicht a jejich pfirozenych stanovist, coz je zvlasté dalezité v

kontextu globalnich environmentalnich zmén a rostoucich hrozeb pro biodiverzitu.
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7 Prilohy

Piiloha 1

Kompletni metodika kvalitativni ¢asti
Metodika byla sepsana ve spolupraci s RNDr. Petrem Zackem, Ph.D. (BIOCEV), ktery analyzy

provedl v rdmci servisni sluzby.

Den 1

Odebrané ventralni ¢asti svlecek vybranych druhti byly v lahvi¢kach pievezeny na ledu do
laboratofe OMICS Servisni oddéleni hmotnostni spektrometrie v BIOCEVu. Byla sundana
vicka a v téze lahvicce byly svlecky suseny ve vakuové vyveéveé po dobu dvou hodin za
laboratorni teploty. Mezitim byla pfipravena extrakéni smés chloroformu a methanolu

v objemovém poméru 2: 1. Smés byla fadné protiepana. Po usuSeni byly svlecky vyjmuty a byly
z nich nastithany vzorky o pfiblizné velikosti 1,2 x 3,8 cm podle velikostniho standardu. Takto
piipravené vzorky byly vlozeny do 10ml vialek se Sroubovacim vickem s teflonovym tésnénim.
Pomoci pipety byly pfidany 3 ml pfipraveného extrakéniho roztoku tak, aby byl kazdy vzorek
plné€ ponoien. Déle byly ptipraveny také dva kontrolni roztoky (pouze extrakéni smés). Vicka
vialek byla utésnéna teflonovou péaskou. Vialky byly upnuty do termomixeru a byly tfepany pti
teploté 25 °C pies noc (18 hodin) pii intenzité 300 ot/min. Pfi manipulaci mezi jednotlivymi
vzorky byly nlizky a pinzeta vzdy omyty methanolem, prob&hla vymeéna rukavic a byly pouzity

Cisté papirové ubrousky.

Den 2

Vzorky byly postupné vytazeny pinzetou z extrakéni smési, pinzeta vzdy nejprve fadné
oplachnuta methanolem. Extrakty byly odpafeny do sucha ve vakuovém koncentratoru (45
minut pti laboratorni teplote). Odparek byl pievrstven argonem. Vialky byly zasroubovany,

utésnény teflonovou paskou a ulozeny do mrazaku s teplotou -80 °C.

Den 3
Do odpatrenych 10ml vialek byl pfidan 1 ml extrakéniho ¢inidla (chloroform a methanol

v objemovém pomeéru 2:1). Nasledné¢ bylo pipetou piidano 5 pl 1-bromoeikosanu (0.5 mg/ml)



a vzorky byly vortexovany. Poté byly vzorky filtrovany pies vatovy filtr v pasteurové pipeté do
Iml sklenénné vialky oznacené ,,LC*. Do extrakcnich vialek bylo pipetou piidano dalSich 0,5
ml extrak¢éniho €inidla a znovu vortexovano. Druh4 filtrace probehla ptes stejny filtr pro
promyti vzorku. Extrakt ve vialkach byl odpafen na vakuové vyvéve. Odparek byl znovu
rozpustén pfidanim 1 ml extrakéniho ¢inidla. Z tohoto mnoZstvi bylo odebrano 0,5 ml do nové

vialky ozna¢ené ,,GC*.

Analyza LC vialek

Do LC vialek bylo napipetovano 0,5 ml mobilni faze (chloroform a methanol v objemovém
poméru 1:1) a 15 mM formatu amonného. Vzorky byly analyzovany metodou pfimého nasttiku
do hmotnostniho spektrometru Orbitrap Fusion (Thermo Scientific) ovladany softwarem
Orbitrap Fusion Tune Application v4.04, ktery poskytuje vysokeé rozliSeni hmoty. Analyty byly
ionizovany pomoci elektrospreje v pozitivnim 1 negativnim modu. Polarni slouceniny z tfidy
fosfolipidii (fosfatidylcholiny a fosfatidylethanolaminy) byly analyzovany v negativnim
ioniza¢nim moédu a triacylglyceroly v positivnim.

Parametry ionizace v pozitivnim mddu (analyza kladné nabitych iontii) byly nastaveny
nasledovné (parametry, které nemaji ekvivalent v ¢eském jazyky jsou ponechany v anglicting):
napéti v iontovém zdroji +3500 V; Sheath Gas 4 (relativni jednotka); Aux Gas 2 (relativni
jednotka); Sweep Gas 0 (relativni jednotka); Teplota pievodni kapilary 280 °C; Teplota
vypatfovani 35 °C. Nastaveni parametrtl v pfipad¢ ionizace v negativnim modu (analyza zaporné
nabitych iontll) (zminéné jsou pouze parametry, které mély jiné hodnoty nez v ptipadé pozitivni
ionizace): napéti v iontovém zdroji -3000 V; Sheath gas 5 (relativni jednotka). Analyza vysoce
rozliSenych hmot iontli probihala v hmotnostnim analyzatoru orbitrapu. Parametry analyzy a
detekce zaporné€ a kladné nabitych matetskych iontl (nefragmentovanych molekul, MS1 sken)
byly nastaveny nasledovné: rozliSeni orbitrapu 120 000 (relativni jednotka); analyzovany
hmotnostni rozsah nastaven na 300-1100 m/z; radiofrekvencni Cofky nastaveny na 60 %;
maximalni doba ddvkovani iontl do orbitrapu 246 ms.

Matefskeé ionty byly vybrany pro dalsi fragmentaci (MS2 sken) v reZimu Data Dependent
Acquisition (DDA) a byly pouZity nasledujici filtry a dal$i parametry: intenzita matefského
iontu musela ptesahnout hodnotu 25 000 (relativni jednotka); parametry dynamického filtru:
matetsky iont o stejné hmoté¢ (tolerance £10 ppm) byl fragmentovéan jednou za 160 sekund.
Izola¢ni okno matefského iontu bylo +0,35 m/z; ionty byly fragmentovany kolizni disociaci s
vyssi energii (HCD) v médu assisted. Byly pouzity nasledujici energie fragmentace 15, 20 a 25

%; dcefiné ionty byly analyzovany v orbitrapu s rozliSenim hmoty 60 000 (relativni jednotky);
y byly



analyzovany hmotnostni rozsah nastaven na 140-1000 m/z; maximalni doba davkovani iontt
do orbitrapu 118 ms. VSechny parametry (kromé polarity iontové optiky) byly stejné pro
analyzu kladnych i zdpornych dcefinych iontt.

