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Pouzité zkratky:

ACTH — adrenokortikotropni hormon (ang.andrenocorticotropic hormone)

BSA — bovinni sérovy albumin (ang. bovine serum albumin)

bp — par bazi (ang. base pair)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (ang. deoxyribonucleic acid)

E - estradiol 17p

EAZA — Evropska asociace zoologickych zahrad a akvarii (ang. European association of zoos
and aquaria)

EEP — Evropsky zachranny program pro ohrozené druhy (ang. European Endangered Species
Programme)

EIA — enzymaticky test (ang. enzymatic immunoassay)

ELISA — enzymove¢ znaceny test s vyuzitim pevné faze (ang. Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)

FSH — folikulostimulaé¢ni hormon (ang. follicle-stimulating hormone)

GnRhH — gonadotropiny uvoliujici hormon (ang. gonadotropin-releasing hormone)

HPA — hypothalamo-hypofyzarni-adrenalni osa (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
HPG — hypothalamo- hypofyzarni — gonadalni osa (ang. hypothalamic-pituitary-gonadal axis)
HRP — kienova peroxidaza (ang. horseradish peroxidase)

IUCN Red List — Cervena kniha Mezinarodniho svazu ochrany pfirody (ang. Red List of
International Union for Conservation Nature)

LH — luteiniza¢ni hormon (ang. luteinizing hormone)

M — molarni koncentrace (1mol/L) (ang. molarity)

MTP — mikrotitra¢ni desticka (ang. microtiter plate)

OC — ovaridlni cyklus (ang. ovarian cycle)

PCR — polymerazova fetézova reakce (ang. polymerase chain reaction)

Pdg — pregnadiol-3-glucuronid

RIA — radioimunologicky test (ang.radioimmonoassay)

SHBG — sexualni hormony vézajici globulin (ang. sex hormone binding globulin)



ABSTRAKT

Giboni rodu Nomascus patii ke kriticky ohrozenému druhu, o kterém zaroven chybi velké
mnozstvi zdkladnich biologickych informaci. Vzhledem ke statutu téchto zvifat ve volné
ptirod¢ i poctu chovanych jedincti v chovu zoologickych zahrad je prioritni otdzkou zlepSeni
managmentu chovu, kam patii 1 znalost reprodukce. Zakladnim cilem této prace je praktické
vyuziti neinvazivnich metod (polymerazova fetézova reakce k extrakci DNA a enzymové
imunotesty), vyuZzivajicich k analyzam vzorky vykalt. Prvni metoda, polymerazova fetézova
reakce, byla vyuzita pro determinaci pohlavi u mlad’at, protoze kvuli jejich specifickému
zbarveni a vzhledové podobnosti vnéjSich pohlavnich orgénd, neni diagnostika mozna bez
odchyceni zvifete. Dal$i ¢asti je zodpovézeni hypotéz tykajicich se ovaridlniho cyklu samic a
faktorti ovliviujicich jejich koncentrace véetné souvislosti nastupu pohlavniho cyklu u samic a
jejich zmény barvy srsti. Hypotézy byly ovéfeny sledovanim vySe koncentraci metabolit
progesteronu a estrogenu ve vykalech a vyhodnocenim slozeni chovné skupiny gibonti a vlivu
Z0O0. Celkem bylo analyzovano b&hem c¢tyt let (2010-2014) 51 zvifat z 16 zoologickych
zahrad v celkovém mnozstvi 1618 vzorkt vykalt. Vysledky potvrdily vyuziti neinvazivnich
metod pro determinaci pohlavi a tak zajisténi maximalniho welfare v chovech.
Endokrinologické analyzy potvrdily hypotézy o vlivu prostiedi (ZOO) na koncentraci hormont
a vliv bfezosti samice a jejiho véku na vysi koncentrace hormonit, ale také vliv biezosti na
koncentraci hormoni u samcut-otct. Prvotni informaci v této studii je potvrzeni nastupu
ovarialniho cyklu u mladych samic bez navaznosti na jejich piebarveni a vyznamny faktor
vlivu matky a jeji teritoriality. Tato studie pfedklada prvni dlouhodob&jsi monitoring
ovarialniho cyklu u samic a koncentrace hormonti u ostatnich jedincti ve vSech vékovych
kategoriich 1 pohlavi. Vysledky umozZnuji pochopit vliv chovatelského prosttedi na

reprodukéni postaveni téchto gibont a ptispivaji k celkovému zlepSeni managementu chovu.

Kli¢ova slova: Nomascus, EIA, PCR, estrogen, progesteron, pohlavi, pohlavni dospélost,

ovarialni cyklus, barva srsti, vnéjsi a vnitini faktory prostredi



ABSTRACT

The gibbon primates of the family Nomascus are classified as critically endangered species,
and, to date, basic understanding and information about their biology is missing. With regard to
the status of these animals in the wild and captive populations in zoos, being familiar with their
reproduction, may improve captive breeding programs. Data collection in this study was to be
carried out by the practical use of non-invasive methods (polymerase chain reaction for DNA
extraction and enzyme immunoassays), using faecal samples for analysis. The first method,
polymerase chain reaction, was used for sex determination in juveniles, because of their coat
colour and visual similarity of secondary sex characteristic in both sexes; it is not possible to
determinate sex without handling the animal. Another main purpose of this study is to try and
answer the hypothesis regarding the ovarian cycle of females, factors influencing their hormone
concentration and also the onset of sexual maturity in females and the timing of their fur colour
change. Hypotheses were checked by monitoring the concentration of progesterone and
oestrogen faecal metabolites and by evaluation of the composition of breeding groups of
gibbons with the ZOO influence. During a four year period (2010 — 2014), there were a total of
51 animals analysed from 16 different zoos with a faecal sample count totalling 1618 samples.
The results confirmed the use of non-invasive methods for sex determination, and thus ensuring
the maximum welfare standards. Endocrinological analysis confirmed the hypothesis of the
influence of the environment (ZOO) to the hormone concentrations and female’s pregnancy
effect in conjunction with her age on the final results of the male - father hormone
concentrations. The initial information in this study is the confirmation of the onset of ovarian
cycle in young females without connection to their fur colour change and a significant factor of
a mother’s impact and her territoriality. This study is the first to present a long-term monitoring
of ovarian cycles in females and hormone concentrations of other individuals, both male and
female, and from various age groups. The results allow us to understand the possible impact of
zoo environments on the reproductive status of these gibbons and contribute to the general

improvement of breeding management.

Key words: Nomascus, EIA, PCR, oestrogen, progesterone, sex, sexual maturity, ovarian cycle,

fur colour, intra and extra factors of environment



1 Prehled literatury

1.1. Taxonomické zaiazeni gibonii rodu Nomascus Miller 1923

Rad: Primates Linné1758 — primati

Podiad: Haplorrhini Pocock 1918 - vyssi primati

Infraiad: Simiiformes Haeckel 1866 - opice

Nadcdeled’: Hominoidea Gray 1825 - lidoopi

Celed’: Hylobatidae Gray 1870 - gibonoviti

Rod: 1/ Hylobates Illiger 1811- lar
2/ Hoolock Mootnick & Groves 2005 - hulok
3/ Symphalangus Raffles 1821 - siamang
4/ Nomascus Miller 1923 - gibon chocholaty

Druh: Nomascus concolor Harlan 1826 - gibon ¢erny
Nomascus hainanus Thomas 1892 - gibon hainansky
Nomascus nasutus Kunkel-d "Herculais 1884 - gibon ¢ernochocholaty
Nomascus gabriellae Thomas 1909 - gibon Zlutolici
Nomascus siki Delacour 1951 - gibon bélolici-jizni

Nomascus leucogenys Ogilby 1840 - gibon bélolici-severni (Geissmann, 2000).

1.2 Status vybranych gibonii rodu Nomascus

Z celedi Hylobatidae patii i v 21. stoleti rod Nomascus mezi nejméné studované gibony ve
volné ptfirodé¢ a diky jejich striktné arboredlnimu zpiisobu Zivota a typu terénu neexistuji
dostateéné informace o jejich historii, biologii a chovani druhu (Lukas et al., 2002). Pouze
jedna dlouhodobé;jsi studie o chovani, socialni struktufe skupiny a potravé u gibona zlutoliciho

(Nomascus gabriellae) pochazi z této doby (Kenyon, 2007).

Vzhledem k ochranaiskému statusu gibonti rodu Nomascus a mnozstvi jedincti chovanych
v lidské péci (200 — 400 jedinctd), a z toho vyplyvajicimu prioritnimu tkolu zlepsit chovné a
ptipadné ochranaiské programy pro tento rod, je tato studie zamétena na druhy Nomascus
leucogenys, N. siki a N. gabriellae chovanych v ramci organizaci EAZA (Evropska asociace

zoologickych zahrad a akvarii).



Status giboni Nomascus chovanych v ramci EAZA organizaci uvadi plemennd kniha European
Studbook Number 9 (Tabulka ¢. 1) vydané koordinatorem EEP (Evropsky zachranny program
pro ohrozené druhy) pro rod Nomascus, dr. Bricem Lefauxem (ZOO Mulhouse). Stavy téchto

gibont v ramci EAZA organizaci k 31.12.2013 jsou nasledujici:

Tabulka ¢. 1 Stav gibont rodu Nomascus v ramci EAZA populaci

EAZA populace Nomascus leucogenys | Nomascus siki | Nomascus gabriellae
pocet instituci 35 4 31
pocet samct 48 4 61
pocet samic 31 2 45
pocet mlad’at 5 2 25
pocet gibonii celkem 84 8 131

(Prevzato: Lefaux, 2014)

Status N. siki je v chovnych zatizenich dosti vazny i vzhledem k tomu, Ze se rozmnoZzuje pouze
ve dvou zoologickych zahradach (Mulhouse, Romange). Patrny je vSeobecny trend zvySeného
poméru rodicich se mlad’at samc¢iho pohlavi, coZ v ptipadé¢ dlouhého reprodukéniho cyklu

nezlepSuje soucasnou chovatelskou situaci.

Giboni rodu Nomascus jsou vSichni uvadéni dle IUCN Red List (Bleisch et al., 2008; Geismann
et al.,, 2008; Manh Ha et al., 2008) jako druh ve volné piirodé ohrozeny (EN) — druh N.
gabriellae a N.siki a kriticky ohrozeny (CR) druh N. leucogenys a jak bylo uvedeno vyse,
populace chovana v lidské pé¢i se pohybuje v piipadé gibona béloliciho i zlatoliciho okolo 100
jedinct (Geismann, 1995; Lernould, 1993; Moisson et Prieur, 2007; Lefaux, 2014).

Areal rozsiteni gibond (Hylobatidae) ve volné pfirodé zahrnuje lesy jihovychodni Asie. Giboni
,chocholati“ (N. gabriellae, N. siki a N. leucogenys) jsou charakteristi¢ti svoji kratkou hustou

srsti a jejich piivodnim habitatem je Vietnam, Kambodza, Laos a Cina (Mootnick, 2006).

Dle udaji IUCN Red List (Bleisch et al., 2008; Geismann et al., 2008; Manh Ha et al., 2008) se

odhaduji po¢ty giboni Nomascus gabriellae na cca 500 jedinct v narodnim parku Cat Tien ve
2.



Vietnamu, v Kambodzi se odhaduje velikost populace na 1700 skupin, mozna i vice, z Laosu je
idaj velmi rozptyleny - 400 — 6720 skupin. Na druhé strané N. leucogenys je povazovan v Ciné
od roku 1990 za vyhubeny (Fan, 2016) a jeho pocet v ostatnich lokalitach se diky naruseni jeho
habitatu odhaduje na niz8i, neZ je uvadén u piedchoziho druhu. Populace N. siki v Laosu neni

uddvana a v narodnim parku Uha-Ka Bang ve Vietnamu je monitorovano 13 skupin.
1.3 Charakteristika giboni rodu Nomascus

Jedinci rodu Nomascus maji vyrazny pohlavni dimorfismus, ktery je rozlisitelny podle
rozdilného zbarveni samcl a samic az po nastupu télesné dospélosti. VSichni mladi jedinci se
rodi s bézovou srsti, kterd se v pribéhu prvniho roku méni na ¢ernou (Mootnick et Fan, 2011).
Po dosazeni télesné dospélosti zlistava U samct srst ¢ernd, s bilou srsti na licich, samice jsou
krémov¢ az zlatavé zbarvené s ¢ernymi tvaremi a tmavsi ¢i ¢ernou srsti na hlavé (Geissmann et

al., 2000; Mootnick, 2006).

Podle Mootnicka (2006) mohou mit dospélé samice rodu Nomascus barvu chlupt
modifikovanou az na oranzovou, V zavislosti na stupni vlhkosti prostiedi. Typickym znakem
dospélych samic je ¢erna chocholka nebo pruh na temeni hlavy lisici se ve velikosti a mohou
mit také slabé nebo vyrazné bilé nebo Cerné prstence na tvafi dle druhu jednotlivého gibona

(Mootnick, 2006).

V minulosti byly nékteré druhy tohoto rodu primati centrem znacnych diskuzi diky jejich
zménam barvy srsti béhem dospivani, i diky jinym faktorim, jako je fyzickd podobnost
genitalii u obou pohlavi, zplsobujici problémy s uréenim pohlavi jedince (Mootnick, 2006;
Mootnick et Fan, 2011).

Samice rodu Nomascus maji totiz tvar klitorisu podobny saméimu penisu a membranu
uzavirajici pochvu (Dahl, 2015). Klitoris samice je velky téméf jako penis samce a také

obsahuje pyjovou kost (bacculum) (Geissmann et Lim, 1994).



1.3.1 Nomascus leucogenys

Soucasny areal rozsifeni tohoto druhu gibona je Xishuangbanna, Jiangcheng, jizni Yunnan,

severni Laos a severovychodni Vietnam (Obr. ¢. 4).

Typické tvarova svétla maska u dospélych Cerné zbarvenych samci a juvenilnich mlad’at, se
napojuje pod bradu a mtize zasahovat az k vrcholku usi. Dospéli samci mohou mit bilé chlupy
okolo rti. VSichni gibboni maji vyvinuty hrdelni vak, ktery pouzivaji k vokalizaci. Dospéli
samci maji hrdelni vak o rozmérech v pruméru 3 — 6 cm. Mladi samci nejsou ze zacatku
schopni tento vak zcela nafouknout, az s postupnym dospivanim se ho uci pii zpévu
(vokalizaci) vyuzit naplno a postupné tak rozvijeji ,,saméi” zpév. V raném véku (okolo 2 — 3

let) zpivaji ze zacatku vSechna mlad’ata jako samice (Geissmann, 2000; Hradec et al., 2016).

Mlad’ata se rodi s hnédozlutou barvou srsti, zména barvy jejich srsti na ernou zaciné ve véku 6
meésict a celkové piebarveni do Cerné barvy srsti trva do 18 mésict véku (Mootnick et Fan,

2011).

Mootnick et Fan (2011) dale uvadéji, Ze novorozena mlad’ata sam¢iho pohlavi maji na hlavé
,rozéepytené chlupy®, které se mohou ptipadné vyvinout v chochol. U novorozenct sami¢iho

pohlavi tento znak zaznamenan nebyl.

Okolo 67 dnu véku mladéte je mozné poprvé zaznamenat stopu bilého ,,oboc¢i“ u samic. Okolo
72 dnt veéku se u nedospélych cernych samic zacinaji ménit bilé chlupy na tvafich
V hnédoZlutou, coZ souvisi se zacinajici pfeménou, kdy je vidét postupné po celém téle mix
zlutohnédych a cernych chlupi a shoduje se s nastupem pohlavni dospélosti, jak uvadi

Mootnick et Fan (2011), Obr. ¢. 1.

Podle revize Mootnicka et Fan (2011) je u samic ve véku 6 let a 7 mésica srst prosedivéla,
ramena a hlava zlutohnéda, stopy bilych chlupi okolo spodni celisti a dobfe definovana
korunka z ¢ernych chlupi. V 7 letech a 10 mésicich jsou samice téméf zlutohnédé s vice
zietelnymi bilymi chlupy okolo spodni €elisti a lehkou Sedivou barvou na vnéjsi strané€ pazi.

Samice piebarvuji do Zlutohnédé s bilym pruhem ve tvafi v primérném véku 8 let a 8 mésica.

Dospélée samice se lisi ve zbarveni srsti od tmavé do svétle zZlutohnédé nebo krémove oranZzové,
Casto S rozptylenymi bronzové Zlutohnédymi, Sedivymi nebo ¢ernymi chlupy a bilym pruhem
ve tvafi, s vice ¢i méné bilymi nebo ¢ernymi chlupy pod o€ima a nad usty. V zavislosti na

fyzické kondici nebo daném jedinci mizeme nalézt stopu bilych chlupti nad kofenem nosu, kde
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se mize rozSifovat do hnédé barvy. Dospélé samice maji n€kolik ¢ernych chlupti nad a za
uSima a také na koneccich prstii. Ochlupeni genitalii u dospélych samic se pohybuje v barvé od
cervené¢ hnédé, hnédavé, hnédo-Cerné az cerné s cernymi chlupy okolo fitniho otvoru

(Mootnick et Fan, 2011), Obr. ¢. 1.

Obr. ¢. 1

Nomascus leucogenys — vlevo samice s 3. mésiénim mladétem, foto P. VI¢ek, ZOO Ostrava; vpravo subadultni 4.

lety samec, uprostied dospély samec a vepiedu 6. leta samice, foto S. Simonikova, ZOO Liberec.

1.3.2 Nomascus siki

Soucasny aredl rozsiteni tohoto druhu je severni a centralni ¢ast Vietnamu, vychod od feky
Mekong, jizni Laos (Obr. ¢. 4).

Dospéli samci a mlad’ata v ¢erné barvé srsti maji malé bilé skvrny ve tvarich, které se mohou
rozpinat az k o¢nim koutkiim a mohou pokracovat az k usim. Mootnick et Fan (2011) popisuje
ptipad jedné samice chované v ZOO Mulhouse, ktera méla zlutohnédé skvrny ve tvafich jiz od
véku 18 mésict do 4,8 let, Obr. ¢. 2.



Neékolik bilych chlupi ¢astecné ohranicuje dokola rty s postupnym rozsifenim téchto chlupii
smérem K dolnimu rtu, napojuji se na horni ¢ast hrdla a konci v ¢ern¢ zbarvené bradé, ktera

muze byt prorostla bilymi chlupy (Mootnick et Fan, 2011).

Dospélé samice druhu N. siki maji n€kolik ¢ernych chlupti nad usima a maji vice podobnych
vizualnich charakteristik s dospélymi samicemi N. leucogenys nez s dosp€lymi samicemi N.
gabriellae. Samice druhu N. siki se vyznacuji klasickym tenkym tvatovym pruhem, ktery se
roz§ifuje nad usty a pod o¢ima, poté obkresluje o¢i a napojuje se na hnédou barvu u dospélych

a starSich samic (Mootnick et Fan, 2011), Obr. €. 2.

