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PREDGOVOR

Globalnim povecanjem ljudske populacije, kao nikada ranije, javlja se potreba za povecanjem
proizvodnje mesa i drugih namirnica Zivotinjskog porekla. Dalji rast proizvodnje mesa se moze
posti¢i samo povecanjem parametara reproduktivne efikasnosti. U ovom pogledu, od primarne
vaznosti je povecanje iskori$tavanja genetski superiornih individua, kao i postizanje visokih vrednosti
fertiliteta veStacki osemenjenih Zenki. Osim toga, daljem rastu proizvodnje mesa, znacajno moze
doprineti i povecanje otpornost zivotinja na razliCite stresogene faktore i zarazne bolesti, kao i
poboljSanje uslova smestaja, ishrane i zdravstvene zastite Zivotinja (FAO, 2014).

Medutim, u savremenoj tehenologiji proizvodnje deluje veliki broj akutnih i hroni¢nih
stresogenih faktora, zbog kojih Zivotinje nisu sposobne da fenotipski maksimalno ispolje svoje visoke
genetske potencijale za produktivna i reproduktivna svojstva. Medu ovim stresogenima, naroCito se
istiCu: (a) smestaj velikog broja Zivotinja u relativno malom, ¢esto zatvorenom ili poluzatvorenom
prostoru, u kome su kretanje i dobrobit Zivotinja vrlo ograniceni, (b) u takvim prostorima je tesko
kontrolisati optimalnu temperaturu i vlaznost vazduha, kao i sadrZaj Stetnih gasova u vazduhu, (c)
Cesto premestanje Zivotinja iz jedne u drugu grupu ili iz jednog u drugi objekt, (d) transport i
premestanje raznih kategorija Zivotinja iz jednog u drugi zapat, Cesto iz vrlo razli¢itih klimatskih
podrudja i (e) neadekvatni higijenski uslovi. Navedeni stresogeni faktori sniZzavaju i nivo prirodnog
imuniteta zivotinja, odnosno povecavaju stepen oboljevanja od raznih zaraznih bolesti, §to ima za
posledicu smanjenu produktivnu i reproduktivnu efikasnost Zivotinja.

Zbog navedenih Cinjenica, savremena stoCarska proizvodja zahteva primenu raznih
biotehnoloskih metoda, sa kojima je moguce kontrolisati i/ili stimulisati pojedine fizioloske funkcije,
odgovorne za maksimalnu fenotipsku ekspresiju pojedinih produktivnih i reproduktivnih osobina.
Ovo se, naroCito, odnosti na reproduktivna svojstva, jer su ona nisko genetski nasledna (stepen
heritabiliteta se krece izmedu 10 i 30%). To znaci da spoljasnji (paragenetski) faktori vrlo znacajno
uti¢u na fenotipsku manifestaciju genetskog potencijala za reproduktivna svojstva. Primena ovih
metoda se naziva biotehnologija reprodukcije ili tzv. asistirana (kontrolisana) reprodukcija.

Osnovni cilj ovog udzbenika je da se prikazu savremena naucna saznanja o principima
fizioloSkog delovanja, prakti¢noj primeni, kao i efektima koji se postizu posle tretmana zivotinja
razli¢itim biotehnolo§skim metodama. Stim u vezi, tekst udzbenika je podeljen na tri osnovna
poglavlja: (1) Fiziologija reprodukcije domacih vrsta sisara i ptica, (2) Biotehnologoje koje se koriste
za kontrolu i/ili stimulaciju reprodduktivnih funkcija i (3) Biotehnologoje koje se koriste za in vitro
manipulaciju sa gametima i ranim embrionima. Kao osnovni udzbenik, prvenstveno je namenjen
studentima osnovnih akademskih studija stocarstva, za izborni predmet Biotehnologija u reprodukciji
Zivotinja. Korisno ¢e posluziti kao pomo¢ni udzbenik za savladavanje veceg dela gradiva iz predmeta
Reprodukcija domacih zZivotinja, studentima veterinarske medicine na Poljoprivrednom fakultetu u
Novom Sadu. Takode je predviden i kao osnovni udzbenik za predmet Biotehnologija 2016.
studentima osnovnih akademskih studija stoCarstva, na Poljoprivrednom fakultetu u Banjoj Luci.

Novi Sad, 2016. godine. Autori
S. Dragin, I. Stanci¢ i S. Jotanovi¢
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IZ RECENZIJA

Dr Dragutin Matarugi¢, DVM, red. prof.

autora prof. dr SaSe Dragina, prof. dr Ivana Stancic¢a i prof. dr Stoje Jotanovi¢, Smatram da je,
u potpunosti, napisan prema vaze¢em nastavnom planu i programu Poljoprivrednog fakulteta
u Novom Sadu, za studente osnovnih akademskih studija stocarstva. Tekst je zasnovan na
savremenim naucnim i stru¢nim dostignu¢ima iz oblasti Biotehnologije reprodukcije
zivotinja. Obim teksta je primeren planiranom nedeljnom fondu ¢asova (2+2) za ovaj izborni
predmet. Ovaj tekst obuhvata i znacajan deo gradiva iz predmeta Reprodukcija i VO domacih
Zivotinja, za studente integrisanih osnovnih i master-akademskih studija veterinarske
medicine, Departmana za veterinarsku medicinu, Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu.
Takode, tekst ovog udzbenika, u potpunosti, obuhvata i gradivo iz predmeta Biotehnologija u
fakulteta u Banjoj Luci.

Na osnovu svega navedenog, pozitivno ocenjujem ovaj rukopis i predlazem Nastavno-
nau¢nom vecu Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu da ga prihvati i odobri izdavanje
ovog teksta, i to: (1) kao osnovnog udZbenika za izborni predmet Biotehnologija u
udzbenika iz predmeta Reprodukcija i VO domacih Zivotinja, za studente integrisanih
osnovnih 1 master-akademskih studija veterinarske medicine. Osim toga, predlazem i
Nastavno-nau¢nom vecu Poljoprivrednog fakulteta u Banja Luci, da prihvati ovaj tekst, kao
osnovni udzbenik za obavezni predmet Biotehnologija u reprodukciji domacik Zivotinja, za
studente stocarstva.

Banja Luka, 2016. god. Recenzent,
Dr Dragutin Matarugi¢, DVM, red. prof.
u.n.0. Anatomija i fiziologija Zivotinja
Poljoprivredni fakultet, Banja Luka.



Dr Blagoje Stanci¢, red. prof.

Tekst je napisan koncizno i lako razumljivim jezikom, ali na visokom nauc¢no-stru¢nom
nivou, §to pokazuje veliko nau¢no i stru¢no znanje, kao i pedagosku sposobnost autora. Svaki
od autora je napisao, otprilike, slican obim teksta udzbenika. U prvom poglavlju je vrlo
detaljno opisana morfologija muskih i Zenskih polnih organa pojedinih vrsta sisara, sa
brojnim kolor ilustracijama (fotografije i sheme). Zatim su podrobno opisane sve
reproduktivne funkcije Zenke (polno sazrevanja, estrusni ciklus, estrus, ovulacija, oplodnja,
gravidnost, partus, puerperium, laktacija) i muzjaka (endokrina kontrola reproduktivnih
funkcija, polno sazrevanje, produkcija i osobine sperme i polno ponaSanje). Zatim je, u
poglavlju 2 detaljno opisana morfologija Zenskih i muSkih polnih organa domacih vrsta
zivine (kokos, guska, patka, ¢urka). Dat je i detaljan opis fiziologije pojedinih reproduktivnih
funkcija Zenke (polno sazrevanja, ovulacija, ciklus formiranja jajeta, ovipozicija, inkubacija,
embrionalni razvoj i lezenje) i muzjaka (polno sazrevanje, produkcija i osobine sperme). U
poglavlju 3 su, veoma detaljno i na osnovu savremenih naucnih rezultata, opisani
biotehnoloske metode, koji se koriste za asistiranu kontrolu i stimulaciju pojedinih
reroduktivnih  funkcija (veStacko o0semenjavanje, transplantacija embriona, kontrola-
sinhronizacija estrusa i ovulacije, rana dijagnoza gravidnosti, kontrola-sinhronizacija partusa
i postpartalnog prioda, mogucénosti povecanja veliCine legla), kao i metode za in vitro
manipulaciju sa gametima i embrionima (Cuvanje gameta i embriona dubokim zamrzavanje,
sexin gameta i embriona, dobijanje oocita i ranih embriona, reproduktivno kloniranje
embriona, in vitro sazrevanje i in vitro oplodnja oocita, transgeneza i formiranje himera,
formiranje banke gena). Celokupna problematika je detaljno opisana sa specifi¢nostima
pojedinih vrsta domacih sisara (svinje, goveda, ovce, koze, konji, pasi, macke) i domacih
vrsta ptica (kokosi, guske patke i ¢urke). Uzimaju¢i u u obzir sve navedeno, pozitivno
ocenjujem ovaj rukopis i predlazem Nastavno-nau¢nom vecu Poljoprivrednog fakulteta u
Novom Sadu da ga prihvati u ovakvom obliku i Stampa kao osnovni udzbenik za izborni
stocarstva, kao i pomocni udzbenik iz predmeta Reprodukcija i VO domacih Zivotinja, Za
studente  integrisanih osnovnih 1 master-akademskih studija veterinarske medicine,
Departmana za veterinarsku medicinu, Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu. Takode,
predlazem i Nastavno-nau¢nom vecu Poljoprivrednog fakulteta u Banjoj Luci, da prihvati
ovaj tekst, kao osnovni udzbenik za osnovni predmet Biotehnologija u reprodukciji domacih
Zivotinja, za studente stocarstva.

Kona¢no, mislim da bi ovaj tekst mogao vrlo korisno posluziti 1 svim stru¢njacima,
agronomima, veterinarima i biolozima, koji se bave ovom problematikom.

Novi Sad, 2016. god. Recenzent,
Dr Blagoje Stanci¢, red. prof.
u.n.o. Reprodukcija Zivotinja
Departman za stocarstvo,
Poljoprivredni fakultet, Novi Sad
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1. FIZIOLOGIJA REPRODUKCIJE DOMACIH SISARA

1.1. REPRODUKCIJA ZENKE (Stancié, I, Dragin, S.)

Osnovne reproduktivne funkcije zenke su: (1) polno sazrevanje, (2) estrusni ciklus, (3)
proces oplodnje (fertilizacije), (4) bremenitost (graviditet), (5) porodaj (partus), (6) sinteza i
izlu¢ivane mleka (laktacija) i (7) uspostavljanje estrusnog ciklusa posle partusa, odnosno
zaluCenja legla kod krmaca. Odvijanje ovih funkcija je podvrgnuto snaznom uticaju
interakcije brojnih paragenetskih faktora. Priplodne Zenske Zivotinje su osnovna kategorija
reproduktivnog zapata, pa je dobro poznavanje fiziologije njihovih reproduktivnih funkcija,
osnova za pravilno definisanje tehnologije njihovog odgoja i efikasnog reproduktivnog
iskoriStavanja.

Fiziologija reproduktivnih funkcija je, u osnovi, genetski determinisana, ali su
fenotipske vrednosti svih parametara reproduktivne performanse, podvrgnute snaznom
uticaju paragenetskih (spoljasnjih) faktora. Sve reproduktivne funkcije su kontrolisane
sloZzenim neuro-endokrinim mehanizmima, na osovini centralni nervni sistem (CNS)-
hipotalamus-hipofiza-jajnik.

1.1.1. POLNO SAZREVANJE

Diferencijacija pola i razvoj Zenskih polnih organa zapocinje u vrlo ranom periodu
embrionalnog razvoja. Od tog momenta, Zenski polni organi podlezu brojnim morfoloskim,
histoloskim i fizioloskim promenama, koje se zavrSavaju postizanjem polne zrelosti, tj.
pubertetom. FizioloSka polna zrelost se manifestuje pojavom prve ovulacije na jajnicima
mlade Zenke, ¢ime se stvaraju uslovi za uspostavljanje cikli¢ne ovarijalne aktivnosti i pojavu
spoljasnjih znakova estrusa. Medutim, prva ovulacija, ponekad, nije praéena manifestacijom
spoljasnjih znakova estrusa (tzv. tihi estrus), pa prolazi nezapazeno, a prvi pubertetski
estrusni ciklusi mogu biti neregularnog trajanja. Ova pojava je narociti zapazena kod Siljezica
I junica, a manje kod nazimica i omica.

Razvoj polnih organa, tokom perioda prenatalnog razvoja i tokom prvih nedelja ili
meseci postnatalnog zivota (zavisno od vrste), nije kontrolisan delovanjem neurohormonalnih
mehanizama na osovini CNS-hipotalamus-hipofiza-jajnik. Cinjenica je, medutim, da se
hipofizarni gonadotropini (folikulostimuliraju¢i hormon-FSH 1 luteiniziraju¢i hormon-LH)
sintetiSu u adenohipofizi znatno pre puberteta, ali se ritam i koli¢ina njihovog izlu¢ivanja u
telesnu cirkulaciju, znatno razlikuju od onih tokom estrusnog ciklusa polno zrele zenke.
Izvesne koli¢ine estrogena se, takode, izluCuju iz antralnih (tercijalnih ili De Graf-ovih)
folikula jajnika, znatno pre puberteta, ali se povratna sprega, na osovini jajnik-hipotalamus-
hipofiza, ipak, ne uspostavlja. Naime, za kona¢no sazrevanje i ovulaciju folikula je potrebno
da se, iz adenohipofize, izlu¢i tzv. ovulatorni talas LH. Ovaj talas predstavlja neprekidno
povecanje sekrecije LH iz adenohipofize, tako da se njegova koncentracija u telesnoj
cirkulaciji stalno povecava, tokom 30 do 40h pre ovulacije, kada naglo opada na bazalni nivo.
Ovo tonicno oslobadanje LH je posledica negativnog povratnog delovanja visokih
koncentracija estrogena na hipotalamus i adenohipofizu. Sposobnost da uspostavi ovu
povratnu spregu, na osovini jajnik-hipotalamus-adenohipofiza, mlada Zenka postize
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postepeno i u funkciji je njene starosti, a znatno manje telesne mase. Precizni fizioloski
mehanizmi ovog fenomena nisu sasvim razjasnjeni. Poznato je, medutim, da oslobadanje
ovulatornog talasa LH iz adenohipofize stimuliSe negativno povratno delovanje visokih
koncentracija estrogena. Medutim, potrebno je da mlada zenka dostigne odredenu starost, da
bi se na membranama neurosekretornih ¢elija hipotalami¢nih nukleusa razvili receptori za
estrogen. Tek tada su ove ¢elije sposobne da, na delovanje estrogena, odgovore izlu¢ivanjem
oslobadajau¢eg hormona za LH (gonadotropin releasing hormon — GnRh). Zbog toga,
tretman suviSe mladih Zivotinja, na primer, nazimica mladih od 3 meseca, preparatima
placentalnih gonadotropina (eCG i hCG), ne izaziva pojavu ovulacije, estrusa i uspostavljanje
estrusnog ciklusa.

Na osnovu navedenih Ccinjenica, jasno je da mlada Zenka mora posti¢i odredenu
minimalnu starost (Sto je genetski determinisano za svaku vrstu, ali i jedinku), kako bi se
stvorili uslovi za pokretanje i odrzavanje neuro-endokrinih mehanizama, koji dovode do
pojave prve ovulacije i uspostavljanja prvog estrusnog ciklusa, odnosno do postizanja polne
zrelosti. Kada se jednom stvore uslovi za uspostavljanje negativhog povratnog delovanja
estrogena, koga sintetiSu celije teke interne zida antralnih folikula, dolazi do inhibicije
izluCivanja FSH, a stimuliSe se izlu¢ivanje LH iz adenohipofize. Ovulatorni talas LH
stimuliSe konacno sazrevanje predovulatornih folikula (i jajnih ¢elija u njima) i dovodi do
ovulacije. U Supljinama ovuliranih folikula se formiraju, prvo hemoragic¢na tela (corpora
hemorrhagica, CH), a 2-3 dana kasnije funkcionalna Zuta tela (corpora lutea, CL). Luteane
¢elije sintetiSu i, u krv, izluCuju progesteron. Time se uspostavlja prvi pubertetski estrusni
ciklus. U fizioloSkom pogledu, moment postizanja polne zrelosti (puberteta) se definiSe
pojavom prve ovulacije na jajniku i uspostavljanjem prvog estrusnog ciklusa, normalnog
trajanja, prosecno 21 dan (u normalnim granicama 18 do 24 dana), izuzev kod ovce, kod koje
estrusni cikuls traje prose¢no 17 dana (u normalnim granicama 15 do 19 dana), odnosno
sposobno$¢u mlade zenke da uspostavi i odrzi normalnu gravidnost, posle osemenjavanja u
ovom estrusu.

Kako je wve¢ istaknuto, proces polnog sazrevanja je kontrolisan slozenim
neurohormonalnim mehanizmima, na osovini CNS-hipotalamus-hipofiza-jajnik. Za kona¢no
uspostavljanje povratnog delovanja ovih mehanizama, koje ¢e dovesti do prve pubertetske
ovulacije, tj. postizanja puberteta, potrebno je da Zenka dostigne odredenu starost. Medutim,
iako je starost Zenke svake vrste, kod pojave puberteta, u osnovi, genetski determinisana,
fenotipska vrednost ove osobine ispoljava vrlo veliku varijabilnost. Siroko variranje starosti
zenki kod postizanja puberteta je posledica uticaja interakcije veceg broja genetskih i
paragenetskih faktora. Medu genetskim faktorima se istiCu vrsta, rasa, individua, stepen
inbredinga i kombinacija melezenja, a medu paragenetskim ishrana, kontakt sa polno zrelim
muzjakom, godisSnja sezona (posebno temperatura i trajanje dnevnog fotoperioda), razni
stresogeni (kao Sto je transport i premestanje grla iz grupe u grupu), socijalni faktori (broj
grla u grupi), nacin smestaja (u otvorenom ili zatvorenom prostoru), opsta telesna kondicija,
zdravstveno stanje i tretman egzogenim hormonskim preparatima (gonadotropini i polni
hormoni).

U praksi je dosta teSko kontrolisati delovanje ovih faktora, posebno kada je potrebno da
se postigne optimalna proporcija izmedu starosti i telesne mase mladih Zenki kod pojave
puberteta. Ovaj problem se naroCito istiCe u savremenoj intenzivnoj proizvodnji. Naime,
visok genetski potencijal za intenzivan porast i kvalitetna ishrana, omogucavaju da mlade
Zenke, relativno lako postignu veliku telesnu masu, kada su suviSe mlade za postizanje
fizioloSke, a joS manje zootehnoloske polne zrelosti. Zbog toga je veoma vazno poznavati sve
genetske i1 paragenetske faktore, koji uti¢u na starost zenki pojedinih vrsta, odnosno rasa
unutar jedne vrste, kod postizanja polne zrelosti, kako bi se mogla definisati optimalna
tehnologija odgoja i reproduktivne eksploatacije mladih Zenki.
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Oogeneza je proces formiranja oocita (jajne ¢elije) u razlicitim formama ovarijalnih
folikula (primarni, sekundarni i tercijalni). Zenska jedinka se rada sa odredenim brojem
primarnih folikula, a u svakom folikulu se nalazi po jedna jajna ¢elija. Smatra se da, kod
sisara, ima nekoliko stotina hiljada oocita u primarnim folikulima na oba jajnika, prilikom
rodenja Zenske jedinke. Oocit nastaje u procesu mejoti¢kih i mitotickih (redukcionih) deoba.
Svi oociti u jajniku se nalaze u diplotenu prve mejoti¢ke deobe svog nukleusa. Takav nukleus
se naziva germinativni vezikul (GV) i, jo§ uvek, zbog toga Sto nije zavrSena redukciona
deoba, ima 2n (diploidan) broj hromozoma. U ovom stadijumu, oocit ostaje sve do
neprosredno pred ovulaciju, kada na predovultorni antralni (Tercijalni, De Grafov) folikul,
deluje ovulatorni talas LH. Veliki broj oocita ne ovulira, nego uginjava, tokom tzv. procesa
atrezije folikula u kojima se nalaze. Dakle, samo oociti koji se nalaze u predovulatornim
folikulima, koji mogu da reaguju na delovanje LH, nastavljaju prvu mejoticku deobu,
redukuju diploidan na haploidan (n) broj hromozoma i ulaze u drugu mejozu, koja se,
neposredno pred ovulaciju, zaustavlja u metafazi druge mejoze. To su tzv. Mfll-oociti ili zreli
oociti.

Slika 1. Grada oocita (jajne ¢elije) sisara

Na levoj strani su prikazani osnovni delovi nezrelog oocita: 1-Zona pelucida, 2-Perivitelusni
prostor; 3-Vitelusna membrana; 4-Vitelus, 5-Nukleus. Ovakav oocit se nalazi u svom folikulima na
jajniku. Njegov nukleus je u fazi germinativnog vezikula (diploten prve mejoticke deobe). Tek tokom
ovulacije, pod dejstvom LH, dolazi do nastavka i zavrSetka prve mejoze, tzv. raspad germinativnog
vezikula. Nastavlja se i druga (redukciona) mejoti¢ka deoba, ali se zaustavlja u metafzi (Mfll), slika
desno. Takva jajna celija ovulira i dospeva u jajovod. Ona je sposobna za oplodnju. U vitelusu se vidi
deobno vreteno druge mejoze i hromozomi postavljeni u ekvatorijalnoj ravni (1). U perivitelushom
prostoru se nalazi prvo polarno telesce (2). To je visak hromatinskoh materijala, izba¢enog iz vitelusa,
posle zavrsetka prve mejoze.

Ovaj proces nastavka deobe nukleusa, naziva se i raspad germinativnog vezikula
(postepeno nestaje nukleusna membrana, dolazi do kondenzacije hromozoma i do zavrSetka
prve mejoze).

Zrela jajna cCelija sisara ima pre¢nik 120 do 180um i potpuno je sfericnog (loptastog)
oblika. Obavijena je jednom zaStithom, mukopolisagaridnom ovojnicom (zona pelucida),
koja je debljine oko 20 um. Ispod ove ovojnice, nalazi se tanak sloj citoplazme (perivitelusni
prostor). Vitelus je granulisan, obavijen vitelusnom membranom i njemu se nalazi nukleus
jajne celije. U perivitelusnom prostoru zrele jajne celije, nalazi se tzv. prvo polarno telaSce,
nastalo izbacivanjem viska hromatinskog materijala, nastalog zavrSetkom prve mejoticke
deobe.
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Folikulogeneza je proces formiranja folikula, u kojima raste i sazreva jajna celija.
Postoji tri osnovne forme ovarijalnih folikula: primarni, sekundarni i tercijalni. Primarni
folikul nije vidljiv golim okom, i predstavlja oocit, obavijen jednim slojem granuloza ¢elije,
preko koje se nalazi vezivna ovojnica (zid folikula). Sekundarni oocit je, takode,
mikroskopske grade, ali je jajna celija, u sekundarnim folikulima, obavijena sa nekoliko
slojeva granuloza celija. Kada broj ovih slojeva dostigne 5-6, tada se, izmedu njih formira
jedna Supljina (antrum folliculi), pa nastaje tercijalni (antralni ili De Grafov) folikul.
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Slika 2. Poprecni presek tercijalnog (De Grafovog, antralnog) folikula

1. Teca externa; 2. Teca interna; 3. Granuloza celije; 4. Oocit; 5. Zona pelucida; 6. Cummulus
oophorus; 7. Antrum (3upljna) folikula. Desno je histoliski presek tercijalnog folikula. Vide se
¢elije zida folikula (tamno ljubicasto), veliki antrum folikula (svetlo roze), cumulus oophorus i
jajna ¢elija, oocit (prsten tamnije roze boje je zona pelucida, svetlije roze tackasta masa je vitelus,
a tamnije roze okruglasta masa, sa crnom tackicom, je nukleus).

Ovi, antralni ili vezikularni folikuli se mogu videti na povrsini jajnika, kada dostignu
precnik oko Imm. Ukupna populacija folikula u jajnicima je definisana ve¢ kod rodenja, tako
da se, u kasnijem Zzivotu, njihov broj ne uvecava, ve¢ se smanjuje i to tako Sto ogroman broj
folikula podleze procesu atrezije (propadanja), a samo mali broj folikula dostigne
predovulatornu veli¢inu i ovulira. Antralni folikul ima svoj beli¢asto-providan zid, sastavljen
od spoljasnje ovojnice (teca externa folliculi), srednjeg sloja (membrana Slaviansky) i
unutrasnjeg sloja (teca interna folliculi). Na unutrasnjoj ovojnici zida folikula, nalazi se sloj
tzv. granuloza celija. Ove cCelije, na jednom delu zida folikula, grade kuboidalnu nakupinu
(cummulus oophorus), u kojoj se napazi oocit. Supljina folikula (antrum folliculi) je
ispunjena sluzavom te¢nosc¢u (liquor folliculi).

1.1.2. ESTRUSNI CIKLUS

Estrusni cikuls je period izmedu pojave dva estrusa (polna zZara) i prosecno traje 21 dan,
sem kod ovce (17 dana). Granice normalnog trajanja estrusnog ciklusa se kre¢u izmedu 18 i
24 dana, kod krave, krmace, kobile i koze, a 15 do 19 dana kod ovce. Prva, a Cesto i druga
ovulacija, kod odredenog broja zenki (koji varira u zavisnosti od vrste i nekih paragenetskih
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faktora), nije praena manifestacijom spolja$njih znakova estrusa, prvi pubertetski estrusni
ciklusi su, Cesto, neregularnog trajanja, a prvi estrusni period (estrus) je znatno krac¢i od
treceg estrusa.

Prema morfoloskim i fizioloSkim promenama na polnim organima, posebno na jajnicima,
estrusni ciklus se moze podeliti na dve osnovne faze: (a) folikularna ili estrogena i (b)
lutealna ili progesteronska faza.

Folikularna faza traje 4 do 5 dana i karakteriSe se rastom i razvojem ovarijalnih folikula,
kao i1 visokom koncentracijom estrogena u krvnoj plazmi. Estrogen sintetiSu celije teke
interne zida antralnog (tercijalnog ili De Grafovog) folikula. Tokom ove faze, Zenka
manifestuje i karakteristicne spolja$nje znake estrusa: otok (edem) i crvenilo (hiperemija)
vulve, uznemirenost, smanjen apetit, zaskakivanje na druge Zivotinje i dozvoljavanje da budu
zaskocCene, kao i manifestacija tzv. refleksa stajanja (refleks imobilizacije). Refleks stajanja je
najsigurniji znak estrusa, a posebno se dobro ispoljava u prisustvu polno zrelog muzjaka i
pritiskom na lumbo-sakralni deo ki¢menog stuba. Sve ove promene su posledica delovanja
estrogena. Moment pocetka refleksa stajanja je u vrlo visokoj korelaciji sa momentom
pocetka ovulacije. Tako se ovulacija kod kobile dogada pri kraju perioda refleksa stajanja,
kod krave oko 10 do 12h posle prestanka znakova estrusa, kod ovce i koze krajem druge
polovine estrusa, a kod krmace na pocetku zadnje tre¢ine perioda refleksa stajanja.