Zmeéftena data byla analyzovana softwarem LipidHunter 2 RC3 (Lipska Univerzita,
freeware, Ni et al., 2017). Software cilené prohledaval pouze lipidy ze ttidy fosfatidylcholinii,
fosfatidylethanolaminti a triacylglycerolti. Identifikace struktur probihala na zaklad¢ cileného
hledani specifickych fragmenti v in-silico vytvofené databézi. Pro ucely relativni kvantifikace
byl proveden softwarem deizotoping prvniho a druhého tadu. Fosfatidylcholiny byly
analyzovany v negativnim médu jako adukty s formatem [M+HCOO-].Fosfatidylethanolaminy
byly analyzovany v zaporném mody jako [M-H]. Mastné kyseliny ve fosfatidylethanolaminech
a fosfatidylcholinech byly identifikovany na zakladé hmotnosti odpovidajicich fragmenti z
MS2 spektra. Provedeny hmotnostni experiment umozioval charakterizovat piipojenou
mastnou kyselinu pouze na trovni po¢tu uhlikii a poctu dvojnych vazeb ve struktuie, bez urceni
jejich polohy v fetézci nebo prostorové konfigurace. Relativni kvantifikace izobarickych
fosfatidylcholint (izobarické znamena, ze fosfolipidy z dané tiidy se sice lisi sloZzenim obou
kyselin, ale soucet jejich uhlika a dvojnych vazeb je stejny, napt. fosfatidylcholin 34:2 muze
zahrnovat fosfatidylcholin 16:0 18:2 a fosfatidylcholin 14:0 20:2) byla provedena na zéklad¢
intenzity signalu néleZejicim odpovidajicim dvojicim kyselin (Neijat et al., 2020). Pouzita
hmotnostni metoda neumoziuje urcit na jaké pozici na glycerolu jsou kyseliny pfipojeny.
Triacylglyceroly byly analyzovany v pozitivnim moddu jako adukty s amonnym iontem
[M+NH4]*. Triaclyglyceroly byly identifikovany a kvantifikovany pouze jako soucet uhlikli a
dvojnych vazeb vsech tii kyselin. Hmotnostni experiment umoznoval na zakladé MS2 spektra
urc¢it nejpravdépodobnéjsi kombinaci mastnych kyselin, bez ur€eni jejich pfesné pozice na

glycerolu.

Analyza GC vialek

Do GC vialek bylo napipetovano 30 ul pyridinu a 30 pl silylaéniho ¢inidla N,O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid s 1% trimethylchlorosilanem (TMSIL). Vzorky byly
inkubovany na termomixéru (30 minut pfi 70 °C, 1500 ot/min). Po inkubaci bylo do smési
piidano 300 ul hexanu a interni standard 5 pl 1-chlorotetradekanu (0,2 mg/ml) — pro kontrolu
nastiikového procesu. Vzorky byly méfeny metodou dvourozmérné komprehensivni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GCxGC-TOF/MS). Byl pouzit ptistroj Pegasus 4D od
firmy Leco Corporation vybaveny kryomodulatorem na kapalny dusik a robotickym
autosamplerem MPS (Gerstel).



Separace probihala ve dvourozmérném modu na kolonach Rxi-5Sil, délka 27,5 m, (primarni
kolona; Restek) a BPX50, délka 1,57m (sekundarni kolona; SGE). Dalsi podminky byly
nastaveny nasledovné: teplota injektoru 300 °C, nastfikovano se splitem 3, rychlost nosného
plynu (helium) 1 ml/min. Chromatografické kolony byly kazd4 umisténa v na sob& nezavisle
vyhtivanych pecich (primarni a sekundérni). Na primarni peci byl nastaven teplotni program:
50 °C (1 min) 10 °C/min do 320 °C (10 min). Teplota na sekundarni peci byla nastavena tak,
aby byla po celou dobu analyzy o 5 °C vyS$§i neZ na primarni peci. Teplota modulatoru byla po
dobu analyzy o 15 °C vys neZ teplota na sekundarni peci. Modula¢ni perioda byla nastavena na
3 s — doba horkého a studeného pulsu byla 1 a 0,5 s, respektive.

Latky byly detekovany hmotnostnim detektorem s elektronovou ionizaci (70eV) a Time-of-
Flight (TOF) analyzatorem s jednotkovym rozliSeni hmoty. Program ChromaTOF 4.52 (Leco
Corporation) byl pouzty pro ovladani pfistroje a pro vyhodnoceni namétenych dat. Latky byly
detekované jako trimethylsilylované derivaty. Struktura latek byla ur¢ena na zaklad€ porovnani
jejich reten¢nich vlastnosti v pouzitém separa¢nim systému (u kazd¢ latky byl zméten retencni
index pomoci analyzy linedrnich uhlovodikll) a hmotnostnich spekter analytii s latkami v
databazi NIST MS v2.2 (2014). Pro kvantifikace nalezenych piki byly pouzity hmoty
vyhodnocené softwarem jako unikatni pro danou latku a jeji reten¢ni okoli. Latky byly nasledné

v Excelu relativné kvantifikovany vztazenim na signal interniho standardu 1-bromoeikosanu.



Ptiloha 2
Tabulka P1: Kompletni pfehled dat kvantitativni analyzy. Tabulka obsahuje informace o vzorku (¢ast téla, ze které pochazi; hmotnost pied a po
extrakci a z toho vypocteny hmotnostni rozdil; procentualni obsah lipidi ve vzorku a staii svlecky ze které vzorek pochazel) a jedinci (druh, ze

kterého vzorek pochazi; oznaceni konkrétniho jedince a jeho pohlavi F-samice, M-samec).