Nomascus siki — vlevo dospéla samice a vpravo subadultni samice, foto M. Hradec, ZOO Mulhouse.

1.3.3 Nomascus gabriellae
Soucasny areal rozsifeni tohoto druhu je jizni Vietnam, jizné¢ od Bach Ma, jizni Laos a
severovychod KambodzZe, jih provincie Ratanakari (Obr. ¢.4).

Dospéli samci jsou vétSinou ¢erni s hnédavymi oblastmi na hrudi v rozmérech 14cm na délku a

3cm na Sitku a konéici na zacatku bticha, a mohou byt svétlejsi barvy v okoli bradavek. Samci
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hiebene a mohou se ojedinéle vyskytovat az na zacatek hrdla. Pod o¢ima jsou chlupy Cerné a

nékolik krémové bilych chlupi obklopuje rty (Mootnick et Fan, 2011).

Dospélé samice jsou veétSinou hnédozluté az Cervené hnédozluté a obCas maji mirné
probarvenou hrud’ tmavsimi chlupy, které byly viditelné i na koneccich prsti, pfedlokti nebo na
vnéjsi strané predlokti. Jejich Cerny pruh na hlavé se zuzuje smérem k tylu krku a obcas se
najdou rozptylené ¢erné chlupy od stiedové cCasti lopatek. Pod ofima maji ¢erné chlupy a
typickou stopu bilych okraji ohraniCujicich tvar, s né€kolika cernymi chlupy pfedev§im na

ptednich stranach a vrcholu usi (Mootnick et Fan, 2011), Obr. €. 3.

Dospélé samice mohou byt zbarveny jemné Cerveno - hnéd¢€, barva chlupti okolo genitalii je
hnédo Cernd az Cernd, s nékolika jemné Cerveno - hnéd¢ az cerné zbarvenymi chlupy okolo

fitniho otvoru (Mootnick et Fan, 2011).

Obr. ¢. 3

Nomascus gabriellae —biezi samice a samice s 3,5 mési¢énim mladétem, foto J. Vokurkova, ZOO Olomouc.
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Obr. €. 4 Geografické rozsiteni gibonti rodu Nomascus
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1.4 Socialni systém gibonu

Socidlni systém u primati mizeme rozlisit na 5 typt, podle toho, zda se samice pari obvykle
jen s jednim samcem, nebo s vice nez jednim samcem béhem obdobi fije, a zda je jeji sexualni

vztah dlouhotrvajici a relativné exkluzivni nebo kratkodoby, neexkluzivni (Dixson, 2012):
monogamie (jeden samec — jedna samice)
polygynie (jeden samec — vice samic)

1
2
3. polyandrie (vice samct — jedna samice)
4. polygamie (vicesamco-samic¢i uskupeni)
5

rozptyleny nebo solitérni (vyhledavani partnera jen v dobé¢ fije)

Gibonoviti jsou povazovani za monogamni druhy (Kleiman, 1977; Rubberg, 1983; Fuentes,
1999). Soucasné informace tykajici se reprodukce tohoto taxonu jsou velmi omezené. Stavbou
téla jsou samice giboni malé a jsou siln¢ teritorialni. Samci jsou rozptyleni s ohledem na
samice, coz reprezentuje limitni zdroj reprodukénich moznosti. Nepratelskost samic vici
ostatnim samicim, spolu s nedostatkem sam¢i dominance, snad zabrafuje samcim socializaci

S vice samicemi a limituje socidlni systém na monogamii vice nez polygynii (Dixson, 2012).

Avsak jiZ prvni moZnou variaci v socidlnim systému u gibonil popsal jako prvni Chivers (1972,
1976) u gibonti siamangu (Symphalangus syndactylus) a lart (Hylobates lar). Zhou et al.
(2008) ve své studii z volné piirody tykajici se pfibuzného druhu Nomascus hainanus uvadéji,
ze byl zjistén polygynni systém (1 samec a 2 — 3 samice), S moznym vlivem suboptimalnich
podminek habitatu. Taktéz byla zjisténa polygynie i polyandrie u Nomascus concolor (Jiang et
al., 1994, 1999a,b; Fuentes, 2000; Sommer et Reichard, 2000) oproti uvadéné tradi¢ni
monogamii. Huan et al. (2013) popisuje polygynni systém u gibonti N. concolor — intra a extra
skupinové pafeni, kdy samice solicitovaly pareni dle jejich vybéru samce. Studie Barelli et al.
(2007) z volné ptirody popisuje samice giboni bélolicich (N. lecogenys) v monogamii i

polygamii, také Kenyon et al. (2011) uvad¢ji ptipad extra parové kopulace u N. gabriellae.

Socidlni systém gibonovitych tak bude zfejmé mnohem dynamictéjsi, nez byly plvodni
predstavy a ovlivnény pocetnimi stavy gibont i degradaci jejich ptivodniho habitatu (Zhou et
al., 2008) a je schopen vysoké flexibility dle aktualnich zmén v prostiedi (Fuentes, 2000).

Dostatek potravnich zdrojii a jejich dostupnost v prostiedi spolu s velikosti teritoria je zfejmé i



diisledkem mozného vicesami¢iho uskupeni nepiibuznych samic v jedné skupiné gibont, jak

uvadi Fan et al. (2010) ve své studii z Yunnanu v Ciné u gibonti N. concolor.

Fan et al. (2015) uvadi z lokality Bangliang v Ciné pororovani 3 skupin gibontl se dvémi
samicemi v kazdé skupiné, které se pravidelné¢ rozmnozovaly a nebyla zaznamendma vétsi
potravni kompetice uvnitf skupiny ani mezi samicemi, coz je ziejm¢ vysledkem celoro¢né
dostatecné potravni nabidky v této oblasti a schopnosti gibonli pfijimat pomérné velké

mnozstvi folivorni potravy mimo obdobi zrani ovoce.
1.5 Reproduk¢ni cyklus gibonti rodu Nomascus

Zékladnimi hormony souvisejicimi S ovariadlnim cyklem, bfezosti a porodem jsou estrogeny,

progesteron a gonadotropiny (Saltzman et al., 2011).

Estrogeny u samic savctl jsou steroidy produkované vajecniky, placentou a kiirou nadledvin.
Mezi pievladajici estrogeny patii 17B-estradiol, estron a estriol. Hlavni funkci estrogend je
stimulovat buné¢nou proliferaci a rist tkani, které maji vztah k reprodukci (Saltzman et al.,
2011).

Progesteron je steroidni hormon produkovany zlutym téliskem vajeénikil, placentou a klirou
nadledvin. B&hem biezosti se progesteron syntetizuje a secernuje V placenté i déloze.

Fyziologicky nejucinngjsi je progesteron syntetizovany ve zlutém télisku (Saltzman et al.,
2011).

Gonadotropiny neboli folikulostimula¢ni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH) maji vliv
na bunky vajec¢nikd a varlat. FSH a LH jsou secernovany buiikami piedniho laloku hypofyzy.
Hlavni funkci FSH u samic je podnécovani rtstu folikuli. LH je dilezity pro ovulaci a
luteinizaci granul6zy neboli pro vznik zlutého téliska (Norris, 2007; Saltzman et al., 2011).

Produkce hypofyzarnich gonadotropini podléha hormonalnimu tizeni z hypotalamu, kde je
vylu¢ovan gonadotropin-releasing hormon (GnRH). Ten piimo pisobi na adenohypofyzu a

upravuje tak hladinu vylu¢ovanych gonadotropint (Saltzman et al., 2011).

1.5.1 Ovarialni cyklus

Ovarialni neboli estralni cyklus oznacuje fyziologické zmény pozorované na pohlavnich

organech a v chovani samic. Tyto zmény zahrnuji pravidelné, ale omezené periody svolnosti
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k pafeni, neboli obdobi fije = estrus. Jeden interval cyklu je definovan jako Cas od zacatku
jednoho cyklu fije k dalsimu. Rytmus pohlavniho cyklu je ur€ovan druhovou piislusnosti
samice a existen¢nimi podminkami. Podle vyskytu estralniho cyklu v jednom roce tadime
zvitata mezi monoestrickd (fije jednou do roka), diestricka (dvé fije do roka) nebo polyestricka

(vice 1ji za rok). Vétsinu primatd fadime mezi polyestrické druhy (Dixson, 2012).

U estralniho cyklu rozliSujeme nékolik stadii podle chovani a zmén na vajeénicich (Saltzman et
al., 2011):

1. Proestrus (obdobi ptipravy kfiji) — perioda zacinajici po regresi zlutého téliska a

koncici ndstupem estru.
2. Estrus (obdobi vlastni fije) — fije, doba sexualni ochoty

3. Metestrus (obdobi po fiji) — postovula¢ni obdobi, béhem které¢ho se zacina vyvijet zluté

télisko

4. Diestrus (obdobi mezi fijemi) — obdobi pIné lutealni aktivity, které konci regresi zlutého

téliska.

Podle ptevazujiciho vlivu hormonti v urcité fazi lze estralni cyklus rozdé€lit na dvé faze a to
folikularni periodu, zahrnujici proestrus a estrus, ktera je charakterizovana dominanci estrogenti
a lutedlni periodu, zahrnujici metestrus a diestrus, kterd je charakterizovana dominanci

progesteronu (Saltzman et al., 2011).

U primatd neni regrese zlutého téliska béhem konce lutealni faze ovlivnéna cyklem de¢lohy, ale
predpoklada se vliv lokalniho luteolytického faktoru, napt. estronu, ktery je produkovan ptimo

zlutym téliskem (Norris, 2007).

V ptipadé oplodnéni a nidace vajicka, zacina byt béhem 5 — 6 tydnl biezosti produkovan
progesteron zlutym téliskem, ale v nasledujicich tydnech bifezosti je hlavnim zdrojem tohoto
hormonu placenta. Hladiny estrogent (a jejich metabolitu estriolu) vyznamné rostou béhem

prvnich tydnt biezosti (Heistermann et al., 1996).

Hormonalni fizeni estralniho cyklu se odehrava na tiech urovnich, spoleéné oznac¢ovanych jako
reproduk¢ni osa. Organy reprodukéni osy jsou hypotalamus, hypofyza a vajecniky. Pro spravny

prubéh estralniho cyklu je nutna funkénost a souhra vSech tii urovni (Saltzman et al., 2011).
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Pted néstupem pohlavni dospélosti, ktera je charakterizovana zvysenim hladiny gonadotropnich
hormonii, vajecniky obsahuji primordidlni folikuly skladajici se z primarnich oocytt. U vétSiny
savcl se predpoklada, ze ve vajecCnicich nejsou zadné oogonie, protoze vSechny podstupuji
meidzu a premeéiuji se v primarni oocyty pied nebo kratce po porodu. S nastupem pohlavni
dospélosti  dokon¢i jeden primarni oocyt meiozu a vytvoii vajicko béhem
kazdého ovarialnimho cyklu. Kvuli absenci regenerujicich pohlavnich bun¢k a oogonii klesa

pocet primarnich oocyti po kazdém ovarialnim cykKlu.

Nedavné vyzkumy objevily, Ze obnovy schopna oogonia se mohou nachazet ve vystelce
samicich vaje¢nikd primat, mysi 1 ¢lovéka a tyto pohlavni buniky mohou byt dulezité pro
udrzovani reprodukénich folikuld a vyvoj oocyti az do dospélosti (Norris, 2007). U vétSiny
primata je rust folikulti, ovulace a tvorba Zlutého téliska (corpus luteum) spontanni, nezavisly
na stimulech pafeni, hovofime o spontanni ovulaci (Einspanier et Gore, 2005; Martin, 2007). U
veétSiny primatid béhem ovarialniho cyklu ovuluje jen jeden folikul, nebot’ vétSina primatt rodi
jen jedno mladé¢, coz je spojené s vysoce rozvinutym socidlnim systémem. Jedinymi primaty
s viceCetnou ovulaci jsou kosmanoviti, ¢eled” Callitrichidae Gray 1821, kde se bé&zné rodi

dvojcata (Einspanier et Gore, 2005).

1.5.2 Délka ovarialniho cyklu u gibonii Nomascus

U vétsiny starosvétskych primath a ,,velkych opic*, kam patii giboni a lidoopi véetné ¢loveka,
muzeme mluvit v souvislosti s ovarialnim cyklem o menstruaci, kdy je mozné u samic
zaznamenat vytok délozni krve (Norris, 2007; Saltzman et al., 2011). Naopak u poloopic
hovoifime jen o estralnim cyklu, kdy je moZzné zaznamenat pouze urCité zmény na vnéjSich
pohlavnich organech a v chovéni zvitete. Novosvétsti primati jsou specificti druhové, kdy neni
zcela jednoznacné, zda je mozné hovofit o menstruaci nebo jen estralnim cyklu. Vhodné&j$im

termin pro popis je tedy ,,ovarialni* cyklus nez estralni cyklus (Saltzman et al., 2011).

Délka ovarialniho cyklu a doba trvani folikularni a lutealni faze se znacné liSi mezi
jednotlivymi druhy primatd. U poloopic, podiad Strepsirrhini E. Geoffroy 1812, je délka
ovaridlniho cyklu v priméru 30 — 50 dni, u novosvétskych primatti, oddéleni Platyrrhini E.
Geoffroy 1812, je délka ovarialniho cyklu od 16 do 30 dni, u starosvétskych primatt, oddéleni
Catarrhini E. Geoffroy 1812, je délka ovarialniho cyklu od 24 do 35 dni, u gibond (&eled’
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Hylobatidae) je uvadéna délka ovarialniho cyklu 20 az 30 dni a u lidoopd véetné ¢lovéka je
délka ovarialniho cyklu uvadéna od 25 do 50 dni (Van Hor et Eaton, 1979; Dixson, 2012;
Martin, 2007; Thompson, 2009; Ziegler et al., 2009). Maheshwari et al. (2012) studovali 4
samice gibonu stiibrnych (Hylobates moloch) v zoologickych zahradach Indonésie, kdy
odebirali vykaly pro stanoveni hladiny metabolitu glukokortikoidu pregnandiolu a vzorky krve
pro stanoveni progesteronu ze séra. Metabolity z vykala pln¢ korelovaly s hladinami hormonti
ze séra a délka ovarialniho cyklu byla stanovena na 25 — 29 dni, z ¢ehoz folikularni faze trvala
14 — 15 dni a lutealni faze trvala 10 — 14 dni. Tyto hodnoty se shoduji i s vysledky pozorovani
Hodgkiss et al. (2010), kdy k uréeni délky cyklu vyuzivali u samic zdznami o menstrua¢nim
krvaceni, délka cyklu ¢inila v priméru 25,6 dni a dle otoku genitélii, kdy nejvyssi otok byl bran
za dobu ovulace, a délka cyklu ¢inila 27,3 dni. Naproti tomu u Hylobates pileatus byla na
zakladé¢ rozboru estrogenti a progesteronti Z moci stanovena délka ovarialniho cyklu u samic na
22,4 £0,24 dni (Aramaki et al., 2010).

vyuzivala k determinaci také zdznamy intervalli mezi menstrua¢nim krvacenim (Pocock, 1905;
Fisher, 1980; Zhen, 1989), kdy je délka cyklu uvadéna v praméru okolo 25,6 — 30 dni (Pocock,
1905; Zhen, 1989), nebo i 41 — 49 dni (Fisher, 1980).

Bachmann et Sodano (2001) stanovili délku ovarialniho cyklu u giboni bélolicich (N.
leucogenys) v délce 23,8 dni na zakladé pozorovani otokti vnéjSich genitalii samic a zdznamd
oSetfovateld 0 menstruaci samic. Otoky vné&jSich genitalii samic jsou u téchto gibond znaéné
individualni zalezitosti, jak vyplyva z osobnich zkuSenosti mnoha chovatelii v zoologickych
zahradach, a nelze je brat za hlavni ukazatel doby fije (Bolechova - nepublikovano), podobné
vysledky uvadi 1 Geissmann et Anzenberger (2009), kteti porovnavali n€kolik metod stanoveni
ovaridlniho cyklu u gibonovitych a zjistili, Ze pouZivani dat o menstruaci nadhodnocovalo
délku ovarialniho cyklu, nez napft. u jinych druhti gibond, jako je siamang (Symphalangus
syndactylus) nebo lar (Hylobates lar), kde maji samice mnohem vyrazngjsi i pravidelné zmény

na vnéjsich pohlavnich organech (zabarveni a otok stydkych pyski), podle nichz je mozné

rozeznat fazi reprodukéniho cyklu (Palombit, 1985).

Oproti tomu Lukas et al. (2002) stanovil pomoci RIA (Radioimmunoassay) analyz délku
ovarialniho cyklu u samic N. leucogenys na 21,9 dni, coz odpovida i vysledkim Geissmann et
Anzenberger (2009), ktefi popsali reprodukéni cyklus gibont zlatolicich (N. gabriellae). Ve své

studii uvadéji u dvou téchto samic délku ovarialniho cyklu 21,1 + 1,2 dni, diagnostikovano
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z metaboliti steroidit z moc¢i pomoci EIA (Enzymimmunoassay) analyz. U jedné samice
uvadeji pravdépodobny nastup prvni menstruace jesté pied zménou barvy srsti z ¢erné na
bézovou. Béhem studie bylo samicce 7,5 let a nebyla jesté zcela piebarvena, presto vykazovala
pravidelny cyklus. U obou studii se vSak jednalo o malou zékladnu analyzovanych jedinct (1-
3). Na zakladé¢ stejné metodiky byly vypocitany i ovarialni cykly u 4 samic N. leucogenys ve
studii Rafacz et al. (2013), kdy primérnd délka ovaridlniho cyklu ¢inila 25,0+4,7 dny a pro 1

samici N. gabriellae byla stanovena primérna délka ovarialniho cyklu na 24,0+1,7 dne.
1.5.3 Puberta — nastup pohlavni dospélosti u giboni Nomascus

Termin puberta charakterizuje fyziologicky stav gondd, kdy jsou plné¢ hormonalné a
gametogeneticky funkéni. Tento proces muze byt postupny nebo nahly, v zavislosti na druhu

zvifete a miize byt doprovazen fadou morfologickych zmén (Norris, 2007).

Ve srovnani s mnoha dal$imi druhy savci, maji primati prodlouzené obdobi prepubertalni i
prodlouzené obdobi reprodukcni zralosti, oznacované jako puberta. Toto obdobi je
charakterizovano morfologickymi, fyziologickymi a behavioralnimi zménami aktivovanymi
¢innosti osy hypotalamus-hypofyza-gonady (HPG) tj. gonadarche, a u nékterych druht po
ose hypotalamus — hypofyza — kiira nadledvin (HPA) tj. adrenarche (Saltzman et al., 2011).