Lutealna faza. Posle ovulacije, zapo€inje druga faza estrusnog ciklusa, tzv. lutealna ili
progesteronska faza. Naime, u Supljinama ovuliranih folikula se formiraju Zuta tela (corpora
lutea). Lutealne celije nastaju umnozavanjem granuloza celija teke interne zida ovuliranih
folikula. Ove, tzv. lutealne celije, sintetiSu 1 izluCuju u krv drugi Zenski polni hormon —
progesteron. Ovaj hormon deluje povratnom spregom na hipotalamus, tako Sto inhibira
izlu¢ivanje GnRh. To ima za posledicu inhibiciju izlu¢ivanja gonadotropina (FSH 1 LH) iz
adenohipofize. Zbog toga se lutealna faza estrusnog ciklusa, koja traje 15 do 16 dana (kod ovce
12 dana), karakteriSe izostankom folikularnog rasta i ovulacije, padom koncentracije estrogena
1 povecanjem koncentracije progesterona u telesnoj cirkulaciji, kao i izostankom manifestacije
spoljasnjih znakova estrusa. U slucaju da, tokom estrusnog perioda, nije doslo do oplodnje 1
uspostavljanja gravidnosti, 18. — 19. dana ciklusa (kod ovce 15. — 16. dana), dolazi do
morfoloSke 1 funkcionalne regresije cikli¢nih zutih tela. To je posledica luteolitickog delovanja
prostaglandina F,, (PG F,), koji sintetiSu specijalne Zlezde u endometriumu negravidnog
uterusa, a preko utero-ovarijalne arterije dospeva do jajnika, tj. zutog tela. Regresijom zutoh
tela dolazi do pada koncentracije progesterona u krvnoj plazmi na bazalni nivo i prestanka
inhibicije izlu¢ivanja gonadotropina iz adenohipofize. Time su stvoreni uslovi za ponovni rast i
funkcionalnu aktivnost folikula, ¢ime se uspostavlja novi estrusni ciklus.

Estrus (polni Zar) je period estrusnog ciklusa, u kome Zenka ispoljava vrlo markantne
spoljasnje (morfoloske i psihi¢ke) znake. Spoljasnji polni organi su oteceni (edematozni) i
crveni (hiperemicni), zivotinja ispoljava karakteristi¢an refleks stajanja, u prisustvu muzjaka
i/ili pritiskom na leda (lumbo-sakralni region), skace na druge zivotinje i dozvoljava da bude
zaskocena. Kod nekih Zivotinja (krava) postoji dosta obilan, providan sluzavi iscedak iz vulve
(tzv. estralna sluz). Zenka gubi apetit, nemirna je, ispravlja usi, Zenke u laktaciji smnjuju
dnevnu produkciju mleka. Estrus traje najduze kod kobile, 3 do 11 dana (prosec¢no 6 dana).
Kod krmace traje 1 do 3 dana, kod ovce i koze oko 1 dan, dok estrus traje najkrace kod
krave, 12 do 18 sati. U ovom periodu je Zenka prijemciva za muzjaka, dozvoljava mu da
izvede kompletan akt koitusa, i sposobna je da bude uspesno oplodena.
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Ovulacija je, kod svih domacih Zzivotinja, spontana (izuzev macke, kod koje je
provocirana aktom parenja) i predstavlja razgradnju zida ovulatornog folikula, iz kojeg izlazi
folikularna tec¢nost i jajna ¢elija u infundibulum jajovoda. Pocetak manifestacije refleksa
stajanja i poCetak ovulacije su u dobroj medusobnoj povezanosti. Ovulaciona vrednost
predstavlja broj ovuliranih jajnih ¢éelija u jednom estrusu. Ovulaciju izaziva luteinizirajuéi
hormon (LH) iz adenohipofize.

Tabela 1. Estrusni ciklus, estrus i ovulacija u domacih sisara

Vrsta Trgi?di:?g:sgog Traja?izt?)strusa Vreme pojave ovulacije
Ovca 17 (15-19) 24 - 36 24-30h posle pocetka estrusa
Koza 21 (18 — 24) 32 -40 26 do 34h posle pocetka estrusa
Krmaca 21 (18 — 24) 24 - 72 16 do 48h posle pocetka estrusa*
Krava 21 (18 — 24) 12 -24 10 do 12h posle kraja estrusa
Kobila 21 (18 — 24) 4-11 1 do 2 dana pre kraja estrusa

* Ovulacija se dogada na pocCetku zadnje treCine estrusa, bez obzira na njegovo
trajanje.
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Slika 3. Faze estrusnog ciklusa
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Slika 4. Formiranje, funkcija i regresija cikli¢nog corpus luteum-a (CL)
Pri kraju estrusnog ciklusa, endometrium izlucuje PGF,,, koji izaziva regresiju
ciklicnog zutog (CL). Time se stvara uslov da zivotinja uspostavi novi estrusni ciklus.
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Slika 5. Mehanizam luteolize
Oko 16. dana estrusnog ciklusa, ako nije doslo do uspesne oplodnje (nema Zivih
embriona), endometrium materice izlu¢uje hormon Prostaglandin F,, (PGF,,), koji
se ubacuje u vensku krv. Iz uterusne vene, ovaj hormon prelazi u arteriju koja
snabdeva krvlju jajnik (arteria ovarica). Tako ovaj luteolitik dospeva do Zutog tela
i vrSi njegovu morfoloSku i funkcionalnu regresiju (luteoloizu).

Reuspostavljanje estrusnog ciklusa post partum. Karakteristicno je da svinja ne
reuspostavlja estrusni ciklus tokom prvih 4 do 5 nedelja laktacije. To je posledica snaznog
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inhibitornog delovanja stimulusa sisanja, u pogledu izlu¢ivanja ovulatornog talasa LH.
Medutim, relativno Cesto se mogu zapaziti znaci estrusa kod krmaca, 2 do 5 dana posle
prasenja, ali ovi znaci nikada nisu praceni pojavom ovulacije (tzv. anovulatorni estrus post
partum). Kako se u ovom, vrlo ranom, periodu post partum, ne uspostavlja cikli¢na
ovarijalna funkcija, izgleda da su ovi znaci anovulatornog estrusa posledica delovanja
povecanih koncentracija estrogena poreklom iz fetusa, a ne iz jajnika. Posle laktacije, koja
traje 4 do 5 nedelja, veéina krmaca manifestuje znake estrusa unutar 7 dana po zalucenju
legla, mada na trajanje ovog intervala utice veliki broj paragenetskih faktora.

Krava reuspostavlja estrusni ciklus 15 do 30 dana posle telenja. Medutim, prva ovulacija
post partum nije pra¢ena pojavom spoljasnjih znakova estrusa kod oko 75% krava. Druga
ovulacija je pracena spoljasnjim zncima estrusa kod oko 50% krava, dok je tek treca
ovulacija post partum, pra¢ena mafistacijom spoljasnjih znakova estrusa kod vecine krava.

Ovca i koza su sezonski polno aktivne i ne uspostavljaju estrusni ciklus posle partusa,
sve do pocetka nove sezone parenja (jesen do poctka zime).

Kobila je, takode, sezonski polno aktivna (kraj zime do kraja leta). Za kobilu je
karakteristi¢na pojava tzv. zdrebeceg estrusa, koji se, obi¢no, javlja 9. dana posle zdrebljenja.

1.1.3. PROCES OPLODNJE

Oplodnja (fertilizacija) je jedan od centralnih reproduktivnih procesa, tokom koga dolazi
do spajanja muskog i zenskog gameta (spermatozoida i jajne celije). Pri tome, dolazi do
kombinacije genetskih informacija majke i oca, odnosno do formiranja zigota, tj. prve celije
novog organizma.

Procesu oplodnje prethodi akt osemenjavanja, koji moZe biti izveden prirodnim putem
(aktom kopulacije) ili na vestacki nacin (vestacko osemenjavanje — VO). Prilikom akta
kopulacije, ejakulat (koli¢ina sperme izlu¢ena u jdnom aktu) se deponuje u okolinu
kaudalnog otvora cerviksa (fornif vaginae), kod krave, ovce i koze, u pocetni deo cerikalnog
kanala, kod kobile ili u kranijalni deo cervikalnog kanala, kod krmace. Naizmeni¢nim
antiperistaltiCkim kontrakcijama rogova materice, vrSi se pasivan transport spermatozoida,
od mesta ejakulacije do utero-tubalnih spojeva (mesto spajanja vrha roga materice sa
zavrsnim krajem istmusa jajovoda). Pasivan transport spermatozoida, kroz rogove materice,
je dosta brz. Naime, prvi spermatozoidi se mogu na¢i u ampulama jajovoda ve¢ 15 minuta
posle osemenjavanja, dok se kompletan broj spermatozoida u ampulama jajovoda, kao i
penetracija zone pelucide oocita, moZe ustanoviti oko 2 sata posle osemenjavanja. Iz utero-
tubalnih spojeva, spermatozoidi ulaze u kaudalni istmus. Kaudalni istmus sluzi kao fizioloski
rezervoar spermatozoida, iz kojeg se formira fertilizaciona populacija u ampulama jajovoda.
Naime, kada dospeju u kaudalni istmus, spermatozoidi prestaju da se pokrecu i, svojim
akrozomima, se fiksiraju za celije sluzokoze. Spermatozoidi koji ne izvrSe fiksiranje za
sluzokozu, ili uginjavaju ili gube fertilizacionu sposobnost. Ovako fiksirani, spermatozoidi
ostaju nekoliko sati, za koje vreme zapo¢nu prvu fazu procesa kapacitacije: tzv. denudaciju
(skidanje mukopolisaharidnog omotaca, koji dobijaju kada se, tokom ejakulacije, pomeSaju
sa spermalnom plazmom). Neposredno pred pocetak ovulacije, spermatozoidi zapocinju
drugu fazu procesa kapacitacije, tzv. akrozomalnu reakciju. Ovo je proces spajanja Celijske
membrane spermatozoida i spoljaSnje membrane akrozoma. Na mestima spajanja, dolazi do
formiranja sitnih perforacija, kroz koje mogu da izadu fermenti iz matriksa akrozoma, koji ¢e
imati ulogu u penetraciji 1 aktivaciji jajne c¢elije, tokom procesa oplodnje. Akrozomalna
reakcija se zavrSava kad spermatozoidi stupe u kontakt sa jajnom ¢elijom, u ampuli jajovoda.
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Neposredno pred ovulaciju, spermatozoidi se odvajaju od ¢elija sluzokoze kaudalnog istmusa
i zapocCinju vrlo brzo pokretanje (hiperaktivacija) prema ampulama jajovoda. Dakle,
spermatozoidi se, posle ejakulacije, aktivno kre¢u samo od kaudalnog istmusa do ampula
jajovoda.

Proces oplodnje zapo€inje u ampulama jajovoda, tako Sto veéi broj spermatozoida
pocCinje da probija zaStitne slojeve oko jajne Celije: prvo prodiru kroz 4 do 5 slojeva
kumulusnih ¢elija (cumulus oophorus), zatim kroz zonu pelucidu i, konacno, kroz
perivitelusnu membranu oocita. Ovaj prodor se vrsi razlaganjem ovih slojeva delovanjem
fermenata iz akrozoma spermatozoida sa potpuno zavrSenom akrozomalnom reakcijom.
Ferment hialouronidaza razlaze hialouronsku kiselinu, kojom su povezane ¢elije kumulusa,
akrozin odvaja celije korone radijate, koje su direktno povezane sa zonom pelucidom, CPE
(cell penetration enzyme = enzim koji prodire u jajnu ¢Celiju) razlaZze zonu pelucidu (mada je
prodor spermatozoida kroz ovu membranu, debelu oko 20um, pomognut i snaznim udarima
repa, kao i spiralnim uvrtanjem samog spermatozoida), dok ferment neuroamidaza razlaze
perivitelusnu membranu i aktivira jajnu ¢eliju.

Posle prodiranja u perivitelusni prostor, rep spermatozoida se postepeno odvaja, a od
nukleusa u njegovoj glavi, formira se tzv. muski pronukleus. Istovremeno dolazi do aktivacije
jajne Celije, koja se odvija u dva pravca: (1) nastavlja se i zavrSava druga mejoza i, kao
posledica, formira se Zenski pronukleus sa haploidnim brojem hromozoma, a viSak
hromatinskog materijala se izbacuje, kao drugo polarno telasce, u perivitelusni prostor oocita
i (2) dolazi do formiranja tzv. bloka zone pelucide. Blok zone pelucide se izaziva raspadom
tzv. kortikalnih granula, smeStenih na unutrasnjoj strani perivitelusne membrane. Sadrzaj
ovih granula oblaZe unutraSnju stranu zone pelucide, pa ona postaje nepropusna za druge
spermatozoide. Time se obezbeduje monospermicna penetracija oocita, potrebna za normalnu
oplodnju. Formirani pronukleusi se pokreCu prema centru vitelusa, gde se izvrSi njihovo
spajanje, odnosno spajanje homolognih hromozoma oca i majke. Ovo spajanje se naziva
singamija. Time je formiran jednocelijski zigot, odnosno embrion u fazi prvog jedra, ¢ime je
I zavrSen proces oplodnje.

1.1.4. BREMENITOST (Graviditet)

Oko 17 do 19 sati posle zavrSetka procesa oplodnje, zapocCinje proces brazdanja
embriona (zigota). Naime, prvo dolazi do deobe nukleusa, a zatim i citoplazme blastomera
(¢elija embriona). Tako se formira embrion sa dve celije (blastomere). Ovaj dvocelijski
stadijum traje 6 do 8 sati, a zatim dolazi do nove deobe, pa nastaju embrioni sa 4 blastomere.
Embrion prelazi iz jajovoda u vrh roga materice, oko 44 do 48 sati posle ovulacije, u
stadijumu oko 8 blstomera. Oko 4. dana posle ovulacije, u vrhovima rogova uterusa se nalaze
embrioni u stadijumu rane morule, sa 12 do 16 blastomera, a dan kasnije se formira
kompaktna morula, sa 18 do 32 blastomere. Sledeéi razvojni stadijum se naziva blastocist,
koji se, kod svinje, nalazi 5 do 6 dana, a kod krave i kobile oko 7 do 8 dana posle ovulacije.
Blastocist ima izdvojenu nakupinu unutrasnje ¢elijske mase i Supljinu (blastocel), koja je
ograniCena celijama spoljasnje celijske mase (tzv. trofectoderm). Cela ova konstrukcija
blastocista se, joS uvek, nalazi unutar zone pelucide prvobitne jajne ¢elije. Do ovog momenta,
embrioni se nalaze u samim vrhovima rogova uterusa, a zatim po¢inju migraciju i postepeno
se rasporeduju duz sluzokoze rogova materice. To je fenomen poznat pod nazivom
transuterina migracija embriona, koja je vrlo izrazena kod svinja, a manje kod ovce i koze.
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Kod krave i kobile, embrion ostaje u rogu sa iste strane na kojoj se nalazi jajnik sa
ovulacijom.

Izmedu 6. i 7. dana nakon ovulacije, dolazi do istanjivanja i lize zone pelucide, a
blastocist izlazi iz ove opne. To su tzv. izvaljeni blastocisti, koji su tada sfericnog oblika 1
pre¢nika 0,5 do 1,0 mm. Dalji rast blastocista je vrlo intenzivan, da bi 11. do 12. dana dobio
izduZzen oblik, duzine 9 do 10 mm. Od tog momenta zapocinje vrlo intenzivna elongacija
trofektoderma, koji se, sada, naziva trofoblast. Trofoblast dobija izgled vrlo izduzenog i vrlo
tankog, beliCastog koncica, koji moze biti dugacak i do 1.000 mm, oko 16. dana posle
ovulacije. Ovaj organ ranog embriona sluzi za histotrofnu ishranu. Naime, preko trofoblasta,
preimplantacioni embrion apsorbuje hranljive materije iz sekreta endometrijuma.

Kod svinje se ne dogada tipi¢na implantacija, nego se mikroresice (mikrovili) na ¢elijama
trofoblasta, postepeno, povezuju sa mikrovilima na celijama epitela endometriuma. Ovo
povezivanje se kompletira posle 18. dana gestacije. Formiranjem placente, embrioni prelaze sa
histotrofne na hemotrofnu ishranu, odnosno razmenu materija izmedu krvi majke i krvi embriona,
preko placentalnog krvotoka. Ima, medutim, nalaza da se histotrofna ishrana, kod plodova svinje,
nastavlja i posle zavrSene placentacije, sve do kraja gravidnosti. Ovo se, verovatno, dogada zbog
toga §to se, na taj naCin, iz sekreta uterusa, preko placente, u embrion ili fetus, transportuje
uteroferin, koji se akomulira u alantoisnoj tecnosti. Uteroferin je glikoprotein za koga je vezano
gvozde, a sintetiSu ga i, u lumen uterusa, izlucuju Zlezde endometriuma svinje. Na ovaj nacin se,
verovatno, obezbeduju potrebe gvozda za rastu¢e embrione, odnosno fetuse. Embrionalna faza
razvoja ploda svinje se zavrSava izmedu 30. 1 35. dana gestacije, a nastavlja se fetalna faza. Kod
kobile se, kao i kod svinje, razvija epiteliohorialna placenta, sa manjim resicama, obraslim po
celoj povrsini horiona (placenta difusa).

Kod prezivara, resice su duze i nalaze se po horionu samo na mestima gde on naleZe na
karunkule materice. Ta mesta sa resicama se nazivaju kotiledoni, a spoj karunkula i
kotiledona se naziva placentom. Prema kontaktu tkiva resice i kripte endometriuma, placenta
prezivara je syndesmohorialna. Fetus je plod sa zavrsenom organogenezom i moze se
prepoznati kojoj vrsti Zivotinja pripada.

lako je do oplodnje i razvoja ranih embriona doslo, do 15.-16. dana posle ovulacije (kod
ovce 12. do 13. dana), zivotinja fizioloski ne prepoznaje gravidnost. Naime, do tog perioda,
funkcioniSu ciklicna Zuta tela, koja bi regresirala da nije doSlo do oplodnje i razvoja
embriona, §to je posledica luteolitickog delovanja prostaglandina F,, (PGF,,). Medutim, za
odrzavanje dalje gravidnosti, potrebno je da se odrzi lutealna funkcija, odnosno visok nivo
progesterona u telesnoj cirkulaciji. Kako se sprecava regresija cikli¢nih Zzutih tela, posle 15.
dana gravidnosti? Kod domacih vrsta zivotinja, sprecavanje regresije ciklicnih zutih tela se
dogada putem dva razli¢ita modela.

Kod svinje, eclongirani embrioni, stari 11 do 13 dana, izlu¢uju u lumen uterusa
estrstradiol-17(3. Estrogeni su, sa jedne strane, kod svinje, luteotropni (pospeSuju lutealnu
funkciju), a sa druge strane, na neki nacin sprecavaju prelaz PGF,, iz endometriuma u utero-
ovarijalnu arteriju, nego njegovu sekreciju preusmeravaju u lumen uterusa. Tako ovaj
luteolitik ne dospeva do jajnika, na koji na¢in se produzava funkcionalna aktivnost zutih tela i
gravidnost se nastavlja. Ovaj fenomen je poznat kao materinsko prepoznavanje gravidnosti.
Da bi doslo do prepoznavanja gravidnosti, potrebno je da se, do 14. dana gravidnosti, u
materici nalazi barem 5 Zivih embriona i minimalno 6 ng progesterona po 1 ml krvne plazme
(Martin i sar. 1977). Ako, u ovom periodu, ima manje od 5 embriona ili dode do uginuca
embriona, lutealna regresija nece biti sprecena, a zivotinja ¢e uspostaviti novi estrus, odnosno
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manifestovace sledeci estrus posle tzv. regularnog trajanja ciklusa, izmedu 18 i 24 dana.
Medutim, ako se uginu¢a embriona dogodi posle prepoznavanja gravidnosti (tj. 15 do 17
dana posle oplodnje), zivotinja ¢e povadati 25 do 35 dana posle osemenjavanja. To je tzv.
neregularno povadanje. Mortalitet embriona izmedu 18. i 35. dana ima za posledicu odlozenu
regresiju graviditetnih zutih tela, pa zivotinja povada oko 63. dana, dok kasnija uginuca
fetusa imaju za rezultat vrlo prolongiranu lutealnu aktivnost (skoro do termina prasenja).
Takve zivotinje su pseudogravidne, u praksi poznate kao “Cutalice”. Navedene, kao i
¢injenica da ovariektomija, u bilo kojoj fazi gravidnosti, ili delovanje bilo kojih faktora koji
inhibiraju lutealnu funkciju i prekid sekrecije progesterona, dovodi do njenog prekida unutar
slede¢ih 24 do 48 casova, navode na zakljuCak da je Zuto telo svinje jedini izvor
progesterona, tokom celog perioda gravidnosti. Hipofizektomija, takode, dovodi do abortusa.
Ovo pokazuje da je, po svoj prilici, za odrZavanje funkcije graviditetnih Cl, za razliku od
cikli¢nih, potrebna podrska hipofizarnog luteotropina, verovatno LTH (prolaktin).

Sli¢an model sprecavanja luteolize se dogada i1 kod kobile, samo Sto kod kobile postoji
(obi¢no) samo jedan embrion, koji svojim Cestim prolaskom kroz rog materice, rasprskava
estradiol po njenoj povrsini. Za kobilu je karakteristicno da primarno Zuto telo, nastalo posle
ovulacije u fertilnom estrusu, regresira (smanjuje produkciju progesterona), oko 2 meseca
posle oplodnje. Da bi se gravidnost i dalje odrzala, specificne tvorevine gravidnog
endometriuma (tzv. endomatrijalne kupe), sintetiSu PMSG, koji izaziva rast nekoliko folikula
na jajnicima. Ovi folikuli ne ovuliraju, ali njihov unutrasnji zid luteinizira. Na taj nacin se
formiraju tzv. akcesorna ili sekundarna zuta tela, koja proizvode progesteron, ¢ime se
gravidnost odrZzava do normalnog zavrSetka (partusa).

Kod prezivara (krava, ovca, koza), spreCavanje luteolize se vrsi tako Sto trofoblast ploda
sintetiSe 1 izluCuje jednu proteinsku supstancu, nazvanu trofoblastin. Ova supstanca inhibira
sintezu PGF,,, u ¢elijama endometriuma. Na taj na¢in nema luteolitika, a ciklicna Zuta tela
nastavljaju svoju funkciju (sintezu progesterona), kao graviditetna Zuta tela (corpora lutea
graviditatis). U drugoj polovini gravidnosti, oko 60% ukupne produkcije progesterona je
poreklom iz placente, a ostatak (40%) iz graviditetnog Zutog tela.

Odrzavanje CL
graviditatis =

* . 00000

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 O
Dani estrusnog ciklusa

Slika 6. Prepoznavanje gravidnosti, odrzavanje funkcionalne aktivnosti zutog tela
Prisustvo zivog embriona sprecava luteolitiCku aktivnost PGF,,. Na taj nacin se
produzava finkcionalna aktivnost cikliénog zutog tela (CL).
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Razvoj ploda i plodovih ovojnica

Posle izlaska blastocista iz zone pelucide i pocetka njegove elongacije, ¢elije unutrasnje
¢elijske mase (embrionalni pol), koje su, do tada bile nediferentovane (tzv. stem celije),
pocinju sa diferencijacijom i formiranjem tri embrionalna lista: spoljasnji (ectoderm), srednji
(mesoderm) i unutradnji (endoderm).

Iz celija ova tri primarna embrionalna lista, tokom daljeg embrionalnog i fetalnog
razvoja, formirace se sva tkiva i organi ploda.

Ektoderm: epidermis, dlaka i rozina i nervni sistem.

Mesoderm: somiti (telesni segmenti), svi tipovi miSi¢nog tkiva, krvni sudovi, srce i krv,
limfni sudovi i vezivno tkivo (kosti, hrskavica, ligamenti, tetive).

Endoderm: sve Zlezde i unutrasnji slojevi zida digestivnog trakta.

Celije primarnih polnih organa se formiraju iz mesoderma i ektoderma ranog embriona.
Razvoj pojedinih organa i organskih sistema se vrsi tacno odredenim redom, odnosno u ta¢no
odredenom periodu gestacije. Zbog toga se, na osnovu prisustva pojedinih organa i tkiva, ka i
na osnovu veli¢ine samog ploda i njegovih ovojnica, moze odrediti starost ploda. Prenatalni
razvoj ploda, odnosno njegova duZzina i teZina, zavise od uticaja brojnih faktora, medu kojima
se posebno isti¢u: naslednost, vrsta i rasa plotkinje, veli¢ina i starost plotkinje, odnos veliCine
plotkinje i priplodnjaka, ishrana plotkinje tokom gestacije, broj plodova, razvijenost placente
i neki ambijentalni faktori (temperatura).

Posle uspostavljene gravidnosti, dolazi do procesa placentacije, tokom koga se razvijaju
plodove ovojnice, i formiranja placente, preko koje dolazi do uspostavljanja veze izmedu
krvotoka majke i1 fetusa. Na taj nacin, plod prelazi sa tzv. histotrofne ishrane (apsorpcija
hranljivih materija iz zadrZaja sekreta uterusa) na tzv. hemotrofnu ishranu (preuzimanje
hranljivih materija iz krvi majke). Preko placente, vrSi se razmena i drugih materija (kiseonik,
ugljendioksid, produkti metabolizma 1 td.) izmedu krvi majke i1 fetusa. Tokom fetalnog
razvoja, potrebe fetusa u ugljenim hidratima, proteinima, vitaminima i mineralima, u
potpunosti se obezbeduju iz krvotoka majke.

Plodove ovojnice su: amnion, alantois i horion. Amnion direktno obavija plod, koji pliva
u amnionskoj te¢nosti. Alantois je vrecasta tvorevina, u kojoj se nalazi alantoisna tecnost, a
obe ove ovojnice su smesStene u jednoj zajednickoj vre¢i — horionu. U horionu se nalaze
placentalni krvni sudovi, koji su grane pupcanih arterija i vena ploda. Kapilari ovih krvnih
sudova se nalaze u resicama, sa kojima horion kontaktira sa kriptama endometriuma, u
kojima se nalaze kapilari krvotoka majke. Dakle, jedna funkcionalna jedinica placente je
resica horiona, koja ulazi u kriptu (udubinu) endometriuma.

Fetalni krvotok. Kardiovskularni sistem fetusa se odlikuje odredenim razlikama u gradi,
u odnosu na gradu organizma posle porodaja. Ove razlike u anatomskoj gradi su posledica
specificne razmene materija izmedu krvotoka fetusa i majke, koja se odvija preko placente.
Specificnost grade fetalnog krvotoka se sastoje u slede¢em: (1) postoje pupCane arterije 1
vene (arteriae et venae umbilicales), (2) postoji venski kanal (ductus venosus Arantii), kojim
se premostava jetra, tako $to se pupcana vena spaja sa kaudalnom Supljom venom, (3) postoji
arterijski kanal (ductus arteriosus Botalli), kojim se spaja arterija pulmonalis sa lukom aorte,
(4) postoji ovalni otvor (foramen ovalis), u zidu, koji odvaja desnu od leve sréane pretkomore
i (5) postoji placentalni krvotok, preko koga krvotok fetusa komunicira sa krvotokom majke.
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Slika 7. Stadijumi ranih (preimplantacionih) embriona krave
A-dve blastomere (1 do 2 dana), B-¢etiri blastomere (2 do 3 dana, istmus), C- rana morula,
viSe od 32 blastomera, (5 do 6 dana, vrh roga uterusa), D- kasna morula (6 do 7, uterus), E-
rani blastocist (7 do 8 dana, uterus), F- kasni blastocist (8 do 9 dana, uterus), G-

ekspandovani blastocosti (9 do 10 dana, uterus) i H- ,,izleZzen“ blastocisti, bez zone pelucide
(10 do 11 dana).
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Ductus Arteriosus
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Slika 8. Fetalni krvotok

1.1.5. PORODAJ (Partus)

Porodaj (partus) je fizioloski proces zavrSetka gravidnosti. Tom prilikom dolazi do
istiskivanja plodova, plodovih ovojnica i te¢nosti iz materice, kroz organe porodajnog kanala,
u spoljasnju sredinu. Tako se zavrSava prenatalni (intrauterini) i zapoc¢inje postnatalni Zivot
novorodenog organizma.