Druh . Tlni strana Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakei [g] rozdil [g] obsah % [den]
Aeluroscalabotes felinus AF 37 ventralni F 0,00267 0,00249 0,00018 6,74157 34
Aeluroscalabotes felinus AF 37 dorzalni F 0,00289 0,00276 0,00013 4,49827 34
Aeluroscalabotes felinus AF 30 ventralni M 0,00231 0,00216 0,00015 6,49351 49
Aeluroscalabotes felinus AF 30 dorzalni M 0,00255 0,00250 0,00005 1,96078 49
Aeluroscalabotes felinus AF 32 ventralni M 0,00246 0,00221 0,00025 10,16260 56
Aeluroscalabotes felinus AF 32 dorzalni M 0,00249 0,00234 0,00015 6,02410 56
Aeluroscalabotes felinus AF35 ventralni F 0,00427 0,00408 0,00019 4,44965 75
Aeluroscalabotes felinus AF35 dorzalni F 0,00312 0,00291 0,00021 6,73077 75
Aeluroscalabotes felinus AF 39 ventralni F 0,00313 0,00307 0,00006 1,91693 82
Aeluroscalabotes felinus AF 39 dorzalni F 0,00261 0,00256 0,00005 1,91571 82
Aeluroscalabotes felinus AF 31 ventralni M 0,00220 0,00202 0,00018 8,18182 101
Aeluroscalabotes felinus AF 31 dorzalni M 0,00211 0,00205 0,00006 2,84360 101
Aeluroscalabotes felinus AF 30 ventralni M 0,00252 0,00233 0,00019 7,53968 107
Aeluroscalabotes felinus AF 30 dorzalni M 0,00276 0,00262 0,00014 5,07246 107




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Aeluroscalabotes felinus AF 36 ventralni F 0,00183 0,00169 0,00014 7,65027 156
Aeluroscalabotes felinus AF 36 dorzalni F 0,00200 0,00184 0,00016 8,00000 156
Coleonyx elegans CE 6 ventralni F 0,00464 0,00422 0,00042 9,05172 53
Coleonyx elegans CE 6 dorzalni F 0,00378 0,00343 0,00035 9,25926 53
Coleonyx elegans CE2 ventralni F 0,00198 0,00183 0,00015 7,57576 60
Coleonyx elegans CE2 dorzalni F 0,00176 0,00159 0,00017 9,65909 60
Coleonyx elegans CE 1 Dob ventralni F 0,00321 0,00303 0,00018 5,60748 100
Coleonyx elegans CE 1 Dob dorzalni F 0,00326 0,00303 0,00023 7,05521 100
Coleonyx elegans CE 3 ZS1 ventralni M 0,00402 0,00384 0,00018 4,.47761 140
Coleonyx elegans CE 3 7ZS1 dorzalni M 0,00304 0,00286 0,00018 5,92105 140
Coleonyx elegans CE 2 Dob ventralni F 0,00406 0,00384 0,00022 5,41872 154
Coleonyx elegans CE 2 Dob dorzalni F 0,00346 0,00329 0,00017 491329 154
Coleonyx elegans CE>S ventralni F 0,00580 0,00527 0,00053 9,13793 157
Coleonyx elegans CE>S dorzalni F 0,00508 0,00475 0,00033 6,49606 157
Coleonyx elegans CE 4 ventralni F 0,00326 0,00303 0,00023 7,05521 215
Coleonyx elegans CE4 dorzalni F 0,00235 0,00202 0,00033 14,04255 215
Coleonyx mitratus CM 8 ventralni M 0,00499 0,00471 0,00028 5,61122 39
Coleonyx mitratus CM 8 dorzalni M 0,00450 0,00431 0,00019 4,22222 39




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Coleonyx mitratus CM K ventralni M 0,00404 0,00376 0,00028 6,93069 40
Coleonyx mitratus CM K dorzalni M 0,00259 0,00235 0,00024 9,26641 40
Coleonyx mitratus CM1 ventralni M 0,00323 0,00295 0,00028 8,66873 58
Coleonyx mitratus CMI dorzalni M 0,00326 0,00293 0,00033 10,12270 58
Coleonyx mitratus CM H ventralni F 0,00407 0,00374 0,00033 8,10811 100
Coleonyx mitratus CM H dorzalni F 0,00345 0,00315 0,00030 8,69565 100
Coleonyx mitratus CM2 ventralni F 0,00480 0,00458 0,00022 4,58333 160
Coleonyx mitratus CM 2 dorzalni F 0,00333 0,00325 0,00008 2,40240 160
Coleonyx mitratus CML ventralni F 0,00357 0,00339 0,00018 5,04202 211
Coleonyx mitratus CML dorzalni F 0,00267 0,00250 0,00017 6,36704 211
Coleonyx mitratus CML ventralni M 0,00374 0,00357 0,00017 4,54545 237
Coleonyx mitratus CML dorzalni M 0,00266 0,00253 0,00013 4,88722 237
Coleonyx mitratus CM M ventralni F 0,00342 0,00313 0,00029 8,47953 247
Coleonyx mitratus CM M dorzalni F 0,00281 0,00255 0,00026 9,25267 247
Coleonyx variegatus CVs ventralni F 0,00363 0,00318 0,00045 12,39669 42
Coleonyx variegatus CV5 dorzalni F 0,00283 0,00251 0,00032 11,30742 42
Coleonyx variegatus CVM ventralni M 0,00390 0,00352 0,00038 9,74359 43
Coleonyx variegatus CVM dorzalni 0,00289 0,00261 0,00028 9,68858 43




. Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
Druh Jedinec Télni strana - :
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Coleonyx variegatus CvV2 ventralni F 0,00423 0,00368 0,00055 13,00236 48
Coleonyx variegatus CvV2 dorzalni F 0,00258 0,00223 0,00035 13,56589 48
Coleonyx variegatus CV5 ventralni F 0,00344 0,00323 0,00021 6,10465 160
Coleonyx variegatus CV5 dorzalni F 0,00288 0,00274 0,00014 486111 160
Coleonyx variegatus Cv7 ventralni F 0,00294 0,00256 0,00038 12,92517 226
Coleonyx variegatus Cv7 dorzalni F 0,00221 0,00189 0,00032 14,47964 226
Eublepharis angramainyu
EAI 9 ventralni M 0,00789 0,00740 0,00049 6,21039 54
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 9 dorzalni M 0,00551 0,00502 0,00049 8,89292 54
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 24 ventralni F 0,00740 0,00692 0,00048 6,48649 67
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 24 dorzalni F 0,00715 0,00665 0,00050 6,99301 67
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAL7 ventralni M 0,00737 0,00684 0,00053 7,19132 78
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAL7 dorzalni M 0,00660 0,00616 0,00044 6,66667 78
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 1 ventralni M 0,00612 0,00585 0,00027 4,41176 89

(Iran)




. Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
Druh Jedinec Télni strana - :
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Eublepharis angramainyu
EAI 1 dorzalni M 0,00493 0,00473 0,00020 4,05680 89
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 37 ventralni M 0,00726 0,00659 0,00067 9,22865 90
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 37 dorzalni M 0,00656 0,00612 0,00044 6,70732 90
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 4 ventralni F 0,00398 0,00379 0,00019 4,77387 91
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 4 dorzalni F 0,00368 0,00354 0,00014 3,80435 91
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 30 ventralni M 0,00738 0,00698 0,00040 5,42005 129
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 30 dorzalni M 0,00553 0,00524 0,00029 5,24412 129
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 36 ventralni M 0,00912 0,00861 0,00051 5,59211 205
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAI 36 dorzalni M 0,00726 0,00687 0,00039 5,37190 205
(Iran)
Eublepharis angramainyu
EAS 21 ventralni F 0,00690 0,00637 0,00053 7,68116 51
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 21 dorzalni F 0,00468 0,00424 0,00044 9,40171 51

(Syria)




. Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
Druh Jedinec Télni strana - :
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Eublepharis angramainyu
EAS 11 ventralni F 0,00723 0,00681 0,00042 5,80913 51
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 11 dorzalni F 0,00565 0,00526 0,00039 6,90265 51
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 16 ventralni F 0,00945 0,00902 0,00043 4,55026 75
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 16 dorzalni F 0,00706 0,00670 0,00036 5,09915 75
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 27 ventralni M 0,00736 0,00688 0,00048 6,52174 87
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 27 dorzalni M 0,00537 0,00503 0,00034 6,33147 87
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 22 ventralni M 0,00728 0,00662 0,00066 9,06593 102
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 22 dorzalni M 0,00476 0,00430 0,00046 9,66387 102
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 10 ventralni M 0,00689 0,00625 0,00064 9,28882 127
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 10 dorzalni M 0,00568 0,00511 0,00057 10,03521 127
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 35 ventralni M 0,00839 0,00767 0,00072 8,58164 142

(Syria)




. Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
Druh Jedinec Télni strana - :
jedince extrakei [g] extrakei [g] rozdil [g] obsah % [den]
Eublepharis angramainyu
EAS 35 dorzalni M 0,00669 0,00626 0,00043 6,42750 142
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 12 ventralni M 0,00632 0,00609 0,00023 3,63924 146
(Syria)
Eublepharis angramainyu
EAS 12 dorzalni M 0,00578 0,00551 0,00027 4,67128 146
(Syria)
Eublepharis hardwickii EH 1 ventralni 0,00581 0,00557 0,00024 4,13081 31
Eublepharis hardwickii EH 1 dorzalni 0,00468 0,00441 0,00027 5,76923 31
Eublepharis hardwickii EH ZS2 ventralni F 0,00448 0,00415 0,00033 7,36607 58
Eublepharis hardwickii EH ZS2 dorzalni F 0,00607 0,00575 0,00032 5,27183 58
Eublepharis hardwickii EH ZS1 ventralni F 0,00542 0,00506 0,00036 6,64207 82
Eublepharis hardwickii EH ZS1 dorzalni F 0,00530 0,00495 0,00035 6,60377 82
Eublepharis hardwickii EH 3 ventralni F 0,00568 0,00530 0,00038 6,69014 95
Eublepharis hardwickii EH3 dorzalni F 0,00552 0,00511 0,00041 7,42754 95
Eublepharis hardwickii EH 5 ventralni F 0,00669 0,00629 0,00040 5,97907 142
Eublepharis hardwickii EH 5 dorzalni F 0,00611 0,00562 0,00049 8,01964 142
Eublepharis hardwickii EH 4 ventralni F 0,00605 0,00564 0,00041 6,77686 170
Eublepharis hardwickii EH 4 dorzalni F 0,00636 0,00582 0,00054 8,49057 170
Eublepharis hardwickii EH5 ventralni F 0,00508 0,00499 0,00009 1,77165 221




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Eublepharis hardwickii EH 5 dorzalni F 0,00542 0,00513 0,00029 5,35055 221
Eublepharis macularius EM 84 ventralni M 0,00673 0,00608 0,00065 9,65825 53
Eublepharis macularius EM 84 dorzalni M 0,00484 0,00445 0,00039 8,05785 53
Eublepharis macularius EM 106 ventralni F 0,00873 0,00820 0,00053 6,07102 87
Eublepharis macularius EM 106 dorzalni F 0,00611 0,00580 0,00031 5,07365 87
Eublepharis macularius EM 73 ventralni F 0,00522 0,00494 0,00028 5,36398 97
Eublepharis macularius EM 73 dorzalni F 0,00564 0,00521 0,00043 7,62411 97
Eublepharis macularius EM 87 ventralni M 0,00635 0,00590 0,00045 7,08661 107
Eublepharis macularius EM 87 dorzalni M 0,00597 0,00563 0,00034 5,69514 107
Eublepharis macularius EM 96 ventralni M 0,00635 0,00608 0,00027 425197 118
Eublepharis macularius EM 96 dorzalni M 0,00709 0,00662 0,00047 6,62906 118
Eublepharis macularius EM XIX 115 ventralni F 0,00562 0,00537 0,00025 4,44840 157
Eublepharis macularius EM XIX 115 dorzalni F 0,00552 0,00534 0,00018 3,26087 157
Eublepharis macularius EM 63 ventralni M 0,00409 0,00399 0,00010 2,44499 172
Eublepharis macularius EM 63 dorzalni M 0,00424 0,00404 0,00020 471698 172
Eublepharis macularius EM 91 ventralni F 0,00819 0,00775 0,00044 5,37241 216
Eublepharis macularius EM 91 dorzalni F 0,00606 0,00570 0,00036 5,94059 216
Goniurosaurus araneus GAR 1 ventralni F 0,00451 0,00422 0,00029 6,43016 4