V socidlnim systému gibonli, at uZ monogamnim nebo polygynnim, odchdzeji potomci
vur€itém veku zrodné skupiny pro zajiSténi si budouciho partnera a zajisténi vlastni
reprodukce. Doba emigrace od rodné skupiny mize zaviset na velikosti zivotniho prostoru a
poctu dosud se nerozmnozujicich jedinct, ale agresivni rodicovské chovani a pocet sourozenct
ve skupiné muze hrat také vyznamnou roli. VSechny tyto faktory ovliviuji socialni prostiedi a
tim také mohou ovliviiovat dobu nastupu pohlavni dospélosti (Emlen, 1995; Milne et Judge,
2011; Ziegler et al., 1987; Zhou et al., 2008).

Brockleman et al. (1998) uvadi u gibonti H. lar odchod samcii z rodné skupiny ve véku az 10

let a samic okolo 8,6 let véku. V porovnani se zkuSenostmi chovateld gibonii Nomascus

Vv zoologickych zahradach je 7 - 8 let v€ku horni hranice pro odchod mladéte ze skupiny, kdy se

zaCind ménit chovani rodi¢t vici témto potomkim (Bolechova — nepublikovano). Burns et

Dooley (2011) popisuji ve své studii ze ZOO Perth agresivnéjsi nartuist chovani otce vici synovi

u gibona stiibrného (H. moloch) v obdobi puberty, a u N. leucogenys, také ze zoo, byla popsana
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zvySend agresivita matky vici dcefi okolo 5 let jejiho v€ku, jakoZzto mozny zpisob inhibice

nastupu reprodukéni aktivity u této mladé samice (Burns et Judge, 2016).

Zména v chovani, jako je snizeni hravého chovani, zména ve vzdalenosti kontaktu s rodici,
narlst sexualniho chovani v souvislosti s vékem, to v§e mize naznacovat prechod z juvenilniho
obdobi do obdobi adolescence a nastupu puberty (Caine, 1986; Fagen, 1993; Hewlett et
Hewllet, 2013; Pereira et Altmann, 1985).

Studie Burns et Judge (2016) u N. leucogenys, H. moloch a S. syndactylus v prostiedi
zoologickych zahrad ukazuje na sniZzeni hravého chovani a zvySeni vzdalenosti kontaktu od
rodic¢i okolo 4 — 6 let, coz predpokladd mnohem vétsi plasticitu ve vékovych kategoriich
ovlivnénou slozenim rodiny. Studie Burns et Dooley (2011) uvadi zménu vnitinich socialnich
interakci s narozenim nového potomka. Pfedpokladd i vétsi plasticitu v toleranci rodicl, kdy
subadultni jedinci nemohou odejit od rodné skupiny, ale naopak se jako prvni zapojuji do péce
o narozené¢ mladé. VsSe je vSak ovlivnéno reprodukénim statutem rodiny a individualni

kompetici dospivajiciho potomka s rodi¢em stejného pohlavi (Burns et Dooley, 2011).

Rafacz (2010) spojuje odchod mladéte ze skupiny s dosazenim pohlavni dospélosti ve véku 7 —
8 let, obdobny ve&k popisuji i Leighton (1987) a Barlett (2007) z pozorovani z volné pfirody,
kdy potomci opoustéli rodnou skupinu. Naproti tomu studie Zhou et al. (2008) uvadi odchod

potomka od rodiny u N. hainanus jiz ve véku 5,5 let.

Geissmann (1991) ptedpoklada nastup pohlavni dospélosti okolo 6. az 8. roku véku, ktery vsak
muze byt velmi variabilni. Chovatelé ze zoologickych zahrad spojuji pohlavni dospélost se
zménou barvy srsti u samic, coz odpovida 6. az 8. roku veéku. Rawson et al. (2011) ale uvadi
nastup pohlavni dospélosti u gibond chovanych v lidské péci jiz v 5 letech jedince. Zména
barvy srsti u mladych samic je obvykle v dosavadnich studiich spojovana s nastupem sexualni
dospélosti (Delacour, 1951), ale jak uvadi Deppute et Leclerc-Cassan (1981), mize byt velmi
variabilni. Burns et Judge (2016) uvadi piiklad jedné subadultni samice N. leucogenys z chovu,
kterd zacala ptebarvovat ve véku okolo 6,5 — 7 let, pii odsunu zrodné skupiny, kdy byl

zaznamenan i nepravidelny otok vnéjSich genitalii.

Dle doporuceni Husbandru Guidelines pro chov gibont H. moloch Audebert 1798 a Hylobates
pileatus Gray 1861 se spojuje doba pohlavni dospé€losti i se zménou chovani, kdy se dospivajici

jedinci zacinaji stranit rodné skupiny a snazi se vytvofit vlastni teritorium, a kdy je doporuceno
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tyto jedince ze skupin vyjmout. VEk, kdy dochdzi k této zméné chovani, je velmi variabilni dle
jedince, od 5 do 9 let stafi (Mootnick, 1996; Cocks, 2000). Pro rod Nomascus neexistuje
doposud Husbandry guidelines, pfesto tato zména chovani je pozorovatelna i v téchto rodinach
gibond, Casto doprovazena i zvysenou agresi ze strany rodict k dospivajicimu jedinci (Burns et

Judge, 2016).

Diivodem rychlejsiho nastupu pohlavni dospélosti u zvifat v chovech mtize byt energeticky
bohatsi vyziva umoziujici rychlej$i somaticky rist a celkové rozdilna aktivita umoznujici
rychlejsi rozvoj (Melfi et Marples, 2000). Piedpokladd se i1 souvislost zmény chovani

s dospivanim na hypotalamo — hypofyzarni tirovni (Burns et Judge, 2016).
1.5.4 Brezost u gibonit Nomascus

Délka brezosti u gibond se uvadi okolo 7 mésict. Prvni historické udaje cituje ve své praci
Rode (2009), ktery odkazuje na poznamky S. R. Tickela z roku 1864 o Hylobates lar, ktery
popisuje délku biezosti u téchto gibonil, pozorovanych ve volné ptirodé€, okolo 7 mésicti, taktéz
odkazuje na pozdé&jsi pozorovani S. H. Robinsona z roku 1923, kdy se jedna opét o gibony H.
lar, ale chované v zoologické zahradé — délka biezosti je opét udavana 7 mésici. Geismann

(1991) uvadi ve své studii délku biezosti u gibonli rodu Nomascus 200 — 212 dni.

Informace o délce biezosti u gibonovitych (Hylobatidae) jsou minimalni. Petersen et al. (2010)
uvadi biezost u gibona béloliciho (N. leucogenys) mezi 210 — 211dny. Rafacz (2010) za pomoci
EIA analyz uvadi délku biezosti okolo 184 + 14 dni pro N. leucogenys i N. gabriellae. Obé
studie vychazeji z Gidaju o zvifatech chovanych v lidské péci. Studie Zhou et al. (2008) z volné
ptirody, uvadi délku biezosti u N. hainanus v praimérné délce 240 dni s fenologickou

synchronizaci porodti do obdobi hojnosti potravy v destnych lesich.

Barelli et al. (2007) ve své studii z volné piirody, popisuje samice gibont bélolicich (N.
lecogenys), které se parily béhem plodnych i neplodnych dnd, tj. béhem folikularni a lutealni
faze. Podobné zkuSenosti maji i chovatelé ze zoologickych zahrad, kdy je zaznamenavano
pareni i v t€sné dobé pied porodem. Zvyseni ochoty samice k pateni a tim predpokladané doby
fije je mozné vysledovat z rliznych zmén chovani samice, coz je ovSem velmi individualni

zalezitosti jedinct (Bolechova — nepublikovano).

Cheyne and Chivers (2006) uvadi ve své studii ze zachranné stanice Kalaweit (Borneo) zménu

chovani samice u druhu Hylobates agilis a Hylobates muelleri, kdy samice vyzyvaly samce
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k pafeni nastavovanim se a strkanim. Toto chovani bylo Cast&jSi pii zvySeni zarGzovéni a
zdufeni (tumescence = zduieni, nab&hnuti naplnénim krvi ¢i jinou tekutinou v tkani) vnéjsich
genitalii. Barelli et al. (2007, 2008) uvadi ve studii z volné ptirody u H. lar, Ze samice
vykazovaly razovéjsi vnéjsi genitalie béhem folikularni faze ovaridlniho cyklu a pareni
probihalo béhem celého cyklu. V pfipadé nejvyssi tumescence byla zaznamendna ovulace

v 80% piipadd, avSak patreni probihalo i béhem ztraty zdufeni vnéjSich genitalii.

Vzhledem k tomu, Ze tumenescence se bézné vyskytuje predevsim u samic ve vice skupinovém
socidlnim systému, mize byt divodem tohoto projevu u samic gibont jejich snaha o zvySeni
atraktivnosti a tak moznosti pafeni mimo vytvofeny par (Thompson, 2009), jak naznacuji i
poznatky uvedené v kapitole 1.4 o Socialnim systému gibond, kde ne vzdy se musi jednat o

striktni monogamii.

Rafacz (2010) provadéla studie na gibonech chovanych v zoologickych zahradach a uvadi, ze
progesteronové metabolity byly u samic v dobé biezosti 7x vyssi (2334, 4 + 60,3 ng/g vykali)
nez béhem estralniho cyklu (309, 1 + 9,2ng/g vykalu). Poukazuje i na zvySeni estrogent u
samic v souvislosti s biezosti, ale také uvadi u samci — otcti zvySeni hladin estrogenu pred

porodem a po narozeni potomka, bohuzel bez konkrétnich hodnot v obou piipadech.

Geissmann (1991) uvadi reproduk¢ni rychlost u paru gibonu z volné ptirody okolo 1 — 2 roka,
vétsinou vSak 2 — 3 roky, jak vyplyva i z pozorovani od ostatnich gibonovitych (Hylobatidae)
(Traeholt et al., 2005). Rafacz (2010) uvadi primé&rny interval porodi za 2 — 4 roky. Zhou et al.

(2008) popisuji u N. hainanus délku mezibiezosti vV primérném intervalu 24 mésica.
1.6 Metabolismus steroidnich hormonu

1.6.1 Syntéza steroidnich hormoni

Zakladnim materialem pro biosyntézu steroidnich hormonu je cholesterol (Payne and Halls,
2004 cited by Hu et al., 2010; Miller, 2008 cited by Hu et al., 2010). K syntéze dochazi
v steroidogennich zlazovych bunkach. Potiebny cholesterol pochazi z riznych zdroji. Bud’ je
do zlazovych bun¢k piijat spolecné s lipoproteiny, nebo je jimi syntetizovan z acetyl-CoA
(Noriss, 2007).

Steroidni hormony mtizeme rozdélit do 6 tiid: testosteron (androgen), estradiol (estrogen),

progesteron (gestagen), kortizol/kortikosteron (glukokortikoidy), aldosteron
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(mineralokortikoidy) a kalcitrol (D - hormony) (Payne et Halls, 2004 cited by Hu et al., 2010;
Miller, 2008 cited by Hu et al., 2010).

Testosteron, progesteron a estradiol jsou klasifikovany jako pohlavni steroidy. Prvnim
dalezitym meziproduktem biosyntézy vétSiny steroidnich hormonti je pregnenolon, ktery se
tvofi z cholesterolu dvéma hydroxylacemi a oxidativnim $tépenim postranniho fetézce pfi
reakci katalyzované cytochromem P450 (Lambell, 1986 cited by Hu et al., 2010; Hall, 1987;
Norris, 2007).

Nasledujici dehydraci hydroxylové skupiny pfemisténim dvojné vazby se vytvoii progesteron.
S vyjimkou kalcitriolu jsou vSechny steroidni hormony odvozeny od pregnolonu nebo
progesteronu. Pfi syntéze testosteronu z progesteronu dochézi k uplnému oxidaénimu
odstranéni postranniho fetézce, jehoz vysledkem je pfeména na estradiol (Lambell, 1986 cited

by Hu et al., 2010; Hall, 1987; Norris, 2007).

Granuloza bun¢k ovarialnich folikulti sekretuje predevsim progesteron a jeho metabolit 20a-
hydroxyprogesteron a estradiol; thékalni buniky syntetizuji predev§im androgeny a lutealni
buriky vaje¢nikt sekretuji progesteron a jeho metabolit 20a-hydroxyprogesteron. Progesteron je
také syntetizovan zlutym téliskem béhem 6 — 8§ tydne biezosti, ale béhem nasledujici biezosti je
hlavnim zdrojem progesteronu placenta (Miller, 1988 cited by Hu et al., 2010; Stocco et Clark,
1996 cited by Hu et al., 2010).

Celkova rychlost produkce steroidnich hormont je kontrolovana peptidickymi hormony. FSH
(folikulo-stimulacni hormon) kontroluje syntézu progesteronu a estrogenu v granuldznich
buiikach folikuld, zatimco LH (luteiniza¢ni hormon) reguluje syntézu progesteronu v lutelnich
bunkach folikulti (Sanorn et al, 1980 cited by Hu et al., 2010; Waterman et Keeneg, 1996 cited
by Hu et al., 2010).

Transport steroidnich hormont v krvi zaji$t'uji tzv. transportni proteiny. VSechny se mohou
relativné nespecificky vazat na albumin. Specificka je vSak vazba testosteronu a estradiolu na
SHBG (sex hormone binding globulin) a progesteronu a kortizolu na transkortin (Sanorn et al.,
1980 cited by Hu et al., 2010).
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1.6.2 Degradace steroidnich hormont

K inaktivaci steroidnich hormonti dochazi nejcastéji v jatrech. Mezi nejcastéjSi reakce patii
hydroxylace, oxidace a redukce oxoskupin. V zavéru jsou steroidni metabolity konjugovany

s kyselinou glukuronovou nebo sulfatem.

Kombinaci vice inaktivacnich reakci vznikd tada steroidnich metaboliti napt. progesteronu
(pregnandiol, hydroxylovany pregnan), estrogenu (estradiol,estron) a androgent (5a-androstan-
3a-0l), které jsou castené vylouCeny v exkrementech (moci, vykaly) (Norris, 2007;

Heistermann, 2010; Hodges et Heistermann, 2011).

Metabolity steroidii vyloucené moci, jsou Vkonjugované formé&, oproti metabolitim ve

vykalech, které maji nekonjugovanou formu (Heistermann, 2010).
1.6.3 Fytoestrogeny a jejich vliv na reprodukci

Rozeznavame 4 skupiny fytoestrogent: isoflavonoidy (genistein, dadzein, equol), kumestany
(kumestol), lignanany (enterolakton), stilbeny (stilben, resveratrol). Nejvétsi zastoupeni
isoflavonoidi najdeme pfedevSim v lusténinach. Fytoestrogeny podl¢haji metabolické
pfemémé v travicim traktu a jejich metabolity 1ze nalézt jak v plazmé, tak v moci a vykalech

(Cornwell et al., 2004, D" Alessandro et al., 2005).

Fytoestrogeny maji podobné t¢inky jako estrogeny. Estrogeny obsahuji fenolitycky hydroxyl,

v

nejvyznamngjsi je 17 estradiol, tzv. fenol, ktery se v téle vaZe na estrogenni receptory.

Je znamo, Ze estrogeny z prostiedi, pfijaté napf. potravou mohou nasledné ovlivnit vyvoj plodu
a maji vliv na endogenni hormony (Monfort et al., 1984). Dulezitym poznatkem je také vliv
estrogenti béhem perinatalniho Zivota na modulaci replikaci genti (Kaludjerovic et Ward,
2012).

Schopnost produkovat metabolity fytoestrogenti zavisi na rozdilnosti metabolismu ve stfevech
a kolonizaci stfeva ur¢itymi bakterialnimi kmeny dle druhu (Hutchins et al., 1995, Kelly et al.,
1995, Lundh, 1995; Arai et al., 2000; Ueno et al., 2002; Patissaunt et al., 2009) v¢etné pohlavi
jedince (Cassidy et al., 2006).
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U makakut rhesus (Macaca mullata Zimmermann 1780) byl popsan vliv diety zaloZzené na
zvySeném obsahu s6ji, kterd obsahuje isoflavonoidy genistein a daidzein, v podobé vyssi

hladiny estrogenti v plazmé, nez u samic krmenych stejnou dietou (Stroud et al., 2006).

Ptijem fytoestrogennich latek v potrave a jejich piipadny vliv na reprodukei, predev§im délku
ovaridlniho cyklu a receptivitu samic v dobé reprodukce byl popsan i u hulmana indoc¢inského
(Trachypithecus phayrei Blyth 1847) z volné ptirody v Thajsku (Lu et al., 2010), u Simpanzi
vychodnich (Pan troglodytes schweinfurthii Giglioli 1872) v Tanzanii (Thompson et al., 2008)
a u paviand anubi (Papio anubi Lesson 1827) v Namibii (Higham et al., 2007).

Znama je i sezonni konzumace estrogennich rostlin u guerézy ¢ervenohlavé (Procolobus
rufomitrates Peters 1879) a gorily vychodni (Gorilla beringei Matschie 1903) (Wasserman et
al., 2012; Wasserman et al., 2013).

1.7 Metody pouzivané ke stanoveni pohlavnich hormont

Primati byli po mnoha let chovani v laboratofich a vyuzivani pro biomedicinsky vyzkum, kdy
bylo mozné provadét rizna fyziologickd méfeni, zvlasté hormonalni (endokrinni) monitoring

(Ramaswami, 1986; Petrusz et Bullock, 2005).

Endokrinologie je dulezita pro pochopeni reprodukéni biologie primati a samoziejmé pomohla

zlepsit chovatelska zatizeni a management véetné welfare (Lasley et Savage, 2007).

Stanoveni hormont v krvi (tradiéni médium) je 1 vV soucasnosti nejvice vypovidajicim tdajem

v endokrinologii a to nejenom u laboratornich zvitat (Lasley et Savage, 2007).

Ovsem ve vétSiné pripadl, kdy nejsou zvifata na odbér krve trénovéna, se jednd o invazivni
metodu, narusujici chovani zvitat, zvySujici stres, pfedevs§im pii samotném odchytu (Reeder et

Kramer, 2005).
1.7.1 Neinvazivni metody pouZivané ke stanoveni pohlavnich hormont

Mezi neinvazivni metody patii takové, pfi kterych nedochdzi k fyzickému zasahu do téla
zvitete. U téchto metod se hladiny hormonti neméti z krevni plazmy, ale pouzivaji se
alternativni média, jako jsou sliny, mo¢, trus/vykaly (Heistermann, 2010). V piipadé zvifat
Vv zoologickych zahradéach, kdy je kazdé odchytavani ¢i anestezie zvitat rizikovou zaleZitosti

pro daného odebiraného jedince, jsou neinvazivni metody maximalné efektivnim feSenim
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(Bolechova — nepublikovano). Jakékoliv stresové podminky také navic ovliviji reprodukci a
pribéh ovarialniho cyklu: suprese cirkulujicich gonadotropini a gonadnich steroidnich

hormont vede K naruseni normalniho menstruaé¢niho cyklu (Cameron, 1997).