Pocetku porodaja prethode specificne sekvence hormonskih promena, kako na strani
majke, tako 1 na strani fetusa. Kod majke se povecava koncentracija estrogena, a opada
koncentracija progesterona u krvnoj plazmi. Proces porodaja je sloZzen i kontrolisan
interakcijom neurohormonalnih mehanizama, na relaciji majka — fetus. Za pocetak porodaja
je, od primarnog znacaja, funkcija osovine CNS — hipotalamus - hipofiza — kora nadbubrega
fetusa. Pokazano je, naime, da hipofizektomija ili dekapitacija fetusa, znacajno produzavaju
trajanje gestacije. Suprotno, tretman kortikosteroidima (hormoni kore nadbubrega) izaziva
prerani porodaj.
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Slika 9. Endolrina regulacija pocetka porodaja

Prvi signal za pocetak porodaja je sekrecija ACTH-RH (adrenokortikotropni hormon-
oslobadajuc¢i hormon) iz hipotalamusa fetusa, iako nije sasvim jasna priroda i mehanizam
stimulusa koji izazivaju ovu sekreciju. Verovatno je da materica viSe nije sposobna da
obezbedi dovoljnu koli¢inu kiseonika, kao i da evakuise sve vece koli¢ine CO,, kao posledicu
vrlo intenzivnog rasta i metabolizma ploda pred porodaj. Ovo ima za posledicu sve vecu
koncentraciju CO, u krvi fetusa, §to stimuliSe neurosekretorne celije hipotalamusa na
oslobadanje ACTH-Rh. Ovaj hormon stimuliSe oslobadanje ACTH (adrenokortikotropni
hormon) iz adenohipofize fetusa, koji stimulie produkciju i izlu¢ivanje glukokortikoida
(kortizola) iz kore nadbubrega fetusa. Ovi Kkortikoidi, izgleda, stimuliSu produkciju
prostaglandina F,, i1 estrogena iz sluzokoze materice (endometrium), koji izaziva luteolizu
(morfolosku i funkcionalnu regresiju graviditetnin CL), Sto dovodi do rapidnog pada
koncentracije progesterona u krvnoj plazmi majke i, konacno, do pocetka porodaja.
Prostaglandin stimuliSe i1 sekreciju hormona releksina iz jajnika majke. Koncentracija
oksitocina se povecava iznad bazalnog nivoa, u momentu kada koncentracija progesterona
znacajno opadne, a zatim se dalje, znacajno, povecava tokom faze istiskivanja ploda. Visoke
koncentracije oksitocina i estrogena u telesnoj cirkulaciji majke izazivaju kontrakcije
miometrijuma, ¢ime zapocinje faza istiskivanja plodova.

Znaci skorog porodaja.Kako se priblizava kraj gravidnosti, odnosno porodaj, kod
gravidne Zivotinje se, postepeno, dogadaju specificne hormonske, fizioloske, morfoloske i
promene ponaSanja. Neke od ovih promena su vrlo slicne kod svih vrsta Zivotinja, a neke su,
manje ili viSe, specificne za svaku vrstu. Osnovni znak skorog porodaja, kod svake vrste
Zivotinja, je smanjivanje koncentracije progesterona, a povecavanje koncentracije estrogena i
relaksina u krvnoj plazmi gravidne Zzivotinje. Kao posledica povecanja koncentracije
estrogena i relaksina, dolazi do prokvaSavanja (serozne infiltracije) mekih delova karlice, pa
se vide udubljena sa leve i desne strane korena repa, omekSava simfiza pelvis, dolazi do
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otoka 1 hiperemije vulve, zivotinja postaje nemirnija, ¢eS¢e ustaje i leze, ceS¢e se oglasava,
smanjuje apetit, trazi mirnije i pogodno mesto za porodaj.

Neki specifi¢ni znaci skorog porodaja, kod pojedinih vrsta Zivotinja

Kobila. Intenzivno uvecanje vimena (3-4 nedelje pre partusa), otok sisa, sa voStanom
kapljicom na vrhu (oko 48h pre partusa), ponekad isticanje kolostruma iz sisa (oko 4h pre
partusa). Otok ventralnog zida abdomena (ventralni edem). Dobar indikator pocetka prvog
stadijuma porodaja je taCkasto znojenje na bedrima i izmedu zadnjih nogu, oko 4h pre
rodenja zdrebeta. Kobila je sposobna da odlozi pocetak porodaja. Preko 80% kobila se zdrebi
tokom no¢i.

Krava. Intenzivna relaksacija ligamenata svoda karlice (zapaZaju se jame sa obe strane
korena repa). Promena konzistencije i boje sekreta iz vimena, od relativno prozirne te¢nosti,
do neprozirnog, zuckastog i gusceg kolostruma. Iscedak iz vulve. Otok vulve i vimena.
Zivotinja se odvaja od drugih, nervozna je i ima smanjen apetit.

Krmaca. Nervozna, smanjen apetit, pravi gnezdo. Otok vimena i vulve. Na sisama se
mogu videti belicasto-guste kapljice kolostruma. Isticanje kolostruma iz vimena se javlja 6 do
24h pre istiskivanja prvog praseta.

Ovca. Uvecanje vimena, nervozna, izdvaja se od drugih Zivotinja, iscedak iz vulve.

Tok porodaja

Tok porodaja se moze podeliti na tri osnovna stadijuma: (1) pripremni stadijum, (2)
stadijum istiskivanja ploda i (3) stadijum istiskivanja plodovih ovojnica i tecnosti. U
zavisnosti od vrste zivotinja, pojedini ovi stadijumi imaju karakteristiCan tok i trajanje. U
normalnim, fizioloSkim, uslovima, to zavisi od viSe faktora, kao $to su: anatomija porodajnog
kanala, anatomija plodovih ovojnica, broj i veli¢ina plodova, starost i kondicaja plotkinje i
sli¢no.

Pripremni stadijum. U ovom stadijumu se dogadaju specifi¢ne fizioloske, hormonske i
promene ponasanja zivotinje, koje imaju za svrhu stvaranje neophodnih uslova za utiskivanje
konceptusa u porodajni kanal i njegovo istiskivanje u spoljaSnju sredinu. U materici
zapocinje pojaCana akomulacija energetskih materija, a znacajno se povecava i koli¢ina
aktinomiotina, proteina koji omogucava kontraktilnost glatkomiSi¢nih vlakana miometriuma.
Ovaj stadijum se naziva i stadijum otvaranja, jer dolazi do proSirivanja mekih delova i
koStane osnove porodajnog kanala (otvaranje cerviksa, prokvaSavanje i isticanje sluzavog
Cepa iz cervikalnog kanala, prokvaSavanje i rastezanje vezivne hrskavice u sinfizi pelvis i
opustanje ligamenata svoda karlice). Zapo€inju koordinirane kontrakcije uterusa, ¢ime se
utiskuju plodove ovojnice, sa plodovom tecnos¢u, u cervikalni kanal, koji se, pod ovim
hidraulickim pritiskom, otvara i proSiruje. Plod se pomera i zauzima pravilan polozaj za
utiskivanje u porodajni kanal. Normalan polozaj ploda, prilikom istiskivanja kroz porodajni
kanal je: (a) prednji ili zadnji uzduzni situs (napred su: prednje noge i glava ili zadnje noge i
karlica), (b) dorzalna pozicija (leda ploda okrenuta ledima majke) i (c) ispruzen habitus
(ispruzene prednje noge, ispruzena glava i vrat, ispruzene zadnje noge). Svi drugi poloZaji
nisu pravilni i, manje ili viSe, otezavaju porodaj.

Stadijum istiskivanja ploda nastaje kada plod, obavijen plodovim ovojnicama i te¢noscu,
bude priprepljen i utisnut u porodajni kanal. Ovo ima za posledicu formiranja refleksa za
kontrakciju dijafragme i muskulature zida abdomena (tzv. trbusna presa). Ove kontrakcije
pomazu kontrakcijama materice, pri potiskivanju ploda kroz porodajni kanal. Tokom ovog
stadijuma, kontrakcije materice su najucestalije i najsnaznije. Normalno, ovaj stadijum traje
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kra¢e od pripremnog i zadnjeg stadijuma porodaja. U kobile, traje vrlo kratko, zbog
anatomske grade karlice 1 snazne trbuSne prese. Suprotno, kod krave, ovaj stadijum traje dugo
i, Cesto, moze biti otezan, zbog specifi¢nosti grade karlice, slabe trbusne prese (slaba
kondicija krave) ili velikog fetusa.

Stadijum istiskivanja placente je zadnji stadijum i nastaje neposredno posle momenta
kada je plod potpuno istisnut u spoljasnju sredinu. U ovom stadijumu, kontrakcije
abdominalne muskulature slabe, a kontrakcije materice su jo$ dosta snazne, kako bi mogle
istisnuti plodove ovojnice i plodove vode. Peristalticke kontrakcije rogova materice, koje
zapocinju od vrhova rogova, istiskuju placentu u izvrnutom polozaju, polako odlepljujuci
resice horiona iz kripti sluzokoze materice. Kod krmace, redosled istiskivanja plodova i
plodovih ovojnica moze biti vrlo razli¢it. Naime, mogu biti, prvo, istisnuti svi plodovi, pa sve
placente. Ali, mogu biti i sve druge kombinacije, Sto nije nenormalno.

Puerperium je period od zavrSetka istiskivanja placente, do momenta kada majcin
organizam, u histoloSkom, morfoloSkom, fizioloSkom i psihickom pogledu, uspostavi stanje u
kome se nalazio pre uspostavljanja gravidnosti. Najvaznije promene, koje se dogadaju tokom
puerperiuma su involucija uterusa (u histoloSkom, morfoloSkom, topografsko-anatomskom i
fizioloSkom pogledu) i reuspostavljanje cikli¢ne ovarijalne aktivnosti, odnosno manifestacije
estrusa.

Tokom puerperiuma, iz uterusa se izbacuju vecée (krava, ovca) ili manje (kobila, krmaca)
koliCine lohijalne te¢nosti. Lohije su sastavljene od mukozne tecnosti, krvi, krpica placente i
karunkularnog tkiva. Prvih dana su lohije sukrvicave, a kasnije poprimaju smedu boju.
Tokom puerperiuma, dolazi do smanjivanja veli¢ine karunkula (kod prezivara), tako da oni, u
normalnim uslovima, dostignu veli¢inu koju su imali pre uspostavljanja gravidnosti, za oko
20 do 30 dana post partum. Regeneracija endometriuma se dogada za oko 13 do 25 dana kod
kobile i za oko 3 do 4 nedelje post partum, kod krave, krmace, ovce i koze. Kompletna
involucija uterusa se, kod krave zavrSava za 30 do 40 dana, kod kobile za oko 15 do 20 dana,
kod ovce za oko 24, a kod krmace za oko 28 dana post partum. U odredenom periodu posle
porodaja, Sto zavisi od vrste zivotinja, kao 1 od veceg broja drugih faktora (kondicija,
zdravstveno stanje, godiSnja sezona, nivo produkcije mleka, frekvencija sisanja i td.),
zivotinja uspostavlja novu cikli¢nu aktivnost jajnika, odnosno uspostavlja folikularni rast,
ovulaciju i manifestaciju estrusne cikli¢nosti.

Krava, pod normalnim uslovima, uspostavlja prvu ovulaciju unutar 15 do 30 dana post
partum.

Ovca i koza ne uspostavljaju ovarijalnu aktivnost i pojavu estrusa post partum, sve dok
traje laktacija.

Kobila manifestuje ovulaciju i znake estrusa, dosta brzo (obi¢no 5 do 15 dana, prose¢no
9. dana) posle zdrebljenja. Zbog toga se ovaj estrus naziva "Zrebeci" ili "estrus 9. dana".

Krmaca ne uspostavlja ciklicnu ovarijalnu aktivnost i ne manifestuje spoljasnje znake
estrusa, tokom prvih 4 do 6 nedelja laktacije. To je tzv. laktacioni anestrus. Kod jednog,
manjeg broja krmaca, mogu se zapaziti spoljasnji znaci estrusa (hiperemija i edem vulve,
uznemirenost i sl.), oko 1 do 3 dana posle praSenja. Medutim, ovaj estrus je uvek
anovulatoran, tj. nije prafen rastom folikula i ovulacijom na jajnicima. Pojava ovog
anovulatornog estrusa post partum, verovatno je posledica delovanje velikih koli¢ina
estradiola, koga izluCuju placente, neposredno pred prasenje.
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1.1.6. LAKTACIJA

Laktacija je fizioloSki proces sinteze i izlu¢ivanja mleka, koji se obavlja u vimenu
(mlecna zlezda). Mleko je specifican produkt procesa laktacije i predstavlja nezamenljivo
hranivo za mladu jedinku posle rodenja, sve dok se njen digestivni trakt ne razvije u
dovoljnoj meri, da moze samostalno uzimati i variti druge hranljive materije. Pored
specificnih hranljivih i drugih bioaktivnih materija (vitamini, minerali), u mleku se, tokom
prvih nekoliko dana post partum, nalaze i neophodna antitela (imunoglobukni). Ova antitela
sluze za pasivnu imunu za$titu novorodenog organizma (pasivni imunitet), sve dok se ne
razvije njegova spsobnost da samostalno proizvodi sopstvena antitela (aktivni imunitet). Ovo
prvo mleko, koje sadrzi antitela, naziva se kolostrum. Pored toga Sto sadrzi antitela,
kolostrum ima i nesto drugaciji sadrzaj pojedinih hranljivih i bioaktivnih materija, u odnosu
na mleko, koje se izluCuje u kasnijoj laktaciji. Kolostrum ima 1 laksativno delovanje, tako da
omaze izbacivanje mekg sadrzaja creva (mekonium), neposredno po rodenju mladunceta.
Generalno posmatrajuc¢i, u kolostrumu se nalazi ve¢a koli¢ina mle¢ne masti, proteina i
minerala, §to je potrebno za intenzivan rast i razvoj novorodenog organizma, u prvim danima
njegovog Zivota.

Pocetak i odriavanje laktacije. Brojni eksperimenti su pokazali da su prolaktin
(LTH), kortisol i insulin primarni pokretaci procesa laktacije, te da je, pored ovih hormona,
za odrZavanje laktacije potreban i somatotropni hormon. Sekreciju mleka kontrolise
prolaktin, a njegovo istiskivanje iz alveola i1 potiskivanje kroz kanalikularni sistem je
posledica delovanja oksitocina. Za normlano odrZavanje laktacije, posebno u pogledu
koli¢ine i1 kvaliteta proizvedenog mleka, potrebno je da se vrsi pravovremeno praznjenje
vimena (sisanjem ili muzom), kao 1 da postoje ostali znacajni uslovi, kao §to su: pravilna
ishrana, dobra kondicija zivotinje, dobro opSte zdravstveno stanje, a posebno apsolutno
zdravo i funkcionalno vime.

Sekrecija mleka se vrsi u ¢elijama sekretornog epitela, koji oblaZe unutrasnji zid alveole
vimena. Mleko sadrZi najviSe vode, u kojoj se Cvrste materije nalaze u obliku rastvora ili
suspenzije. Osnovne ¢vrste materije mleka su proteini, mle¢na mast, mlecni Secer (laktoza),
minerali, vitamini 1 neke organske kiseline. Osnovni sastojci mleka (proteini, mle¢na mast i
laktoza) se sintetiSu de novo u ¢elijama mlecne alveole, iz osnovnih sastojaka (prekursor),
koji se dopremaju iz krvi. Minerali, vitamini i imunoglobulini, dospevaju u mleko iz krvi, u
nepromenjenom obliku. Kazein je glavni deo proteina mleka. Laktoalbumini i laktoglobulini
su prisutni u rastvorljivoj formi.
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Mioepitelne

Arteriole

Slika 10. Grada mle¢ne alveole (levo) i Sekretorne celije epitela alveoli (desno)

1-kapljice mle¢ne masti; 2-laktoza; 3-kazein; SC-sekretorna celija.

A — Neki sastojci dospevaju u mleko direktno iz krvi, prostom filtracijom ili
koncentracijom (voda, minerali, vitamini i imunoglobulini).

B — Ostali sastojci se sintetiSu “de novo” u sekretornoj ¢eliji, od osnovnih hemijskih
supstanci, koje dospevaju iz krvi (laktoza iz glukoze, kazein iz aminokiselina,
mlecne masti iz masnih kiselina).

U sintezi mleka ucustvuju: GoldZijev aparat, endompalzamtski retikulum i
mitohondrije.

PROVERA ZNANJA

1. Navedite osnovne reproduktivne funkcije Zenke.

2. Definisite pojam polne zrelosti (puberteta) Zzenke.

3. Koje morfoloske, fizioloske i psihicke promene ukazuju da je Zenka postigla polnu zrelost?

4. Sta je estrusni ciklus i koliko traje (proseéno i normalne granice), kod pojedinih vrsta
domacih Zivotinja?

5. Sta je estrus, koliko traje i koje su osnovne morfoloske, fizioloske i psihi¢ke karakteristike
Zivotinje u estrusu?

6. Staje ovulacija, a $ta ovulatorna vrednost?

7. Opisite osnovne faze procesa oplodnje.

8. Koji su osnovni stadijumi razvoja preimplantacionih embriona?

9. Navedite fetalne membrane i njihovu osnovnu funkciju?
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10. Koliko traje bremenitist (graviditet) kod pojedinih vrsta domacih Zivotinja?

11. Opisite osnovni mehanizam materinskog prepoznavanja gravidnosti.

12. Navedite osnovne mehanizme neuroendokrine regulacije pocetka i toka porodaja.

13. Koje su osnovne klinicke faze porodaja?

14. Kada je zavrsen proces porodaja?

15. Sta je to involucija uterusa i zbog ¢ega je vaina?

16. Definisite pojam puerperiuma?

17. Navedite razlike u vremenu reuspostavljanja estrusnog ciklusa post partum, kod pojedinih
vrsta domacih Zivotinja.

18. Navedite osnovne karakteristike procesa laktacije kod pojedinih vrsta domacih Zivotinja.

1.2. REPRODUKCIJA MUZJAKA (Dragin, S., Stancié, 1.)

Priplodni muzjaci imaju vrlo velik uticaj na reproduktivnu efikasnost zapata, kao i na
formiranje genetskih osobina potomaka, ¢ak i znatno ve¢i u odnosu na Zenska priplodna grla.
Ovo proizilazi iz Cinjenice da prosec¢na plotkinja, u intenzivnim i optimalnim uslovima
reprodukcije, godiSnje moze dati znatno manji broj potomaka od muzjaka, posebno ako se
muzjaci koriste za veStacko osemenjavanje. Zbog toga je veoma vazno dobro poznavati
fiziologiju reproduktivnih funkcija muzjaka. Osnovne reproduktivne funkcije polno zrelog
muZjaka su: (1) polno sazrevanje, (2) proizvodnja sperme i (3) polno ponasanje.
Reproduktivne funkcije muzjaka su, u osnovi, genetski determinisane, ali su njihove
fenotipske vrednosti podvrgnute znacajnom uticaju paragenetskih faktora.

1.2.1. POLNO SAZREVANJE

Proces polnog sazrevanja je kontrolisan neurohormonalnim mehanizmima, na osovini
centrlani nervni sistem-hipotalamus-hipofiza-testis i obrnuto. Centralno mesto u procesu
polnog sazrevanja imaju razvoj i funkcija testisa. Tako se razvoj testisa moze podeliti u tri
faze. Prva faza je diferencijacija, koja zapocinje u ranom embrionalnom i fetalnom periodu
razvoja. Druga faza se poklapa sa periodom neposredno pre i posle rodenja, kada se zapaza
znatno povecanje mase testisa i razvoj Leydig-ovih ¢elija (endokrini deo testisa). Treca faza
razvoja testisa je u periodu puberteta, kada zapocinje spermatogeneza. Pojava spermatocita u
semenim kanali¢ima testisa se moZe ustanoviti kod mladih nerasti¢a starih 84 do 135 dana,
bik¢ica starih 104 do 120 dana i ovni¢a kada su stari oko 60 dana. Potpuno formirani
spermatozoidi, sposobni za oplodnju, mogu se na¢i u semenim kanali¢ima testisa kod
nerasti¢a starih oko 4 meseca, a bikc¢ica starih 7 meseci. Pojava spermatozoida u ejakulatu i
mogucnost postizanja erekcije, dogada se kod nerastica starih oko 5,5 meseci, a bikova strih
7,5 do 9 meseci. lako su starorost i telesna masa mladih muzjaka kod postizanja polne
zrelosti, u osnovi, genetski determinisani za svaku vrstu, fenotipska vrednosti ovih
parametara znacajno zavise od uticaja interakcije genetskih (rasa, kombinacija melezenja,
linija, individua) 1 paragenetskih faktora (ishrana, ambijentalna temperatura, na¢in smestaja,
zdravstveno stanje).
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Mlade muzjake treba poceti reproduktivno iskoristavati kada oni dostignu oko 2/3 telesne
mase karakteristicne za potpuno odrasle muzjake date vrste ili rase, odnosno kada pocnu
davati ejakulate, ¢iji su parametri oko 80% od vrednosti istih parametara kod potpuno
odraslih muzjaka. Medu ovim parametrima fertilizacionog kapaciteta sperme su osnovni:
volumen ejakulata, ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, koncentracija spermatozoida u
1ml ejakulata, % progresivno pokretnih spermatozoida, broj morfoloski abnormalnih i mrtvih
spermatozoida.

1.2.2. PRODUKCIJA SPERME

Sperma je vrlo specificna telesna teCnost, koja je sastoji iz dve osnovne frakcije:
spermalne tecnosti ili spermalne plazme i spermatozoida (muskih polnih celija), koji su
rasprseni u semenoj te¢nosti.

Spermalna tecnost ili semena plazma je, najve¢im delom (preko 85% ukupnog
volumena), proizvod pomoénih polnih Zlezda. Ostatak semene tecnosti potie iz testisa,
epididmisa i semevoda. Semena tecnost obezbeduje tecnu sredinu, hrnaljive i zaStitne
materije, pufere, osmotski pritisak, kao i druge uslove za Zzivot i odrzavanje oplodne
sposobnosti  spermatozoida izvan organizma muzjaka (u polnim organima Zenke). Ova
teCnost olakSava 1 transport spermatozoida kroz zenske polne organe. Spermatozoidi se
mesaju sa semenom tecnosScu, prilikom akta ejakulacije. Zapremina sperme, koja se izbaci u
jednom skoku, naziva se ejakulat. Zapremina ejakulata varira u zavisnosti od vrste i rase
zivotinja, ali postoji 1 znacajno variranje izmedu pojedinih individua unutar iste vrste ili rase,
Sto zavisi od brojnih genetskih i paragenetskih faktora. Bik, ovan i jarac imaju ejakulate male
zapremine, a velike koncentracije spermatozoida, dok su ejakulati nerasta i pastuva velike
zapremine, ali male koncentracije spermatozoida. Osnovne hranljive (energetske) supstance
sperme su: fruktoza, sorbitol, inozitol, glicerilfosforil holin (GPC) i plasmalogen. Mikro i
makro elementi (elektroliti) odrzavaju izoelektricni potencijal sperme. Puferni sistemi
odrzavaju potreban pH sperme. U spermi se nalaze i druge zaStitne i aktivne supstance, kao
Sto su hormoni (oksitocin, prostaglandin), fermenti i biostatici.

Spermatozoidi su muske polne ¢elije, preko kojih muzjak prenosi svoje genetske osobine
na svoje potomstvo. Spermatozoid je visoko specijalizovana ¢elija, kako po svojoj gradi, tako
I po svojoj funkciji. Sastoji se od glave i repa, a ukupna duzina spermatozoida malo varira
izmedu pojedinih vrsta domacih zivotinja, 45 um (pastuv) do 70 um (bik). Glava je ovalna i
spljostena, dugacka oko 8 pum, Siroka oko 4um, debela oko 2um. Na vrhu glave se nalazi
jedno kiflasto telasce (organela), koje se naziva akrozom. Ova organela ima veoma vaznu
ulogu u procesu oplodnje. Spermatozoidi sa poremecenim akrozomom ili bez njega, nisu
sposobni da oplode jajnu ¢eliju. Najveci deo zapremine glave spermatozoida, zauzima veliko
jedro (nukleus), u kome se nalaze hromozomi, koji nose nasledne osobine. Rep je dugacdak i
tanak, a ima ulogu da aktivno pokrece spermatozoid. U njemu su smesteni tanki kontraktilni
konci¢i (mikrofilamenti).

Spermatozoidi se proizvode u semenim kanali¢ima testisa, u procesu mitoti¢kih i
mejotiCkih deoba germinativnih ¢elija, kao 1 uoblicavanja spermatida u spermatozoid. Proces
produkcije spermatozoida u semenim kanali¢ima traje oko 4 nedelje. Zatim se spermatozoidi
transportuju iz testisa u epididimis, kroz koji prolaze tokom 2 nedelje, 1 cuvaju se U repu
epididimisa. Tako, od momenta pocetka spermatogeneze, do dospevanja spermatozoida u
ejakulat, mora da prode minimalno oko 6 do 8 nedelja.

21



Dragin, 8., Stancié, L, Jotanovié, S. 1. FIZIOLOGIJA REPRODUKCIJE DOMACIH SISARA

Slika 11. Popre¢ni presek semenih kanali¢a, u kojima se vr$i spermatogeneza (levo i
sredina) I izgled normalnih spermatozoida nerasta (desno)
1- Bazalna mebrana semenog kanali¢a; 2- Spermatogonija (2n); 3- Spermatocit prvog reada (2n);
4- Spermatocit drugog reda (2n); 5- Spermatide (n); 6- Formiranje spermatozoida (n); 7- Sertolieva
¢elija.

Postoje brojni faktori, koji uti¢u na vrednosti parametara kvaliteta sperme muzjaka: vrsta,
rasa 1 linija kojoj pripada, veli¢ina testisa, starost 1 razli¢iti faktori spoljasnje sredine, kao Sto
su temperatura, nacin smestaja, trajanje dnevne svetlosti, godiSnja sezona, razli¢ita obolenja i
td. PoviSena temperatura (spoljasnja ili telesna) je faktor koji vrlo snazno smanjuje kvalitet
sperme.

Tabela 2. Vrednosti vaznijih parametara sperme domacih priplodnjaka

Osobina Bik Ovan Nerast Pastuv
Y . 150 - 500
olumen ejakulata (ml) 4-8(15) 1-2(35) (1000) 50 - 120 (300)
Broj spermatozoida u 1ml 0,1-0,2
ejakulata (x 10%) 1-2(6) 2-5(8) (1,5) 0.08-0,2(0.8)

Ukupan br. spermatozoida u
ejakulatu (x 10°) 4-10(30) | 2-10(18) |20-80(100) 4-20 (60)

Brojevi u zagradama predstavljaju maksimalne vrednosti.

Spoljadnje temperature visa od 28°C smanjuju volumen ejakulata, ukupan broj i
progresivnu pokretljivost spermatozoida, a povecavaju broj mrtvih i morfoloski abnormalnih
spermatozoida u ejakulatu. Ove promene se, u ejakulatu, javljaju oko 2 meseca posle
prestanka temperaturnog stresa. U spermi nerastova izlaganih visokim temperaturama se
povecava i sadrzaj proteina. Ovo ima za posledicu smanjenu sposobnost preZivljavanja
spermatozoida u razredenoj spermi, tokom njenog ¢uvanja na nizim temperaturama. Ishrana
muzjaka, takode, ima znaCajnog uticaja na obim i kvalitet produkcije sperme.