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus araneus GAR 1 dorzalni F 0,00476 0,00449 0,00027 5,67227 4
Goniurosaurus araneus GAR 4 ventralni M 0,00346 0,00319 0,00027 7,80347 56
Goniurosaurus araneus GAR 4 dorzalni M 0,00358 0,00329 0,00029 8,10056 56
Goniurosaurus araneus GAR 5 ventralni M 0,00476 0,00444 0,00032 6,72269 57
Goniurosaurus araneus GAR 5 dorzalni M 0,00438 0,00412 0,00026 5,93607 57
Goniurosaurus araneus GAR 6 ventralni M 0,00348 0,00326 0,00022 6,32184 79
Goniurosaurus araneus GAR 6 dorzalni M 0,00328 0,00307 0,00021 6,40244 79
Goniurosaurus araneus GAR 5 ventralni F 0,00493 0,00437 0,00056 11,35903 84
Goniurosaurus araneus GAR 5 dorzalni F 0,00501 0,00452 0,00049 9,78044 84
Goniurosaurus araneus GAR 2 ventralni M 0,00597 0,00579 0,00018 3,01508 90
Goniurosaurus araneus GAR 2 dorzalni M 0,00456 0,00439 0,00017 3,72807 90
Goniurosaurus araneus GAR1F ventralni F 0,00394 0,00390 0,00004 1,01523 117
Goniurosaurus araneus GAR1F dorzalni F 0,00484 0,00476 0,00008 1,65289 117
Goniurosaurus araneus GAR 1 ventralni M 0,00363 0,00343 0,00020 5,50964 127
Goniurosaurus araneus GAR 1 dorzalni M 0,00367 0,00343 0,00024 6,53951 127
Goniurosaurus araneus GAR 3 ventralni F 0,00472 0,00427 0,00045 9,53390 178
Goniurosaurus araneus GAR 3 dorzalni F 0,00510 0,00472 0,00038 7,45098 178
Goniurosaurus catbaensis GC4 ventralni F 0,00565 0,00559 0,00006 1,06195 43




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus catbaensis GC4 dorzalni F 0,00540 0,00513 0,00027 5,00000 43
Goniurosaurus catbaensis GC3 ventralni F 0,00536 0,00502 0,00034 6,34328 44
Goniurosaurus catbaensis GC3 dorzalni F 0,00519 0,00488 0,00031 5,97303 44
Goniurosaurus catbaensis GC2 ventralni F 0,00492 0,00467 0,00025 5,08130 51
Goniurosaurus catbaensis GC2 dorzalni F 0,00437 0,00421 0,00016 3,66133 51
Goniurosaurus catbaensis GC6 ventralni M 0,00539 0,00529 0,00010 1,85529 68
Goniurosaurus catbaensis GC6 dorzalni M 0,00422 0,00415 0,00007 1,65877 68
Goniurosaurus catbaensis GC4 ventralni F 0,00570 0,00538 0,00032 5,61404 78
Goniurosaurus catbaensis GC4 dorzalni F 0,00563 0,00528 0,00035 6,21670 78
Goniurosaurus catbaensis GC 10 ventralni M 0,00362 0,00341 0,00021 5,80110 100
Goniurosaurus catbaensis GC 10 dorzalni M 0,00359 0,00340 0,00019 5,29248 100
Goniurosaurus catbaensis GC1 ventralni M 0,00455 0,00413 0,00042 9,23077 149
Goniurosaurus catbaensis GC1 dorzalni M 0,00473 0,00444 0,00029 6,13108 149
Goniurosaurus catbaensis GC8 ventralni M 0,00453 0,00417 0,00036 7,94702 236
Goniurosaurus catbaensis GC8 dorzalni M 0,00456 0,00419 0,00037 8,11404 236
Goniurosaurus huuliensis GHU 8 ventralni M 0,00329 0,00301 0,00028 8,51064 54
Goniurosaurus huuliensis GHU 8 dorzalni M 0,00325 0,00298 0,00027 8,30769 54
Goniurosaurus huuliensis GHU 6 ventralni M 0,00403 0,00374 0,00029 7,19603 57




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus huuliensis GHU 6 dorzalni M 0,00327 0,00298 0,00029 8,86850 57
Goniurosaurus huuliensis GHU A ventralni M 0,00442 0,00414 0,00028 6,33484 73
Goniurosaurus huuliensis GHU A dorzalni M 0,00502 0,00469 0,00033 6,57371 73
Goniurosaurus huuliensis GHU 2 ventralni F 0,00486 0,00451 0,00035 7,20165 73
Goniurosaurus huuliensis GHU 2 dorzalni F 0,00489 0,00458 0,00031 6,33947 73
Goniurosaurus huuliensis GHU 4 ventralni F 0,00407 0,00398 0,00009 2,21130 185
Goniurosaurus huuliensis GHU 4 dorzalni F 0,00349 0,00329 0,00020 5,73066 185
Goniurosaurus huuliensis GHU A ventralni F 0,00400 0,00387 0,00013 3,25000 186
Goniurosaurus huuliensis GHU A dorzalni F 0,00458 0,00451 0,00007 1,52838 186
Goniurosaurus huuliensis GHU 7 ventralni M 0,00358 0,00338 0,00020 5,58659 209
Goniurosaurus huuliensis GHU 7 dorzalni M 0,00321 0,00302 0,00019 5,91900 209
Goniurosaurus huuliensis GHU 3 ventralni F 0,00418 0,00396 0,00022 5,26316 237
Goniurosaurus huuliensis GHU 3 dorzalni F 0,00411 0,00392 0,00019 4,62287 237
Goniurosaurus lichtenfelderi GLI E ZSb ventralni F 0,00781 0,00739 0,00042 5,37772 36
Goniurosaurus lichtenfelderi GLI E ZSb dorzalni F 0,00657 0,00621 0,00036 5,47945 36
Goniurosaurus lichtenfelderi GLII ventralni M 0,00579 0,00518 0,00061 10,53541 43
Goniurosaurus lichtenfelderi GLII dorzalni M 0,00511 0,00459 0,00052 10,17613 43
Goniurosaurus lichtenfelderi GLI Fa ventralni F 0,00278 0,00252 0,00026 9,35252 55