Pro zoologické zahrady je sledovéani reprodukéniho cyklu dalezitym krokem zejména pro
zlepSeni efektivity managementu chovu. Nejen zpohledu welfare, ale také z pohledu
nakladnosti a dostupnosti, je vyuziti neinvazivnich metod pii sledovani reprodukcniho cyklu
Vv poslednich letech upfednostiiovano. V podminkach zoologickych zahrad je nejsnadnéj$im
feSenim analyza z exkrementi, kterou je mozné stanovit skoro vSechny metabolity steroidnich

hormonti, které reguluji reprodukéni cyklus samcti a samic (Schwanzenberger, 2007).

Rozbory moéi jsou efektivni pro moznost zachyceni vétSiny metabolitd riznych hormont, ale
moc se obtizné sbird, predevSim u skupinové chovanych zvitrat. Také obsah metabolitil steroidi
se ruzni béhem dne, tzv. cirkadianni rytmus (ranni mo¢ je koncentrovangjsi), a reprezentuje tak
krat$i obrazec (cca 6hod) nez exkrementy (vykaly) (cca 24hod) (Brown, 2006; Monfort, 2003,
Heistermann, 2010). Rozbory vykali jsou vyhodou — snadn&j§i sbér s minimalnim rusenim

zvitat a mohou byt odebirany dlouhodobé (Brown, 2006).

V poslednich letech doSlo k velkému pokroku ve vyzkumu neinvazivnich metod pro
monitorovani ovaridlnich funkci u mnoha primatd, a to sledovanim metabolitli z moci a vykald
pomoci enzymovych imunologickych testt (EIA neboli ELISA) a radio-imunologickych testt
(RIA) z metaboliti moci a vykali. Pfednosti t€chto metod spocivaji v jednoduchém postupu
prace a rychlé analyze méfenych latek. Podstatou téchto imunochemickych metod je kompetice
méteného hormonu se zna¢enym hormonem o vazebné misto na polyklonalni protilatce (Muir

et al., 2001; Palme, 2005).

EIA metoda je v posledni dobé ve vyzkumu nejen v zoologickych zahradach uptfednostiiovana

pied RIA metodou, nebot’ nevyzaduje manipulaci s radioaktivnim materidlem (Graham, 2001).

Pfi neinvazivnich analyzach ovSem neméfime okamzité hladiny hormontl, jak je zminéno vyse,
ale hladin jejich metabolitt, protoze hormony jsou béhem exkrece metabolizovany. Miize tedy
dochazet ke zménam v koncentracich mezi uvolnénim latek do krve a métfenim jejich hladin
napf. ve vykalech. Proto je nutnd analytickd nebo popf. biologickd validace enzymové

imunoanalyzy (Palme, 2005).
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Analytickd validace slouZzi k ovéfeni toho, zda je cilovy metabolit hormonu zméfitelny pomoci
EIA analyzy s co nejvéetsi piesnosti. Ke stanoveni této validace slouzi kritéria jako je piesnost,
specifita (,,cross-reaction®), citlivost, preciznost (koeficient variability) analyzy a vybér vhodné
analyzy (Mostl et al., 2005).

Biologicka validace slouzi k otestovani dat, zda jsou biologicky smysluplné. Lze pouzit
invazivni cestu, tj. napf. podani injek¢né radioaktivniho hormonu a nasledné zmeéieni
metaboliti ve vykalech pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie a zjisténi, zda
vykazany radioaktivni pik vykazuje imunoreakci s pouzitou protilatkou (Mohle et al., 2002;
Palme et al., 2005). Dalsi metodou je stimulace nebo suprese hormonti farmakologicky, tj.
invazivné (napf. ACTH, GnRH) a porovnani, zda metabolity nalezené¢ ve vykalech reflektuji
stimulaci nebo supresi (Mohle et al., 2005; Touma et Palme, 2005; Wasser et al., 2000) anebo
porovnani referencénich hodnot krve s vyloucenymi hladinami hormont (Goymann, 2005).
V pfipadé imunotesti vSak protilatky rozeznaji jen nékteré metabolity a tak muze dojit

k rozdilim ve vysledcich v porovnani s hormony z krevného séra (Goymann, 2012).

Dalsi moznosti je test pfedpokladanych odchylek a rozdili (napt. hladin hormont v riznych
reprodukénich stadiich a pohlavi a vyhodnoceni vzajemnych vztahii pfi¢ina — u¢inek (napt. vliv
transportu, odchytu, uhyn mladéte), nebot’ hladiny metaboliti hormonti odrazeji momentalni

biologicky stav zvifete (Heistermann, 2011).
1.7.2. Rychlost vylu¢ovani metaboliti hormonii

Moznost intenzity odbéru vzorkd vykall je variabilni mezidruhové, podle rychlosti pasaze
sttevy a druhem krmiva. U velkych primatd (lidoopi, starosvétsti primati) jsou hormony
vyluéovany béhem 24 — 48 hod. intervalu po zacatku cirkulace v krvi (Bahr et al., 2000;
Heistermann et al., 1993), zatimco u malych primata (Callithrichidae) je pasaz rychlejsi (od 4
do 16 hod) (Bahr et al., 2000).

Rozdily v metabolismu steroidl byly také zaznamenany mezi jednotlivym pohlavim u paviant
babuinti (Papio cynocephalus Linnaeus 1766), tzn., ze existuje nejen behavioralni, ale i

fyziologicky rozdil mezi samci a samicemi (Lynch et al., 2003; Gesquiere et al., 2005, 2007).

Charakteristika ¢asového zpozdéni (time lag) je dulezitd pro spravnou interpretaci vysledki,

napf. pro determinaci fyziologické udélosti jako je napf. ovulace. Tato informace je také
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podstatna pro stanoveni frekvence odbérit s ohledem na sledované hodnoty, Obr. ¢. 5

(Heistermann, 2010; Hodges et Heistermann, 2011).

Obr. ¢. 5 Exkrece hormont

Squirrel monkey (Salmiri sciureus)
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Zpusob vyluCovani steroidich metabolitli u vybranych primati dle Heistermanna (2010).

1.7.3 Vyuziti neinvazivnich metod v praxi

Oblast aplikace neinvazivnich metod je velice Siroka. Pouzivaji se nejen u domacich zvifat
(Rabiee et al., 2002, Denhard et al., 2003), tak u zvitat chovanych v zoologickych zahradach

nebo ve volné piirodé (Schwarzenberger, 2007).

Campbell et al. (2001) vyuzili metody EIA ve své studii reprodukéniho cyklu chéapant
sttedoamerickych (Ateles geoffroyi Kuhl 1820), kdy ze vzorkid vykalt i mo¢i diagnostikoval
metabolity progesteronu i estrogenu, podobné jako Moorman et al. (2002) ve své studii o

kotulech veverovitych (Saimiri sciureus Carl Linné 1758).

Ze studii vénovanych reprodukénimu cyklu starosvétskych primatt, kdy bylo vyuzito
obdobnych vzorkl i metody, jako u vyse zminénych novosvétskych primat, miizeme uvést

naptiklad studii Lynch et al. (2003) zabyvajici se ovarialnim cyklem vice druhd paviani ve
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volné prirod¢ a dalsi studie provadéné v umélych chovech zvitat (zoologické zahrady nebo
zachranné stanice) a to studie Heistermann et al. (2001) o makacich lvich (Macaca silenus
Linnaeus 1758), Fujita et al. (2001) o makacich ¢ervenolicich (Macaca fuscata Blyth 1875),
Firtbauer et al. (2010) o makacich asamskych (Macaca assamensis McClelland 1840),
Engelhardt et al. (2005) o makacich javskych (Macaca fascicularis Raffles 1821) anebo studie
Phillips et Wheaton (2008) vénovana mandrilim ryholicim (Mandrillus sphinx Linné 1758). Ve
vSech téchto studiich byly diagnostikovany hladiny metabolith hormont estrogenu a

progesteronu.

Ke studiim nejblizsich ptibuznych gibonil vyuzivajici EIA analyz k diagnostice reprodukéniho
cyklu patii napiiklad studie Miyamota et al. (2001) o gorilach nizinnych (Gorilla gorilla gorilla
Savage 1847), kde byly vyuzity vzorky vykalt, obdobn¢ jako ve studii stejného druhu primata
od Atsalise et al. (2004). Ovarialnimu cyklu Simpanzt (Pan troglodytes Blumenbach 1776) se
vénuje ve své studii Thompson (2005), ktery diagnostikoval hladiny metabolit progesteronu a
estrogenu ze vzorkl vykall 1 moci, podobné jako Jurke et al. (2000) u Simpanzii bonobo (Pan

paniscus Schwarz 1929).
1.7.4 Neinvazivni metody u ¢eledi Hylobatidae

Do studii vénovanych celedi Hylobatidae — gibonoviti vyuzivajici EIA metody k diagnostice
reprodukéniho cyklu patii studie o gibonech H. pileatus (6 samic, 119 vzorka) od Aramakiho et
al. (2010), kdy byly pouzity vzorky moce ke stanoveni hladin metabolitu estrogenti a
progesteront a studie Barelli et Heistermann (2009) o ovarialnim cyklu H. lar (9 samic, vzorky
z 15ti ovarialnich cyklt), kdy byly vyuzity vzorky vykalt. Studie Maheshari et al. (2012) na 4
samicich gibonu stfibrnych (H. moloch) vyuziva jak vzorkt vykalu, tak vzorku krve, ke
stanoveni ovarialniho cyklu (5 — 7 vzorku/cyklus po dobu 3 mésici). V predchozi studii
Maheshari et al. (2010) u 3 téchto samic giboni byl stanoven také konjugat estronu a

pregnandiolu z vykalt pro zjisténi piipadné korelace s otokem vnéjSich genitalii samic.

Metoda EIA vyuzitd pro diagnostiku ovaridlniho cyklu u gibon rodu Nomascus je popsana
pouze ve dvou studiich: Geissmann et Anzenberger (2009), ktefi stanovovali délku ovarialniho
cyklu u 3 samic; a Rafacz (2010), ktera provadéla méfeni hladiny steroidnich hormont u 5
samic a 4 samct.. Geissmann et Anzenberger (2009) vyuzivaly jak vzorkti moc¢i, tak i vykald,

Rafacz (2010) a Rafacz et al. (2012, 2013) pouze vzorky vykald. Neinvazivni metody pro
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analyzu ovarialniho cyklu u paru gibontt N. leucogenys vyuzili ve své studii i Lukas et al.

(2002), jak je uvedeno v kapitole o délce ovarialniho cyklu, jednalo se vSak o metodu RIA.

Na zéklad¢ zkuSenosti z predchozich studii potvrzujicich validitu neinvazivnich metod pro
stanoveni hladin hormont a snahu zachovani maximalniho welfare v chovu zvifat, byla pro tuto

studii vybrana nasledujici EIA metoda.
1.8 Vybrana neinvazivni metoda pro stanoveni pohlavnich hormoni

1.8.1 ELISA = EIA metoda — kompetitivni typ

ELISA (enzymové znacen imunotest s vyuzitim pevné faze) pouziva ke znackovani komplexu
antigen-protilatka enzymy (Crowther, 2009). Vétsina ELISA metod jsou stanoveni na pevné
fazi, kde bud’ antigen, nebo protilatka jsou adsorbovany na povrch pevného nosice. N&které
pracovni protokoly ELISA jsou zalozeny na kompetitivnim charakteru vazebné reakce
ligand-protilatka, jiné naopak vychazeji z nekompetitivniho charakteru vazebné reakce. Ve
vSech postupech je zarazen krok separace vazaného enzymového konjugitu od volného
enzymového konjugatu. Mnozstvi vazaného enzymového konjugéitu stanovime po piidani
substratu métfenim katalytické reakce enzym-substrat. Jedna molekula enzymu muze béhem
nekolika minut pieménit velké mnozstvi molekul substratu na stejné mnozstvi molekul
produktu, poskytujici zesilenou a snadno detekovatelnou zmeénu Vv zabarveni (Mostl et al.,
2005).

Protilatky pouzivané pii ELISA metodach mohou byt monoklonalni i polyklonalni. Pfi
technikach ELISA mohou protilatky vystupovat v neznacené podobé nebo ve formé konjugata.
Antigeny jsou ziskavany purifikaci z pfirodniho materialu nebo rekombinac¢ni technologii. Jsou
pouzivany jako enzymové konjugaty bud’ v rozpustné, nebo imobilizované form¢. Standardy a
kontrolni séra jsou dodavany jako lyofilizovand séra s azidem sodnym a s deklarovanou
koncentraci antigenu.

Enzymové konjugaty jsou bud’ antigeny, nebo protilatky kovalentné navazané na vybrany
enzym. Pii piipravé konjugatu l1ze postupovat tak, ze protilatky a enzymy jsou nekovalentné
znackovany biotinem a pak se vyuziva jeho silné vazebné afinity k avidinu.

Pufry, které se pti ELISA metodach pouzivaji, slouzi k fedéni vzork a cinidel v soupravé a k
jejich rekonstituci z lyofilizované formy. Reakce ELISA probihaji v prostiedi pufri, které

zajistuji urcité pH a koncentraci iontt.
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Pii ELISA metodach se pouzivéa ke znaceni enzym peroxidadza a jeji substrat peroxid vodiku,
ktery v pfitomnosti chromogenu 1,2- diaminobenzenu dava méfitelny zlutooranzovy produkt.
Dalsim enzymem, ktery se vyuziva ke znaceni imunokomplext, je b-D-galaktosidasa a jeji
substrat  o-nitrofenyl-b-D-galaktopyranosid, ktery je pieménovan na mgéfitelny Zluty
nitrofenolovy produkt. Ke znaceni se také ¢asto pouziva alkalicka fosfataza a jeji substrat p-
nitrofenylfosfat, ktery je pfeménovan na nitrofenolat.

Zastavujicim ¢inidlem peroxidazové reakce je 1M kyselina sirova, ktera zaroven stabilizuje
kone¢ny barevny produkt enzymové reakce.

K detekci antigenu se ¢asto poziva technika ELISA vyuZivajici kompetitivni vazebnou reakci
na pevné fazi. U tohoto typu stanoveni soutézi o vazbu na omezeny pocet vazebnych mist na
pevném povrchu imobilizovanych protilatek neznaceny ligand s ligandem znacenym enzymem.
Po kratké inkubaci je separovan volny komplex od komplexu vézaného. Po promyti je pfidan
substrdt a enzym pfitomny ve véazané frakci jej pteméni na barevny produkt. Mnozstvi
vzniklého produktu je nepfimo umérné koncentraci neznaceného ligandu v testovaném vzorku
(Obr. ¢. 6). Absorbance standardd, kontrolnich a testovacich vzorkd je meéfena na ELISA
readru pii ptislusné vinové délce. Referen¢ni jamky, které obsahuji jen konjugat ligandu
s enzymem, vykazuji nejintenzivngjsi zbarveni. Ubytky zabarveni v jamkach jsou umérné
mnozstvi nekonjugovaného antigenu (Heistermann, 2011).

Standardni kfivky dostaneme linedrnim vynesenim primérnych hodnot absorbanci dvojic
standardi na osu y proti piislusné koncentraci antigenu na ose X. Koncentrace antigenu
v kontrolnich a testovanych vzorcich, stanovovanych soucasné se standardy, mohou byt
stanoveny odectenim primérnych absorbanci vzorkl ze standardni kiivky. Tuto zavislost bézné
zpracovava pocita¢ zabudovany v ELISA readru (Crowther, 2009).

Pomoci EIA — enzymového imunotestu je moZné sledovat steroidni metabolity estrogenu
(konjugovany estron) a progesteronu (pregnanediol-3-glucuronid). Tyto metabolity predstavuji

nejcastéji detekované metabolity steroidnich latek u vétSiny primat (Heistermann, 2010).
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Obr. ¢. 6

Competitive ELISA
Y

1) Coat plate with Capture Antibody
2) Block plate with BSA or Detergent @
3) Mixsample with an Enzyme Conjugate @
4) Add mixture to the ELISA Plate

5) Wash the ELISA Plate

6) Add colorless TMB Substrate

7) Add stop solution . - D

g %8
B .

ELISA Plate Well Surface

Princip kompetitivni ELISY dle Denharda (2011).
1.8.2 Validace metody pro detekci hormonii z vykalu

Validace namétenych hormonti ma formu jednak analytickou, ktera potvrzuje presnost méteni,
a jednak biologickou, ktera potvrzuje, ze naméiené hodnoty hormont reflektuji fyziologické

vysledky.
1.8.2.1 Analyticka validace

Laboratorni neboli analyticka validace prokazuje, Ze sledované hormony jsou zméteny piesné.

Tato validace je zalozena na nékolika kritériich:
- senzitivita: nejniz§i moznd namétrend koncentrace steroidu, Obr. €. 7:

Obr. €. 7 Senzitivita analyzy

Assay sensitivity

smallest concentration,
which is significantly

o —r T — T —r—Trm
lt 10 100

Steroid concentration (pg/well)

Palme (2009) upraveny dle Heistermann (2011).
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presnost ve stanoveni (intra assay) a presnost v cCase (inter-assay), které sumarné
charakterizuji vlastni presnost analytické metody (analyticky rozptyl). Principem je
porovnani nékolikrat za sebou koncentrace specifického vzorku na stejné mikrotitracni
desti¢ce a porovnani koncentrace nékolika rozdilnych vzorkl jejich analyzou napt. 3x na

riznych mikrotitracnich destickéch stejné vzorky.

Kontrola kvality — tzv. standardy, jsou pouzivany ke kontrole pfesnosti analyzy. Jedna se o

homogenni vzorky, které jsou analyzovany pii kazdém rozboru Kk vyhodnoceni odchylky

analyzy.

presnost: stupen, pii kterych jsou naméfeny skutecné hodnoty. Jedna se o test, zda
naméfend hodnota je pfesnd. K tomuto Gcelu se vyuziva standartni kiivky a méfenych

vzorki rozlozenych v jeji roving.

soubéznost/paralelismus: mezi postupné¢ nafedénymi vzorky a standardni kiivkou se

stanovuje testem shody dvou sloupct.

specifi¢nost (zktizena reakce): analyza je specificka, pokud protilatka reaguje jen se
specifickym steroidnim hormonem, ktery analyzujeme. Ve skutec¢nosti téméf vSechny
protilatky mohou reagovat i s jinymi substancemi, protoze obvykle se spojuji jen s Casti
molekuly, takze analyzy jsou skupinové specifické. Tento fenomén se nazyva zkiizena
reakce (cross-reactivity). Zkfizena reakce protilatek mutize pfinést problém diky spoleénému
naméieni nebo zkiizené reakci metabolit s rozdilnym ptivodem. Ale na zaklad¢ vyzkumu
Coralie Munro (University of California, Davis), je zkiizend reakce u protilatek pro
progesteron a estrogen méné jak 0,1% s ostatnimi podobnymi metabolity steroidd (Munro

etal., 1984; Munro et al., 1991).