Faktori koji uti¢u na prezivljavanje spermatozoida u spoljasnjoj sredini (in vitro)

Tehnologija veStaCkog osemenjavanja, zahteva manipulaciju sa spermom u razliitim
uslovima spoljasnje sredine i to u svim fazama, od dobijanja sperme od priplodnjaka, preko
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kontrole, razredivanja i ¢uvanja inseminacionih doza, do momenta ubacivanja doze u zZenski
reproduktivni trakt. Zbog toga je vazno poznavati faktore koji uticu na prezivljavanje
spermatozoida i Sto duze zadrzavanje njihove oplodne sposobnosti u spoljasnjim (in vitro)
uslovima.

Postoji veliki broj faktora spoljas$nje sredine, koji utiu na prezivljavanje spermatozoida
in vitro, medu kojima se isticu: fizicke i hemijske osobine razredivaca za spermu, stepen
razredenja nativnog ejakulata, period Cuvanja razredene sperme, od momenta formiranja
inseminacionih doza, do momenta njihove upotrebe, uslovi ¢uvanja nativne i razredene
sperme (posebno temperatura na kojoj se ¢uva nativna sperma pre razredivanja i temperatura
na kojoj se cCuvaju razredene, tj. formirane inseminacione doze), faktori ambijenta
(temperatura 1 vlaZznost vazduha, intenzitet svetlosti 1 td.), prisustvo razli¢itih
mikroorganizama, jakih organskih i neorganskih kiselina i1 baza, toksi¢nih materija (nikotin,
alkohol, deterdzenti), radioaktivnih supstanci i td.

1.2.3. POLNO PONASANJE

Polno ponaSanje podrazumeva specifiéno ponaSanje muzjaka neposredno pre, tokom i
posle akta parenja sa Zenkom. Akt parenja ili kopulacija je slozena polna funkcija, Cija je
osnovna uloga da se sperma ubaci u reproduktivni trakt plotkinje. Ovaj akt se sastoji iz
nekoliko faza: (1) pripremna, ili udvaranje, (2) skok sa erekcijom penisa, (3) uvodenje penisa
u zenski polni trakt, (4) ejakulacija i (5) zavrSetak skoka sa relaksacijom penisa. Ceo akt
parenja, kod svinja, traje 3 do 20 minuta, obi¢no 5 do 10 minuta, Sto zavisi od uticaja brojnih
faktora okolne sredine, kao i od svakog pojedina¢nog nerasta. Akt parenja, kod konja traje
krace (nekoliko minuta), a kod preZivara (govedo, ovca i koza) traje vrlo kratko (svega
nekoliko sekundi). Nerast i pastuv ejakuliraju u tri odvojene frakcije: 1. prespermalna (bistra
teCnost bez spermatozoida), 2. spermlna (gusta, beliCasto-zuckasta teCnost, bogata
spermatozoidima) i 3. postspermalna (retka, prozirna te¢nost, sa vrlo malo spermatozoida).
Na kraju ejakulacije, nerast izbacuje 30 do 40 grama Zzelatinoznih Cepica, tzv. gel frakcija,
koja je sekret bulbouretralnih Zlezda.

Uticaj spoljasnjih faktora na muske polne funkcije

Postoje brojni spoljasnji (paragentski) faktori, koji znacajno uticu na razvoj i odvijanje
muskuh polnih funkcija (proces polnog sazrevanja, produkciju sperme i polno ponasanje).

Na starost i telesnu masu muzjaka, kod postizanja polne zrelosti, pored genetskih (vrsta,
rasa, soj, individua, ukr$tanje, stepen inbredinga i neke gentske anomalije), utice i veéi broj
pragenetskih faktora, medu kojima se isti¢u: ishrana, godiSnja sezona (temperatura i trajanje
dnevnog fotoperioda), nafin smestaja, kontakt sa polno zrelim muZzjacima ili estrinim
zenkama, razna obolenja. Na proces spermatogeneze i produkciju androgena, znacajan uticaj
imaju: temperatura ambijenta (ili telesna temperatura), trajanje dnevnog fotoperioda, nacin
ishrane, razliciti stresogeni, Stetne, otrovne i radioaktivne supstance.

Jedan od najées¢ih faktora, koji znacajno modifikuje proces spermatogeneze, sve do
njegovog potpunog (reverzibilnog ili ireverzibilnog) prekida, je povisena ambijentalna ili
telesna (zbog nekih obolenja, na primer) temperatura. Kod veline vrsta, ambijentalna
temperatura preko 28°C, posebno ako dugo traje, dovodi do znaCajnih poremecaja
spermatogeneze. Ovo je direktna posledica poremecene sinteze testosterona, koji kontrolise
odvijanje procesa spermatogeneze. Na delovanje visokih temperatura su posebno osetljive
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prve faze procesa spermatogeneze, Sto ima za posledicu da se, u ejakulatu, javlja veéi broj
mrtvih i morfolodki promenjenih spermatozoida. Zbog toga se nekvalitetni ejakulati (manjeg
volumena, sa manjim brojem progresivno pokretnih i pove¢anim brojem mrtvih i morfoloski
abnormalnih spermatozoida), mogu ocekivati oko 45 do 60 dana posle pocetka delovanja
toplotnog stresa. Nije se pokazalo da niske temperature (sem kada su ekstremno niske i
dugotrajne) imaju znacajnog uticaja na proces sprermatogeneze i produkciju androgena.

PROVERA ZNANJA

PWNPR

b

18.
19.
20.
21.

Navedite osnovne reproduktivne funkcije Zenke.

Definisite pojam polne zrelosti (puberteta) Zenke.

Koje morfoloske, fizioloske i psihicke promene ukazuju da je Zenka postigla polnu zrelost?
Sta je estrusni ciklus i koliko traje (prose¢no i normalne granice), kod pojedinih vrsta
domacih Zivotinja?

Sta je estrus, koliko traje i koje su osnovne morfoloske, fizioloske i psihicke karakteristike
Zivotinje u estrusu?

Sta je ovulacija, a $ta ovulatorna vrednost?

Opisite osnovne faze procesa oplodnje.

Koji su osnovni stadijumi razvoja preimplantacionih embriona?

Navedite fetalne membrane i njihovu osnovnu funkciju?

. Koliko traje bremenitist (graviditet) kod pojedinih vrsta domacih Zivotinja?

. Opisite osnovni mehanizam materinskog prepoznavanja gravidnosti.

. Navedite osnovne mehanizme neuroendokrine regulacije pocetka i toka porodaja.

. Koje su osnovne klini¢ke faze porodaja?

. Kada je zavrSen proces porodaja?

. Sta je to involucija uterusa i zbog ¢ega je vaina?

. Definisite pojam puerperiuma?

. Navedite razlike u vremenu reuspostavljanja estrusnog ciklusa post partum, kod pojedinih

vrsta domacih Zivotinja.

Navedite osnovne karakteristike procesa laktacije kod pojedinih vrsta domacih Zivotinja.
Nanvedite osnovni sastav i funkcije spermalne te¢nosti.

Opisite gradu spermatotoida.

Navedite osnovne parameter ejakulata nerasta, bika, ovna i pastuva.

24




Dragin, S., Stanéic, I., Jotanovié, S. 1. FIZIOLOGIJA REPRODUKCIJE DOMACIH PTICA

2. FIZIOLOGIJA REPRODUKCIJE DOMACIH PTICA

Fiziologija reprodukcije ptica se znaCajno razlikuje od fiziologije reprodukcije sisara.
Neke od ovih razlika su sledece: (1) ptice ne radaju zive mladunce kao sisari, nego se plod
razvija izvan organizma Zenke, u jajetu, tokom procesa inkubacije, (2) nemaju izdiferencirane
faze estrusnog ciklusa i gravidnosti, (3) na jajniku ptica se, posle ovulacije, ne formira zuto
telo, nego sintezu 1 sekreciju progesterona vrse celije teke interne ostatka zida ovuliranog
folikula, (4) teststesi odraslin muzjaka ptica su smeSteni u abdominalnoj Supljini, (5)
epididimis je veoma kratak i (6) sem ptica iz reda plovusa, ostale vrste nemaju razvijen
kopulacioni organ (penis).

2.1. REPRODUKCIJA ZENKE (Stancié, I, Dragin, S.)

U reproduktivne funkcije Zenke spadaju: proces polnog sazrevanja, ovulacija, formiranje
jajeta, ovipozicija i inkubacija (lezenje na jajima).

Pubertet (polna zrelost). Postizanje polne zrelosti zenske ptice je definisano momentom
kada mlada jedinka snese prvo jaje. Starost Zenke kod pojave puberteta zavisi od vrste, rase,
linijje 1 individue, kao i od razli¢itih kombinacija melezenja. Osim toga, na starost kod
puberteta mogu uticati i paragenetski faktori, kao Sto su ishrana, dnevni fotoperiod, klimatski
uslovi i td. Trajanje dnevnog fotoperioda je najuticajniji faktor. Produzavanje dnevnog
fotoperioda smanjuje starost Zenke kod pojave puberteta. Proces polnog sazrevanja je
kontrolisan neuro-endokrinim mehanizmima, na osovini CNS — hipotalamus — hipofiza, a
prva ovulacija je kontrolisana delovanjem hipofizarnih gonadotropina FSH i LH.

Ovulacija. Proces oslobadanja jajne cCelije iz ovarijalnog folikula, pod uticajem LH,
naziva se ovulacija. Kod kokoske se ovulacija dogada 15 do 75 minuta posle noSenje
prethodnog jajeta. Neposredno pre ovulacije, zid stigme se istanjuje, zbog procesa autolize
proteolitickim fermentima. Ovulaciju kontroliSe izlu¢ivanje hipofizarnog LH, koji se dogada
samo tokom tamnog dela dana. Naime, tokom tamnog dela dana, stimuliSe se oslobadanje Gn-
RH iz hipotalamusa, §to izaziva oslobadanje prvog talasa LH iz adenohipofize. Ovaj talas LH
stimuliSe sekreciju estrogena i testosterona iz nezrelih folikula, kao i progesterona iz zida
zrelog folikula. Progesteron deluje povratnom spregom na adenohipofizu, Sto izaziva
oslobadanje drugog talasa LH, oko 10 ¢asova posle prvog. Ovaj talas LH izaziva ovulaciju.

Ciklus ovulacije i ovipozicije. Period izmedu dve uzastopne ovulacije se naziva ciklus
ovulacije, dok se period izmedu noSenja dva uzastopna jajeta, naziva ciklus ovipozicije.
Neprekidan ciklus noSenja jednog jajeta svakog dana, naziva se sekvenca noSenja. Broj
snesenih jaja u jednoj sekvenci moze varirati od 1 do 40 (nosilja je sve bolja, Sto nosi veci
broj jaja u jednoj sekvenci). Broj dana izmedu pojedinih sekvenci, takode, moze varirati
(najbolje da ovaj broj iznosi 1 do 2 dana). Prvo jaje u sekvenci, pod optimalnim trajanjem
dnevnog fotoperioda (14h svetlo, a 10h tama), kokoska snese vrlo ranim jutarnjim ¢asovima.
Ovo je zbog toga Sto se LH oslobada poc¢etkom prethodne noc¢i. Kako period izmedu nosenja
dva uzastopna jajeta traje viSe od 24h, to ¢e se, nakon nekoliko dana noSenja, dogoditi da
folikul sazri u toku svetlog dela dana. Kako se u svetlom delu dana ne izlucuje LH, to nece
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do¢i do ovulacije ovog folikula toga dana. On ¢e ovulirati tek onda kada izlu¢ivanje LH padne
na pocetak tamnog dela dana. Vreme izmedu noSenja dva uzastopna jajeta minus 24h, naziva
se lag faza, Ova faza je najkrac¢a izmedu noSenja prvog i drugog jajeta u sekvenci, a zatim se
stalno produzava, dok, kona¢no, ne dode do pauze u noSenju. Dakle kokosi sa kra¢im lag
fazama imaju veci broj jaja u sekvenci i obrnuto.

Proces ovipozicije obuhvata kontrakcije miSi¢a uterusa, koje potiskuju jaje kroz
relaksirani miSi¢ sfinktera u vaginu. Ulaskom u vaginu, jaje rasteze njen zida, Sto stimuliSe
tzv. stimulus konacnog istiskivanja jajeta, kroz kloaku, u spoljasnju sredinu. Ovaj refleks,
naime, izaziva snazne kontrakcije miSi¢a abdominalnog zida, Sto povecava intraabdominalni
pritisak, ¢ime se pomaze istiskivanje jajeta iz kloake.

Formiranje jajeta. Posle ovulacije, jajna ¢elija dospeva u jajovod i, tokom prolaska kroz
pojedine delove jajovoda, dobija svoje ovojnice: albumin (belace), unutrasnju i spoljasnju
ljuskinu membranu i tvrdu ljusku. Ovakvu strukturu ima potpuno formirano jaje, koje se
izbacuje iz Zenskog polnog trakta u spoljasnju sredinu, tokom procesa ovipozicije.

Albumin (belance) se formira u magnumu, ljuskine tanke membrane u istmusu, a tvrda
ljuska u uterusu. Pri tome se jaje najduZze zadrzava u uterusu (oko 21h), zbog obimnog i
dugotrajnog procesa formiranja kalcifikovane tvrde ljuske. Belance ¢ini oko dve treéine
ukupne mase jajeta i sadrzi oko 40% proteina. Osnovna uloga belanceta je da ¢ini fluidnu
ovojnicu oko jajne Celije (Zumanceta), koja spreCava dehidraciju. Takode, sluzi i kao izvor
hranljivih materija za razvoj embriona, u kasnoj fazi inkubacije (kada se potroSe hranljive
materije iz vitelusa — Zumanceta). Belance ima i odredena biostaticka i enzimska svojstva.
Sintezu belanceta, u tkivu magnuma, kontroliSu steroidni hormoni. Belance sadrzi supstancu
avidin, koja inaktiviSe delovanje vitamina biotina u organizmu zivotinja, ako se hrane svezim
jajima.

Postoje dve tanke ljuske jajeta, koje obavijaju belance i prisno nalezu jedna na drugu, sem
na Sirem polu jajeta, gde su razdvojene i formiraju vazduSnu komoru jajeta.

Tvrda ljuska jajeta, je sa unutrasnje strane, prekrivena spoljasSnjom tankom ljuskom
(membranom). Osnovnu strukturu ljuske jajeta Cini tzv. sunderasti sloj, graden od mreze
kalcijumskih vlakana. Meduprostore u ovoj kalcijumskoj mrezi, popunjava organski matriks.
Spolja je ljuska obavijena organskom kutikulom, koja spreSava dehidraciju i prodor
mikroorganizama u unutrasnjost jajeta. Kutikula sadrzi karakteristiCan pigment. Osnovni
izvor kalcijuma, za formiranje tvrde ljuske, predstavlja uneta hrana, kao i rezerva kalcijuma u
kostima. Deponovanje i izuzimanje kalcijuma iz kostiju, kontroliSe slozen hormonski
mehanizam, u kome vodecu ulogu ima estrogen.

Period nosSenja jaja se sastoji od tri usnovne faze. Prva faza je pocetak pronosenja i traje
1 do 2 nedelje. U ovom periodu, kokoSka moze da nosi dnevno i po dva jajeta, od kojih je
jedno ili oba jajeta sa mekom ljuskom. Jaja su sitnija, a interval izmedu noSenja pojedinih jaja
moze biti nenormalno dug. To je posledica neuskladenosti funkcije jajnika i jajovoda. Druga
faza predstavlja glavni period noSenja, kada se uspostavlja regularni rezim noSenja i kada se
postize maksimalna nosivost. U ovom periodu se snese najveéi broj, od ukupnog broja
snesenih jaja u jednom periodu noSenja. Jaja su veca i potpuno formirana. Sekvence nosenja
su duze, a pauze izmedu sekvenci su krace. U trecoj fazi dolazi do naglog pada broja snesenih
jaja, zbog smanjene ovulacione vrednosti, kao i zbog smanjenog kapaciteta jajovoda za
formiranje normalnog jajeta. Ova faza je dosta kratka i zavrSava se prekidom nosenja. Tada
kokoSka ulazi u fazu mitarenja, tj. promene perja i pripreme organizma sa slede¢i period
nosenja.

Reproduktivne funkcije Zenke su regulisane neurohormonalnim sistemom. Estrogen
reguliSe mobilizaciju kalcijuma iz kostiju. Zajedno sa progesteronom i androgenim
hormonima, estrogen kontroliSe proces ovulacije, formiranja jajeta u jajovodu, kao i proces
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ovipozicije. Progesteron kontroliSe oslobadanje LH iz adenohipofize, koji je odgovoran za
ovulaciju. Oksitocin izaziva kontrakcije glatke muskulature zida jajovoda. Na taj nacin se jaje
transportuje kroz jajovoda i istiskuje, kroz kloaku, u spoljasnju sredinu.

2.1.1. OPLODNJA, INKUBACIJA | RAZVOJ EMBRIONA

Oplodnja se dogada u infundibulumu jajovoda. Ovo zbog toga S§to, u kaudalnim
partijama jajovoda, oocit dobija svoje ovojnice (belance, tanke membrane i tvrdu ljusku), koje
spermatozoidi nisu sposobni da penetriraju. Sperma se deponuje u kloaku, pasivan transport
spermatozoida do infundibuluma je vrlo brz (spermatozoidi se nalaze u enfundibulumu ve¢
oko 15 minuta posle ejakulacije). Prisustvo jajeta u jajovodu, znacajno otezava ili potpuno
sprecava transport spermatozoida do mesta oplodnje. Oplodnja se moze dogoditi ve¢ unutar
nekoliko minuta po prispecu spermatozoida u infundibulum. Ovo ukazuje na ¢injenicu da
kapacitacija spermatozoida, u ptica, ne postoji, ili se ovaj proces odvija za nekoliko minuta.
Ovo potvrduje i ¢injenica da, za in vitro oplodnju, nije potrebno izvrSiti in vitro kapacitaciju
spermatozoida, kao kod sisara. Spermatozoidi se deponuju u tzv. tubularne Zlezde, koje se
nalaze u zidu jajovoda, na spoju izmedu magnuma i infundibuluma. Verovatno je da
specifican sekret ovih zlezda pomaze odrzavanju oplodne spsobnosti spermatozoida i preko
30 dana, kod kokoske i oko 70 dana kod ¢urke.

Kod normalne oplodnje, samo jedan spermatozoid ulazi u vitelusni prostor oocita, a od
nuklesusa tog spermatozoida (sa haploidnim brojem hromozoma), formira se muski
pronukleus. Vrednost uspesno oplodenih jaja, izrazena u procentima od ukupnog broja
snesenih, zavisi od veceg broja faktora. U ovom pogledu su najuticajniji odnos broja muzjaka
I zenki u jatu, kao i godiSnja sezona, u kojoj se parenje izvodi. Maksimalan broj oplodenih
jaja se dobija kada na jednog petla ima 4 do 5 kokosaka. Najveci broj oplodenih jaja kokosaka
(preko 90%) se dobija tokom kasne zime i prole¢a, dok u letnjim mesecima, ova vrednost
opada i za 20%.

Inkubacija je period prirodnog ili veStackog zagrevanja jaja, posle noSenja, u toku kog se
razvija embrion, sve do izvaljivanja potpuno formiranog i, za samostalan Zivot, sposobnog
pileta. Broj izvaljenih od broja jaja stavljenih na inkubaciju (tzv. procent izvaljivanja), zavisi
od razli¢itih uslova ¢uvanja jaja pre inkubacije, kao i od uslova tokom inkubacije. Osnovni od
ovih uslova su: temeperatura, starost jaja, tehnika mehanickog rukovanja sa jajima, Cistoca
ljuske jajeta, vlaznost i pritisak vazduha, iradijacija, intoksikacija i td. Optimalna temperatura
¢uvanja kokosijih jaja iznosi 27 do 28°C. Naime jaja ¢uvana na ovoj temperaturi, i vise od 20
dana, imaju sli¢an procent izvaljivosti kao i jaja stara do 7 dana. Optimalna temperatura
inkubacije kokosijih jaja, tokom prve nedelje inkubacije, iznosi 34,3°C, tokom druge nedelje
34,7°C i 35,0°C tokom treée (zadnje) nedelje inkubacije. Veoma je vazno da, tokom zadnje
nedelje inkubacije, temperatura ne prede 35°C. Za uspeh inkubacije su vazni i neki drugi
faktori, kao Sto su: optimalna relativna vlaznost (60 do 63%), frekvencija okretanja jaja,
kojom se postiZze ravhomerno zagrevanje celokupne povrsine ljuske jajeta, optimalan odnos
koncentracije kiseonika i ugljen-dioksida (O, : CO, =21 : 0,4%).

Razvoj embriona se odvija unutar jajeta, tokom procesa inkubacije. Tokom ovog
procesa, embrion se snabdeva hranljivim materijama iz Zumanceta i belanceta, a kiseonikom
iz vazdu$ne komore jajeta, kao 1 razmenom gasova izmedu jajeta i1 spoljasnje sredine, koja se
vrsi kroz pore u ljuski jajeta. Osnovni embrionalni organi su amnion, alantois i Zumancana
kesa.

Postoje 4 kriticne faze u razvoju embriona. Prva faza traje prvih 48h inkubacije. Tokom
ovog perioda, rani embrion se privikava na uslove inkubacije. Ovu fazu karakteriSe intenzivna
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deoba celija (brazdanje), pra¢ena brojnim i brzim histomorfoloskim i fizioloSkim promenama.
Druga kriticna faza u razvoju embriona je oko 15. dana inkubacije, kada zapocCinje
funkcionisanje embrionalnih bubrega. Treca faza je izmedu 18. 1 20. dana inkubacije, kada
embrion pocinje disati sopstvenim plu¢ima, koriste¢i rezervu vazduha iz vazdu$ne komore
jajeta. Cetvrta kriti¢na faza je period samog izvaljivanja pileta iz jajeta. U ovoj fazi dolazi do
najvec¢ih gubitaka pili¢a, jer oni mogu biti slabo vitalni i nisu sposobni da probiju ljusku

jajeta, kao i da se prilagode uslovima spoljasnje sredine, neposredno posle izvaljivanja.

Tabela 3. Vaznije reproduktivne osobine nekih vrsta ptica

Broj
Starost kod Period snesenih Oblodenost® Izvaljivost
Vrsta puberteta inkubacije jaja po P %) (% od broja
(meseci) (dani) zenki oplodenih)
godisnje
Kokoska 5-6 21 230 - 270 90 90
Curka 7-8 28 90 80 - 85 80
Patka 6-7 28 180 95 70
Guska laki _tip 9-10 30 60 70 80
teSki tip 10-12 33 50 65 75
Fazan 10-12 24 - 26 60 95 85
Prepelica 2-3 15-16 300 90 75-85

* Oplodenost = Broj oplodenih / Broj ovuliranih oocita x 100.

2.2. REPRODUKCIJA MUZJAKA (Stancié, I, Dragin, S.)

Muzjaci postaju reproduktivno sposobni sa postizanjem polne zrelosti. Reproduktivne
funkcije muzjaka su produkcija spermatozoida i polno ponaSanje (udvaranje i akt parenja).
Ove funkcije su kontrolisane neurohormonalnim mehanizmima.

Polna zrelost se definiSe momentom kada mladi muzjaci pocnu davati ejakulata sli¢nih
parametara kod ejakulata odraslih muzjaka. Trajanje dnevnog fotoperioda je vrlo uticajan
faktor na starost muzjaka kod postizanja polne zrelosti. Duze trajanje dnevnog fotoperioda
ubrzava proces polnog sazrevanja. Temperatura ambijenta, takode, ima znacajnog uticaja na
ritam polnog sazrevanja. Niske temperature (ispod 8°C), mogu znadajno produZiti proces
polnog sazrevanja. Medutim, suviSe visoke temperature smanjuju produkciju kvalitetne
sperme. Neadekvatna ishrana mladih muzjaka pre puberteta, moze znacajno povecati njihovu
starost kod pojave puberteta i smanjiti nivo produkcije kvalitetne sperme.

Produkcija sperme zapocinje kod petli¢a starih 12 do 18 nedelja, ali se zadovoljavajuci
kvalitet ejakulata postize kada su stari 24 do 26 nedelja. Zreli spermatozoidi ptica se
karakteriSu vrlo izduZzenom glavom (zbog izduzenog, Siljatog akrozoma), kratkim srednjim i
dugaskim glavnim delom repa. Dnevna produkcija sperme se meri brojem proizvedenih
sparmatozoida po gramu testikularnog tkiva. Ova vrednost kod petla iznosi 80 do 120 x 10°.
Petao, u toku maksimalne produkcije, dnevno ejakulira oko 2 do 3x10° spermatozoida.
Volumen spermalne plazme u ejakulatu ptica je relativno mali, u poredenju sa sisarima, $to je
posledica nedostatka akcesornih polnih zlezda u ptica. Zbog toga su ejakulati ptica vrlo malog
volumena, ali visoke koncentracije spermatozoida i 1ml sperme. Najve¢i deo semene tecnosti
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poti¢e iz semenih kanalica, a znatno manji deo iz epididimisa i semevoda. Prilikom
ejakulacije, spermi se dodaje manja koli¢ina sekreta kloake (tzv. transparentni fluid).

Broj parenja, odnosno ejakulacija na dan, zavisi od volumena ejakulata i koncentracije
spermatozoida. Vrednosti oba parametra se smanjuju, sa povecanjem broja dnevnih
ejakulacija. Pored frekvencije ejakulacije, produkcija sperme i oplodna sposobnost
spermatozoida zavise i od rase, tipa, godiSnje sezone, nacina ishrane, starosti i zdravstvenog
stanja muZjaka.

Tabela 4. Osnovne osobine ejakulata domacih vrsta ptica

Vrsta ptica ejakulata Pe ) spermatozoida
(ml) ejakulgatu (x sperme (um)
10°/ml)
glava: 12
Petao teSke rase 0,2-0,8 1-4 mleéno-bela rep: 95
ceo: 107
lake rase 0,3-15 3-10 mle¢no-bela -
Curan 0,2-1,0 6-12 mle¢no-bela -
Patak d_Om_ﬁléi 02-1,2 1-4 Zuta i bistra -
divlji 0,06-15 1-45 - -
Gusan 0,1-0,5 02-1,0 Zuta i bistra -

Broj parenja, odnosno ejakulacija na dan, zavisi od volumena ejakulata i koncentracije
spermatozoida. Vrednosti oba parametra se smanjuju, sa povecanjem broja dnevnih
ejakulacija. Pored frekvencije ejakulacije, produkcija sperme i oplodna sposobnost
spermatozoida zavise i od rase, tipa, godiSnje sezone, nacina ishrane, starosti i zdravstvenog
stanja muZjaka.

PROVERA ZNANJA

Nabrojte reproduktivne organe zenke ptica?

Nabrojte reproduktivne organe muzjaka ptica?

Kod kojih vrste domacih ptica, muzjaci imaju razvijen penis?
OpiSite osnovni mehanizam ovulacije kod ptica.

U kom delu zZenskog polnog trakta se deSava oplodnja?

OpiSite proces formiranja jajeta, u Zenskom polnom traktu.
Opisite osnovnu gradu formiranog jajeta.

DefiniSite pojam ovipozicije.

Koliko jaja, za godinu dana, snesu pojedine vrste domacih ptica?
lO Koliko traje inkubacija jaja kod pojedinih vrsta domacih ptica?
11. Navedite vrednosti osnovnih parametara ejakulata muzjaka domacih vrsta ptica?

©OoNOA~WNE
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3. BIOTEHNOLOGIJA REPRODUKCIJE

(Stancié, 1., Jotanovié, S.)