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus lichtenfelderi GLI Fa dorzalni F 0,00318 0,00292 0,00026 8,17610 55
Goniurosaurus lichtenfelderi GLI E ZSa ventralni F 0,00570 0,00543 0,00027 4,73684 71
Goniurosaurus lichtenfelderi GLI E ZSa dorzalni F 0,00494 0,00469 0,00025 5,06073 71
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIF ventralni F 0,00539 0,00532 0,00007 1,29870 77
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIF dorzalni F 0,00507 0,00493 0,00014 2,76134 77
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIF ventralni M 0,00417 0,00385 0,00032 7,67386 84
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIF dorzalni M 0,00489 0,00462 0,00027 5,52147 84
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIZ2 ventralni M 0,00452 0,00418 0,00034 7,52212 94
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIZ2 dorzalni M 0,00512 0,00482 0,00030 5,85938 94
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIB ventralni M 0,00477 0,00451 0,00026 5,45073 203
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIB dorzalni M 0,00406 0,00375 0,00031 7,63547 203
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIR2 ventralni M 0,00453 0,00433 0,00020 4,41501 237
Goniurosaurus lichtenfelderi GLIR2 dorzalni M 0,00413 0,00392 0,00021 5,08475 237
Goniurosaurus luii GLU 3 ventralni F 0,00336 0,00318 0,00018 5,35714 46
Goniurosaurus luii GLU 3 dorzalni F 0,00368 0,00353 0,00015 4,07609 46
Goniurosaurus luii GLU 2 ventralni F 0,00444 0,00414 0,00030 6,75676 48
Goniurosaurus luii GLU 2 dorzalni F 0,00411 0,00384 0,00027 6,56934 48
Goniurosaurus luii GLU 1 ventralni M 0,00458 0,00416 0,00042 9,17031 55




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus luii GLU 1 dorzalni M 0,00469 0,00428 0,00041 8,74200 55
Goniurosaurus luii GLU 6 ventralni M 0,00398 0,00373 0,00025 6,28141 64
Goniurosaurus luii GLU 6 dorzalni M 0,00481 0,00442 0,00039 8,10811 64
Goniurosaurus luii GLU 4A ventralni F 0,00323 0,00315 0,00008 2,47678 74
Goniurosaurus luii GLU 4A dorzalni F 0,00346 0,00341 0,00005 1,44509 74
Goniurosaurus luii GLU 4C ventralni M 0,00422 0,00406 0,00016 3,79147 86
Goniurosaurus luii GLU 4C dorzalni M 0,00348 0,00330 0,00018 5,17241 86
Goniurosaurus luii GLU 3 ventralni M 0,00419 0,00404 0,00015 3,57995 88
Goniurosaurus luii GLU 3 dorzalni M 0,00415 0,00395 0,00020 4,81928 88
Goniurosaurus luii GLU 4B ventralni F 0,00493 0,00475 0,00018 3,65112 89
Goniurosaurus luii GLU 4B dorzalni F 0,00483 0,00472 0,00011 2,27743 89
Goniurosaurus sengokui GSE 1 ventralni M 0,00296 0,00269 0,00027 9,12162 57
Goniurosaurus sengokui GSE 1 dorzalni M 0,00324 0,00299 0,00025 7,71605 57
Goniurosaurus sengokui GSE 5 ventralni M 0,00508 0,00461 0,00047 9,25197 59
Goniurosaurus sengokui GSE 5 dorzalni M 0,00285 0,00255 0,00030 10,52632 59
Goniurosaurus sengokui GSE 1 ventralni F 0,00427 0,00417 0,00010 2,34192 91
Goniurosaurus sengokui GSE 1 dorzalni F 0,00348 0,00329 0,00019 5,45977 91
Goniurosaurus sengokui GSE 9 ventralni M 0,00368 0,00335 0,00033 8,96739 94




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus sengokui GSE 9 dorzalni M 0,00325 0,00304 0,00021 6,46154 94
Goniurosaurus sengokui GSE9 ventralni F 0,00408 0,00384 0,00024 5,88235 99
Goniurosaurus sengokui GSE9 dorzalni F 0,00333 0,00314 0,00019 5,70571 99
Goniurosaurus sengokui GSE 6 ventralni F 0,00426 0,00397 0,00029 6,80751 100
Goniurosaurus sengokui GSE 6 dorzalni F 0,00340 0,00322 0,00018 5,29412 100
Goniurosaurus sengokui GSE10 ventralni F 0,00339 0,00322 0,00017 5,01475 103
Goniurosaurus sengokui GSE 10 dorzalni F 0,00275 0,00254 0,00021 7,63636 103
Goniurosaurus sengokui GSE 4 ventralni M 0,00211 0,00188 0,00023 10,90047 160
Goniurosaurus sengokui GSE 4 dorzalni M 0,00136 0,00120 0,00016 11,76471 160
Goniurosaurus splendens GSP9 ventralni M 0,00488 0,00451 0,00037 7,58197 26
Goniurosaurus splendens GSP9 dorzalni M 0,00408 0,00383 0,00025 6,12745 26
Goniurosaurus splendens GSPE ventralni F 0,00425 0,00394 0,00031 7,29412 47
Goniurosaurus splendens GSPE dorzalni F 0,00337 0,00314 0,00023 6,82493 47
Goniurosaurus splendens GSP 1 ventralni F 0,00673 0,00639 0,00034 5,05201 102
Goniurosaurus splendens GSP 1 dorzalni F 0,00518 0,00488 0,00030 5,79151 102
Goniurosaurus splendens GSP 8 ventralni F 0,00499 0,00465 0,00034 6,81363 132
Goniurosaurus splendens GSP 8 dorzalni F 0,00430 0,00404 0,00026 6,04651 132
Goniurosaurus splendens GSP Fn ventralni F 0,00369 0,00346 0,00023 6,23306 137