1.8.2.2 Biologicka validace

Biologicka validace je nezbytnd pro zajiSténi, Ze neinvazivni méfeni hormond poskytuje

biologicky smysluplné data hledanych endokrinnich vysledkd.

Porovnani koncentrace cirkulujiciho a vylouceného progesteronu v moc¢i a vykalech

Vv analyzach provadénych Heistermann et al. (1993) vykazovaly podobné hodnoty: zvySena

hladina v krevnich vzorcich paralelné korespondovala se zvySenim hladin ve vzorcich moci a

vykalech.
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Fyziologické a biologické plisobeni steroidnich hormond umoziuje predpokladat zmeény jejich
hladin a moznost méfeni v ur¢itém casovém obdobi reprodukce (folikularni faze, lutealni faze,

biezost, laktace), jak uvadi Barelli et al. (2007).

Rozdily v hladindch hormoni je také mozné ptedpokladat u rizné reprodukéni kondice zvifete

a jeho véku (Mohle et al., 2002). Také muzeme piedpokadat gendrové druhové specifické

vvvvv

1.9 Metody pouzivané ke stanoveni pohlavi

Jak bylo popsano vyse, vzhledem ke specifické charakteristice prebarvovani téchto giboni a
similarit¢ vnéjSich pohlavnich organti u obojiho pohlavi, je velmi nesnadné identifikovat
pohlavi u juvenilnich i subadultnich jedinct. Jednou z metod je pfima/manudlni kontrola
vnéjsich genitalii (Deputte et Leclerc-Cassan, 1980), kdy se ovSem jedna o velmi stresujici
zalezitost pro zvife spojené s jeho odchytem a manipulaci. Tato metoda neni aplikovatelna do

bézné praxe zoologickych zahrad.

Dals$i moznou metodou je vyhodnoceni rozdilu moc¢eni mezi samcem a samici. Samec moci
pfimym smérem ze Spicky penisu a proud moci vytvari mirny oblouk, kdezto samici mo¢ stéka
ptimo a koresponduje s labia major (velké stydké pysky) (Deputte et Lecler-Cassan, 1980).
Tato metoda vSak vyzaduje velmi trénované oSetfovatele a stale se nevyhneme piipadné chybé

v diagnostice.

Pro zachovani welfare a zlepSeni managementu chovu tohoto rodu gibont je tedy preferovano

vyuziti neinvazivni metody (Lefaux, osob. sdéleni).
1.9.1 Stanoveni pohlavnich hormonii

K vyfeSeni dané problematiky se nabizi stanoveni steroidnich hormont, kdy mizeme
predpokladat genderové rozdily, kdy samci produkuji vySS$i koncentraci testosteronu nez

samice (Rafacz, 2010).

OvSem vzhledem ktomu, Ze se jednd o diagnostiku pohlavi u nedospélych jedincu
(narozenych, juvenilnich, subadultd), nemiizeme 100% ocekavat jednoznacny vysledek,

vzhledem k véku zkoumanych jedincti, kdy se nachazeji jak v obdobi pied adrenarche, tak
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behem ni, tj. pfed aktivni produkci pohlavnich hormonti v kiife nadledvin, v dobé nastupu
puberty a béhem ni (Saltzman et. al., 2011). Dalsim faktorem je i specifita diurnalniho

vylu€ovani testosteronu a diagnostika androgennich metabolitii (Denhard, 2011).

1.9.2 PCR — neinvazivni metoda DNA analyza

Pro diagnostiku pohlavi zajistujici 100% identifikaci se nabizi nasledn¢ metoda PCR
(polymerazova fetézova reakce), jak bylo popsano v mnoha metodikach (Bradley et al., 2001;
Cadamuro et al., 2015; Di Fiore, 2015).

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je nejCastéji pouzivanou molekularné-biologickou
amplifikacni technikou v diagnostice. Cilova DNA (deoxyribonukleova kyselina) byva ¢asto ve
vzorcich v tak nizkych koncentracich, Ze ji neni mozno po izolaci ptimo detekovat. Proto je
nezbytné zvysit analytickou sensitivitu jeji mnohonasobnou replikaci (Hubert, 1998; Lodish et
al., 2000).

PCR umozituje amplifikaci DNA fragmentli az do velikosti 30000 parti bazi (bp). Bézn¢ se
vsak pouziva amplifikace usekit DNA o velikosti jen 200 — 400 bp.

PCR je in vitro metoda pro enzymatickou syntézu specifickych sekvenci DNA. Tyto sekvence
jsou definovany tzv. primery, které se hybridizuji s komplementarnimi iseky DNA, ktera ma
byt amplifikovana, pokud takovéto useky obsahuje. Primery jsou tedy kratké jednofetézcové
molekuly DNA (oligonukleotidy), jejichz sekvence je komplementarni k jednomu ze dvou
fetézct analyzované DNA (Hubert, 1998, Lodish et al., 2000).

Zvysenim teploty nad 90°C je dvouvlaknova DNA reversibilné rozdélena na jednoduché
samostatné fetézce (faze denaturace). Po sniZeni teploty na cca 50°C se primery piitomné
Vv reakénim mediu vaZou na komplementarni sekvence denaturované DNA dfive, neZ staci
DNA renaturovat (faze ptikladani — annealing). Po zvySeni teploty na cca 70°C polymeraza
pfitomna v reakénim mediu prodluzuje pfilozené primery piiddvanim nukleotidii, které jsou
rovnéz pritomny v nadbytku vreakénim médiu Vv poradi, které je dano potfadim
komplementarnich nukleotidi v denaturované DNA (faze elongace, extenze). Nakonec je
teplota zvySena opét nad 90°C a je zahajen druhy cyklus amplifikace. Od druhého cyklu jsou
vytvafeny (az na puvodni dva pary analyzované DNA) tuseky DNA o stejné velikosti
zakonCené primery, které se nazyvaji amplicony. Amplicony mohou byt detekovany
nejjednoduseji po jejich elektroforetické separaci v agaréze a vizualizaci pomoci ethidium
bromidu nebo nové vyuzivanych specifickych substrati jako napiiklad SybrGreen (Roche) a
podobné pod UV lampou (Hubert, 1998; Lodish et al., 2000).
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Mechanizmy vedouci ke tvorbé pohlavi jsou u riznych zivociSnych druhii rizné. Savei maji
odli$ny par pohlavnich chromozoému, vétsi X a mensi Y (u samct). O pohlavi rozhoduje gen
Sry na chromosomu Y. Jeho aktivita vede k diferenciaci varlat z embryonélnich gonad. Tento
gen Ize metodami PCR a polymorfismu délky restrikénich fragmentl stanovit z bun¢k. Protoze
gen Sry neni na X chromozomu, je z vysledku PCR mozné urcit pohlavi — pokud se amplifikuje
Sry gen, jedna se o sam¢i pohlavi (Fickel, 2011).

Dalsi moznost identifikace pohlavi je vyuziti genu pro amilogenin, ktery se nachazi v obou sex
chromozdémech. Identifikaci umoziuje delece 63bp v exonu tohoto genu na Y chromozému.
Amplifikaci vznikaji PCR produkty o razné velikosti, které jsou velmi snadno identifikovatelné
metodou elektroforézy na agarozovém gelu (Di Fiore, 2015).

Studie o determinaci pohlavi pro rod Nomascus existuje (Villesen et Fredsted, 2006) , ale
zdrojem DNA byly vzorky krve. Z dtvodu vyse uvedenych, tykajicich se predev§im welfare
zvifat, se nabizi jako moznost rozsifit metodiku analyz z vykala dle Di Fiore (2005) o tento rod

primata.
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2. Cile prace

2.1 Determinace pohlavi

Cilem této prace je ovéfeni hypotézy, zda lze vyuzit PCR metodu pro neinvazivni stanoveni

pohlavi u gibont rodu Nomascus.

Hypotéza bude ovéfena PCR analyzou vzorkli vykali od dospélych jedinch s jasné ur¢enym

pohlavim a od mlad’at v riizné vékové kategorii.

2.2 Stanoveni steroidnich hormonii a faktori ovliviiujicich jejich cyklus
Cilem této prace je ovéfeni nasledujicich hypotéz:

H1: Koncentrace hormontl progesteronu a estrogenu u samic jsou vyssi nez u samcii.

H2: Koncentrace hormonti progesteronu a estrogenu se nelisi mezi jednotlivymi druhy gibond.
H3: Vyse koncentrace hormonti je ovlivnéna chovatelskym prostiedim.

H4: V poslednim trimetru bfezosti samic se koncentrace progesteronu a estrogenu

nékolikanasobné zvysuji.

H5: V poslednim trimestru bfezosti samice se zvySuje koncentrace progesteronu a estrogenu u

samce.
H6: Koncentrace hormonti progesteronu a estrogenu jsou vyssi ve skupiné s mlad’aty.

H7: S nastupem ovaridlniho cyklu se barva srsti u subadultnich samic zméni z ¢erné na

bézovou.

Hypotézy budou ovéfeny sledovanim vysSe koncentrace metabolitli steroidnich hormonl a

vyhodnocenim biologickych a chovatelskych dat zvifete.
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3. Material a metodika

3.1 Frekvence odbéru vzorku a identifikace zvirete

Odbér vzorktl vykalt probihal 1x tydné do zip sacklt nebo plastovych vzorkovnic za pouziti
rukavic pro zamezeni kontaminace. Vzorek o pfiblizné hmotnosti 1 — 2g byl fadné utésnén a
oznacen datem odbéru vcetné identifikace zvifete. Bezprosttedné po odbéru byl zamrazen a

uchovan pfi - 20°C az do doby transportu do laboratofe.

Pichled 0 poctech odebiranych zvifat, dobé odbéru vzorki v¢. jejich celkového mnozstvi

Z dané zoo je uveden v Tabulce €. 2.

Vzhledem Kk tomu, Ze se jedna o socialni zvifata chovana ve skuping, byla identifikace vzorku
prioritou. V piipadé€, Ze nebylo mozné zajistit 100% odbér od daného jedince (piepusténi —
separovani nebo vlastni vizualni kontrola a okamzity sbér vzorku oSetfovatelem), byla pouzita
potravinaiska krmiva do oblibené potravy zvifete, kterd musela byt podana individudlné
danému jedinci. Kromé potravinatskych barviv (Fuller et al., 2010), se v nékterych
zoologickych zahradach vyuzilo i pfirozeného ,,barviva® napt. mrkve, Cervené fepy, bortvek,
atd. v konkrétni individualni krmné davce. Vzdy bylo nutné ohlidat, Ze obarvena potrava byla

opravdu pfijata sledovanym jedincem.

Frekvence odbéru vzorki byla stanovena na zakladé¢ predchozich zkuSenosti podobnych
vyzkuml u primati (Heistermann, 2011) a musela byt také zohlednéna praktickd stranka

odbéru vzhledem k provozu a systému prace v zoologickych zahradach.
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Tabulka €. 2. Informace o sbéru vzorki a poctu gibonil

Pocet jedincu (samec, samice)

Pocet vzorki dle pohlavi

Z00 Druh :

a obdobi sbéru vzorki samec  samice
Asson N.leucogenys | 0,1 (08/2012 — 02/2013) 0 21
Bojnice N. gabriellae 3,2 (01/2011 — 05/2013) 41 28
Bratislava N. gabriellae 1,1 (03/2011 — 05/2012) 19 46
Eskilstuna N.leucogenys 0,1 (10/2011 - 06/2012) 0 17
Hannover N.gabriellae 0,1 (04/2011 - 08/2011) 0 19
Chleby N. gabriellae 2,1 (03/2011 — 02/2012) 33 9
Jihlava N. gabriellae 0,2 (03/2011 — 12/2013) 0 209
Liberec N. leucogenys | 2,2 (07/2010 — 04/2012) 38 114
Ljubjana N.gabriellae 0,1 (09/2011 - 02/2012) 0 17
Lyon N.leucogenys 0,1 (10/2011 - 02/2012) 0 19
Mulhouse N.siki 2,2 (11/2011 - 01/2012) 11 13
Mulhouse N.leucogenys 0,2 (11/2011 - 01/2012) 0 10
Mulhouse N.gabriellae 2,1 (11/2011 - 01/2012) 10 11
Olomouc N. gabriellae 5,2 (02/2011 - 01/2013) 131 57
Ostrava N. leucogenys | 2,2 (07/2011 — 04/2013) 52 24
Plzeit N.leucogenys | 2,0 (10/2011 — 10/2012) 142 0
Usti nad Labem | N. leucogenys | 1,3 (01/2011 — 06/2014) 78 375
Var$ava N.gabriellae 3,1 (07/2011 - 02/2012) 52 22
Celkem 25,26 607 1011
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3.1.1 Informace o0 krmné davce gibonu

Pro vyhodnoceni analyzovanych vzorkli na obsah metabolitl estrogeni a mozny vliv
fytoestrogenti v potravé byly zoologické zahrady dotazany na druh a slozeni granuli, které
mohou v koncentrované formé obsahovat ptipadné fytoestrogenni latky. Z odpoveédi vyplynulo,
ze ve vSech zoo se nachazi v pozivanych granulich séja lustinata (Glycine max), v mensim
zastoupeni i vojtéSka seta (Medico sativa). Pouze dvé zoo nekrmi granulemi: ZOO Chleby
nabizeji gibonim v krmné déavce lusténiny (Celed” Fabaceae) a v ZOO Hannover naklicené

obiloviny (¢eled’ Poaceae).
3.2 Metodika PCR analyzy

Pro analyzy byly pouzity ¢asti vzorkli odebranych dle metodiky viz. 3.1. Zatazeny byly vzorky
od vSech sledovanych poddruhi tj. N. leucogenys, N. gabriellae, tak N. siki. Zvitata byla
rozde¢lena do dvou vékovych kategorii: dospélé jedince (nad 6 let) a juvenily (od 0 do 4 rokt).
Pro analyzu bylo pouzito celkem 16 jedinct, z nichz 6 byli dospéli jedinci s uréenym pohlavim
(1 samec a 1 samice byli pouziti jako ,,pozitivni kontroly*) a od 3 juvenild s uréenym pohlavim
a od 7 juvenili s neznamym pohlavim. Celkem bylo analyzovano 22 vzorkt vykalt, vzhledem
k vicenasobnym odbérim od 4 jedinct (Tabulka ¢. 3). Tyto vzorky z vicenasobného odbéru
stejného jedince byly pouzity pro verifikaci testované metody.

Ihned po odbéru byly vzorky zamrazeny a uchovany pii — 20 °C do doby extrakce DNA.

Pro molekularni analyzu byla DNA z vykall extrahovana pomoci QIAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen; Germany).

K urceni pohlavi byla pouzita multiplex PCR se dvéma pary primert amplifikujicich fragmenty
amelogenin X genu (AMEL) a k ur€eni pohlavniho chromozému Y oblast genu Sry,
determinujici pohlavi, ktery byl jiz diive popsan v metodice dle Di Fiore (2005).

Standartni objem kazdé PCR reakce byl 10 ul, coz zahrnovalo 20-50 ng genomové DNA,
1 x PPP Master Mix s MgCl, (5mM) (Top-Bio, Ceska republika), 0,4 pM od kazdého primeru
(Generi Biotech, Ceska republika) a navic od metodiky Di Fiore (2005) bylo pouzito 0,1 pg/pl
BSA (Sigma-Aldrich, USA).

Tepelné podminky v cykleru byly nasledujci: pocateéni denaturace 2 minuty pii 94° C, a
nasledné 43 cykla s denaturaci pii 94 °C po dobu 30 s, s fazi piikladani po dobu 30 s pfi teploté
56,8 °C a nasledn¢ 72 °C po dobu 30 s. Finalni faze elongace trvala 5 min. pii 72 °C.
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Na zavér byla provedena elektroforeticka separace amplifikovanych fragmentt v 3% GelRed-
stained (Biotium, USA) agar6znim gelu (Lonza, Switzerland).

3.3 Metodika EIA analyzy

3.3.1 Extrakce metabolitd hormonu

Pro ziskani metaboliti hormonti byla pouzita metanolova extrakéni metoda Spocivajici
Vv zafixovani 0,5g vykali v 4,5ml 80% metanolu. Vzorky byly nésledné vortexovany (10 min.)

a odstfedény (30min.). Supernatant (cca 4 ml) byl zamrazen az do samotné analyzy.
3.3.2ELISA

EIA byla provadéna na ruéné potahovanych mikrotitracnich desti¢kach s rovnym dnem, typ
F96 MaxiSorp (Nunc, Denmark). Metodika je zalozena na kompetitivnim typu EIA metody
vyuzivajici polyklondlnich latek, které se navazou k povrchu stén mikrotitracnich desticek, tzn.
prvni protilatka zachyti steroid a oznaceny steroidni hormon — ,,1abel,, (peroxidazovy konjugat).
Nenavazany steroid a label jsou pii dal§im procesu vymyty. Na konci EIA testu je mozné
navazané enzymy generovat fotometricky, nebot” bezbarvy substrat je konvertovan na Zzluty,
Vv zavislosti na mnoZstvi navazanych enzymi. Stupenl zabarveni je inverzni ke koncentraci

steroidt (Heistermann, 2011).

Pro pfipravu vSech roztokii a pufrii byl pouZit protokol deklarovany vyrobcem protilatek a
konjugati dr. Coralie Munro (Clinical Endocrinology Laboratory, University of California,
Davis, USA).

3.3.2.1 Stanoveni vhodné koncentrace konjugati a protilatek

Na zaklad¢ metodiky Hodges and Heistermann (2011) jsme urcili vhodné fedéni protilatek a
konjugat pro dosazeni absorbance v kontrolnich jamkach MTP mezi 0,8-1,20. Mimo to jsme
museli optimalizovat koncentrace pro ¢teni béhem procesu ELISY, aby se dosahlo potfebné
urovné senzitivity. Proto jsme vytvofili empiricky idealni koncentraci konjugati (tracer) a

protilatek specifickych pro méteny steroidni hormon.

Pro zjiSténi vhodné koncentrace byla zachycend protilatka sériové fedéna pomoci zésobniho
roztoku (stock solution) napii¢ MTP a konjugat byl sériové nafedén smérem od horni do spodni

¢isti MTP. Tento proces se nazyva ‘“Sachovnicova titrace*(checkboard titration) a umoznuje
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precizné analyzovat rozdilné koncentrace vSech reagentli v jednotlivé jamce pro ziskani

nejlepsi senzitivity.

Vybrano bylo fedéni, které vykazovalo barevnou intenzitu okolo 1,0. Toto fedéni tak zabrani,
aby nebyly pouzity zbytecné¢ vysoké hodnoty protilatek a konjugatd, které by snizovaly

senzitivitu EIA analyzy.