Visok nivo reproduktivne efikasnosti domacih zivotinja je jedan od osnovnih preduslova
uspeSne animalne proizvodnje, kako u naturalnom, tako i u ekonomskom pogledu.
Reproduktivna efikasnost se, u principu, meri brojem Zivih, zdravih i genetski kvalitetnih
potomaka po plotkinji godisnje. Medutim, u sadasnjim uslovima intenzivne (industrijske)
animalne proizvodnje, skoro da nije moguce ostvariti maksimalnu reproduktivnu efikasnost,
primenom konvencionalnih (tradicionalnih, ekstenzivnih) metoda ishrane, drzanja i
eksploatacije Zivotinja. Naime, savremena tehnologija intenzivne proizvodnje, obiluje brojnim
stresogenim faktorima, koji negativno deluju na zdravstveno stanje i produktivnost zivotinja.
Odnosno, Zivotinje nisu u stanju da, pod takvim uslovima, maksimalno ispolje svoje genetske
potencijale. Nepovoljni faktori spoljasnje sredine, negativno uti¢u na parametre reproduktivne
performase, kao Sto su: tarost i telesna masa kod postizanja puberteta, sposobnost
uspostavljanja redovnih estrusnih ciklusa i ovulacije, sposobnost produkcije kvalitetne
sperme, sposobnost uspostavljanja i odrzavanja normalne gravidnosti, sposobnost normalnog
porodaja i puerperiuma, sposobnost normalne laktacije, uspostavljanje postpartalnih estrusnih
ciklusa, ovulaciona vrednost, intrauterino (embrionalno i fetalno) prezivljavanje, broj
mladunaca u leglu i sposobnost njihovog prezivljavanja, dugovecnost reproduktivnog
iskoriStavanja, otpornost na razliCite bolesti, posebno reproduktivnog sistema i td.

Zbog toga se, poslednjih decenija, sve viSe razvijaju razne moderne biotehnoloske
metode, kojima se kontroliSu i stimuliSu pojedine reproduktivne funkcije, sa ciljem da se
dobije $to veci broj potomaka po plotkinji godi$nje, odnosno u toku ukupnog perioda njenog
reproduktivnog iskoriStavanja. Osim toga, razvijaju se i koriste metode in vitro manipulacije
sa gametima i ranim embrionima, sa ciljem da se dobije Sto veci broj jedinki sa visokim
genetskim potencijalom za poZeljna produktivna i reproduktivna svojstva. U poslednje vreme
se naroCito razvijaju metode dugotrajnog Cuvanja gameta i embriona, sa ciljem da se
formiraju tzv. banke genetskih resursa. Primena ovih metoda se naziva jo$ i asistirana
reprodukcija zivotinja.

Principi biotehnoloskih metoda se, u osnovi, zasnivaju na savremenim saznanjima o
uticaju raznih spoljasnjih faktora (ambijentalna temperatura i trajanje dnevnog fotoperioda,
ishrana, efekt polno zrelog muzjaka i primena raznih hormonskih preparata) na fizioloske
mehanizme pojedinih reproduktivnih funkcija (ritam postizanja puberteta, estrusni ciklus i
ovulacija, graviditet, partus i puerperium, veli¢ina legla, laktacija). Povecanje reproduktivne
efikasnosti se postize 1 biotehnoloskim metodama kao Sto su veStaCko osemenjavanje,
dijagnoza rane gravidnosti, transplantacija ranih embriona i manipulacija sa gemetima i ranim
embrionima in vitro.

Ove metode se razvijaju na osnovu nau¢nih saznanja u oblasti fiziologije,
endokrinologije i embriologije, uz primenu moderne opreme: elektronski mikroskop,
ultrasonografi, endoskopi, oprema za duboko zamrzavanje, kompjuterski sistemi.

Neke od ovih biotehnologija se koriste u eksperimentalnim istrazivanjima, a neke se ve¢
koriste u Sirokoj proizvodnji, dok se primena nekih biotehnologija moze ocekivati u blizoj ili
daljoj budu¢nosti. Tako se, na primer, tehnologija veStatkog osemenjavanja prakticno koristi
ve¢ nekoliko decenija, dok se tehnologija transplantacije ranih embriona (tzv. embriotransfer -
ET), u praksi koristi poslednjih dvadesetak godina. Sa druge strane, tehnologije in vitro
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fertilizacije, kloniranje embriona, prizvodnja himera i transgenih Zivotinja, jo§ uvek imaju
samo naucno-istrazivacki znacaj.

Prema svojoj nameni, savremene biotehnologije u reprodukciji se mogu podeliti u dve
osnovne grupe: (a) one koje se koriste u kontroli i stimulaciji reproduktivnih funkcija i (b)
one koje se koriste za in vitro manipulaciju sa gametima i embrionima.

3.1. BIOTEHNOLOGIJE ZA KONTROLU I STIMULACIJU
REPRODUKTIVNIH FUNKCIJA

Jedan od zahteva intenzivne animalne proizvodnje je istovremena manipulacija sa veéim
brojem Zivotinja odredene kategorije u grupi. Ovaj zahtev je izrazen i kod reproduktivnog
iskoriStavanja domacih zivotinja. Sa druge strane, potrebno je posti¢i maksimalnu
reproduktivnu efikasnost priplodnih grla. Oba ova zahteva, u industrijskim uslovima
proizvodnje, nije moguce zadovoljiti bez primene tzv. asistirane reprodukcije. Naime,
potrebno je primeniti razli¢ite biotehnoloske metode, kojima se mogu kontrolisati i stimulisati
pojedine reproduktivne funkcije, istovremeno kod veceg broja zivotinja, kako bi se postigla
maksimalna fenotipska ispoljenost njihovih genetskih predispozicija za pojedine
reproduktivne ososhine.

U savremenoj proizvodnoj praksi se koriste sledec¢e biotehnoloSske metode kontrole i
stimulacije reproduktivnih funkcija:

1. sinhronizacija estrus i ovulacije,
2. dijagnoza rane gravidnosti,

3. indukcija i sinhronizacija partusa,
4. Kkontrola perioda posle partusa

5. povecanje velicine legla

6. veStacko osemenjavanje i

7. transplantacija ranih embriona.

3.1.1. SINHRONIZACIJA ESTRUSA | OVULACIJE

Tehnologija intenzivne i planirane reprodukcije, ¢eto zahteva da se izvrSi osemenjavanje
veceg broja zenki u istom, vrlo kratkom periodu. Zbog toga je potrebno primeniti metode
izazivanja sinhronizovane pojave estrusa i ovulacije. Ovo se moZe izvesti kod prepubertetskih
(acikli¢nih) zenki, kada se radi o indukeciji sinhronizovane pojave prvog pubertetskog estrusa.
MoZe se raditi i 0 grupi polno zrelih (ciklicnih) Zenki, koje se nalaze u razli¢itim fazama
estrusnog ciklusa (spontano asinhrono cikli¢éne zenke) i, kona¢no, moze se raditi o indukciji
pojave sinhronizovanog estrusa, kod polno zrelih Zenki izvan prirodne sezone parenja (ovce,
koze, kobile).

Za indukciju sinronizovanog estrusa, koriste se slede¢e metode: (1) hormonska, (2)
metoda efekta polno zrelog muzjaka, (3) komtrola trajanja dnevnog fotoperioda i (4) metoda
pojacane (tzv. flushing) ishrane. Izbor metode, koja ¢e se koristiti u datoj situaciji, zavsi od
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viSe faktora: vrsta Zivotinja, reproduktivni status (prepubertetska, polno zrela, sezona
parenja), ekonomicnost primene, znaje i i iskustvo stru¢njaka i td.

3.1.1.1. INDUKCIJA PUBERTETSKOG ESTRUSA

Indukcija sinhronizovane pojave pubertetske ovulacije i estrusa, moze se posti¢i primeno
hormonske metode, metode kontrolisanog dnevnog fotoperioda, pojacane ishrane, metodom
efekta muzjaka i medurasnim ukrStanjem.

Hormonska metoda

Indukciju sinhronizovane pojave pubertetskog estrusa i ovulacije, moze se izvesti
primenom progestagenih, estrogenih, gonadotropnih i luteolitickih poreparata. Tako se, kod
junica, indukcija puberteta moze izvrSiti tretmanom junica sa kombinacijom progestagena i
estrogena, u vidu podkoznih implantata, tokom 9 dana. Ovaj tretman rezultira sa oko 90%
pojave estrusa i sa oko 50% uspesSnih gravidnosti, posle osemenjavanja u indukovanom
estrusu. Uspeh indukcije zavisi od starosti junica kod tretmana. Tretman samo sa
progesteronom, moZze dati uspesnu stimulaciju ranije pojave puberteta kod junica. Medutim,
posle ovakovog tretmana, odreden broj junica ponovo ulazi u prepubertetski anestrus, posle
indukovanog estrusnog ciklusa. Stimulisanje brzeg polnog sazrevanja, moguce je izvesti
primenom kratkotrajnog tretmana junica kombinacijom progesterona i prostaglandina. Tako
su neki autori tretirali prepubertetske junice sa 0,5 mg MGA (sinteticki progestagen —
Melangestron Acetat) dnevno, tokom 14 dana, a 17 dana posle prestanka tretmana sa MGA,
jednokratnom dozom 25 mg PGF,,. Pojava puberteta je ustanovljena kod 49% tretiranih i
14% netretiranih junica. lzgleda da progestageni stimulisu folikularni rast kod prepubertetskih
junica, bez uticaja na sekreciju LH. Indukcija brzeg polnog sazrevanja se moze postici i
jednokratnom i/m injekcijom 500 um estradiola -17f. Prosecna starost kod pojave puberteta
je bila znatno niza (249 dana), kod tako tretiranih junica, u poredenju sa junicama koje nisu
bile tretirane (271 dana).

Kod prepubertetskih nazimica, estrus i ovulacija se, mogu izazvati tretmanom egzogenim
gonadotropinima, posle 3. meseca starosti. Medutim, broj nazimica, koje uspostavljaju
spontanu estrusnu cikli¢nost, posle izazvanog pubertetskog estrusa, kao i fertilitet nazimica
osemenjenih u izazvanom estrusu, znacajno zavise od starosti tretiranih nazimica. Za
izazivanje pojave sinhronizovanog estrusa i ovulacije kod prepubertetskih nazimica, koriste se
razli¢iti preparati gonadotropina (eCG, hCG, FSH, LH), progestagena, prostaglandina,
estrogena i melatonina ili kombinacije ovih preparata.

Najcesce se koristi tretman injekcijom kombinacije eCG/hCG. Ovi hormoni se mogu dati
u vidu jednokratne injekcije, ali je bolje da se hCG daje oko 72 h posle eCG. Doza preparata
zavisi od starosti i telesne mase tretiranih nazimica, kao i od toga koja se vrednost ovulacije
zeli posti¢i. Obicno se doza eCG krece izmedu 400ij 1 800ij, a hCG izmedu 200ij i 400ij po
nazimici. Estrus se, kod vecine nazimica, javlja izmedu 3. i 5. dana posle prestanka tretmana.
Povecanje vrednosti fertiliteta, posle osemenjavanja nazimica u indukovanom estrusu, kao i
uspesno odrzavanje naredne spontane ciklicne aktivnosti, moguée je posti¢i pretretmanom
nazimica sa progesteronom ili progestagenim sintetickim supstancama. Jednokratna injekcija
progesterona, data 3 dana pre injekcije gonadotropina (eCG/hCG), znacajno povecava %
prasenja i veli¢inu legla tretiranih nazimica. Medutim, ako se progesteron da samo 1 dana pre
eCG, moguca je pojava infekcije uterusa posle osemenjavanja. To moZe imati za rezultat
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smanjenu vrednost uspesne koncepcije i/ili povecanje embrionalnog mortaliteta. Tretman
mladih prepubertetskin nazimica (satarih 142 dana) sa 15mg progestagenog preparata
Regumate, dodavanog u dnevni obrok tokom 18 dana, i sa injekcijom preparata PG600
(400/200 ij eCG/hCG), datom 24 h po prestanku progestagenog tretmana, izaziva pojavu
estrusa kod 95% nazimica, unutar 7 dana po prestanku tretmana. Estrusno reagovanje
kontrolnih nazimica, koje nisu pretretirane sa Regumate, bilo je neSto nize (88,9%) i
ovulaciona vrednost je bila nesSto veca kod tretiranih (16,6 CL), u odnosu na kontrolne
nazimice (14,4 CL).

Kombinacija gonadotropina i PGF,,. Stepen sinhronizacije indukovanog pubertetskog
estrusa se moZe poboljsati, ako se nazimice tretiraju kombinacijom eCG/hCG i PHF,,. Zbog
toga, nazimice stare 165 do 195 dana, prvo treba tretirati injekcijom gonadotropina (PG600),
a 18 dana kasnije injekcijom PGF,,, (tj. u kasnoj lutealnoj fazi indukovanog estrusa). Sledeci
estrus se moze oc¢ekivati 3 do 4 dana posle injekcije prostaglandina. Ovulacija se dogada 38 h
do 42 h posle hCG. Sinhronizacija i vrednost ovulacije u ovom estrusu se mogu poboljsati
injekcijom eCG i hCG, posle injekcije prostaglandina.

Tretman estrogenima. Estrus se moze izazvati i tretmanom prepubertetskih nazimica
tretmanom preparatima estrogena, ali je stepen estrusnog reagovanja vrlo varijabilan,
ovulaciona vrednost je dosta niska, a spontanu estrusnu ciklicnost uspostavlja vrlo mali broj
tretiranih nazimica. Pri tome, ova varijabilnost ne zavisi od primenjene doze estrogenih
preparata, niti od starosti tretiranih nazimica.

Tretman melatoninom. Ranija pojava pubertetskog estrusa se moze izazvati i tretmanom
nazimica preparatom melatonina, koji se moze aplikovati per os ili u vidu subkutanih
implantata. Dnevna konzumacija 3mg melatonina smanjuje starost tretiranih nazimica kod
pojave puberteta za 30 dana, u odnosu na kontrolne nazimice (198 prema 228 dana). Rezultati
do kojih su dosli neki autori, pokazuju da konzumacija melatonina, svakog dana posle podne,
prevenira sezonsko variranje starosti nazimica kod pojave puberteta.

Za praksu je izazivanje ranije i sinhronizovane pojave estrusa interesantno zbog toga $to
je moguce da se veliki broj nazimica uvede u pubertet istovremeno, a da se fertilno
osemenjavanje izvede u slede¢em ili drugom spontanom estrusu. Tada je fertilitet tretiranih
nazimica znatno veci, a tretman nema negativnog uticaja na njihovu zivotnu reproduktivnu
performansu.

Polno nezrele (prepubertetske) zenke ovaca i kozam, stare 8 do 10 meseci, koje su
postigle oko 75% telesne mase odraslih Zenki rase kojoj pripadaju, mogu se tretirati
progestagenim intravaginalnim sunderima i injekcijom eCG, kako bi se indukovala
sinhronizovana pojava puberetetskog estrusa 1 ovulacije. Ipak, prosean broj rodene jagnjadi
ili jaradi, po tretiranom

grlu, je manji od onog kod odraslih ovaca ili koza. To je posledica: (a) manjeg broja
sjagnjenih mladih Zenki, (b) manje ovulacione vrednosti 1 (¢) poveCane embrionalne
smrtnosti.

Postavljanje sundera mora biti izvedeno vrlo pazljivo i stru¢no. Sunderi mostaju u vagini
zenke 12 dana. Na dan vadenja sundera, svako grlo treba tretirati jednokratnom i/m
injekcijom 300 do 400 ij eCG. Nikako se ova doza ne sme povecavati, kako se ne bi izazvao
veéi broj ovulacija, tj. dobili blizanci, koje mlada Zenka nije sposobna da othrani. Bolji
rezultati, u pogledu broja (%) ojagnjenih Zenki i broja rodene jagnjadi ili jaradi, postizu se ako
se parenje ili vestacko osemenjavanje ne izvrSi u prvom (izazvanom) estrusu, posle vadenja
sundera, nego ako se izvrsi u slede¢em (spontanom) estrusu. Tada su mlade Zenke, ipak, bolje
telesno razvijena, bolje su razvijeni i pripremljeni njihovi polni organi za odrzavanje
gravidnosti. Za parenje treba obezbediti 7 do 8 ovnova ili jaraca na 10 tretiranih Zenskih grla.
Ovnovi ili jar¢evi treba da su neSto manji (laksi), polno zreli i iskusni za parenje.
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U praksi ne postije tehnoloski razlozi za indukciju seinhronizovane pojave estrusa kod
prepubertetskih omica.

Kontrola dnevnog fotoperioda

Godisnja sezona ima znaCajnog uticaja na starost Zenki kod pojave puberteta. Ovaj
fenomen se povezuje sa uticajem razliitog trajanja sezonskog dnevnog fotoperioda, na ritam
polnog sazrevanja. Tako se pokazalo da produzeno trajanje dnevnog fotoperioda (18 h svetlo :
6 h tama) smanjuje starost nazimica kod pojave puberteta za oko 40 dana, u odnosu na
nazimice odgajane pod obrnutim rezimom trajanja svetlog i tamnog dela dana. Sa 210 dana
starosti, pubertet postize 61,4% nazimica u periodu prolece-leto i 45,6% nazimica u periodu
jesen-zima. Zbog toga je potrebno da se priplodnim nazimicama, tokom peripubertetskog
razvoja, obezbedi minimalno 12 h trajanja dnevnog fotoperioda.Slican efekt kontrole
dnevnog fotoperioda je uocen i kod junica, kao i1 kod prepubertetskih ovaca, koza i omica.

Ishrana

Ishrana u kasnom pubertetskom razvoju (oko 2 meseca pre fizioloSke polne zrelosti), ima
znaCajan uticaj na starost nazimica kod pojave prvog pubertetskog edstrusa. Pokazalo se,
naime, da nazimice treba hraniti restriktivnim obrocima u periodu ranog predpuberteta (oko
150. do 180. dana starosti), a pojacanim obrocima ad libidum tokom perioda kasnhog
predpubertetskog razvoja (od 180. dana do pojave pubertetskog estrusa). Posle pojave ovog
estrusa, nazimice treba i dalje hraniti ad libidum, s tim da se koncentracija energije u
obrocima znacajnije poveéa oko 7 do 10 dana pred ocekivanju narednog estrusa, koji se
koristi za fertilno osemenjavanje, ako je nazimica postigla Zeljenu starost, telesnu masu i
debljinu ledne slanine. U suprotnom, treba sacekati sledeci (tre¢i) puberetski estrus i tada
izvrSiti osemenjavanje. Za to vreme, nazimice se i dalje, hrane ad libidum, sa povecanjem
sadrzaja energije u obroku, 7 do 10 dana pred pojavu treceg estrusa.

Slican efekt ishrane na ritam polnog sazrevanja je ustanovljen i kod Zenki drugih vrsta
domacih Zivotinja. Neadekvatna ishrana, u pogledu male kolicine i/ili obroka loSeg kvaliteta,
posebno u sadrzaju proteina, vitamna i mineralnih materija, mogu uticati na znacajno
produzenje procesa polnog sazrevanja, odnosno poveéanje starosti zenki kod pojave
puberteta.

Efekt muzjaka

Prisutvo polno zrelih muzjaka, u stadu prepubertetskih zenki, znac¢ajno sinhronizuje i
ubrzava njihovo polno sazrevanje. Ovaj fenomen se pripisuje uticaju specificnih mirisnih
materija (feromona), na stimulaciju brzeg uspostavljanja fizioloskih mehanizama na osovini
hipotalamus-hipofiza-ovarium, $to dovodi do brzeg polnog sazrevanja. Ove mirisne materije
se nalaze u salivi (pljuvacki) nerasta, urinu bika i pastuva, sierini (produktu lojnih Zljezda)
ovna i u urinu i sekretu specijalnih zljezda u osnovi rogova jarca.

Tako se pokazalo da se efekt nerasta najsnaznije ispoljava ako se nazimice stimuliSu
svakodnevnim punim kontaktom sa polno zrelim nerastom izmedu 165 i 180 dana starosti,
Sto zavisi od rase nazimica, odnosno kombinacije melezenja. Nazimice meleze treba poceti
stimulisati ranije, a nazimice Cistih rasa kasnije za oko 15 do 20 dana. Kontak sa nerastom
treba da traje 30 do 45 minuta dnevno. Pri tome, treba voditi raCuna o broju nazimica u grupi
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(10 do 15). Prisustvo polno zrelih bikova, u grupi prepubertetskih junica, znacajno ubrzava i
sinhronizuje pojavu pubereteta.

100 -

% nazimica u estrusu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Period od pocetka kontakta sa nerastom (dani)

Slika 12. Distribucija pojave pubertetskog estrusa u nazimica starih 140 — 170 dana na
pocetku stimulacije sa nerastom (Foxcroft, 2002)

Medurasno ukrstanje

Postoje znacajne medurasne razlike u prosecnoj starosti nazimica kod postizanja polne
zrelosti. Opste je prihvaceno misljenje da nazimice melezi postizu pubertet znatno ranije od
nazimica Cistih rasa, ¢ijim su ukrStanjem nastale. U poredenju sa evropskim rasama, nazimice
kineskih rasa polno sazrevaju skoro duplo brZze. Tako, na primer, nazimice rase Meishan
postizu pubertet sa prosecno 115 dana, a nazimice rase Large White sa 235 dana starosti.
Slican efekt medurasnog ukrstanja, na ubrzano polno sazrevanje je primecen i kod junica, i
Siljezica.

3.1.1.2. SINHRONIZACIJA ESTRUSA KOD POLNO ZRELIH ZENKI

U tehnologiji intenzivne reprodukcije domacih zivotinja, postoji nekoliko razloga za
sinhronizaciju pojave estrusa i ovulacije kod polno zrelih (cikli¢nih) Zenki: (1) istovremeno
osemenjavanje, radi dobijanja veceg broja zenki u istoj fazi gravidnosti (tako se moze izvrsiti
nijinova istovremena prodaja, ili planirati optimalno iskoriStavanje objekata za gravidne
zenke, odnosno objektata za smesStaj zenki 1 legla posle porodaja i tokom laktacije), (2)
sinronizacija estrusa post partum, radi skraéivanja intervala partus-prvi, odnosno fertilni
estrus 1 (3) sinhronizacija estrusa radi skra¢ivanja i kontrole trajanja sezone parenja.

Sinhronizaciju estrusa spontano asinhrono cikli¢nih Zenki je, u principu, moguce izvrsiti
hormonskim metodama kontrole trajanja estrusnog ciklusa, pri ¢emu je cilj da se sve Zenke,
posle zavrsetka tretmana, dovedu u istu fazu estrusnog ciklusa, tj. u poestrus. U tom slucaju,
sve zenke ¢e manifestovati estrus unutar 2 do 5 dana, koliko je potrebno vremena da prode do
pojave estrusa, odnosno ovulacije. Kako trajanje estrusnog ciklusa odreduje trajanje lutealne
faze, to je trajanje celog ciklusa moguce posti¢i kontrolom trajanja ove faze ciklusa. S tim u
vezi, sinhronizacija estrusa kod spontano asinhrono cikli¢nih (polno zrelih) zenki, moguce je
izvesti primenom: (a) metode produzavanja (tretmanom progestagenim preparatima) i (b)
metode skracivanja folikularne faze (tretmanom luteolitickim preparatima). U oba slucaja, po
prestanku tretmana, Zenke se sinhronizovano dovode u fazu proestrusa. Po zavrSetku tretaman
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progestinima ili luteoliticima, moZe se izvrSiti i tretman jednokratnom injekcijom
gonadotropnih preparata (eCG + hCG), radi povecanja ovulacione vrednosti (ili izazivanja
superovulacije) i radi bolje sinhronizacije pojave estrusa i ovulacije.

HORMONSKE METODE SINHRONIZACIJE ESTRUSA

Sinhronizaciju estrusa spontano asinhrono cikli¢nih Zenki je, u principu, moguce izvrsiti
hormonskim metodama kontrole trajanja estrusnog ciklusa, pri ¢emu je cilj da se sve Zenke,
posle zavrSetka tretmana, dovedu u istu fazu estrusnog ciklusa, tj. u poestrus. U tom slucaju,
sve zenke ¢e manifestovati estrus unutar 2 do 5 dana, koliko je potrebno vremena da prode do
pojave estrusa, odnosno ovulacije. Kako je trajanje estrusnog ciklusa odredeno trajanjem
lutealne faze, to je trajanje celog ciklusa moguce posti¢i kontrolom trajanja ove faze ciklusa.
S tim u vezi, sinhronizacija estrusa kod spontano asinhrono cikli¢nih (polno zrelih) zenki,
moguce je izvesti primenom: (a) metode produzavanja (tretmanom progestagenim
preparatima) i (b) metode skracivanja folikularne faze (tretmanom luteolitickim
preparatima). U oba slucaja, po prestanku tretmana, zenke se sinhronizovano dovode u fazu
proestrusa. Po zavrSetku tretaman progestinima ili luteoliticima, moze se izvrSiti i tretman
jednokratnom injekcijom gonadotropnih preparata (eCG + hCG), radi povecanja ovulacione
vrednosti (ili izazivanja superovulacije) i radi bolje sinhronizacije pojave estrusa i ovulacije.
Produzavanje lutealne faze se izvodi tretmanom Zivotinja preparatima progestagena, a
skracivanje tretmanom luteolitickim, tj. prostaglandinskim (PGF,,) preparatima. U oba
slucaja, zivotinje se sinhronizovano dovode u proestrus, tj. na pocetak estrusnog ciklusa, a do
manifestacije estrusa i ovulacije dolazi unutar 4 do 8 dana po prestanku tretmana.

Produzavanje lutealne faze. Danas se koristi dosta veliki broj sintetickih progestagenih
preparata, za sinhronizaciju estrusa metodom produzavanja lutealne faze. Pokazalo se da je
aplikaciju ovih preparata, kod svinja, najprakti¢nije izvesti per 0s, tj. meSanjem preparata u
dnevne obroke. Tako se, na primer, koriste praparati Regumate i ICI 33.828. U poslednje
vreme se koriste i subkutani implantati, kao Sto je, na primer, CRESTAR.

Osnovni princip ove metode se sastoji u tome da se spontano cikli¢ne nazimice tretiraju
progestogenim preparatom 15 do 18 dana, zavisno od starosti i telesne mase. Na kraju ovog
tretmana, Zivotinje se mogu tretirati i kombinacijom eCG+hCG, radi bolje sinhronizacije
ovulacije i/ili poveéanja ovulacione vrednosti.

1.000 ij eCG
Polno zrele (cikliéne) A, LPojava estrusai VO]
i 1|2|3|4|5[‘\,IM|'5 1[2]3]a]s]e]7]s
A AT | FrRREpT
- — Otkrivanje estrusa 2 x dnevm‘)
L_Progestagen u hrani (15-18 dana) (u 12-to Easovnim intervalima)
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Slika 13. Sinhronizacija estrus metodom produzavanja lutealne faze
Polno zrele nazimice (sa asinhronim estrusnim ciklusima), hrane se 15 do 18 dana
progestagenim preparatom. Slede¢eg dana, radi bolje sinhronizacije ovulacije i/ili
povecanja ovulacione vrednosti, svaka nazimica dobija injekciju eCG.
Sinhronizovani estrus se javlja unutar 4. do 7. dana posle prestanka tretmana.
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Tabela 5. Pojava estrusa u nazimica posle tretmana progestagenim preparatom

Regumate*
Dnevna doza Broj tretiranih | % nazimica Prose¢no trajanje intervala od
Regumate (mQ) nazimica u estrusu prekida tretmana do estrusa (dani)
10 65 78,0 6,2
15 60 97,0 5,6
20 24 100,0 4,6
40 24 100,0 6,1

*Allyltrenbolone, Altrenogest. Preparat je davan peroralno (u hrani), tokom 18 dana.