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Goniurosaurus splendens GSP Fn dorzalni F 0,00365 0,00360 0,00005 1,36986 137
Goniurosaurus splendens GSPF od M7 ventralni F 0,00396 0,00364 0,00032 8,08081 193
Goniurosaurus splendens GSPF od M7 dorzalni F 0,00659 0,00612 0,00047 7,13202 193
Goniurosaurus yamashinae GY 4 ventralni M 0,00399 0,00375 0,00024 6,01504 77
Goniurosaurus yamashinae GY 4 dorzalni M 0,00337 0,00331 0,00006 1,78042 77
Goniurosaurus yamashinae GY 1 ventralni M 0,00439 0,00405 0,00034 7,74487 78
Goniurosaurus yamashinae GY 1 dorzalni M 0,00553 0,00525 0,00028 5,06329 78
Goniurosaurus yamashinae GY 4 ventralni M 0,00471 0,00434 0,00037 7,85563 92
Goniurosaurus yamashinae GY 4 dorzalni M 0,00432 0,00404 0,00028 6,48148 92
Goniurosaurus yamashinae GY 3 ventralni F 0,00386 0,00364 0,00022 5,69948 163
Goniurosaurus yamashinae GY 3 dorzalni F 0,00494 0,00462 0,00032 6,47773 163
Goniurosaurus yamashinae GY 2 ventralni F 0,00489 0,00452 0,00037 7,56646 196
Goniurosaurus yamashinae GY 2 dorzalni F 0,00398 0,00367 0,00031 7,78894 196
Hemitheconyx caudicinctus HC 1 ventralni M 0,00486 0,00449 0,00037 7,61317 4
Hemitheconyx caudicinctus HC 1 dorzalni M 0,00278 0,00251 0,00027 9,71223 4
Hemitheconyx caudicinctus HC7 ventralni M 0,00475 0,00443 0,00032 6,73684 29
Hemitheconyx caudicinctus HC7 dorzalni M 0,00248 0,00227 0,00021 8,46774 29
Hemitheconyx caudicinctus HC C ZS3 ventralni F 0,00543 0,00513 0,00030 5,52486 40




. et e Pohlavi Hmotnost pfed | Hmotnost po Hmotnostni Lipidovy Stari svlecky
jedince extrakei [g] extrakci [g] rozdil [g] obsah % [den]
Hemitheconyx caudicinctus HC C ZS3 dorzalni F 0,00442 0,00417 0,00025 5,65611 40
Hemitheconyx caudicinctus HC 6 ventralni M 0,00432 0,00415 0,00017 3,93519 47
Hemitheconyx caudicinctus HC 6 dorzalni M 0,00308 0,00283 0,00025 8,11688 47
Hemitheconyx caudicinctus | HC 1 F1ZS2 ventralni F 0,00526 0,00488 0,00038 7,22433 75
Hemitheconyx caudicinctus | HC 1 F1ZS2 dorzalni F 0,00386 0,00355 0,00031 8,03109 75
Hemitheconyx caudicinctus HC6 1/1ZS ventralni F 0,00578 0,00560 0,00018 3,11419 139
Hemitheconyx caudicinctus HC6 1/1ZS dorzalni F 0,00424 0,00403 0,00021 4,95283 139
Hemitheconyx caudicinctus HCI1F1 ZS2 ventralni F 0,00505 0,00497 0,00008 1,58416 156
Hemitheconyx caudicinctus HCI1F1 ZS2 dorzalni F 0,00344 0,00343 0,00001 0,29070 156
Hemitheconyx caudicinctus HCFL ventralni F 0,00468 0,00461 0,00007 1,49573 207
Hemitheconyx caudicinctus HCFL dorzalni F 0,00360 0,00356 0,00004 1,11111 207
Hemitheconyx caudicinctus HC 1/1ZS ventralni F 0,00548 0,00521 0,00027 4,92701 209
Hemitheconyx caudicinctus HC 1/1ZS dorzalni F 0,00473 0,00443 0,00030 6,34249 209
Hemitheconyx caudicinctus HC 5 ventralni F 0,00598 0,00586 0,00012 2,00669 242
Hemitheconyx caudicinctus HC 5 dorzalni F 0,00417 0,00399 0,00018 431655 242
Holodactylus africanus HA 17 ventralni M 0,00506 0,00472 0,00034 6,71937 28
Holodactylus africanus HA 17 dorzalni M 0,00394 0,00351 0,00043 10,91371 28
Holodactylus africanus HA8 ventralni F 0,00435 0,00382 0,00053 12,18391 85




Holodactylus africanus HA 8 dorzalni F 0,00365 0,00330 0,00035 9,58904 85
Holodactylus africanus HA 19 ventralni M 0,00196 0,00179 0,00017 8,67347 87
Holodactylus africanus HA 19 dorzalni M 0,00235 0,00218 0,00017 7,23404 87
Holodactylus africanus HAS ventralni F 0,00314 0,00285 0,00029 9,23567 178
Holodactylus africanus HAS dorzalni F 0,00235 0,00218 0,00017 7,23404 178




Ptiloha 3
Tabulka P2: Retencni indexy a relativni zastoupeni (%) pro 25 nejsignifikantnéjSich latek detekovanych pomoci GCxGC-TOF/MS, které byly vybrany a
vyuzity pro tvorbu heatmapy (viz Obr. 18). Znaceni jednotlivych druhii: AF — Aeluroscalabotes felinus;, CV — Coleonyx variegatus; HC — Hemitheconyx

caudicinctus; EM — Eublepharis macularius; GSE — Goniurosaurus sengokui; CE — Coleonyx elegans. Rimské &islice pak odliguji rtizné jedince daného druhu.