Pro stanoveni metabolitii progesteronu byly pouzity polyklondlni progesteronové protilatky a
progesteronové konjugaty CL 425 (Coralie Munro, University of California, Davis, USA). Pro
stanoveni estrogenu byly pouzity polyklonélni estrogenové protilatky a estrogenové konjugaty

R522-2 (Coralie Munro, University of California, Davis, USA).

Zktizena reakce pro progesteronovou protilatku byla 100% s progesteronem, 55% s 5Sa-
Pregnan-2,20-dione, 12,5% s 5B-Pregnan-3p3-0l-20-one, 8% s 5B-Pregnan-3,20-dione, 2,7% s 4-
Pregnen-11p-0l-3,20-dione, 2,5% s 5B-Pregnan-3a-ol-20-one a < 0,1% s pregnanediolem,

androstenedionem a kortikosteronem.

Zkiizena reakce pro estradiol-17f protilatku byla 100% s estradiolem, 3,3% s estronem, 1,0%
s testosteronem a androstenedionem, 0,8% s progesteronem a < 0,1% s kortizolem a

dihydrotestosteronem.
3.3.2.2 Redéni protilatek a konjugati

Protilatky: Supernatantova frakce byla fedéna v poméru 1:10 v solném pufru. Pro piipravu
roztoku jsme pouzili 200ul nefedénych protilatek daného hormonu a pfidali jsme 1,5ml coating
(vazebného) pufru. Poté jsme alikvotné odebrali 50ul do ependorfek a zamrazili, nasledné byly

takto pfipravené protilatky pouZiti k potazeni MTP.

Konjugaty: jednalo se 0 HRP (kienova peroxidaza) enzym. Pfitomnost steroidu (progesteronu
nebo estrogenu) je viditelna po pouziti konjugatu, kdy za pouziti hydrogen peroxidazy jako
oxidac¢niho ¢inidla dochazi k oxidaci steroidu HRP enzymem, ktery je nasledn¢ detekovatelny
spektrofotometricky. Koncentrace steroidii byla determinovéana métenim absorbance kazdého
vzorku. Pouzili jsme 5ul nefedéného konjugéatu pro estrogen nebo progesteron a piidali jsme
495ul EIA (testovaciho) pufru k roziedéni 1:100. Takto nafedéné konjugaty byly uchovavany
pfi teplote 4°C.
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3.3.2.3 Priprava standardi steroidi

Pro piipravu vazebného pufru (stock solution) jsme odvazili 1,0mg steroidu na analytickych

vahach a pridali 10,0ml 96% etanolu (Kulich s.r.o., Ceska republika).

Rozsah standardni progesteronové kiivky zacinal na 4,9pg a koncil na 5000pg/jamku.
Standardni fada pro stanoveni metabolitli estrogenu byla pfipravena v rozmezi od 312,5
pg/jamku do 0,15 pg/jamku. Standardy byly pouzity k vytvoreni standardni kiivky, na jejimz
zéklad¢ byly nésledné méfeny koncentrace extrahovanych vzorka vzhledem k jejich hodnoté
absorbance. Rozsah koncentraci pfesné¢ korespondoval s protokolem propocitanym od Coralie
Munro pro koncentraci steroidnich metabolitd i s udaji v publikacich zabyvajicimi se métenim
steroidi ve vykalech primati. Napf. studie Barelli (2007) na gibonech larech (H. lar) udava
hodnoty pro metabolit estrogenu okolo 20 — 30 ng/g a pro metabolity progesteronu okolo
1600ng/g.

3.3.2.4 Potazeni mikrotitra¢ni desticky (MTP) protilatkami a konjugaty

Mikrotitra¢ni desticky byly potazeny (50ul/1 jamka) progesteron - polyklonalnimi protilatkami
Vv poméru 1:1600 a estrogen polyklonalni mi latkami v poméru 1: 32000 a inkubovany 24hod
V lednici pfi teploté do 2°C. Po inkubaci byla kazda desticka omyta v EIA omyvacim pufru
(250ul/MTP) (0,5ml Tween 20 + 2,5 1 deonizované vody) a fadné vyklepany do sucha vSechny

jamky na desticce.

Nasledné byla MTP potazena ptipravenymi kontrolnimi vzorky — EIA pufr, standardy a
extrahovanymi vzorky, kazdy extrahovany vzorek vykalu v poméru 1:10 (50ul/1 jamka).
V piipadé nizké koncentrace hormont ve vzorku (tj. nebyla naméfena hodnota pii fedéni 1:10)
bylo pouzito fedéni vzorku 1:2. Poté byl pfidan konjugat v mnozstvi 50ul/1 jamku (fedéni
konjugatu 1:100 pro oba steroidy v EIA pufru). V ramci kompetitivni enzymové imunoreakce
byl pouzit label skienovou peroxidazou v fedéni 1:800000 a byla také sledovana zkiizena
reaktivita progesteronovych protilatek. Pro sledovani zkiiZzené reaktivity estrogenovych
protilatek byl vramci kompetitivni enzymové imunoreakce pouzit label s kienovou

peroxidazou v fedéni 1:100000.
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3.3.2.5 Zastaveni barevné reakce

Potazené MTP byly inkubovany a vortexovany cca 24hod v lednici. Po inkubaci streptavidin
avidin peroxidazou pro zndsobeni imunoreakce a opétovném omyti a vysuseni MTP byl ptidan
substrat (30ml acetatu sodného s 500ul 0,4%TMB a 100ul 0,6% H.O2/ MTP) a dle vyvoje
zabarveni (v priméru 30 — 60 minut) byla reakce zastavena piidanim 50 pl 2M roztokem

kyseliny sirové v kazd¢ jamce MTP.

3.3.2.6 Vysledky analyz — spektrofotometrické ¢teni MTP

Finalnim krokem bylo provedeni determinace optické hustoty fotometrickym méfenim pfi

nastaveni vinové délky 450nm pomoci MTP reader Biotec©.

Vsechna stanoveni hormonl byla provadéna duplicitné pro vypocet koeficientu variability.
Prvni dvé jamky bez barvy na MTP (blank wells) slouZily ke kalibraci. Kontrolni vzorky
indikovaly dobu zastaveni barevné reakce. Nasledovaly standardy k nastaveni kalibra¢ni kiivky

a extrahované vzorky.

Po automatickém promichani MTP na readeru a piecteni spektrofotometricky absorbance, byla

naslednd data generovana z programu GENS.

Pro kvantifikaci byla vygenerovana kalibraéni kifivka sestavend na zakladé optické hustoty
hodnot ziskané ze standardi.. Poté byla zméfena absorbance a vysledné duplicitni hodnoty
standardd, kontrolnich vzorkid a extrahovanych vzorkl byly zprimérovany. Pro kazdy vzorek
nesmél variacni koeficient pfesdhnout 20%. V ptipadé vyssi variability, musely byt vzorky

analyzovany a zméteny znovu.

Kalibra¢ni kiivka (vytvofena ze standardil) byla vysledkem sigmoidalnich kalibra¢nich kiivek
jako reakce na mnozstvi pouzitych latek a byla vygenerovana pomoci GENS softwaru, ktery je
schopny vytvaret Ctyfparametrové logistické aproximace kiivky (4-PL). Namétené koncentrace
analyzovanych/extrahovanych vzorkd byly stanoveny interpolaci z kalibra¢ni kiivky. Z
transformace log kiivky na zaklad¢ standardnich hodnot, byla absorbance méfenych parovych
jamek prevedena na koncentraci. Nelinearni regresni analyza byla vybrana jako nejlépe
charakterizujici tvar kfivky, na zakladé formulace: y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D, kde y = primérna

hodnota koncentrace mezi parovymi jamkami daného vzorku; x = koncentrace vzorku; A, B, C,
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D = naméfend koncentrace standardu (vSe v jednotkach v pg/ul). Na zavér bylo potieba

piepocitat absorbanci v pg/ul na koncentraci steroidu v ng/g vykala (Heistermann, 2011):

[c]#= 10° x (priimérna hodnota)® x 5000¢ / 50¢ x (hmotnost vzorku)f x 10009

a: koncentrace v ng/g

b: fedéni vzorku 1 :10

c: ELISA reader hodnota v pg/ul

d: fedéni béhem extrakce steroidu (5ml)

e: 50ul danych do kazdé jamky

f: hmotnost extrahovaného vzorku (vykalu) v g

g: pfevod pg na ng
3.4 Statistické analyzy

Do studie byla zahrnuta vSechna zvifata ve vSech vékovych kategoriich (juvenilové 0 - 4 roky,
subadulti 4 — 6 let, adulti > 6 let) a to z davodu dlouhého reprodukéniho cyklu a mnozstvi
zvitat chovanych v zoologickych zahradach. Doba vzorkovani se liSila u jednotlivych zvifat od

2,2 mésict do 3 let, podle moznosti sbéru dané zoologické zahrady.

Pocet zvifat zjednotlivych zoo vcetné rozdéleni dle pohlavi, véku a informaci o sloZeni

skupiny a zoo udédva Ptiloha €. 1.

VSechna data byla analyzovana pomoci SAS system verze 9.4 (SAS Institue Inc.) Pro

jednotlivé cile prace byl pouzit zobecnény linearni smiseny model (GLMM, Proc Mixed).

GLMM byl budovan tak, Ze do n¢&j byly vloZzeny efekty, které jsme predikovali, Ze budou mit
vliv. Poté byly k modelu postupné pridavany dalSi pevné faktory. Vysledky jsou uvadény
v podobé predikovanych hodnot, tedy hodnot statisticky oSetfenych od vlivu vSech ostatnich

faktoru v daném modelu.
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Pro kategorialni proménné zafazen¢ do GLMM jako pevny efekt, byly vypocteny priameéry
nejmensich ¢tverci (LSMEANSs) a detailni rozdily byly testovany pomoci t-testu s Tukey-

Kramerovou adjustaci pro mnohondsobna srovnani.
3.4.1 Vliv pohlavi, druhu a prostiedi na vysi koncentrace hormoni

Zakladnim pifedpokladem pro statistickou analyzu bylo, ze se vySe koncentrace hormont lisi
mezi samci a samicemi, ale neexistuji mezidruhové rozdily v koncentracich hormoni mezi
dospélymi jedinci. Dalsim faktorem, ktery muze ovlivnit koncentraci hormont, bylo
chovatelské zafizeni (ZOO: Asson, Bojnice, Bratislava, Chleby, Eskulstina, Jihlava, Liberec,
Ljubljana, Lyon, Mulhouse, Olomouc, Ostrava, Plze, Usti n. L., Var§ava). Pevnym efektem
Vv prvnim modelu bylo pohlavi jedince (samec / samice). Ve druhém modelu byl pevnym
efektem druh a chovatelské zafizeni (ZOO). Zavisle proménnou byly koncentrace progesteronu

a estrogenu.
3.4.2 Vliv brezosti na koncentraci hormonu U samice a samce

Zékladnim piedpokladem bylo, ze koncentrace hormoni u bfezich samic budou
nékolikanasobné vyssi neZ u nebtezich dospélych samic, a stav biezosti samice (biezi / nebiezi)
ovlivni i koncentraci hormonti u samce — otce. V prvnim modelu byl logaritmovany vék samice
nestovan v ramci faktoru biezosti samice.

V druhém modelu byl logaritmovany veék samce - otce nestovan v ramci faktoru btezosti

samice.

3.4.3 Koncentrace hormonii ovlivnéné sloZenim skupiny

Giboni zahrnuti v této studii byli chovani v rozdilné sestavenych chovnych skupinach: rodina
smlad’aty (FA), jeden rodi¢ s mlad’aty (PO), chovny par bez mlad’at (P). Zakladnim
predpokladem bylo, ze koncentrace hormont se budou lisit mezi jednotlivymi skupinami. Jako
pevny efekt byly pouZity tyto faktory: vék a slozeni skupiny (FA, PO, P). Zavisle proménnou
byly koncentrace hormont (progesteronu a estrogenu). Konstruovali jsme GLMM tak, Ze jsme
zatadili do modelu slozeni skupiny. Postupné pak byl ptidan vek jako dalsi pevny faktor a

nakonec interakce obou faktorti vék*slozeni skupiny.
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni pohlavi pomoci PCR analyzy

Elektroforetickd separace ukdzala U samiciho pohlavi pouze fragment o velikosti 194 bp
odpovidajici genu AMEL a u samciho byl navic fragment o velikosti 164 bp odpovidajici genu
SRY (Obr. €. 8.)

Procedura byla zopakovana 3 krat pro kazdy vzorek a k negaci kontaminace byl pouzit “No
Template Control”, tj. kontrolni negativni vzorek. Finalni vysledky analyz jsou shrnuty v

Tabulce ¢&. 3.

Obr. ¢. 8 Priklad determinace (M — samec, F — samice, L 50 bp zebiik)
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Tabulka ¢. 3 Informace o vzorkovanych gibonech rodu Nomascus vcetné vysledki

C.vz. druh

1 N. gabriellae

2 N. gabriellae

3 N. gabriellae

4 N. leucogenys
5 N. leucogenys
6 N. leucogenys
7 N. leucogenys
8 N. gabriellae

9 N. siki

10 N. gabriellae

11 N. gabriellae

12 N. gabriellae

13 N. gabriellae

14 N. leucogenys
15 N. gabriellae

16 N. gabriellae

zoo/stat

Bojnice/SK
Bojnice/SK
Jihlava /CZ
Liberec/CZ
Liberec/CZ
Liberec/CZ
Mulhouse/FR
Mulhouse/FR
Mulhouse/FR
Olomouc/CZ
Olomouc/CZ
Olomouc/CZ
Olomouc/CZ
Ostrava/CZ
Warszawa/PL
Warszawa/PL

vékova
kateg.”

dospély
dospély
dospély
mladeé
dospély
mladeé
mladeé
mladeé
mladé
mladé
mladé
dospély
mladé
mladé
mladeé
dospély

pocet
vzorki

PR WORRPRPRPNNRPRPRRRERRERW

Urceni pohlavi dle:

Z00-
Zaclatek
studie
samec
samice
samec
neznamé
samice
samec
neznamé
neznamé
neznamé
samec
neznamé
samice
neznamé
neznamé
samec
samec

Multiplex
PCR

samec
samice
samec
samec
samice
samec
samice
samec
samec
samec
samice
samice
samec
samec
samec
samec

Z0O0 -
ukonéeni
studie
samec
samice
samec
samec
samice
samec
samice
samec
samec
samec
samice
samice
samec
samec
samec
samec
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4.2 ELISA — analyza koncentrace steroidnich hormont
4.2.1 Vliv pohlavi, druhu a prostiedi na vysi koncentrace hormonu

Vysledky neprokazaly signifikantni vliv pohlavi na vysi koncentraci ani progesteronu (F(1,48.2)
=1.67, P =0.2), ani estrogenu (F(4s9) = 0.31, P = 0.6). U druhého modelu také nebyl prokazan
signifikantni vliv druhu mezi dospélymi jedinci, jak u progesteronu (Fp,324) = 1.73, P = 0.2),
tak u estrogenu (Fe329) = 0.95, P = 0.4). Po piidani pevného faktoru ,,chovatelské prostiedi
(ZOO0) vysledky vykazovaly ptiblizeni se k hladiné vyznamnosti (Graf ¢. 1; Faa209) = 2.23, P =
0.03) u progesteronu, u estrogenu a vlivu ZOO na jeho vysi nebylo dosazeno hladiny
vyznamnosti (F(4,.20.4) = 1.55, P = 0.2).

Graf ¢. 1 Rozdily v koncentracich hormonu progesteronu (ng/g vykalu, LSMEANs + S. E.)
mezi jednotlivymi zoo
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a8 |
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vykalu, LSMEANs T S.E.) mezi jednotlivymi zoo
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Bojnice
Bratislava
Chleby
Eskulstina
Jihlava
Liberec
Ljubljana }
Mulhouse
Olomouc
Ostrava
Usti n. Labem

Zoologické zahrady

Pro doplnéni informaci jsou uvedeny priimérné hodnoty metabolit progesteronu a estrogenu
v ng/g vykalu u v§ech vékovych skupin gibonli zahrnutych do studie vypocitané ze vSech

analyzovanych vzorka (Tabulka ¢. 4, 5, 6).
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Tabulka. ¢. 4 Pramérné koncentrace (+ standardni odchylka) metabolitt progesteronu a

estrogenu u Nomascus gabriellae, vypocitané z celkového mnozstvi vzorkd dané vékové

kategorie

Pohlavi samice | samice samice samec samec samec
vékova kategorie | juvenil | subadult adult juvenil | subadult | adult
hladiny hormoni ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g
prumér. estrogen 7,7+6,3 | 0,4+0,1 5,4+8,2 6,6£9,8 | 4,6£34 | 2,1+26
pramér.progesteron |8,5+7,4| 8,1+4,2 |100,1+£134,1 |48,5+37,0|65,4+45,9 |61,4+81,0

Tabulka ¢. 5 Praimérné koncentrace (+ standardni odchylka) metaboliti progesteronu a

estrogenu u Nomascus leucogenys, vypocitané z celkového mnozstvi vzorkti dané vékové

kategorie

pohlavi Samice samice samice samec samec
vékova kategorie juvenil | subadult adult juvenil adult
hladiny hormoni ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g
prumér. estrogen 3,141 3,4+4.4 5,549,1 7,0£1,8 5,4+5.4
prumér.progesteron | 90,5+106,4 | 58,2+74,1 | 98,2+100,4 | 64,7+23,9 | 44,9+46,2

Tabulka ¢. 6 Primérné koncentrace (+ standardni odchylka) metaboliti progesteronu a

estrogenu u Nomascus siki, vypocitané z celkového mnozstvi vzorkd dané vékové kategorie

pohlavi samice samec samec
vékova kategorie adult subadult adult
hladiny hormoni ng/g ng/g ng/g
pramér. estrogen 2.2+1.7 1,3+1,1 2,5+1,5
pramér.progesteron 19,4+13,8 11,0+1,8 15.2+4,3

Vzhledem k zastoupeni malého poctu zvifat i délce odbéru u gibont siki (N. siki), se jedna o

znacné orientacni tidaje.

Vysledné koncentrace hormonii byly u jedinct S min. pravidelnym odbérem 2,5 mésice

graficky zpracovany pro prokazani pravidelného cyklu u reprodukénich samic nebo samic
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V puberté¢ a pro porovnani hladin hormoni s ostatnimi vékovymi kategoriemi v¢. samcii

(Ptiloha ¢. 2).
4.2.2 Délka ovarialniho cyklu u dospélych samic

Délka ovarialniho cyklu samic byla definovana jako pocet dni od prvni zvySené hodnoty
metabolitu progesteronu az po dalsi prvni zvySené hodnoty metabolitu progesteronu
nasledujiciho cyklu (Graf ¢. 2). Hladiny estrogent byly brany jako dopliujici hodnoty ke

stanoveni ovaridlnimu cyklu. Samice byly vzorkovany primémné 1,2 vzorku tydné.