U jednom naSem istrazivanju, polno zrele ciklicne nazimice (n=36) tretirali smo sa 20 mg
preparata Regumate, umesSanim u dnevni obrok, tokom 18 dana. Slede¢eg dana po prestanku
progestagenog tretmana, svaka nazimica je dobila injekciju 1.500 ij eCG (Sugonal,
Veterinarski zavod Subotica), a 72 h kasnije injekciju 500 ij hCG (Chorulon, Intervet,
Boxmer). Vestacko osemenjavanje je izvedeno prvi put 24 h, a drugi put 48 h posle injekcije
hCG.

Unutar prvih 10 dana po prestanku tretmana, estrus je manifestovalo 91,4% nazimica, a
prosecno trajanje intervala od prestanka tretmana do pojave estrusa je iznosilo 5,6 dana.
Oprasilo se 82,3% osemenjenih nazimica, sa prosecno 9,7 Zivorodjene 1 0,4 mrtvorodene
prasadi. Posle istog hormonskog tretmana, kod 48 tretiranih nazimica, ovulaciju smo izazvali
kod 100% grla, pri ¢emu je ovulaciona vrednost iznosila 27,0 CL, prose€an broj neovuliranih
folikula je bio 4,5, a folikularnih cista 1,7 po nazimici, Sto je ustanovljeno zrtvovanjem
Zivotinja 6. dana po prestanku tretmana. Broj zivih embriona je bio veci (96,2%) kada je VO
izvedeno 24 i 54h posle hCG, u odnosu na osemenjavanje izvedeno 18 h i 24 h posle hCG
(78,3%).

Tretman nazimica kombinacijom eCG+hCG, po prestanku tretmana sa Regumate, povecava
ovulacionu vrednost (26,2 CL) u odnosu na tretman samo sa Regumate (18,1 CL), ali ne
povecava i broj embriona 30. dana gestacije.
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I tretman drugim sintetickim progestagenim preparatima, kao S§to je, na primer,
metallibure (Suisynchron-P), takode daje dobre rezultate sinhronizacije estrusa i fertiliteta
tretiranih cikli¢nih nazimica.

Tabela 6. Estrusno reagovanje i fertilitet nazimica posle sinhronizacije estrusa
preparatom Suisynchron-P*

nazirsr’lﬁire:)?(tjani) Broj tretiranih % estri¢nih % oprasenih pé;;;fg;elge(n)
210 24 100,0 62,5 7,5
240 24 100,0 87,5 8,1
280 26 100,0 61,5 7,4

*5g Suisynchrona u obroku po nazimici, tokom 15 dana. 24h po prestanku tertmana, injekcije 1000 ij eCG, a
72 h kasnije injekcija 1ml Gn-Rh. VO dvokratno, na uobi¢ajeni na¢in, u otkrivenom estrusu.

Vecina autora sugeriSe da se najbolja sinhronizacija estrusa i ovulacije, kod polno zrelih
ciklicnih nazimica, postize tretmanom preparatom Regumate, tokom 18 dana, a 24 h kasnije
injekcijom 750 do 1.500 ij eCG, u kombinaciji sa injekcijom 500 ij hCG, datom 72 h posle
eCG. Inseminaciju treba izvesti 18 h posle injekcije hCG, a reinseminaciju oko 24 h kasnije.

Metoda indukcije akcesornih zutih tela. Kontrola trajanja lutealne faze se moze izvesti
i metodom indukcije akcesornih Zutih tela, primenom injekcije eCG, u bilo kojoj fazi
estrusnog ciklusa svinje. U principu, sve tretirane Zivotinje uspostavljaju novi (spontani)
estrusni ciklus posle normalne regresije indukovanih akcesornih CL, 18 do 24 dana posle
injekcije eCG. Medutim, ako se tretman sa eCG izvrSi unutar prvih 6 dana spontanog
estrusnog ciklusa, indukovana akcesorna CL ¢e prerano regresirati, pa ¢e ove Zzivotinje
nastaviti svoj spontani estrusni ciklus, $to ¢e rezultirati slabom sinhronizacijom estrusa. Zbog
toga ova metoda nije interesantna za prakticnu primenu, jer stepen sinhronizovanosti estrusa
jako varira, kada se tretira vec¢i broj nazimica ili krmaca, za koje nije poznato u kojoj fazi
spontanog ciklusa se nalaze na pocetku tretmana. Medutim, ba$ se ovaj metod Cesto koristi u
nasoj proizvodnoj praksi, kada se tretiraju dugotrajno anestri¢ne nazimice ili krmace posle
zalucenja. U jednom naSem istrazivanju, tretirali smo polno zrele nazimice jednokratnom
injekcijom 1000 ij eCSG i to 5., 12. ili 18. dana spontanog estrusnog ciklusa. Preranu
regresiju CL smo ustanovili kod 80%, 20% 1 10% nazimica. Na osnovu navedenih ¢injenica,
efikasna sinhronizacija estrusa metodom indukcije akcesornih CL, moZe se izvesti na sledeci
nacin: Prvo se sve nazimice istovremeno tretiraju jednokratnom i/m injekcijom 500 do 750 ij
eCG (indukcija akcesornih CL), a 7 dana kasnije injekcijom luteoliti¢kog preparata (da se
izvrSi regresija svih CL na jajnicima). Oko 24 h posle luteolitika, nazimice se mogu tretirati
injekcijom eCG/hCG, radi bolje sinhronizacije estrusa i ovulacije.

Kod asinhrono, spontano cikli¢nih junica, moze se izazvati veStatko produZavanje
lutealne faze, primenom progesterona ili progestagenih sintetickih supstanci.

Aplikacija ovih supstanci, moze da se izvede na sledece nacine: (1) injekcijom u ulju, ili
drugim medijumima, (2) subkutanim implantatima, (3) preparatima koji osobadaju
progesteron u vagini, (4) intravaginalnim sunderima natopljenim progestagenom i (5)
stavljanjem preparata u hranu.

Potkozni silikonski implantati, koji sadrZe progesteron, u trajanju od 10 dana,
kombinovani sa injekcijom estrogena, rezultiraju dobrom sinhronizacijom estrusa i
zadovoljavaju¢im stepenom uspeSne koncepcije. Primena CIDR-preparata, koji posle
aplikacije, kontrolisano osobadaju progesteron tokom 10 dana, daje vrlo dobre rezultate
sinhronizacije estrusa i fertiliteta osemenjenih krava. Primenom ovog preparata, u kombinaciji
sa eCG i GnRh, moguce je izazvati preko 95% sinhronizovane pojave estrusa i oko 60%
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koncepcije, posle osemenjavanja krava u indukovanom estrusu. Posle prestanka tretmana sa
progestagenim preparatima, vecina krava manifestuje estrus unutar sledec¢ih 24 h do 48 h.

Slika 14. Intravaginalni progestageni (CIDR) pesari za kravu

Skraéivanje lutealne faze. Primena ove metode sinhronizacije estrusa u polno zrelih,
cikli¢nih, nazimica nema veceg prakticnog znacaja. Ovo proizilazi iz Cinjenice da CL svinje
reaguje luteolizom na prostagladin F,, (ili njegove sinteticke analoge), samo u vrlo kratkom
periodu, izmedju 12. i 18. dana estrusnog ciklusa. Zbog toga postoji velika verovatnoca da
veliki broj Zivotinja ne bude tretirano u aktivnoj fazi ciklusa, $to rezultira vrlo slabim
stepenom sinhronizacije estrusa. Zbog toga se prostaglandini mogu Kkoristiti samo u
kombinaciji sa gonadotropinima, kako je to opisano u metodi indukcije akcesornih CL. U tom
slu¢aju dolazi do dosta dobre sinhronizacije estrusa (unutar 4 do 6 dana po prestanku
tretmana), pri ¢emu se postize i zadovoljavajuca vrednost fertiliteta nazimica osemenjenih u
sinhronizovanom estrusu.

Estrogen, kod svinje, ima izuzetno luteotropno dejstvo, tj. podrzava lutealnu funkciju.
Tako, tretman estrogenim supstancama, tokom kasnije lutealne faze (10. do 14. dana),
rezultira znaCajnim produzavanjem sekretorne aktivnosti cikliénih CL. Regresija ovako
izazvanih perzistentnih CL se moZze izazvati injekcijom luteolitika i, tako, sinhronizovati
estrus u tretiranih Zivotinja. Perzistentna CL, izazvana delovanjem estrogenih mikotoksina
(Zearalenon), takode se mogu uspesno regresirati injekcijom luteoliti¢kih preparata.

Praparati nativnog PGF,,, ili nekoliko njegovih visokopotentnih sintetickih analoga,
ispoljavaju snazno luteoliticko dejstvo i mogu se efikasno koristiti za skrac¢ivanje lutealne faze
estrusnog ciklusa, radi sinhronizacije estrusa kod krava.
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Slika 15. Skraéivanje lutealne faze kod krava, metodom 2 injekcije luteolitika
Posmatramo dve krave (K1 i K2), koje se nalaze u razli¢itim fazama spontanog
estrusnog ciklusa. Prva krava (K1) je, u momentu davanja prve injekcije PGF,,, bila
na kraju lutealne faze spontanog E-ciklusa, a druga na pocCetku lutealne faze
spontanog E-ciklusa. Zbog toga je, kod K1, doslo do luteolize i ona je manifestovala
estreus (E) za 2 dana posle prve injekcije postaglandina, dok je druga nastavila svoj
spontani ciklus, jer rani corpus luteum ne reaguje luteolizom. Kada je, nakon 11
dana, izvrSen ponovni tretman injekcijom prostaglandina, obe krave su bile pri kraju
lutealne faze, pa je, kod obe, izazvana luteoliza. Tako su obe krave sinhronizovano
dovedene u proestrus, pa su, posle 2 dana, sinhronizovano ispoljile estrus i
ovulaciju.

Medutim, ustanovljeno je da prostaglandinski preparati nemaju luteoliti¢ki efekt, ako se
njihova aplikacija izvrsi pre 5. ili posle 18. dana spontanog estrusnog ciklusa. Zbog toga,
jedna injekcija ovog preparata, nece sinhronizovati estrus kod svih tretiranih krava (to su one,
koje su bile u proestrusu, ili kasnoj lutealnoj fazi ciklusa). Zbog toga se ovaj tretman izvodi sa
dve injekcije prostaglandina, date u razmaku od 11 dana. U tom sluc¢aju, kod svih tretiranih
zivotinja, dolazi do luteolize posle druge injekcije, pri ¢emu 80 do 90% Zivotinja manifestuju
znake estrusa i ovulaciju izmedu 48 h i 96 h posle tretmana. Oko 60% grla manifestuje estrus
48 h do 72 h, a prestalih oko 20% do 30% izmedu 72 h i 96 h posle prestanka tretmana. Kada
se injekcija prostaglandina kombinuje sa malom dozom estradiol benzoata, datom 24 h posle
prostaglandina, znacajno se skracuje interval od pojave estrusa do ovulacije.

U praksi se koriste razlicite kombinacije hormonskih supstanci, za sinhronizacije estrusa
krava: (1) oralna aplikacija MGA i injekcija prostaglandina 17 dana kasnije, (2) kombinacija
estradiola i progestagena, (3) kombinacija GnRh + prostaglandin + GnRh, (4) progestagen +
GnRh + prostaglandin, (5) Progestagen + prostaglandin i (6) Prostagladnin + estradiol, 24h
kasnije.

Postoje tri osnovna postupka za indukciju sinhronizovanog estrusa kod krava: (1) dve
injekcije po 0,5 mg prostaglandina, u razmaku od 11 dana, pri ¢emu se osemenjavanje vrsi 3
dana kasnije, (2) aplikacija progestagenog implantata i solucije Sinchromate B + injekcija 500
ij eCG i1 0,5 mg prostaglandina, 9 dana kasnije. Implantat se vadi posle 11 dana. Vestacko
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osemenjavanje se vrsi dvokratno, ujutro i uvece, 12. dana i (3) aplikacija progestagenog
implantata i solucije Sinchromate B. Impalntat se vadi posle 11 dana, kada sve zivotinje
dobijaju injekciju 500 ij eCG. Osemenjavanje je dvokratno, ujutro i uvece, 13. dana od
pocetka programa sinhronizacije.

Jednostavna shema sinhronizacije ovulacije kod krava u laktaciji:
1. Krave se tretiraju sa 100 ug GnRh. Ovo rezultira ovulacijom i pocetkom novog

ciklusa.
2. Injekcija 35 mg PGF,,, 7. dana posle injekcije GnRh. Izaziva se regresija formiranih
CL.
3. Druga injekcija 100 ug GnRh, 48 h posle PGF,,. lzaziva se nova, sinhronizovana
ovulacija.

4. Osemenjavanje se vrsi 24 h posle druge injekcije GnRh.

Rezultati naucnih istrazivanja, kao i prakti¢na iskustva, pokazuju da na vrednost
koncepcije, posle osemenjavanja u indukovanom estrusu, znacajno uti¢u ishrana i opsta
telesna kondicija tretiranih Zivotinja. Ovaj autor je ustanovio da dodavanje 20MJ metabolic¢ke
energije dnevno, u obroke krava, ima za rezultat povecanje vrednosti telenja sa 50% na 69%,
kod grla osemenjenih u vestacki indukovanom estrusu.

Problemi u vezi sa farmakoloSkom kontrolom ciklusa

Efikasnost primene hormona u sinhronizaciji estrusa i ovlacije se meri: (a) stepenom
sinhronizovanosti pojave estrusa i ovulacije (potrebno je, naime, da Sto veci broj (%)
tretiranih grla manifestuje estrus unutar 48 do 72 sata posle tretmana i da se ovulacija dogodi
oko 24 h posle pojave estrusa) i (b) vrednoséu (%) postignute uspesne koncepcije, posle
osemenjavanja u izazvanom estrusu.

Posle sinhronizacije izazvane prostaglandinima, javljaju se tri osnovna problema: (1)
izostanak kompletne luteolize, (2) produZena folikularna faza posle luteolize i (3) izostanak
ciklusa (acikli¢ne krave).

Nekompletna luteoliza se javlja kod 10% ili viSe krava tretiranih prostaglandinima. To
ima za posledicu potpuni izostanak pada koncentracije progesterona u telesnoj cirkulaciji, ili
ova koncentracija padne na svega oko 50% od one pre injekcije. Ova pojava nije potpuno
jasna, ali moze biti posledica nekoliko faktora: (a) neka CL ne reaguju na prostaglandin, ¢ak
iako je injekcija data u pogodnoj fazi ciklusa, (b) tretman je izveden u suviSe ranoj lutealnoj
fazi (pre 5. dana), (c) nekorektno izvedena injekcija (data u masno tkivo, ili ligament) i (d)
kratak period polu-Zivota egzogenog prostaglandina u organizmu Zivotinje.

Produzena folikularna faza, posle injekcije prostaglandina, javlja se kod oko 20%
tretiranih krava. Naime, iako izgleda da je doSlo do normalne luteolize, koncentracija
progesterona ostaje visok, tokom neoc¢ekivano dugog perioda. ToO moze biti povezano sa
odlaganjem pojave estrusa i ovulaije. Fenomen prolongirane folikularne faze (preko 8 dana)
se, medutim, javlja i kod oko 17% netretiranih krava, ali ne i kod junica. Zbog toga izgleda da
estrusni ciklusi krava viSe variraruju od onih kod junica.

Aciklicne krave. Jajnici mogu odgovoriti luteolizom na injekciju prostaglandina, samo
ako na njima postoji funkcionalno Zuto telo. Zbog toga, krave koje nemaju uspostavljenu
ovarijalnu aktivnost, ne odgovaraju na injekciju luteolitika. Proporcija krava, koje ne
odgovore na tretman (aciklicne krave), znacajno varira izmedu pojedinih zapata, kao i u
zavisnosti od trajanja perioda post partum. Zapazeno je da se ovaj problem mnogo kod krava
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tovnih rasa, u periodu dojenja. Iz tog razloga, mnogi preporucuju da se tretman
prostaglandinom ne vrsi pre 42. dana post partum.

Postoje dva osnovna uslova, pod kojima dolazi do asinhrone pojave estrusa kod krava,
posle progestagenog tretmana: (1) neefikasnost luteoliticke supstance i (2) poremecaj
odrzavanja visoke koncentracije progesterona u krvnom serumu.

Neefikasnost luteolitika. Estradiol se Cesto koristi kao luteolitik, u kombinaciji sa
progestagenskim tretmanom. Ako se, na primer, devetodnevni tretman sa progestagenom, bez
tretmana sa luteolitikom, zapo¢ne izmedu 9. dana jednog i 1. dana narednog ciklusa, tada ¢e
takve Zivotinje biti adekvatno sinhronizovane. To je zbog toga Sto se kraj tretmana sa
procesom luteolize, ili progesteron blokira ovulaciju. Medutim, ako tretman zapoc¢ne izmedu
2. 1 8. dana ciklusa, Zuto telo ¢e preziveti period tretmana progestagenom.

Tabela 7. Uticaj devetodnevog tretmana sa progestagenom, bez
luteolitickog preparata, na sinhronizaciju estrusa

Faza ciklusa kod implantacije Da li je doslo do Mehanizam
progestagena sinhronizacije?*
Tretman se podudara sa trajanjem
9.do 17. dan Da prirodnog CL
18. do 1. dan Da Progesteron blokira ovlaciju
2. do 8. dan Ne CL traje duZe od tretmana

! Za sinhronizaciju se smatra ako je krava ovulirala unutar 72 h posle vadenja implantata progestagena.

Izostanak odrZzavanja visoke koncentracije progesterona u krvnom serumu. Pokazalo se
da, u nekim uslovima, koncentracija progesterona moze da padne pre prekida progestagenog
tretmana. To moZze rezultirati pojavom estrusa i ovulacije pre vadenja progestagenog izvora.
Ovo se posebno deSava kod intravaginalne metode aplikacije progestagenog preparata. Veruje
se da je ovo posledica izmenjenog mehanizma resorpcije kroz vaginalnu sluzokozu, pod
uticajem egzogenog progesterona.

Prakti¢ni rezultati sinhronizacije estrusa. Brojni ogledi, izvedeni u proizvodnim
uslovima, pokazuju sledece rezultate sinhronizacije estrusa: (1) Vrednost telenja, posle jednog
osemenjavanja netretiranih krava, obicno iznosi oko 50%. Sli¢ne vrednosti telenja se postizu i
posle VO u sinhronizovanom estrusu, (2) Vrednost postignutog fertiliteta, posle VO u
sinhronizovanom estrusu, obi¢no su za 20% bolji kod junica, u odnosu na krave, (3) Jedno
osemenjavanje daje za 10% do 15% nize vrednosti telenja, u odnosu na dva osemenjavanja,
izvedena u fiksnim terminima posle sinhronizacije estrusa i (4) Bolji rezultati fertiliteta se
postizu ako je VO izvedeno kada su znaci sinhronizovanog estrusa ustanovljeni, za razliku od
fiksnog VO, bez obzira da li su znaci sinhronizovanog estrusa manifestovani ili ne. U tom
slucaju, rezultati fertiliteta su ¢ak i bolji posle VO u sinhronizovanom, u odnosu na VO u
spontanom estrusu. Ovo se posebno ispoljava u onim zapatima, kod kojih je vrednost
otkrivanja estrus inace

niska. Vecina krava treba da manifestuje estrus unutar 10 dana po prestanku tretmana
sinhronizacije.

Sinhronizacija estrusa se moze posti¢i i prisustvom bikova u stadu oteljenih krava ili
tretmanom krava feromonima iz urina bika. Tako je, u jednom ogledu, izvrSena oronazalna
stimulacija krava feromonima iz urina bika, 18. dana post partum. Ustanovljeno je da
prose¢no trajanje intervala partus - estrus iznosi 24 dana kod stimulisanih i 32 dana kod
kontrolnih krava. Interval od partusa do fertilnog estrusa je iznosio oko 81 dan kod
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stimulisanih i 106 dana kod kontrolnih krava. | vrednost uspeSne koncepcije je bila znatno
visa (87,5%) kod krava stimulisanih feromonima, u odnosu na kontrolne krave (svega 37,5%).

Sinhronizacija estrusa kod zalucenih krmaca

Tokom prvih 4 do 6 nedelja laktacije, kod krmaca ne dolazi do uspostavljanja estrusnog
ciklusa (tzv. laktacioni anestrus). Vecina krmaca manifestuje ovulatorni estrus unutar prve
nedelje po zalucenju, mada ovaj interval znaCajno varira u zavisnosti od uticaja brojnih
faktora. Danas je ustaljeno misljenje da normalan interval od zalu¢enja do pojave estrusa
iznosi maksimalno 7 dana, a da su dugotrajniji (prolongirani) intervali dobri predznaci
smanjene reproduktivne efikasnosti.

1.000-1.500i] eCG

Gravidnost Period laktacije
1111213114115 A, Pojava estrusa i VO
112 )8 I\’sz 33|34(35|m|a|m{a|m|a|m|a|m|a|m|a
A + 11234567
| = "
Prasenje Zalucenje l— Otkrivanje estrusa J

Slika 16. Sinhronizacija estrusa zalu¢enih krmaca, injekcijom eCG

Za prakti¢nu proizvodnju je veoma vazno da interval zaluCenje-estrus bude Sto kraci, jer
osemenjavanje krmaca u periodu do 7 dana posle zalucenja rezultira maksimalnom vrednoséu
(%) prasenja i veli¢inom legla u narednom reproduktivnom ciklusu. Zbog toga se, u
industrijskim uslovima proizvodnje, c¢esto primenjuju razli¢iti preparati egzogenih
gonadotropina, sa ciljem da se (a) Sto ve¢i broj krmaca sinhronizovano uvede u estrus unutar
prvih 7 dana po zaluCenju, kao i da se (b) prevenira pojava dugotrajnih postlaktacijskih
anestrija. U tu svrhu se, najcesce, koriste preparati gonadotropina, koji se mogu kombinovati
sa preparatima progestagena i prostaglandina.
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Tabela 8. Estrusno reagovanje i fertilitet krmaca tretiranih sa eCG ili PG600
posle zalu€enja prvog legla

Preparat
PG600° Kontrola
eCG?
Broj tretiranih krmaca 40 40 40
Interval: injekcija hormona-estrus (dani) 3,9 6,3 8,9
U estrusu do 5. dana posle tretmana (%) 77,5 67,5 42 5
Fertilitet :
- vrednost praSenja (%) 88,8 76,9 63,3
- zivorodene prasadi u leglu (n) 9,2 10,5 9,9

! Injekcija 1000 ij eCG, 24 h po zalugenju; ? Injekcija 400/200 ij eCG/hCG, 24 h po zaluGenju.

Interval od pojave estrusa i ovulacije prosecno traje 44,8 h i ne razlikuje se izmedu
tretiranih 1 kontrolnih krmaca. Medutim, interval od zaluCenja do estrusa je obrnuto
proporcionalan intervalu od estrusa do ovulacije. S obzirom na to da tretirane krmace
manifestuju estrus brze posle zaluCenja, a da je interval od estrusa do ovulacije duzi, ove
zivotinje treba osemenjavati kasnije posle pocetka estrusa, u odnosu na kontrolne.
Ustanovljen je i znatno veci broj (90,3%) krmaca koje su ovulirale posle tretmana, u odnosu
na kontrolne krmace (81,5%). Tretman sa PG600 ne povecava vrednost prasenja i veliinu
legla

Da bi 90% 1 viSe krmaca manifestovalo estrus unutar prvih 7 dana po zalu€enju, potrebno
je da se izvrSi tretman sa 750 ij do 1000ij eCG, 24 h posle zaluCenja. Veée doze treba
primenjivati kod teskih krmaca i posle laktacija kra¢ih od 5 nedelja. Radi bolje sinhronizacije
ovulacije, Sto je bitno za odredivanje optimalnog momenta inseminacije 1 postizanja
maksimalnog fertiliteta osemenjenih krmaca, injekcija eCG se kombinuje injekcijom 500 ij
hCG, koja se daje izmedu 50 h i 80 h posle eCG. Naime, ako laktacija traje 4 do 5 nedelja,
hCG treba dati 72 h do 80 h posle eCG, a kod duzih laktacija injekciju hCG treba dati 56 h do
58 h posle eCG.

Preparati gonadotropina se mogu uspesno Kkoristiti 1 kod reSavanja dugotrajnih
postlaktacijskih anestrija, koje nisu retka pojava u proizvodnoj praksi. Dugotrajne
postlaktacijske anestrije se uspeSno reSavaju i primenom kombinacije progestagena
(Regumate) i gonadotropina. Anestriéne krmace se tretiraju oralnom aplikacijom preparata
Regumate tokom 9 dana, a slede¢eg dana sa 1.000 ij do 1.250 ij eCG. Primena preparata
prostaglandina i estrogena ne daje dobre rezultate indukcije i sinhronizacije estrusa kod
zalucenih krmaca.

Tabela 9. Estrusno reagovanje i fertilitet anestri¢nih krmaca tretiranih
gonadotropnim preparatima 18 do 20 dana posle zalu¢enja

Preparat
eCG/Gn-Rh*
PG600
Interval: tretman-estrus (dani) 4,2 5,5
Vrednost prasenja (%) 66,7 71,5
Zivorodne prasadi u leglu (n) 9,75 10,43

11,500 ij eCG 24 h po zalugenju + 0,15 mg Gn-Rh 70 h posle eCG.
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Na osnovu prikazanih rezultata, u vezi sa primenom hormona za izazivanje
sinhronizovane pojave estrusa kod polno zrelih nazimica i1 zalucenih krmaca, moze se
zakljuciti sledece:

1. UspeSna sinhronizacija estrusa kod polno zrelih nazimica se postize primenom
kombinacije progestagenih i gonadotropnih preparata. Primena estrogenih i
prostaglandinskih preparata nema prakti¢nog znacaja u ovom pogledu.

2. lzazivanje sinhronizovane pojave estrusa kod zalucenih krmaca, uspesno se izvodi
injekcijom gonadotropnih preparata 24 h posle zaluéenja. Dugotrajne postlaktacijske
anestrije se uspeSno reSavaju primenom preparata gonadotropina, ili njihovom
kombinacijom sa progestagenim preparatima.

SINHRONIZACIJA ESTRUSA TOKOM SEZONE PARENJA OVACA | KOZA

Hormonski tretman

Primenom hormonskog tretmana ovaca, moguce je izazvati sinhronizovanu pojavu
estrusa kod vecée grupe ili kod svih ovaca u stadu, unutar samo nekoliko dana, §to se ne
deSava ako ovce estrusno cikliraju spontanim (prirodnim) ritmom. Sinhronizacijom estrusa i
osemenjavanjem ovaca u ovom estrusu, znacajno se skracuje sezona parenja ovaca. Na taj
nacin se sinhronizuje i skracuje period jagnjenja ovaca, Sto ima viSe prednosti: dobija se veéi
broj jagnjadi ujednacene starosti, bolje se organizuje rad kod jagnjenja i td.

Sinhronizacija estrusa ovaca, tokom sezone parenja, moze se izvrSiti tretmanom sa
hormonskim preparatima progestagena, prostaglandina ili melatonina.