¢.analytu 6 13 43 59 68 76 78 85 110
retenéni index 1203 1236 1388 1477 1524 1549 1553 1583 1748
EM I 0,04 nedetekovano 0,02 0,14 0,01 0,04 0,28 1,46 2,72
EM II 0,04 0,18 0,02 0,16 0,01 0,03 0,32 1,42 3,11
EM III 0,07 0,14 0,02 0,19 0,01 0,05 0,07 1,28 2,96
GSE 1 0,03 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,24 nedetekovano 5,37
GSE 11 0,03 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,12 0,09 5,75
GSE III 0,04 0,02 nedetekovano | nedetekovano 0,00 nedetekovano 0,20 0,35 5,72
AF1 0,05 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,37 nedetekovano 1,59
AF 11 0,09 0,02 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,36 nedetekovano 2,32
AF 111 0,03 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,31 0,07 1,65
CVI 0,17 1,23 nedetekovano | nedetekovano 0,01 0,32 0,06 0,65 2,71
CvVIl 0,19 1,55 nedetekovano | nedetekovano 0,01 0,17 0,06 0,25 2,66
CV III 0,26 1,37 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,39 nedetekovano 0,17 2,64
CEI 0,01 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,22 0,06 3,89
CEII 0,01 0,01 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,32 0,28 3,35
CE III 0,01 nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano | nedetekovano 0,17 0,06 2,59
HCI 0,08 0,02 nedetekovano | nedetekovano 0,02 0,01 0,67 0,10 3,44
HCII 0,05 0,02 nedetekovano | nedetekovano 0,02 nedetekovano 0,60 0,05 3,99
HC 111 0,06 0,15 nedetekovano | nedetekovano 0,02 nedetekovano 0,52 0,05 3,19




¢.analytu 112 113 114 125 177 179 224 236
retencni index 1761 1767 1768 1880 2301 2319 2629 2731
EM I nedetekovano 0,004 nedetekovano nedetekovano 0,13 nedetekovano 0,04 nedetekovano
EM II nedetekovano 0,005 nedetekovano nedetekovano 0,10 nedetekovano 0,05 0,00
EM III nedetekovano 0,003 nedetekovano 0,01 0,09 nedetekovano 0,06 nedetekovano
GSE 1 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,04 0,24 nedetekovano 0,01 nedetekovano
GSE 11 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,04 0,14 nedetekovano 0,02 nedetekovano
GSE III 0,00 nedetekovano nedetekovano 0,02 0,16 nedetekovano 0,01 nedetekovano
AF 1 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,04 0,27 0,04 0,00 nedetekovano
AF 11 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,05 0,31 0,04 nedetekovano nedetekovano
AF 111 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,04 0,25 0,06 0,03 nedetekovano
CVI nedetekovano nedetekovano 0,19 nedetekovano 0,14 nedetekovano 0,12 nedetekovano
Cv1l nedetekovano nedetekovano 0,23 0,02 0,15 nedetekovano 0,04 nedetekovano
CV III nedetekovano nedetekovano 0,21 nedetekovano 0,13 0,01 0,04 nedetekovano
CEI nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,05 0,23 nedetekovano 0,49 nedetekovano
CEII nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,03 0,22 nedetekovano 0,45 nedetekovano
CE III nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,03 0,20 0,01 0,47 nedetekovano
HCI 0,02 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,09 nedetekovano 0,12 0,08
HCII 0,02 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,13 nedetekovano 0,02 0,08
HC III 0,01 nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,12 0,01 0,05 0,08




¢.analytu 247 248 252 260 267 268 277 279
retencni index 2824 2828 2864 2958 3029 3054 3184 3248
EM I 0,01 nedetekovano nedetekovano 0,05 0,03 nedetekovano 8,30 0,50
EM II 0,02 nedetekovano nedetekovano 0,06 0,04 nedetekovano 7,71 0,40
EM III 0,01 nedetekovano nedetekovano 0,03 0,03 nedetekovano 6,47 0,41
GSE 1 0,02 nedetekovano nedetekovano 0,06 nedetekovano nedetekovano 21,04 0,09
GSE II 0,02 nedetekovano nedetekovano 0,06 0,02 nedetekovano 13,53 0,12
GSE III 0,01 nedetekovano nedetekovano 0,04 0,01 nedetekovano 11,94 0,09
AF 1 0,03 nedetekovano 0,03 0,15 0,18 nedetekovano 22,06 nedetekovano
AF 11 0,04 nedetekovano 0,06 0,13 0,19 nedetekovano 21,72 nedetekovano
AF II1 0,03 0,03 0,07 0,13 0,16 nedetekovano 21,61 nedetekovano
CVl1 0,01 0,08 0,01 0,04 0,08 nedetekovano 8,06 0,09
cvil 0,01 0,11 0,02 0,03 0,13 nedetekovano 9,95 0,06
CV III nedetekovano 0,10 0,02 0,03 0,06 nedetekovano 8,58 0,05
CEI nedetekovano 0,08 nedetekovano 0,02 0,02 nedetekovano 10,75 0,49
CEII nedetekovano 0,16 nedetekovano 0,02 0,03 nedetekovano 9,25 0,37
CE III nedetekovano 0,09 nedetekovano 0,03 0,02 nedetekovano 10,98 0,47
HCI nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,02 0,02 0,41 8,43 0,17
HCII nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,02 nedetekovano 0,58 10,87 0,20
HC III nedetekovano nedetekovano nedetekovano 0,02 0,02 0,68 9,29 0,30