Graf ¢. 2 Ukéazka vypoctu délky ovaridlniho cyklu na zékladé poctu dni mezi zvySenymi

hodnotami progesteronu (Eerna Sipka).
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Pdg = pregnadiol-3-glucuronid (progesteron)  E = 17p estradiol (estrogen)

Délka ovarialniho cyklu pro dospé€lé samice N. gabriellae byla stanovena na 25,8 + 4,5 dne
(praimér £ smérodatna odchylka) podle hladin metabolitu progesteronu. Délka ovarialniho

cyklu na zakladé hodnot metabolitt estrogenu byla stanovena na 24,8 + 4,0 dne.
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Délka ovarialniho cyklu pro dospélé samice N. leucogenys byla stanovena na 26,3 + 3,4 dne
podle hladin metabolitu progesteronu. Délka ovarialniho cyklu na zakladé hodnot metabolitt

estrogenu byla stanovena na 26,0 £ 3,9 dne.

Vzhledem k vypoc¢tu délky ovarialniho cyklu na zaklad¢ odbéru vzorkt pouze dvou dospélych
samic N. siki po dobu 2,5 mésice je udaj o délce ovarialniho cyklu velmi orienta¢ni a to 27 - 28

dni dle hladiny metaboliti progesteronu, dle hladin metaboliti estrogenu vychazi na 24 dni.

4.2.3 Stanoveni biezosti u samic a vypocet koncentrace hormoni, vliv bi‘ezosti samice na

koncentraci hormonu u samce

U c¢tyi samic N. gabriellae byla detekovana biezost, kdy nejvyssi koncentrace metabolitu
hormonu progesteronu byla naméfena u samice Rony (ZOO Olomouc): 3516,7 ng/g vykala;
u samice Milo§ (ZOO Olomouc): 2942,1 ng/g vykalt; u samice Zlaty (ZOO Jihlava): 263,9
ng/g vykali a u samice Bonii (ZOO Varsava): 154,0 ng/g vykalu.

U dvou samic N. leucogenys byla také detekovana biezost a nejvyssi koncentrace metabolitu
progesteronu byla u samice Wen-Wen (ZOO Liberec) pouze 145,1 ng/g vykala. Druha samice,
Malou (ZOO Eskilstuna) méla nejvyssi naméfené hodnoty v dobé biezosti 516,2 ng/g vykala.

Nameétené hodnoty v obdobi bifezosti oproti primémym hodnotdm metabolitli progesteronu

béhem ovarialniho cyklu byly vyssi 1,4 — 17,9 x (Tabulka ¢. 7 a €. 8).

Namétené nejvyssi hodnoty metabolitl estrogenti u biezich samic se pohybovaly od 4,8ng/g do
60,7ng/g vykall a navyseni bylo v rozpéti 1,4 — 9,9x (Tabulka ¢. 7 a ¢. 8).
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Tabulka ¢. 7 Hodnoty hormont (ng/g vykalu) u biezich samic

Iméno bruh Nejvyssi hladina Zvyseni hladiny | Nejvyssi hladina | ZvySeni hladiny
progesteronu progesteronu estrogenu estrogenu
(nglg) (ng/g)
Rony N. gabriellae 3516,7 17,9x 60,7 9,9x
Milos N.gabriellae 29421 8,6x 16,0 9,2x
Zlata N.gabriellae 263,9 1,4x 12,7 1,6x
Bonia N.gabriellae 154,0 3,3x 13,5 1,4x
Wen-Wen N. leucogenys 145,1 2,0x 11,3 2,5x
Malou N. leucogenys 516,2 16,9x 4,8 2,3x
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Tabulka ¢. 8 Grafické znazornéni koncentrace hormont (ng/g vykalu) u biezich samic, ¢erna Sipka
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V ramci faktoru bfezosti samice byl ve statistickém modelu nestovan logaritmovany vék
samice do stavu biezosti. Vysledky ukazuji signifikantni vliv biezosti na vysi koncentrace
progesteronu (Fp219) = 37.69, P <0.0001) a estrogenu (Fpe02) = 68.46, P <0.0001), kdy
S pfibyvajicim vékem samice se zvySuje koncentrace progesteronu i estrogenu, jak u biezich
samic, kde jsou hodnoty hormont vyssi, tak i u nebfezich samic, kdy hodnoty stoupaji s jejich

veékem (Graf ¢. 3 a €. 4).

Graf ¢. 3 Koncentrace hormont progesteronu (ng/g vykalit) u dospélych samic v zavislosti na

jejich véku (bfezi samice Cervene, nebfezi samice modie)
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Graf ¢. 4 Koncentrace hormont estrogenu (ng/g vykall) u dospélych samic v zavislosti na

jejich véku (bfezi samice Cervene, nebfezi samice modie)
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V obdobném modelu byl logaritmovany vék samce - otce nestovan v ramci faktoru biezosti
samice. Signifikantni vysledky byly zjistény v ptipad¢ vyse koncentrace progesteronu a veéku
samce (Fes16) = 4.35, P = 0.02), ale nikoliv v ptipadé vyse koncentrace estrogenu (Fp52.7) =
2.04, P =0.1), kdy tedy s pribyvajicim vékem ,,reprodukéniho® samce, stoupa vyse koncentrace
progesteronu v dob¢ biezosti a narozeni mladéte, které jsou opét vyssi oproti ostatnim samctim

(Graf ¢. 5).

Graf ¢. 5 Koncentrace hormont progesteronu (ng/g vykalll) u dospélych samcti v zavislosti na

jejich véku a faktoru biezosti samice
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4.2.4 Koncentrace hormonu u novorozence

V jednom piipadé byly ziskany vzorky od mladéte 6 dni po narozeni (ZOO Bojnice, samec),
kdy bylo mozné zaznamenat pravdépodobny pienos hormont mlékem a primérnd hodnota

metabolitu progesteronu byla 432,5 + 54,5ng/g vykalu a u metabolitu estrogenu 69,2 =+

v

v

vzorkovani bylo toto mlade vyfazeno z celkové statistiky, nicméné jsou tyto ojedinélé hodnoty

prvnim dikazem o hormonalnim profilu po narozeni mladéte.

K porovnani je mozné pouzit dalsi druhé nejmladsi mladé ve studii, 4 mésiéni samici ze ZOO

Ostrava, kde miizeme piedpokladat také souvislost vySe hladin hormonti s kojenim.

V porovnani k novorozenci z Ostravy, ¢inila primérna hodnota metabolitu progesteronu béhem

dvoumésiéniho vzorkovani 87,9 + 16,5ng/g vykalu a u metabolitu estrogenu 5,4 + 5,0ng/g

A4

v v

4.2.5 Koncentrace hormonii u gibont s antikoncepci

Do studie hormonalnich analyz se zapojila i ZOO Hannover, ktera odebirala od 20. 4. 2011 do
31. 8. 2011 vzorky od dospélé samice N. gabriellae s aplikovanou antikoncepci od 13. 3. 2011.
Koncentrace hodnot hormont se neliSily od ostatnich dospé€lych samic, ale jak ukazuje Graf ¢.
6, vzhledem k vlivu antikoncepce dochazi k uniformité v koncentracich progesteronu. Tato

samice nebyla zahrnuta do celkového statistického hodnoceni.
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Graf ¢. 6 Koncentrace hormont progesteronu a estrogenu (ng/g vykalti) u samice Robin (ZOO

Hannover)
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Druhym piipadem byl odebirany dospély samec N. leucogenys ze ZOO Plzen, kterému byla
aplikovana z chovatelskych divodu antikoncepce 11.10.2011 a 14.3.2011 (Suprelorin®). Graf
¢. 7 znazoriuje extrémné vysoké hodnoty metabolitl estrogenu jako nasledek aplikace
antikoncepce a vySe koncentrace hormonti ukazuje i na dobu jeji i¢innosti. Tento samec nebyl

zahrnut do celkového statistického hodnoceni.

Graf ¢. 7 Koncentrace hormonti progesteronu a estrogenu (ng/g vykali) u samce Lu (ZOO
Plzen)
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4.2.6 Hodnoty koncentrace hormont ovlivnéné sloZenim skupiny

Vysledky ukazaly vyznamny vliv faktoru ,,slozeni skupiny* na hodnoty progesteronu (F (3,133)
=7.72, P < 0.0001) a estrogenu (F (3,140) = 11.45, P < 0.0001). Rozdily v ramci efektu slozeni
skupiny jsou znédzornény v Grafu €. 8.

Vliv véku jedince byl vyznamny pouze V piipadé hodnot estrogenu (F (114449 = 27.18, P <

0.0001), ale ne v pripadé progesteronu (F (1,114) = 0.36, P = 0.6).

Graf ¢. 8 Rozdily ve vysi koncentrace progesteronu a estrogenu v jednotlivych skupinach
gibonu (ng/g vykalu, LSMEANs £+ S. E.)
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V ptipad¢ interakce obou efektl, véku a slozeni skupiny, byly zjistény signifikantni hodnoty

pro progesteron (F (3,100) = 8.87, P < 0.0001) i estrogen (F (3,106) = 13.29, P < 0.0001).
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4.2.7 Nastup pohlavni dospélosti u samic gibonii a zména barvy srsti

Béhem studie byly odebrany vzorky vykali cekem od 4 subadultnich samic, u kterych bylo
mozné zaznamenat vék nastupu ovarialniho cyklu. Dopliujici informace o zmén¢ barvy srsti
byly poskytnuty jednotlivymi zoologickymi zahradami na zaklad¢ jejich evidence o
piebarvovani samic. Pro vyhodnoceni vzajemnych souvislosti byly posouzeny i socidlni faktory
ve formé slozeni chovné skupiny a piipadné piitomnosti jiné samice a také finalni vék
prebarveni samice do bézové barvy. Souhrnné informace s vysledky v¢. prumérmé délky
ovarialniho cyklu (OC) udava Tabulka ¢. 9.

Primérné hodnoty metabolit progesteronu se nelisily pted, ani po nastupu OC u vSech samic,
ale primé&rné hodnoty metabolitu estrogenu vzrostly po nastupu OC (Tabulka ¢. 9).

U dvou samic ze ¢tyf nastup ovarialniho cyklu nekorespondoval se zménou barvy. Zména

barvy srsti naznacovala ve vysledcich souvislost Se zménou prostiedi. Piiklad piebarveni barvy

srsti u jedné ze samic zobrazuje Obr. €. 9.

Tabulka ¢. 9 Biologicka data ziskana od subadultnich samic rodu Nomascus

Z00 Ustin. L./CZ Liberec/CZ a Asson/F Bratislava/SK
Druh Nomascus leucogenys Nomascus leucogenys Nomascus gabriellae
Jméno Beaunt Faranga Shanti Linda
Datum narozeni 13/10/06 31/08/08 18/05/06 27/02/07
Doba vzorkovani 1210-10/13 | 08/12-02/14 | 0710~ 04N2a 0812 05/ 11 - 05/ 12

Pocet vzorku

113

51

56 (CZ) + 21 (F)

46

SloZeni skupiny

par

jen s matkou

matka, otec, sourozenci (CZ);
se samcem (F)

jen s otcem

Chovatelské zarizeni

vedle matky s

vedle sestry

zadni giboni v sousedstvi

zadni giboni v

dcerou chované v paru sousedstvi
Barva srsti béhem nastupu OC* Sedobézova cerna cerna Sedobézova
Vék v dobé nastupu OC* (roky) 4.9 4.8 5.8 4.6
Délka OC* ve dnech /progesteron 27.1x4.9 24.0£3.5 24.6+4.9 26.3+3.9
Délka OC* ve dnech / estrogen 28.1+4.8 27.745.2 25.845.3 29.3£1.5
Zvyseni estrogenu po nastupu OC* 3x 1.9x 3.2x 1x
Vék samice v dobé finalniho 6.8 56 71 49

prebarveni do béZové barvy (roky)

Misto finalniho piebarveni

v jiném vybé&hu
€2

Z0O0 Lyon (F)

Z00 Asson (F)

ve vybéhu s otcem
(SK)
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*OC = ovarialni cyklus

Obr. &. 9 Priibéh piebarvovani u samice Beaunt, nar. 13. 10. 2006 (ZOO Ustin. L.)

5 let = nastup ovarialniho cyklu

6let

7 let
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5 Diskuze

5.1 Stanoveni pohlavi u gibonii rodu Nomascus

V této studii bylo poprvé determinovano pohlavi u gibonti rodu Nomascus pouzitim
neinvazivni metody PCR.

Jak bylo zminéno, je zde nékolik faktort, které znesnadnuji ur¢eni pohlavi u mladat téchto
gibont, a to predevsim stejna barva srsti u nedospélych samct i samic, kdy ob& pohlavi maji
barvu srsti ¢ernou jako otec (Mootnick 2006; Mootnick et Fan, 2011). V zoologickych
zahradach se bohuzel v b&zné praxi vyuziva jen znalosti oSetfovatelti, nebo je identifikace
pohlavi provadéna az pii veterinarnim vysetieni. Proto se objevuji chyby, které komplikuji
nasledné fizeni celého chovu téchto primath (Lefaux, osob. sdéleni).

Existuje nékolik studii popisujicich stanoveni pohlavi u opic, lidoopt a také gibont pfi vyuziti
amplifikace SRY nebo AMEL genu (Cadamuro et al., 2015; Di Fiore, 2005). V této studii
vykazovala amplifikace SRY vysokou efektivnost, ale v nékterych piipadech jsme pozorovali
prednostni amplifikaci Y fragmentu. Ale i v tomto piipadé byl X fragment dobte viditelny na
gelu Obr. ¢. 8). Obdobnou situaci popisuje Di Fiore (2005) u poloopic (Strepsirrhini)) a také
byla popsana u novosvétskych primati (Platyrrhini) (Villesen et Fredsted, 2006).
Piedpokladame, ze vysledek nizké efektivity AMEL amplifikace mize byt problémem kvality
vzorku, spise nez problémem zkoumaného taxonu. DNA izolovana z vykald neobsahuje jen
cilovou DNA zkoumanych zvifat, ale také DNA stfevnich bakterii a potravy. Proto PCR reakce
se “vzorovou” DNA izolovana z takovéhoto smésného materialu jako jsou vykaly, vyzaduje
pouziti BSA, ovSem i tak je mozné zachytit nespecifické fragmenty. Vysledky nebyly vsak
timto faktorem ovlivnény, naopak, poukazuji na potencionalni vyuZziti multiplex PCR pro

béznou praxi u druht, kde pohlavi u mlad’at neni jednoznacéné rozlisitelné.
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5.2 Stanoveni steroidnich hormoni u gibond rodu Nomascus a faktory

ovliviiujici jejich cyklus

Vysledky analyz hormonti od 51 gibont v riznych vé€kovych kategoriich potvrdili informaci z
predchazejicich studii, Ze neexistuje mezidruhovy rozdil v koncentracich hormont u dospélych
jedinct (Geissmann et Anzenberger, 2009; Rafacz, 2010), avSak nebyly potvrzeny rozdily
V koncentracich progesteronu a estrogenu v ramci pohlavi, oproti tvrzeni studie Rafacz (2010).
Tento vysledek jen naznacuje, ze pro blizs§i analyzu souvislosti vySe koncentrace hormont je
potfeba zohlednéni 1 wnitinich a wvnéjSich faktorti, jako byla nasledna analyza vlivu
chovatelského prostfedi (zoo) na hormonalni profil jedince (Box, 1984; Heistermann, 2011).
Porovnani vySe koncentraci progesteronu u vSech vékovych kategorii v 16ti zoologickych
zahradach potvrdilo vliv faktoru chovatelského zatfizeni, do n€éhoz mizeme zahrnout nejenom

samotné zafizeni, ale i vliv oSetfovatelil a slozeni potravy.

Na zaklad¢ provedené analyzy metabolitli progesteronu a estrogenu z vykali gibonil rodu
Nomascus jsme potvrdili biologickou validitu EIA metody pro monitoring reprodukéniho
cyklu. Délka ovarialniho cyklu stanovena z hladin metaboliti progesteronu korelovala u N.
gabriellae s pfedeslymi vysledky EIA analyz (Geissmann et Anzenberger, 2009; Rafacz et al.,
2013) ale i s obdobn¢ uvadénymi udaji o délce ovarialniho cyklu na zakladé vyhodnoceni otokt
vnéjsich genitalii (Bachmann et Sodano, 2001). Vzhledem k ptedchozi malé zakladné dat a
ojedin¢lému vyskytu otoku wvnéjSich genitalii u téchto samic gibonl, se jednd o prvni
dlouhodoby monitoring délky ovaridlniho cyklu tohoto druhu gibona, vyuZivajici EIA analyzy.
I pfes zna¢nou variabilitu ve véku samic a v délce doby sbéru vzorkd, byly hodnoty zohlednény
vzdy v ramci minimalné 2 cykli samice. U samic N. leucogenys délka ovaridlniho cyklu
korelovala s vysledky Rafacz et al. (2013) a korelovala i s udaji autorti uvad¢jicich hodnoty na
zéklad¢ vyhodnocovani menstrua¢niho cyklu (Pocock, 1905; Fisher, 1980; Zhen, 1989), které
ovsem byva zaznamenano ojedinéle. V ptipad¢ druhu N. siki zastoupeného v této studii, nelze
Z diivodu kratkého casového obdobi sbéru vzorkl a malého mnozstvi jedinct (2) ucinit jasny
zavér. Nicmén¢ vzhledem k taxonomické blizkosti N. siki s N. leucogenys se piedpokladaji

totoZné hodnoty ovarialniho cyklu.
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Doprovodnymi analyzami v této studii bylo stanoveni koncentrace metabolitli estrogent.
V piipad¢ giboni Nomascus pouze studie od Rafacz et al. (2012, 2013) udavaji prvotni
informace o hladinach téchto hormont. Hodnoty metaboliti estrogenu namétené v prubéhu této
studie byly zna¢né variabilni, coz lze pfisuzovat rychlejsSimu rozkladu estrogenti a néasledné
mezidruhové variability v exkreci steroidnich hormont ve vykalech. I pfes orienta¢ni hodnoty
estrogenti v nasi studii, byly vysledky také pouzity k vypoctu ovaridlniho cyklu u samic, jehoz
délka korelovala s vypoctem progesteronu. Nicméné se ukazuje, ze pro budouci vyuzivani
estrogenti k vyhodnoceni reprodukéniho cyklu je potieba jina metodika sbéru vykalt a nelze
vylou€it i rozdily v koncentracich hormoni béhem dne. Soucasné¢ by bylo také vhodné
porovnavat vysledky od zvitat ve zcela stejném véku a ve stejné dobé biologicky inaktivniho

obdobi v porovnani s reproduk¢énim obdobim.