Progestageni preparati. NajceS¢e se progestageni preparati nalaze impregnirani
(natopljeni) u tzv. intravaginalne sundere. Progestageni produzavaju lutealnu fazu spontanog
estrusnog ciklusa, tako da se sve ovce, posle prestanka tretmana, sinhronizovano dovode u
folikularnu fazu, odnosno u estrus za 2 do 5 dana. Ovi sunderi se postavljaju u vaginu ovce,
gde ostaju 14 dana. Na dan vadenja sundera, ovce se mogu tretirati jednom injekcijom
preparata gonadotropnog hormona iz seruma Zzdrebnih kobila (eCG). Tretman ovim
hormonom povecava broj ovuliranih jajnih ¢elija 1, time, broj rodene jagnjadi po ovci. Unutar
1 do 4 dana posle vadenja sundera, preko 80% tretiranih ovaca ispoljava estrus i ovulaciju, pa
se mogu uspesno osemeniti (prirodnim ili vestackim putem). Vecina ovaca ispoljava estrus 2.
dana posle vadenja sundera. U slucaju da se istovremeno tretira veliki broj ovaca, efikasnije je
koristiti veStacko osemenjavanje ovaca, jer je potreban znatno manji broj ovnova, od onog
koji bi bio potreban za prirodno osemenjavanja istog broja ovaca. Kada se koristi prirodno
osemenjavanje, potrebno je obezbediti minimalno jednog ovna na svakih 10 tretiranih ovaca.
Parenje treba vrsiti metodom “iz ruke”. Na taj nacin se postize da svaka ovce bude uspesno
parena, pri ¢emu se najefikasnije koriste ovnovi. Ovnove treba postiti u stado tretiranih ovaca
36 do 48h posle vadenja sundera. Ako se ovnovi puste neposredno posle vadenja sundera, oni
¢e vise puta pariti mali broj ovaca, koje udu u estrus prvog dana po vadenju sundera. Tako ¢e
oni znacajno iscrpsti svoje rezerve sperme, pa nece biti sposobni da efikasno pare veliki broj
ovaca, koji ¢e istovremeno manifestovati estrus 2., 3. ili 4. dana po vadenju sundera. Ovo ¢e
imati za posledicu da veci broj ovaca ne ostane sjagnjeno, pa ¢e povadati.
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Slika 18. Tretman intravaginalnim sunderima
1 - Postavljanje sundera, 2 - Vadenje sundera i 3- Parenje ovaca.

Kako se organizuje parenje sinhronizovanih ovaca? Najbolje je da se formiraju grupe od
oko 50 tretiranih ovaca sa 5 ili viSe ovnova. Ova grupa se drzi u zatvorenom (ogradenom)
prostoru ili na otvorenoj povrsini, veli¢ine oko jednog hektara. Vazno je da se, za parenje,
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koriste odrasli 1 iskusni ovnovi. Mladi ovnovi, koji jo§ nisu parili ovce, Cesto izbegavaju
parenje, kada se nadu okruZeni veéim brojem razmrkanih ovaca, koje ispoljavaju zelju da
budu parene. Vrlo ¢esto se primecuje da mladi ovnovi, u opisanoj situaciji, frekventno vrte
repom i beze od takve grupe ovaca. Vazno je stalno nadgledanje parenja, kako bi se, na
vreme, uocCili ovnovi koji ne vrSe skokove. Takvi ovnovi se odmah moraju zameniti drugim.
Najefikasnije je parenje metodom “iz ruke”. Ovo parenje se izvodi tako da se, u stado (grupu)
sinhronizovanih ovaca stave ovnovi probaci. Oni treba da budu podvezani sa keceljom ili
vasektomisani — hirurSki podvezani semevodi, tako da mogu da izvrSe skok, ali ne i
osemenjavanje zasko¢enih ovaca. Ti ovnovi sluze

da markiraju (obeleze) razmrkane ovce. Takve ovce se odmah odvoje u posebnu grupu i
ponovo se pare nakon 8-12h. Ovnu treba obezbediti 15-20 minuta odmora posle svakog
skoka. VVazno je pratiti da li ovan, prilikom skoka i ejakulira (izbaci spermu u vaginu ovce) ili
samo zaskakuje. Znak ejakulacije je nekoliko brzih i snaznih trzaja karlicom, posle uvodenja
penisa u vaginu.

Tabela 10. Kalendar programa sinhronizacije estrusa u sezoni parenja ovaca

Postupci pre parenja Zalu¢ivanje ovaca i ocena telesne kondicije.
Juni = Juli Priprema i testiranje ovnova.
24. Avgust Ubacivanje ovnova probaca u stado ovaca.

1. Septembar

Postupci u toku sezone parenja Izdvajanje ovnova probaca i postavljanje sundera u grupu
21. Septembar razmrkanih (markiranih) ovaca.
Vadenje sundera.
5. Oktobar Pustanje ovnova za parenje (1 ovana/10 ovaca).
7. Oktobar Izdvajanje ovnova, posle 2 dana parenja.
9. Oktobar Uvodenje ovnova probaca, da markiraju ovce koje
21. Oktobar povadaju.

Vreme jagnjenja (mart)

Oko 85% ovaca se jagnji posle 146 do 148 dana sjagnjenosti, iz osemenjavanja u
sinhronizovanom estrusu. Oko 65% ovaca se ojagnji unutar 60 h od pocetka jagnjenja. Sve ovce
se ojagnje unutar perioda od 5-6 dana.

U slucaju kada se sinhronizuje veliki broj ovaca u grupi, efikasnije je primeniti vestacko
osemenjavanje ovaca. To se moze izvrSiti tako da se sve ovce, posle davanja injekcije eCG,
osemene dva puta i to 48 h i 60 h posle injekcije eCG, bez prethodnog otkrivanja estrusa
ovnovima probacima.

Primena prostaglandina. Sinhronizacija estrusa, tokom sezone parenja, moze se izvesti i
metodom skracivanja lutealne faze spontanog estrusnog ciklusa. To se postize tretmanom
ovaca preparatima prirodnog prostaglandina F,, , ili preparatima sintetickih analoga ovog
prostaglandina. Ako nije poznato u kojoj fazi spontanog estrusnog ciklusa se nalaze ovce
predvidene za sinhronizaciju, potrebno je izvrsiti tretman sa dve injekcije prostaglandina, u
razmaku od 9-10 dana. Sinhronizovana pojava estrusa se javlja 2 do 3 dana posle zadnje
injekcije prostaglandina. Parenje ili vestatko osemenjavanje sinhronizovanih ovaca se vrsi na
opisan nacin.

Prostaglandini imaju Stetno delovanje na gravidne Zene i ljude koji pate od astme, pa
njihova primena mora biti pod strogom kontrolom veterinara. Osim toga, tretman
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prostaglandinima je skuplji, daje slabije rezultate od intravaginalnih sundera i moze se
primenjivati samo u toku sezone parenja, kod spontano polno aktivnih (cikli¢nih) ovaca. Zbog
ovih nedostataka, primena ove metode sinhronizacije estrusa, nije od vec¢eg znacaja za praksu.

Primena melatonina. Melatonin je hormon koga proizvodi jedna mala Zlezda u mozgu,
koja se zove pinealna zlezda. Melatonin se izlucuje tokom tamnog dela dana i stimuli$e polnu
aktivnost ovce. Kako je ovaj deo dana vrlo kratak tokom prole¢a i leta, ne izlucuju se
dovoljne koli¢ine melatonina, pa ovce nisu polno aktivne, tj. ne ispoljavaju estrusne cikluse i
estrus.

Ako se ovce vestacki tretiraju ovim hormonom, pomeSanim u hrani, ili u vidu potkoznih
implantata, ovca dobija viSe melatonina u krvi i pocinje sa estrusnim ciklusima, kao da se
nalazi u normalnoj sezoni parenja. lIpak, ovako izazvani estrusi nisu tako dobro
sinhronizovani, kao $to je to slu¢aj kod primene sundera.

IZAZIVANJE SINHRONIZOVANOG ESTRUSA 1ZVAN SEZONE PARENJA

Izvan sezone parenja, ovce nisu polno aktivne, odnosno ne uspostavljaju estrusne cikluse,
ne ovuliraju i ne manifestuju znake estrusa. Zbog toga se, u ovoj sezoni, radi izazivanja
ovulacije i estrusa, moraju upotrebiti gonadotropni hormoni (eCG), koji ¢e stimulisati razvoj
folikula na jajnicima i njihovu ovulaciju. S tim u vezi, svaka ovca se tretira jednom
injekcijom 500 do 800 ij eCG. Ovulacija se, kod svih tretiranih ovaca, dogada oko 72 h posle
injekcije eCG. Vazno je, medutim, znati da veéina tretiranih ovaca (preko 80%) ne
manifestuje spoljasnje znake estrusa, pa ostaju neosemenjene, jer ih ovnovi ne markiraju,
odnosno ne pare. Medutim, ako se ovce prethodno tretiraju intravaginalnim sunderima, tokom
12 dana, a na dan vadenja sundera dobiju injekciju eCG, izazvana ovulacija je pracena
manifestacijom spoljasnjih znakova estrusa. U slucaju da se koristi vestacko osemenjavanje,
ovce se mogu osemeniti 48 h i 60 h posle injekcije eCG, bez obzira da li je ustanovljen estrus
ili ne.

PMSG
500-800 ij.

411 2]|3[4[5]6|7
bttt 4t

Otkrivanje estrusa

U sezoni ili van Intravaginalni
sezone parenja  [sunderi (14 dana

Slika 19. Hormonski tretman i veStacko osemenjavanje ovaca

Sunderi u vagini 12 ili 14 dana. Na dan vadenja sundera, tretman
sa eCG. VO se izvodi 48h i 60h posle injekcije eCG.
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Ako tretirane ovce, izvan sezone parenja, ne budu osemenjene ili ne ostanu sjagnjene, one
nece uspostaviti sledeci spontani estrusni ciklus, sve do naredne, prirodne, sezone parenja.

Adekvatnim povecanjem doze eCG, kako u sezoni, tako i izvan sezone parenja, moguce
je povecati broj ovuliranih jajnih ¢elija 1, time, povecati broj rodene jagnjadi po ovci u

rezultiraju¢em jagnjenju. Doza eCG, u principu, zavisi od telesne mase i opSte kondicije
ovaca. Za povecane se smatraju doze od preko 500 ij eCG. Tretman sa eCG ima za rezultat
znatno veéi broj (%) rodenih blizanaca kod rasa ovaca koje, prirodno, imaju nizak procent
bliznjenja, dok je povecanje procenta bliznjenja znatno manje ako se tretiraju rase ovaca koje,
I prirodno, imaju veci procent bliznjenja. Procent bliznjenja odraslih ovaca rase Cigaja, posle
pripusta u spontanom, prirodnom, estrusu, obicno iznosi 20 do 30%, a povecava se na 43 do
50% posle osemenjavanja u estrusu izazvanom injekcijom 600 ij eCG. Znacajno je istac¢i da je
ovulaciona vrednost znatno veca posle tretmana Cigaja ovaca kombinacijom intravaginalni
sunderi + eCG (2,0 ovulacija po tretiranoj ovci), u odnosu na ovce tretirane samo sa eCG
(1,5).

Radanje veceg broja jagnjadi po ovci (dvojke, trojke i td.), zahteva primenu takve
tehnologije odgoja, koja ¢e obezbediti da se Sto veéi broj ove jagnjadi odrzi u Zivotu do
odredene klani¢ne tezine. Smrtnost jagnji u toku procesa jagnjenja i1 prvih dana posle
jagnjenja se, u normalnim uslovima, kre¢e izmedu 10 1 20% i predstavlja najznacajniji faktor
smanjenja ukupnog broja proizvedene tovne jagnjadi. Vecina jagnjadi ugine tokom prvih
nekoliko dana po rodenju, $to je znatno ve¢im delom posledica neadekvatne ishrane, slabog
materinskog instinkta ili slabe vitalnosti jagnjadi, a manjim delom posledica infektivnih
bolesti. Dobrom organizacijom rada i dodatnom prehranom jagnjadi, moze se znacajno
povecati stepen prezivljavanja jagnjadi. Zbog toga se preporucuje vestaCko napajanje
jagnjadi, odmah po rodenju, sa oko 60ml ovc¢ijeg ili kravljeg kolostruma (mleko koje se
izluCuje prvih nekoliko dana posle jagnjenja ili telenja) po jagnjetu. Radanje veceg broja
jagnjadi, kod nekih ovaca, moze izazvati stres, koji moze znacajno promeniti ponasanje
majke. Ona moZe smanjiti dnevnu produkciju mleka i/ili odbiti da doji jedno ili oba jagnjeta.

Metoda skraéivanja dnevnog fotoperioda. Sinhronizovanu pojavu estrusa i ovulacije,
moguce je izvesti i kontrolisanjem trajanja svetlosnog dela dana. Naime, kako je kratko
trajanje svetlosnog dela dana (kratak fotoperiod), osnovni faktor stimulacije pokretanja
ovarijalne aktivnosti kod ovaca, to je veStackim skrac¢ivanjem dana, tokom anestricne sezone
(kada su dani, prirodno, duzi od noéi), moguce izazvati manifestaciju estrusa i ovulacije, kod
sezonski anestricnih ovaca. Medutim, nedostatak ove metode je to Sto skracivanje dnevne
svetlosti treba da se izvodi postepeno i traje oko 50 do 60 dana. Za to vreme, ovce se moraju
drZati u Stalskim uslovima, §to poskupljuje proizvodnju jagnjadi.

Ubrzanje pocetka sezone parenja

Izazivanjem ranijeg 1 sinhronizovanog pocetka sezone parenja ovaca, moguce je dobiti
jagnjad ujednacene starosti i telesne mase, ranije na pocetku trziSne sezone i, time, ostvariti
vecéu trziSnu cenu jagnjeceg mesa. Osim toga, na taj nain se skracuje jedna sezona parenja,
¢ime se povecava broj jagnjenja po ovci, u toku perioda njenog reproduktivnog iskoristavanja.

Raniji pocetak sezone parenja ovaca se moze posti¢i primenom dve metode: (@)
stimulacija anestri¢nih ovaca prisustvom polno zrelih ovnova, tzv. “efekt ovna” i (b) pojacana
ili tzv. “flasing” ishrana. Koliko ranije ¢e poceti sezona parenja, posle tretmana ovaca
navedenim metodama, u odnosu na pocetak prirodne sezone parenja, primarno zavisi od rase
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tretiranih ovaca. Naime, kod plemenitijih rasa ovaca, po¢etak sezone parenja se moze izazvati
mnogo ranije, nego kod primitivnijih rasa.

Prakti¢no efikasan sistem proizvodnje jagnjadi je sistem 3 jagnjenja za dve godine. Ovaj
sistem podrazumeva da se vrsi sinhronizovano parenje, tj. veStatkom osemenjavanje ovaca
izvan i tokom sezone parenja. S tim u vezi potrebno je vrsiti indukciju sinronizovane pojeve
vansezonskog estrusa, kao i sinhronizaciju estrusa u sezoni parenja ovaca.

Za kontrolu ovarijalne aktivnosti cikli¢nih i anestri¢nih kobila, Kkoriste se preprati
progestagena, prostaglandina i gonadotropina (hCG i Gn-Rh).

Progestageni. Tretman sezonski anestri¢nih kobila sintetickim progestagenom Regumate,
tokom 10 do 15 dana (30 mg dnevno u hrani), je efikasan praktican metod ubrzanja pocetka
sezone parenja. NarocCito dobra sinhronizacija estrusa se postize, ako se tretman izvede u toku
prelaznog perioda izmedu sezonskog anestrusa i1 pocCetka sezone parenja.

Preparati progestagena se mogu uspesno koristiti i za sinhronizaciju estrusa kod cikli¢nih
kobila. Tako se moze vrsiti dugotrajni (18 dana) ili kratkotrajni (8 do 12 dana) peroralni
tretman cikli¢nih kobila preparatom Regumate. Na kraju kratkotrajnog tretmana, treba dati
injekciju prostaglandina, da se izvrSi regresija eventualnih cikliénih CL. Radi bolje
sinhronizacije ovulacije, kobile se mogu tretirati injekcijom 2.500 ij. hCG, datom 5 do 7 dana
posle injekcije prostaglandina. Estrus se javlja 2 do 5 dana posle prestanka progestagenog
tretmana, a vecina ovulacija se dogodi unutar 4 dana. Prihvatljiva vrednost fertiliteta se dobija
kada se kobile pare svakog drugog dana estrusnog perioda.

Prostaglandini. Kao i kod drugih domacih Zivotinja, prirodni luteolitik je PGFs,,
poreklom iz endometrijuma. Prostaglandin F,, i njegovi sinteticki analozi ispoljavaju snazno
luteoliticko dejstvo kod kobila, u znatno manjim dozama (10mg PGF,,) od onih koje se
koriste kod krava. Kao i kod krave, corpus luteum kobile je osetljiv na luteoliticko delovanje
kada je star 5 i vise dana. Uspesna luteoliza se moze izvesti i primenom sintetickih analoga
prostaglandina F,.

Tretman preparatom PGF,, moze izazvati propratne efekte, kao Sto su jako znojenje i
hipermotilitet gastrointestinalnog trakta, koji su posledica delovanja ovog agensa na aktivnost
glatke muskulature. lako ove pojave brzo prolaze, njihovo postojanje favorizuje primenu
nekih sintetickih analoga (na primer Equimate), koji ne izazivaju tako jako izreZzene navedene
propratne efekte. Rezultati Zdredbljenja, posle osemenjavanja u izazvanom, sli¢ni su onima
koji se postizu osemenjavanjem u spontanom estrusu i krecu se oko 70%.

Primena hCG. Injekcija 1.500 ij do 3.000 ij. hCG, data u fazi predovulatornog folikula,
izaziva owvulaciju 24 do 48h kasnije. Preparati hCG se mogu kombinovati sa
prostaglandinskim tretmanom. Tako su, neki autori, tretirali kobile injekcijom 250 pg
Equimate, a 6 ili 7 dana kasnije injekcijom 1.500 ij hCG, radi izazivanja sinhronizovane
ovulacije kod grla koja su reagovala luteolizom. Posle 14 dana, kada se smatra da je vecina
kobila izmedu 4. i 15. dana diestrusa, data je druga injekcija Equimate, a 6 do 7 dana kasnije,
data je i druga injekcija 1.500 ij hCG. Ovulacija se dogodila unutar 24 h posle injekcije hCG,
kod vecine tretiranih kobila.

Primena Gn-Rh. Ovaj oslobadaju¢i hormon hipotalamusa stimuliSe izluéivanje
hipofizarnog LH i, tako, izaziva ovulaciju. Reagovanje na egzogeni Gn-Rh zavisi od faze
estrusnog ciklusa i nivoa estradiola u momentu tretmana. Ovulacija se dogada unutar 48 h kod
96% kobila, ako je tretman izveden u momentu kada dominantni estrusni folikul ima pre¢nik
vec¢i od 4 mm .
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Indukcija estrusa i ovulacije kod kuje

Sinhronizacija estrusa u zdravih kuja se moZe posti¢i tretmanom sa razlicitim
hormonskim preparatima: estrogeni, luteiniziraju¢i hormon (LH), folikulostimulirajuci
hormon (FSH), agonist gonadotropin-releasing hormona (GnRh) i prolaktin inhibitori. Za
razliku od drugih domacih vrsta, kod kuje nije moguce izazvati estrus metodom skracivanja
lutealne faze ciklusa (primenom luteolitika), zbog toga Sto, posle lutealne faze, nastaje faza
anestrusa, vrlo dugog i varijabilnog trajanja.

Prolaktin je primarni luteotropni hormon u kuje. Zbog toga, tretman sa preparatima
prolaktin-inhibitora, tokom lutealne faze ciklusa, dovodi do snazne i rapidne inhibicije
podrske lutealne funkcije i, posledicno, do rapidnog pada koncentracije progesterona u
krvnom serumu. To dovodi do pojave estrusa. Pokazalo se da prolaktin ima ulogu i u
definisanju trajanja interestrusnog intervala, verovatno tako sto inhibira sekreciju hipofizarnih
gonadotropina i/ili osetljivost jajnika na delovanje gonadotropina. S tim u vezi, kontinuiran
tretman preparatima prolakti-inhibitora, tokom perioda anestrusa, izaziva brzu pojavu estrusa
(obi¢no unutar 30 dana od pocetka tretmana). Ako se sa tretmanom prekine, u monetu kada se
uoce znaci pocetka proestrusa, osemenjavanje rezultira visokim procentom uspesne
koncepcije, slicnom kao i posle osemenjavanja u normalnom (spontanom) estrusu. Danas se
smatra da je tretman prolaktin-inhibitorima najefikasniji metod indukcije estrusa kod kuje.

Egzogeni estrogen znacajno poveéava koncentraciju endogenog LH, $to ima za posledicu
folikularni rast i1 sekreciju endogenog estrogena. Za sinhronizaciju estrusa primenom
preparata estrogena, koriste se razli¢iti protokoli. Obi¢no se koriste niske doze, svakog dana,
tokom perioda od 7 do 10 dana, posle ¢ega se vrsi tretman gonadotropinima. Jedan od
protokola je slede¢i: svakodnevni tretman dozom od 5mg diethylstilbestrola, sve do 2 dana
posle pojave znakova proestrusa. Ako se ovi znaci ne pojave do 7. dana od pocetka tretmana,
doza se povecava na 10mg, u maksimalnom trajanju od slede¢ih 7 dana. Posle pojave znakova
proestrusa, kuja se tretira sa 5 mg LH (5. dana), 10 mg FSH 9. dana i 5 mg FSH 11. dana.
Osemenjavanje u ovako izazvanom estrusu rezultira visokom vrednoSéu (%) uspesne
koncepcije i normalnom veli¢inom legla. Tretman samo preparatom estrogena, daje vrlo slabu
vrednost uspeSne koncepcije, posle osemenjavanja u izazvanom estrusu. Medutim, postoje i
znacajni rizici od negativnih efekata tretmana estrogenim preparatima, kao §to su: supresija
funkcije kosStane srzi, promene na kozi, uvecanje vimena i vulve, povecanje stimulativnog
delovanja progesterona na uterus, $to dovodi do cistine hiperplazije endometriuma i,
verovatno, piometre.

Egzogeni gonadotropini, kao Sto su eCG (gonadotropin iz seruma Zdrebne kobile) i
humani horionski gonadotropin (hCG), se odavno koriste za indukciju estrusa kuje. Razliciti
protokoli, sa razli¢itim dozama i razliCitim rezimom tretmana, daju dosta razliite rezultate
uspeha indukcije estrusa, kao i postizaja uspeSne koncepcije. Dugotrajan tretman visokim
dozama ovih preparata, moZe izazvati hiperestrogenizam, inhibiciju implantacije i funkcije
koStane srzi, Sto dovodi i do smrti tretirane kuje. Tretman niskim dozama, u kratkom periodu
(injekcija 20 ij/kg eCG, tokom 5 dana + jednokratna injekcija 500 ij hCG, 5. dana), dovodi do
manifestacije estrusa, ali je postignuta vrednost uspesne koncepcije vrlo niska.

Egzogeni GnRh tretman, izveden pulsatilnom aplikacijom (svakih 90 minuta, tokom 6 do
12 dana), moze imitirati prirodan efekt oslobadanja hipofizarnih gonadotropina i dovesti do
pojave fertilnog estrusa i gravidnosti kod oko 60% do 70% tretiranih kuja. Medutim, ovaj
metod pulsatilne administracije GnRh je, za klini¢ku upotrebu, vrlo nepraktic¢an. Relativno
dobri rezultati se dobijaju kada se GnRh daje posle tretmana sa progesteronom.

Kontracepcija kod kuje. Osnovni cilj kontracepcije je preveniranje gravidnosti,

blokiranjem ili prevencijom manifestacije estrusa, ovulacije ili bilo koje druge reproduktivne
funkcije, koja ucestvuje u mehanizmu uspostavljanja gravidnosti (koncepcije).
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Vec¢i broj prirodnih ili sintetickih steroidnih hormona, mogu uspesno blokirati estrus i
ovulaciju, ili prevenirati manifestaciju promene u ponaSanju kuje (interes za psa |i
manifestacija refleksa stajanja), ¢ime se onemogucava izvodenje akta parenja. Medutim,
nazalost, ve¢ina polnih steroida izaziva znacajan broj nezeljenih sekundarnih efekata kod
kuje. Progesteron izaziva enormni rast endometriuma i uterusa, androgeni izazivaju
maskulinizaciju kuje, kao i fetusa, ako se tretman izvede tokom gravidnosti. Estrogen izaziva
ireverzibilnu aplasticnu anemiju kuje. Uslovi drzanja i1 zahtevi vlasnika, sve viSe zahtevaju
iznalazenje efikasnih preparata za kontracepciju, koji ne¢e imati negativnih nuzefekata. U tom
pogledu, prihvatljivim su se pokazali megestrol acetat (sinteticki progestageni preparat) i
miboleron (sinteticki derivat androgena). Megestrol acetat se moze davati per 0s. Uspesno
inhibira prelazak kuje iz faze ranog proestrusa u proestrus i estrus. Ne treba ga davati kujama
u estrusu, jer ovaj preparat ne inhibira manifestaciju specificnih promena estrusnog ponasanja
kuje, ali izaziva hiperplaziju endometriuma 1 pojacan rast uterusa. Miboleron efikasno blokira
manifestaciju estrusa, kada se daje u dnevnim dozama (per 0s), kuji u anestrusu. Nisu se
pokazali Stetni efekti po zdravlje kuje, ni posle kontinuiranog tretmana tokom 2 godine.

Indukcija estrusa i ovulacije kod macke
Jajnik macke reaguje na egzogene gonadotropine (FSH, LH, eCG ili hCG)
manifestacijom estrusa i ovulacije, kao i superovulacije, ako je tretman izveden u periodu

anestrusa.

Tabela 11. Tretman za izazivanje superovulacije* kod anestri¢ne macke

Vrsta gonadotropina Interval od tretmana do
Da se izazove folikularni rast Da se izazove superovulacija pojave estrusa
FSH (i/m injkecija, svakog dana, | hCG (i/m injekcija 250 ij, 1. i 2. | 4 do 5 dana posle prve
do pojave estrusa) dana estrusa) injekcije FSH
eCG (jednokratna i/m injekcija hCG (i/m injekcija, 2. dana 3 do 6 dana posle injekcije
200 ij do 400 ij) estrusa) eCG.

*Ako se ne Zeli izazvati superovulacije, tretman se izvodi znatno nizim dozama od navedenih u tabeli.

Kontracepcija macke. Nema puno podataka o metodama i njihovom efikasno$¢u u
kontracepciji macaka.

Progestageni preparati (medroxyprogesteron acetat ili megestrol acetat), mogu uspesno
izvr$iti inhibicija manifestacije estrusa u macaka. Izgleda da, kod macaka, postoji manji rizik
pojave hiperplasti¢ne reakcije endometriuma i formiranja nodularnog tumora mle¢ne zlezde,
posle tretmana sa progestagenim preparatima, u poredenju sa kujom. Ipak, kod primene ovog
tretmana treba biti obazriv, posebno u slucaju kada postoji sumnja na postojanje infekcije
uterusa.

Androgeni sinteticki preparat (Mibolerone), za tretman per 0s, moZe izazvati inhibiciju
pojave estrusa, u anestri¢nih macaka.

Egzogeni estrogeni mogu prevenirati uspostavljanje nezeljene gravidnosti, ako se tretman
macke izvrs$i oko 40h posle parenja. Izgleda da egzogeni estrogeni usporavaju transport ranih
embriona kroz jajovod i, time, odlazu njihov prelazak u matericu. Estrogeni mogu biti
toksi¢ni za macku, pa se mora biti obazriv kod njihove primene.
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Metoda “efekta ovna”

Dosta davno je ustanovljeno da prisustvo polno zrelih ovnova, u stadu sezonski
anestri¢nih ovaca, vrlo efikasno stimuliSe sinhronizovanu pojavu ovulacije i estrusa kod tako
tretiranih ovaca. Ovo je posledica stimulativnog delovanja mirisnih materija, tzv. feromona,
koje izluCuju lojne zlezde polno zrelih ovnova. Pri ovome je bitno da su tretirane ovce zaista
sezonski anestri¢ne, kao i da su, pre pocetka tretmana, bile izolovane od ovnova najmanje 30
do 45 dana. Veoma je vazno da izolacija bude potpuna, tj. da ovce ne vide, ne ¢uju i, posebno,
ne osete miris ovnova. U tom slucaju se, ve¢ posle manje od 30 minuta, u krvi ovaca nalaze
hormoni koji stimuliSu pokretanje aktivnosti jajnika, Sto dovodi do pojave ovulacije, nekoliko
dana posle pocetka stimulacije prisustvom ovnova. Medutim, ovako izazvana ovulacija, ni
kod jedne tretirane ovce, nije pra¢ena ispoljavanjem spoljasnjih znakova estrusa, pa ovnovi ne
markiraju ovce koje su, u stvari, uspostavile estrusni ciklus. Kod jednog broja ovaca ce
slede¢a (druga) ovulacija biti pracena i pojavom spoljasnjih znakova estrusa, Sto se dogodi
izmedu 16. 1 18. dana posle pocetka stimulacije ovnovima, dok se kod ostatka stimulisanih
ovaca, spoljasnji znakovi estrusa javljaju tek kod tre¢e ovulacije, odnosno izmedu 24. i 26.
dana posle pocetka stimulacije ovnovima.