U ¢tyt samic N. gabriellae byla béhem studie detekovana biezost a naméteny obdobné vysoké,
ale i vy$si hodnoty progesteronu, jaké uvadi piedeslé studie (Rafacz, 2010; Rafacz et al., 2013).
Jedna samice vSak vykazovala jen 0 1,4x vyssi hladiny oproti primérnym hodnotdm béhem
ovarialniho cyklu. U N. leucogenys byly detekovany dvé biezi samice, z nichZ jedna méla
hodnoty progesteronu také jen o 1,98x vyssi. U téchto dvou samic se hodnoty koncentraci
metabolitll progesteronu v dobé prvniho trimestru neliSily od ovaridlniho cyklu, coz mize
odpovidat i popsanému procesu menstruaénimu cyklu u zen v pribéhu prvniho trimestru
t¢hotenstvi (Hasan et al., 2010, Harville et al., 2003). V tomto obdobi corpus luteus produkuje
progesteron, nez se jeho tvorba pfesune do placenty. Proto corpus luteus mize ovliviiovat
hladinu progesteronu pii nedostatecné vyvinuté placenté (Csapo and Pulkkinen, 1978) nebo se
muze jednat i o vysledek piedCasné cirkulace krevniho ob&hu plod-matka (Jauniaux et al.,
2005).

U primétii byla popséana problematika estrogenu a to jeho zvySena produkce béhem posledniho
trimestru napt. u makakt rhesus (Macaca mullata), kdy placenta produkuje estrogen béhem
celé brezosti a ke konci porodu dochézi ke snizeni estradiolu a zvySeni estronu (Walsh et al.,
1979). Obdobné popisuje zvyseni estrogenu po 60 dnech biezosti u paviant anubi (Papio
abubis) Fortman et al. (1993) jako vysledek ¢innosti adrenalni zlazy plodu, ktera se podili na
sekreci androgennich prekurzord, tj. estradiolu (Pepe et Albrecht, 1990; Alberecht and Pepe,

1990). Z naméfenych hodnot estrogenid u studovanych btezich samic v této studii lze potvrdit
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jejich zvysené hodnoty (koncentrace), predevsim v prvnich tydnech biezosti (Heistermann et
al., 1996).

Mizeme konstatovat, ze jak v pfipadé¢ vyhodnoceni délky ovaridlniho cyklu, tak biezosti, se
pozitivn¢ uplatnily doprovodné vysledky analyz metabolith estrogent, které 1 pies
problematickou diagnostiku umoznily bezpecné stanovit fazi cyklu dosp€lé samice od
dospé€lého samce.

Biezost je vyznamnym faktorem ovliviiujicim koncentrace hormont, jak prokazaly i nasSe
vysledky, kdy se koncentrace progesteronu i estrogenu zvySovala s vékem samice. U samcu —
otcu byly analyzovany v souvislosti s bfezosti samice také zvySené koncentrace hormont, jak
progesteronu, tak estrogenu, v korelaci s jejich vékem, coz potvrzuje souvislost s otcovskym
chovanim, popsaném prvotn¢ u nékterych samcit ve studii Rafacz et al. (2012). Souvislost
S popsanymi zmé&nami vnitinich socidlnich interakci po narozeni nového potomka uvadi i Burns
and Dooley (2011). Vysledkem pak je zména fyziologickych hodnot, jako je tento ptipad

analyzovanych koncentraci hormond.

V této studii jsme také analyzovali poprvé vysoké koncentrace progesteronu a estrogenu u
novorozené¢ho mladéte jako projev pfenosu hormonil pies kolostrum (Clar et al., 1992).

Také byla analyzovana jedna samice N. gabriellae s antikoncepci, kdy metabolity progesteronu
vykazovaly uniformni hodnoty pravdépodobné jako vysledek plisobeni preparatu a nasledné
také jeden dospély samec N. leucogenys s aplikovanou antikoncepci, kdy metabolity estrogenu
vykazovali enormné vysoké hodnoty. Pies ojedinély nalez ve vSech tfech piipadech je potieba

zdiraznit, ze se jedna o zcela prvni zdznam takovychto informaci.

V ramci celé studie byly analyzovany vzorky od juvenilnich a subadultnich jedincti obojiho
pohlavi véetn¢ dospélych samci v porovnani k dospélym samicim. I pfes nerovnomérnost
zastoupeni mnozstvi jedinci v nékterych vékovych kategoriich, naznacuji vysledky rozdilnost
V koncentracich hormonti mezi jednotlivymi kategoriemi. Kombinace stanoveni progesteronu a
estrogenu umoznuje jednoznacné rozeznat jednotlivé pohlavi mezi subadulty, kdy u samic je
diagnostikovan nastup ovarialniho cyklu okolo 4, 5 —5 let.

Jak uvadi Wasserman et al. (2013), mezi faktory ovliviiujici koncentrace hormonti patii napf.
vliv prosttedi, potravy, pohlavi a v€k zvifete, tak také intra a inter socialni faktory, jako je
hierarchie a velikost skupiny. Proto byly vysledky hormonalnich analyz porovnany s vnitinimi

faktory ve skupiné a to, zda vzorkovany jedinec byl chovan v rodiné s mlad’aty nebo pouze
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Vv paru bez mlad’at, anebo jen s jednim z rodi¢i. Slozeni skupiny navic mize ovliviiovat i dobu
nastupu pohlavni dospélosti (Ziegler et al., 2009; Zhou et al., 2008), pfestoze je zndma i mozna
flexibilita (Emlen, 1995).

Statisticky vyznamné rozdily se potvrdily pfi porovnani vysledki progesteronu a estrogenu
mezi rodinami s mlad’aty a chovnym parem bez mlad’at, podobn¢ také i mezi jednim rodicem
s mlad’aty a parem bez mlad’at. Vysledky mohou byt ovlivnény individualitou kazdého ¢lena ve
skupin¢ a jeho vékem, kdy v piipadé paru prevazovaly nové sestavené mladé chovné pary, a
piedevsim zvySené hodnoty estrogenu odpovidaji plnému rozvoji pohlavni dospélosti (Dixson,
2012). Na druhé stran¢ ve€k potomku ve skupiné mize také piispivat k variabilit¢ hladin
hormont, jak jiz bylo naznaeno v souvislosti s bfezosti samice a narozenim nového mladéte
(Burns et Dooley, 2011). Adolescentni jedinci se v chovech zapojuji velmi brzy do péce
0 novorozené mlade, nékdy jako strategie proti odvraceni agrese ze strany rodici (Burns et
Dooley, 2011), proto i u téchto jedinci muzeme piedpokladat variabilitu ve fyziologickych

hodnotach ovlivnénou jejich socidlnim postavenim ve skuping.

Charakteristickym znakem rodu Nomascus je krom¢ vyrazného pohlavniho dimorfismu, ktery
je detekovatelny az po nastupu télesné dospé€losti (Mootnick et Fan, 2011), také zména barvy
srsti u adolescentnich samic z c¢erné na béZovou. Tato zména je spojovéna s nastupem
ovaridlniho cyklu, tj. sexualni dospélosti (Delacour, 1951), ale existuje i zdznam o nastupu
ovarialniho cyklu pfed zménou barvy (Geissmann, 1981; Leclerc-Cassan, 1981). V nasi studii
jsme analyzovali 4 z 5 subadulnich samic (N. leucogenys a N. gabriellae). Nastup ovarialniho
cyklu byl u téchto samic zaznamenan okolo 4,5 — 5,5 let, coZ potvrzuje 1 Rawson et al. (2011).
Pravidelnému cyklu u mladych samic predchazi obdobi tzv. adolescentni infertility
charakterizované nepravidelnym cyklem a béhem puberty dochazi k nartistu estradiolu, ktery
ovliviiuje vznik sekundarnich pohlavnich znakt (Dixson, 2012). Tento fakt mizeme potvrdit i z
nasich vysledkt v piipadé koncentrace metabolitli progesteronu, ale ne zcela u estrogenu. Z
fady studii vime, Ze u gibonu v lidské péci dochazi k nastupu pohlavni dospélosti diive oproti
zvifatim ve volné piirodé. (Geissmann, 1981; Leighton, 1987; Barlet, 2008, Rafacz, 2010).
Nicméné, jedna studie u N. hainanus z volné ptirody uvadi odchod potomka od rodiny jiz ve
véku 5,5 let (Zhou et al., 2008).

Piedpokladem pro rychlejsi dospivani v chovech v lidské péci mize byt i energeticky bohata

potrava umoznujici rychlejsi t€lesny rust jedince (Melfi et Marples, 2000).
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Na zaklad¢ poznatki Wassermann et al. (2013) byly tyto 4 samice vyhodnoceny nejen
zZ hlediska hladin hormont, slozeni chovné skupiny a chovatelskych podminek, ale i vzhledem
k barvé srsti béhem doby odbéru vzorki. Vysledky ukazuji, Ze nastup ovarialniho cyklu
nekoreluje se zménou barvy srsti, ale naznacuji souvislost vlivu socialnich podminek, coz
ptispiva k zavérim studie Burns et Judge (2016) o zmén€ chovani rodic¢t vici potomkim
V obdobi nastupu puberty a zmény barvy srsti u samice po odsunu z rodné skupiny. Dvé samice
po dobu vzorkovani méli Cernou barvu srsti az do doby presunu do jiné zoologické zahrady (5,5
a 6,7 let). Naopak jedna ze samic (Beaunt, ZOO Usti n. L.) za¢ala ménit barvu srsti az po
pfesunu K novému samci, ale byla i nadale chovana v blizkosti své matky. Zde je mozna
souvislost s poznatky Burns et Judge (2016) o zvySené agresivité matky vuci dceti okolo jejiho
patého roku zivota (N. leucogenys), coz vysvétluji jako mozny zplsob inhibice nastupu
reprodukéni aktivity této mladé samice. Lze tedy ptedpoklddat urcitou souvislost mezi
barvoménou a snahou o snizeni pfipadné kompetice ve skupiné (Burns et Dooley, 2011), coz
lze ptiblizit i vySe popsané situaci blizkosti matky. Posledni ze 4 monitorovanych samic (N.
gabriellae) piebarvila béhem odbéru vzorkd velmi rychle (do 5,5 let), kde se predpoklada
souvislost s neptitomnosti matky, ktera uhynula a samice byla chovana po uréitou dobu jen
S otcem.

Podobny proces byl sledovan i v Zoo Mulhouse u gibona siki (N. siki). V této skuping po ztraté
dospélé samice se jeji nejstarsi dcera prebarvila béhem piil roku (Lefaux, osobni sdéleni).
Odlisnym piipadem byl transport mladé samice ze ZOO Olomouc do ZOO Fuengirola
k domnélému samci. Po spojeni obou zvifat ovsem doslo ve velmi kratké dobé (cca 1 mésic)
k pfebarvovani mistniho ,,samce” (Recuero, osobni sd¢leni). Obdobny piipad rychlého
prebarveni samice (samice Faranga, ZOO Usti n. L.) po pfemisténi udava i ZOO Lyon (Douay,
osobni sdéleni). VSechny tyto piiklady pfedkladaji moZnou otazku souvislosti zmény barvy u
subadultnich samic a dominantniho vlivu matky a vliv zmény prostiedi po vytvoifeni vlastniho
teritoria.

Z dosavadnich vysledkli zatim nelze ucinit jednoznacny zavér, co je spousStécim faktorem pro
pfebarveni samice. Vysledky naznaCujici mnohem hlubsi, pravdépodobné multifaktorialni
souvislosti, pro jejichZ vysvétleni by bylo nutné vyhodnotit mnohem $irsi fadu samic ve veku
od 4 do 7 let. Zhlediska fyziologie by bylo vhodné stanovit napi. metabolity kortizolu a
tyroidnich hormonti, vzhledem k funkci hypofyzy v neurologické kontrole fyziologie
reprodukce, pfedevSim na tUrovni epifyzy inhibujici sekreci gonadotropin uvoliujiciho
hormonu, ale i sekreci gondd (Aleandri et al., 1996). Z hlediska socialnich faktorti je tfeba
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zohlednit sloZzeni chovné skupiny, prostor ubikace, mozny vliv jinych skupin gibont ¢i primatt
popf. druhu.

Otéazkou zlstava i nevyjasnény efekt estrogenti na tvorbu melanocyti ovlivitujicich pigment
srsti, vliv estradiolu na aktivitu hormonu tyrozinazy v souvislosti s typem a vlivem prostiedi,

pohlavi a véku jedince (Thornton, 2002).

V souvislosti s estrogeny je potieba také zminit pfipadny vliv fytoestrogent z potravy. V této
studii byla zvifata krmena granulemi obsahujicimi jak séju (Glycine max), tak vojtésku
(Medico sativa). Pouze ve dvou zoologickych zahradach (ZOO Chleby a ZOO Hannover)
nekrmili granulemi, ale nabizeli v krmné davce gibonim lusténiny (Fabacea) nebo obiloviny
(Poaceae), piesto u nich nebyl zaznamenan rozdil v hladinach hormonti oproti zoologickym
zahradam podavajicim primatim granule. Fytoestrogenni u¢inek na reprodukci je znamy
(Monfort et al., 1984) a popsany i u primati (Stroud et al., 2006; Higham et al., 2007;
Thompson et al., 2008; Lu et al., 2010; Wasserman et al., 2012; Wasserman et al., 2013).
Muzeme tedy predpokladat i urcity vliv v pfipadé analyzovanych zvitat v této studii. Vzhledem
k tomu, ze se predpoklada schopnost produkce metabolitti fytoestrogent v zavislosti na slozeni
stftevni mikroflory (Hutchins et al., 1995; Kelly et al., 1995; Lundh, 1995; Ueno et al., 2002;
Patissaunt et al., 2009) vcetné vlivu jedince (Cassidy et al., 2006) a i vzhledem k tomu, Ze
neexistuji informace o slozeni stievni mikroflory u gibonti rodu Nomascus, nelze ptipadny vliv
fytoestrogenti objektivné vyhodnotit. Pro budouci vyzkum by bylo vhodné zahrnout tyto
poznatky do hlubsiho kontextu v souvislosti s problematikou nevyvazeného poméru pohlavi
v chovech Vv zoologickych zahradach (Lefaux, 2013) a propojit s poznatky o vlivu estrogeni

béhem perinatalniho zivota na modulaci gentd (Kaludjerovic et Ward, 2012).
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6 Zavéry a doporuceni
Z praktického vyuziti potvrdily vyuziti neinvazivnich metod, jak pro urceni pohlavi u gibonii
rodu Nomascus, tak vyuziti pro monitoring reproduk¢éniho cyklu i piipadnych faktort

ovliviwyjicich reprodukei a chovani zvifrat.

6.1 Doporuceni pro management chovu gibonii rodu Nomascus

¢ metoda PCR je vyuzitelnd pro neinvazivni uréeni pohlavi u vSech vékovych kategorii
gibonli rodu Nomascus

¢ metoda EIA je vyuzitelna pro neinvazivni monitoring reprodukéniho cyklu gibonti rodu
Nomascus

e analyzy metaboliti progesteronu a estrogenu umoznuji vyhodnotit reprodukéni a
socialni stav nejen u samic, ale i samct a subadultnich potomki

e pii vyhodnocovani reprodukcnich parametrii je potfeba brat v souvislost i socidlni
faktory ve skupiné a velikost skupiny, coz se odrdzi i na velikosti a vybaveni
chovatelského zatizeni

e nastup pohlavniho cyklu u mladé samice muze byt ovlivnén pfitomnosti matky chované

V jeji blizkosti
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9 P¥ilohy

Priloha €. 1 Informace o analyzovanych jedincich

Z00 druh jméno pohlavi vék (roky) skupina
Asson NL Shanti F 6,23 -6,77 P
Bojnice NG Lili F 11,79 -12,05 FA
Bojnice NG Kim F 2,37 -2,68 FA
Bojnice NG Bonifac M 14,04 - 14,45 FA
Bojnice NG Dien M 3,79-4,21 FA
Bratislava NG Linda F 4,01-5,22 PO
Bratislava NG Oliver M 10,13 -10,64 PO
Eskilstuna NL Malou F 11,02 -11,71 P
Chleby NG Gébina F 24,19 - 24,82 FA
Chleby NG Franék M 2,21-281 FA
Chleby NG Kuba M 24,48 - 24,63 FA
Jihlava NG Zlata F 11,61 - 14,38 FA
Jihlava NG Ivana F 27,24 - 29,98 PO
Liberec NL Wen-Wen F 16,85 - 19,17 FA
Liberec NL Shanti F 4,13 -5,9 FA
Liberec NL Satun M 2,75-3,41 FA
Liberec NL Matysek M 20,24 - 20,63 FA
Ljubljana NG Liling F 24,30 - 24,71 FA
Lyon NL Eli F 11,94 -12,41 P
Mulhouse NS Fanny F 18,46 - 18,61 FA
Mulhouse NL Connie F 21,66 - 21,81 FA
Mulhouse NG Chloe F 21,95 - 22,05 FA
Mulhouse NL Chukhao F 4,61 -4,73 FA
Mulhouse NS Anoie F 6,08 - 6,24 FA
Mulhouse NS Dorian M 21,93 - 22,07 FA
Mulhouse NG Dakin M 3,03-3,18 FA
Mulhouse NS Chanchki M 4,03 -4,16 FA
Mulhouse NG Banguin M 5,20 - 5,35 FA
Olomouc NG Milos F 19,10 - 19,66 FA
Olomouc NG Rony F 7,60 - 8,13 FA
Olomouc NG Silvestr M 0,14 - 1,05 FA
Olomouc NG Baxi M 0,49 -1,25 FA
Olomouc NG Benjamin M 2,57 - 3,24 FA
Olomouc NG Dan M 7,27 - 7,87 FA
Olomouc NG Hosik M 9,34 - 9,66 FA
Ostrava NL Luesa 0,32-0,5 FA

oo | T




z00 druh jméno pohlavi vék (roky) skupina

Ostrava NL Sulu F 11,24 - 11,70 FA
Ostrava NL Mekong M 0,62-1,74 FA
Ostrava NL Rascal M 16,06 - 16,18 FA
Plzeti NL |Xian M 6,82 - 7,84 |

Ustin. L. NL |Faranga F 2,71 -5,47 PO
Ustin. L. NL |Fey F 24,95 -28,52 PO
Ustin. L. NL Beaunt F 4,18 -7,65 P

Ustin. L. NL  |Samun M 7,48 - 10,55 P

Varsava NG Bonia F 19,36 - 19,8 FA
Varsava NG Gutek M 1,94 -2 41 FA
Varsava NG Gucio M 19,99 - 20,59 FA
Varsava NG Mtody M 4,15 - 4,66 FA

NL = Nomascus leucogenys

NG = Nomascus gabriellae

NS = Nomascus siki

F = samice

M = samec

FA =rodina s mlad’aty

PO = jeden rodi¢ s mlad’aty
P = chovny par

I = solitérni jedinec
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Piiloha ¢&. 2 Grafické znazornéni koncentrace hormont progesteronu a estrogenu (ng/g vykalu)

gibonti rodu Nomascus dle jejich véku.
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