Ako se Zeli da stimulisane ovce ispolje spoljaSnje znake estrusa prilikom prve izazvane
ovulacije, tj. unutar prvih 7 dana posle pocetka stimulacije prisustvom ovnova, potrebno je da
se one, 14 dana pre pocetka stimulacije ovnovima, tretiraju progestagenim intravaginalnim
sunderima. U tom slucaju se parenje ovaca izvr$i unutar prvih 7 dana posle pocetka
stimulacije ovnovima. Naravno, tada ¢e, u toku jednog dana, biti viSe estri¢nih ovaca, pa je
potrebno obezbediti veci broj ovnova, odnosno primeniti vestacko osemenjavanje.

Ovce + Ovnovi

123 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

dani

Slika 20. Distribucija pojave estrusa, posle stimulacije ovaca prisustvom ovnova
Pojava estrusa i uspesno parenje ovaca se dogada oko 18. i oko 25. dana posle
pocetka stimulacije sezonski anestri¢nih ovaca, prisustvom polno zrelih ovnova.

Kod primene metode “efekta ovna” je vazno znati sledeée:

1. Pojavu sinhronizovanog estrusa je moguce izazvati samo kod ovaca koje su zaista
sezonski  anestriCne, tj. ne ispoljavaju estrusne cikluse.

2. Ovce ¢e regovati sinhronizovanom pojavom estrusa, samo nekoliko nedelja pre
pocetka njihove normlane sezone parenja.

3. U slucaju da, pre pocetka stimulacije ovnovima, nije izvrSen tretman intravaginalnim
sunderima, odreden broj ovaca ¢e manifestovati estrus oko 18. dana, a drugi oko 25.
dana posle pocetka tretmana sa ovnovima.

4. Za izvodenje same stimulacije, dovoljno je obezbediti 3 ovna na 100 ovaca. Medutim,
za parenje treba obezbediti 4 ili viSe ovnova za 100 ovaca.

5. Ovce moraju biti izolovane od ovnova najmanje 30 dana pre pocetka stimulacije.
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Metoda pojacane ishrane

Ako se ovcama, 3 do 4 nedelje pre pocetka normlane sezone parenja, dnevni obrok pojaca
koncentrovanim (energetskim) hranivima, veliki broj grla ¢e uspostaviti estrusni ciklus i
ispoljiti estrus, znatno pre pocetka prirodne sezone parenja. Vazno je da su ovce u dobroj
telesnoj kondiciji i dobrog zdravstvenog stanja. Dovoljno je da se kabastom delu obroka
(seno, silaza) doda 300 do 400 grama koncentrata (mozZe i kukuruz ili Zito).

Kontrola fotoperioda

Primena ove metode u vestackoj kontroli estrusa i ovulacije kobila se zasniva na dve
osnovne cinjenice fiziologije reprodukcije konja: (1) trajanje dnevnog fotoperioda je
spoljasnji faktor, koji primarno odreduje sezonski karakter polne aktivnosti kobile 1 (2)
produzavanje dnevnog fotoperioda, u sezoni prolece — leto, stimuli$e uspostacljanje cikli¢ne
ovarijalne aktivnosti, odnosno manifestuciju estrusnog ciklusa, estrusa i ovulacije kod kobila,
posle perioda sezonskog anestrusa (jesen — zima).

Sa ciljem da se izazove raniji poCetak sezone parenja, odnosno uspostavljanje ciklicne
ovarijalne aktivnosti sezonski anestricnih kobila, obi¢no se sa veStackim produzavanjem
svetlosnog dana (fotoperioda) pocinje od sredine oktobra do sredine decembra (na severnoj
hemisferi). Uspostavljanje indukovane cikli¢ne ovarijalne aktivnosti se oc¢ekuje pocetkom
februara, $to je jedan do tri meseca ranije od pocetka spontane (prirodne) sezone parenja.
Trajanje svetlosnog dela dana treba da iznosi 16h, a za osvetljavanje se moze Kkoristiti sijalica
od 200W. Ustanovljene su rasne razlike u intenzitetu reagovanja kobila na produzavanje
dnevnog fotoperioda.

Slika 21. Sinhronizacija estrusa kobila kontrolom dnevnog fotoperioda
Pocetak produzavanja dnevnog fotoperioda (na 16h dnevno), obicno se vrsi
1. decembra. Jacina svetla treba da omoguci lako Citanje novina.
Sinhronizovani estrus i ovulacija se, obi¢no, dogadaju oko 90 dana posle
pocetka osvetljavanja.
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Tabela 12. Uticaj trajanja fotoperioda na ubrzanje poc¢etka sezone parenja

Dana do prve ovulacije Kalendarski datum
Ogledna grupa (n=8) * 33,4 2. februar
Kontrolna grupa (n=8) 82,8 24. mart

* Svetlo se automatski palilo sa zalaskom sunca i trajalo narednih 2,5h.

Kombinacija tretmana kobila preparatima progestagena, na kraju perioda stimulacije
produzenim fotoperiodom, daju vrlo dobre rezultate sinhronizovane pojave estrusa i ovulacije,
odnosno ubrzavaja pocetak sezone parenja. Tako su, neki autori, prvo stimulisali kobile
produzenim fotoperiodom, tokom 2 meseca, a zatim oralnom aplikacijom 10mg/dan
progestagenog preparata altrenogest, tokom 10 dana. Veliki broj tretiranih kobila je
manifestovao ovulatorni estrus tokom februara meseca.

Primer protokola za tretman kobila, radi sinhronizacije estrusa (Gordon, 1997):

1. Stimulacija kobila produzenim trajanjem dnevnog fotoperioda (16h svetla dnevno).

2. Zatim se kobile oralno tretiraju sa 20mg/dan altrenogest-a (progestageni
preparat, ,,Equimate*), tokom 10 dana,

3. Zadnjeg dana tretmana sa altrenogest-om, kobile dobijaju jednokratnu i/m
injekciju PGF,, (luteoliticki preparat).

4. 10 dana kasnije, kobile dobijaju jednokratnu i/m injekciju hCG (humani

horionski gonadotropin, ,,Chorulon®).
Posle ovakvog tretmana, estrus se javlja 5 do 10 dana posle injekcije PGF,,.

PROVERA ZNANJA

1. Navedite osnovne zootehnoloSke i veterinrsko-medicinske razloge za primenu

vestacke kontrole estrusnog ciklusa i ovulacije kod zenki domacih zivotinja.

Nabrojte metode vestacke kontrole estrusa i ovulacije.

Koji hormonski preparati se koriste za indukciju i sinhronizaciju estrusa?.

OpisSite sinhronizaciju estrusa metodom skracivanja lutealne faze.

Opisite sinhronizaciju estrusa metodom produZavanja lutealne faze.

Opisite hormonsku metodu indukcije pubertetskog estrusa kod nezimica.

Koja hormonska metoda je najefikasnije za sinhronizaciju estrusa kod polno zrelih

(spontano cikli¢nih) nazimica? Opisite tretmanski postupak kod ove metode.

OpiSite metodu hormonske indukcije sinronizovanog estrusa kod junica.

9. OpiSite metodu hormonske indukcije estrusa kod krava posle telenja.

10. Opisite hormonsku i metodu kontrole fotoperioda, za indukciju sinhronizovanog
estrusa kobila.

11. Navedite osnovne principe metode "efekta muzjaka™ u indukciji estrusa kod Zenki.

12. Navedite osnovne principe metode "kontrole trajanja dnevnog fotoperioda™ u
indukciji estrusa kod Zenki.

13. Opisite hormonske metode indukcije estrusa kod kuje i macke.

14. Opisite hormonsku metodu kontracepcije kod kuje 1 macke.

Nogakown

o
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3.1.2. DIJAGNOZA RANE GRAVIDNOSTI

Za prakti¢nu proizvodnju je veoma vazno da se, §to ranije posle osemenjavanja, ustanovi
da li je plotkinja gravidna ili nije. Posebno je vazno §to ranije ustanoviti da plotkinja nije
gravidna, jer se, na taj nacin: (1) moze pravovremeno doneti odluka 0 potrebnoj intervenciji
kod plotkinje (adekvatno lecenje, indukcija novog estrusa i ponovno osemenjavanje,
izluCivanje iz dalje reprodukcije), (2) smanjuje trajanje jednog reproduktivnog ciklusa (period
izmedu dva uzastopna partusa), odnosno smanjuje se broj neproduktivni hranidbenih dana
(tzv. ,,prazni dani® ili engl. ,,open days“) i (3) povecava ukupna reproduktivna efikasnost
zapata, izrazena brojem gravidnih plotkinja i brojem dobijenih potomaka po plotkinji
godisnje.

Metode dijagnoze gravidnosti:

1. evidencija izostanka estrusa posle osemenjavanja,

2. manuelni rektalni pregled unutrasnjih polnih organa Zenke,

3. ultrazvuéni pregled unutrasnjih polnih organa Zenke (transrektalni nili
transabdominalni),

4. odredivanje koncentracije polnih (progesteron, estrogen) u krvi ili mleku i

gonadotropnih (eCG kod kobile) hormona,

laparoskopski pregled unutrasnjih polnih organa,

imunoloski test na antigene gravidnosti i

7. dokazivanje prisustva specifi¢nih proteina vrlo rane gravidnosti u krvnom serumu.

oo

Svaka od ovih metoda ima svojih prednosti i nedostataka, pre svega u: (a) preciznosti
postavljanja pozitivne ili negativne dijagnoze gravidnosti, (b) jednostavnosti za prakti¢nu
(klini¢ku) primenu, (C) potrebnog nivoa znanja i iskustva operatora i (d) ekonomi¢nosti
primene (cene opreme, hemikalija, rada i td.).

3.1.2.1. DIJAGNOZA GRAVIDNOSTI KOD SVINJE

Postoje razli¢ite metode detekcije gravidnosti kod krmaca, ali je za praksu vazno da one
budu efikasne, jeftine i jednostavne za prakti¢nu upotrebu.

Tradicionalna metoda detekcije negravidnih krmaca je testiranje pojave estrusa, u
periodu izmedu 18. 1 24. dana posle inseminacije. U ovom periodu, naime, estrus manifestuju
(povadaju) krmace koje nisu uspostavile gravidnost (do 16. dana posle osemenjavanja). To su
tzv. regularna povadanja. Medutim, zbog veceg broja razloga, krmace mogu da prekinu
uspostavljenu (prepoznatu) gravidnost, zbog mortaliteta embriona, pase povadanje
manifestuje 25 1 visSe dana posle osemenjavanja (tzv. neregularna povadanja). Konacno,
krmaca moze biti paragravidna (posle osemenjavanja ne manifestuje estrus, a nije gravidne).
Stanje paragravidnosti je najStatnije, sa tehnoloSkog, veterinarskog i ekonomskog stanovista.
Zbog toga, iako se najceS¢e koristi u praksi, metoda dijagnoze gravidnosti na osnovu
izostanka estrusa posle osemenjavanja, nije posebno efikasna u pogledu rane detekcije
negravidnih krmaca.

Znatno preciznije metode rane dijagnoze gravidnosti su: ultrazvuc¢ne tehnike, odredivanje
koncentracije estrogena i progesterona u krvnoj plazmi, mokra¢i i fecesu, odredivanje
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koncentracije PGF,, u krvnoj plazmi, rektalna palpacija, vaginalna biopsija, imunoloski test i
pregled unutra$njih polnih organa laparoskopijom. Najtacniji rezultati pozitivne i negativne
dijagnoze rane gravidnosti, dobijaju se primenom ultrasonografije, rektalne palpacije i
odredivanjem koncentracije estron sulfata u krvnoj plazmi.

Metoda ultrasonografije u dijagnostici rane gravidnosti je poc¢ela da se primenjuje 60-ih
godina dvadesetog veka. Prvo je koriStena tzv. Doppler-tehnika, nesto kasnije A-model
ultrasonografije 1, kona¢no, B-model ultrazvu¢nog skeniranja.

Doppler tehnika se zasniva na odbijanju ultrazvuka od krvnih sudova uterusa krmace.
Proticanje krvi kroz arterije uterusa se moZe detektovati i pre 21. dana gestacije, ali se
precizniji rezultati dobijaju posle 30. dana.

A-model ultrazvucne tehnike je precizniji i jednostavniji za upotrebu. Ova metoda se
zasniva na merenju razlika akusticnih karakteristika izmedu te¢nog sadrzaja gravidnog
uterusa (amnionska i alantoisna tecnost) 1 sadrzaja drugih abdominalnih organa. Kako se
maksimalan sadrzaj ovih te¢nosti u uterusu nalazi izmedu 30. i 90. dana gestacije, to se i
najpreciznija dijagnoza gravidnosti postavlja u ovom periodu gestacije. Relativna ta¢nost ove
tehnike, ustanovljena na osnovu broja oprasSenih od broja pregledanih krmaca, izmedu 31. i
35. dana posle inseminacije, iznosi 86%, pri ¢emu je broj pozitivnih i broj negativnih
dijagnoza bio vrlo sli¢an.

B-model ultrasonografije je najprecizniji, jer daje i sliku ploda, materice i jajnika na
monitoru. Tako se, ovim pregledom, mogu ustanoviti i eventualne anomalije unutrasnjih
polnih organa i plodova. Kada se dijagnostika izvodi posle 21. dana gestacije, prosecna
tatnost metode iznosi 93,6%, ali to dosta zavisi od obucenosti operatora da tacno tumaci
ehosonografsku sliku kod gravidnih ili negravidnih krmaca. GreSka u postavljanju negativne
ili pozitivne dijagnoze gravidnosti je minimalna i iznosi manje od 5%.
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Slika 22. Ultrazvu¢na dijagnoza gravidnosti krmace

Odredivanje Kkoncentracije polnih hormona. Odnos koncentracija estrogena i
progesterona u krvnoj plazmi se menja tokom gestacije. Tako, koncentracija estrogena, na
pocetku gravidnosti iznosi oko 10 ng/ml, zatim malo raste (do oko 20 ng/ml 30. dana), a onda
opada i u periodu od 40. do 70. dana gestacije se zadrzava na minimumu (5 do 8 ng/ml). Posle
toga se zapaza permanentni rast koncentracije estrogena u krvnoj plazmi, koja dostize
maksimum (30 do 40 ng/ml) pred samo praSenje. Koncentracija progesterona u krvnoj plazmi
je relativno konstantna i krece se oko 20ng/ml. Vazno je znati da minimalna koncentracija
progesterona, potrebna za odrZavanje gravidnosti, iznosi oko 6 ng/ml krvne plazme, te da su
graviditetna CL svinje jedini izvor progesterona tokom cele gestacije svinje.
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Koncentracija estron sulfata u krvnoj plazmi se zna¢ajno povecava do 16. dana, dostize
maksimum 25. do 30. dana, a opada na vrlo nizak nivo oko 40. dana gestacije. Estron sulfat
(vezani estrogen) je poreklom iz embriona, pa se odredivanje njegove koncentracije moze
koristiti za dijagnozu gravidnosti. Ustanovljena je pozitivna korelacije izmedu koncentracije
estron sulfata i broja embriona. Na osnovu toga se moZze predvideti i broj prasadi u leglu kod
prasenja, sa oko 73% tacnosti. Prisustvo estron sulfata se moze odrediti i u fecesu i urinu,
izmedu 25. 1 30. dana gestacije krmace.

Koncentracija progesterona u krvnoj plazmi se ne menja znacajno tokom gestacije. Zbog
toga, nalaz vecih koncentracija (6ng/ml i viSe) progesterona u krvnoj plazmi, 18 i viSe dana
posle osemenjavanja, ukazuje na uspostavljenu gravidnost kod 97% testiranih krmaca.
Medutim, nalaz nizih koncentracija progesterona je znatno manje siguran znak da krmaca nije
gravidna. Osim toga, krmace sa vetim brojem lutealnih cista su, Cesto, anestri¢ne ili
ispoljavaju estrusne cikluse neregularnog trajanja, a u oba slucaja imaju visoke koncentracije
progesterona u telesnoj cirkulacije. Zbog toga, takve krmace mogu biti pogresno evidentirane
kao gravidne. Takode, krmace kod kojih nje doSlo do mortaliteta embriona posle 14. dana
gestacije, dosta dugo zadrzavaju visoke koncentracije progesterona, kao posledica
prolongirane sekretorne aktivnosti graviditetnih CL. I te krmace mogu biti evidentirane kao
suprasne, na osnovu nalaza povisenih koncentracija progesterona u krvnom serumu. Inace,
danas su razvijene vrlo jednostavne metode detekcije progesterona u krvnoj plazmi, fecesu i
pljuvacki krmaca, i mogu se lako koristiti u praksi.

Odredivanje koncentracije PGF,,. Oko 13. do 14. dana posle ovulacije (odnosno
osemenjavanja) ili 16. dana estrusnog ciklusa, u krvi se nalaze velike koncentracije PGF,,
koji izaziva regresiju ciklicnih CL. Kod gravidnih krmaca do luteolize ne dolazi, jer u krvi
nema ovog luteolitika (kao posledica inhibitornog delovanja estrogena iz preimplantacionih
embriona). Nalazom niskih koncentracija PGF,, u krvnoj plazmi krmaca, oko 13. do 14. dana
posle inseminacije, moze se postaviti pozitivna dijagnoza gravidnosti sa 94% tacnosti, ali je
stepen tacnosti postavljanja negativne dijagnoze mnogo nizi i iznosi 63%.

Manuelna rektalna palpaciuja. Ovu metodu dijagnoze gravidnosti je relativno teSko
izvesti kod krmaca laksih od 150 kg, a krmaca mora biti adekvatno imobilisana i/ili sedirana.
Dijagnoza gravidnosti se uspostavlja na osnovu debljine 1 specifi¢nog treperenja arterije
uterine medie, kao i na osnovu palpatornog odredivanja pozicije, veli¢ine i tonusa cerviksa
uterusa. Kod vecine negravidnih krmaca se cerviks, uterus i bifurkacija rogova uterusa, a
¢esto 1 jajnici, mogu palpirati.

Vaginalna biopsija. Debljina epitela vagine se menja u pojedinim fazama ciklusa,
odnosno periodima gestacije, kao posledica delovanja razli¢itth odnosa koncentracija
estrogena i progesterona. Tokom estrusa, vaginalni epitel je edematozan i hiperemican, sa 5
do 20 slojeva epitelnih ¢elija. U diestrusu i gravidnosti, broj epitelnih slojeva se redukuje na 3
do 4. Posle 22. dana gestacije, broj ovih slojeva iznosi 2 do 3. Uzorak vaginalnog epitela
biopsijom se uzima posebnim instrumentom, oko 5 cm kaudalno od cerviksa i podvrgava se
histoloSkom pregledu (brojanje slojeva epitelnih ¢elija). Tac¢nost postavljene dijagnoze je
visok 1 iznosi preko 90%, kada se test uradi izmedu 30. 1 90. dana gestacije.

Imunoloski test. Neka istrazivanja pokazuju da se u krvi krm¢a, tokom prvih nedelja
gestacije, moze naci antigen gravidnosti. Dokazivanjem ovog antigena se pozitivna dijagnoza
gravidnosti postavlja sa oko 83%, a negativna sa oko 78% tacnosti.

Metod laparoskopije se, sve vise, narocito u eksperimentalne svrhe, koristi za pregled

unutrasnjih polnih organa gravidnih i negravidnih Zivotinja, bez njihove veée traumatizacije.
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Ovakvom direktnom vizuelizacijom polnih organa se moze dijagnostikovati rana gravidnost,
utvrditi ovulaciona vrednost, kao i utvrditi promene na unutrasnjim polnim organima.

3.1.2.2. DIJAGNOZA GRAVIDNOSTI KOD KRAVE

Reproduktivna efikasnost krave se meri brojem proizvedene teladi i koli¢inom mleka u
toku jedne godine. Zbog toga je veoma vazno da medutelidbeni interval traje 365 dana.
ProduZavanje servis perioda zbog neuspelih inseminacija ili povadanja, znac¢ajno povecava
cenu proizvodnje mleka i teladi. S tim u vezi, veoma je vazno izvrsiti $to raniju dijagnozu
gravidnosti, odnosno Sto ranije ustanoviti koje krave nisu uspesno koncipirale.

Osnovne metode dijagnoze gravidnosti kod krava: (1) Evidencija izostanka estrusa posle
osemenjavanja, (2) Palpacija per rectum, (3) odredivanje koncentracije specifi¢nih hormona u
krvi ili mleku (progesteron, estrogen), (4) ultrazvucni pregled i (5) odredivanje specifi¢nih
proteina gravidnosti u krvi.

Izostanak estrusa posle osemenjavanja se tradicionalno koristi kao znak da je krava
gravidna. To, medutim, nije pouzdana metoda dijagnoze gravidnosti, jer oko 7% krava
manifestuje znake estrusa, iako su gravidne, dok estrus moZze biti tih ili neotkriven kod krave
koja nije gravidna. Osemenjavanje krave, koja manifestuje estrus u gravidnosti, dovodi do
mortaliteta embriona ili fetusa.

Manuelna palpacija per rectum je jedna od najstarijih klinickih metoda dijagnoze
gravidnosti, koja je relativno laka za izvodenje u prakticnim uslovima i daje dosta precizne
rezultate. Ova metoda je korisna i zbog toga Sto se mogu ustanoviti razlozi zbog kojih
Zivotinja nije gravidna (na osnovu nalaza morfoloskih promena na unutraSnjim polnim
organima). Tacnost dijagnoze gravidnosti, primenom ove metode, prelazi i 95%, a zavisi od
znaja i iskustva opeatora. Nedostatak ove metode je u tome $to se precizna dijagnoza moze
ustanoviti u nesto kasnijoj fazi gestacije. Obi¢no se rektalna palpacija izvodi izmedu 35 i 65
dana posle prethodne inseminacije. Mada iskusni kliniari mogu dosta precizno
dijagnostikovati gravidnost ve¢ izmedu 30. 1 35. dana gestacije.

Rektalna dijagnoza gravidnosti se zasniva na nalazu specifi¢nih promena na jajnicima,
materici i krvnim sudovima materice, specificnih za gravidnost. Naravno, osnovni nalaz je
prisustvo ploda, njegovih ovojnica i tecnosti.

Na jajnicima se palpacijim moze diferencijalno ustanoviti cikli¢no ili graviditetno zuto
telo. Nalaz CL pune veliCine, oko 3 nedelje posle inseminacije, sugeriSe uspostavljenu
gravidnost.

Elongacija uterusa, kao posledica izduZivanja alantohoriona i prisustva plodovih voda,
predstavlja znak gravidnosti. Rog uterusa, u kome se nalazi plod, je znatno duzi i deblji od
suprotnog roga, ve¢ izmedu 30. 1 35. dana gestacije. Zid uterusa se istanjuje i fluktuira, zbog
prisustva alantoisne tecnosti. Disproporcija veli¢ine rogova uterusa moze biti i posledica
nekih drugih stanja, kao Sto je nedovoljno zavrSena involucija uterusa post partum, piometra
(gnojna upala materice), veliki tumori i sl. Rogovi uterusa su sli¢ne veli¢ine, ako se u svakom
nalazi po jedan plod (blizanci). U tom slu¢aju se, medutim, nalazi po jedan CL graviditatis na
oba jajnika.

Izmedu 35. 1 45. dana gestacije, moguce je palpirati alantohorionsku membranu. Kod
placente tipa cotyledonaria, kakva se javlja kod krave, alantohorion se prihvata za
endometrijum samo na mestima karunkula. Na ostalim mestima je slobodan. Tako se moze
osetiti tzv. efekat proklizavanja membrana, ako se prstima pipa alantohorion izmedu pojedinih
karunkula.
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Napetost amnionske vreCe se smanjuje posle 65. dana gestacije, pa se mozZe direktno
palpirati fetus. Posle tre¢eg meseca gestacije, gravidni rog se spusta u abdominalnu Supljinu,
kao posledica razvoja konceptusa. Zbog toga, izmedu 3. i 5. meseca, nije moguce palpirati ceo
uterus. Medutim, ako se nalazi da uterus nije na svom mestu u karli¢noj Supljini, a cerviks je
zategnut preko simfize pelvis, na prednjem ulazu u karlicu, to je pozitivan znak gravidnosti,
kao i palpacija placentoma. Placentomi se prvi put mogu identifikovati oko 70. do 80. dana
gestacije. Tokom gestacije, placentomi rastu, iako je njihova veli¢ina dosta varijabilana,
zavisno od broja i1 lokacije u uterusu. Neki autori navode da njihov broj iznosi izmedu 63 i
112.

Tabela 13. Pozitivni znaci gravidnosti kod rektalne palpatije krave

. . . . Fremitus A.uterine mediae

Stadijum | Proklizavanje| Amnioska Fetus|Placentomi | Ipsilateralni | Kontralateralni
gravidnosti| membrana vreca
rog rog

30 dana + +
45 dana + +
60 dana + +
75 dana + + +
90 dana + + +
105 dana + + +
4 meseca + + +
5 meseci + + + +
6 meseci + + +
7 meseci + + + +

Tabela 14. Volumne plodove te¢nosti u ranoj graviditeta krave

Meseci gravidnosti VoJumep

teCnosti
Kraj 1. meseca 20 do 25 ml
2. mesec 300 do 700 ml
3. mesec 1.000 ml

Postoji odreden stepen rizika kod rektalne palpacije. Ako se palpacija vrsi ranije, oko 35.
dana gestacije, oko 5% palpiranih konceptusa ne nastavlja dalji razvoj. Obi¢no se nalazi da
takvi fetusi uginjavaju izmedu 35. i 70. dana gestacije. Smatra se da je rektalna palpacija
sigurna, ako se izvodi posle 45. dana 1 ako je izvodi pazljiv i iskusan dijagnosticar.

Dijagnoza rane (1 do 3 meseca) gravidnosti manuelnom palpacijom per rectum, bazira se
na slede¢im nalazima: (1) asimetrija rogova uterusa, (2) smanjen tonus gravidnog roga, (3)
fluktuiraju¢i sadrzaj u gravidnom rogu (kasnije u oba roga), (4) palpatorni corpus luteum na
jajniku sa strane gravidnog roga, (5) proklizavanje fetalnin membrana i (6) palpacija
amnionske vrece.

Dijagnoza kasnog (> 3 meseca) graviditeta manuelnom palpacijom per rectum, bazira se

na slede¢im nalazima: (1) cervix lociran ispred cranijalnog otvora karlice, a uterus nije
moguce povuéi iz abdominalne u karliénu Supljinu, (2) uterus je opuSten (mlitav), (3)
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palpatorni su placentomi i, ponekad, fetus i (4) povecava se pre¢nik a. uterine medie i oseca se
fremitus (treperenje).

Tabela 15. Veli¢na placentoma u pojedinim fazama graviditeta krave

Dan gravidnosti Veli¢ina
75 zrno grasSka
100 zrno vecéeg pasulja
115 manja trednja
125 veca treSnja
150 manja Sljiva
180 orah
210 manja jabuka
240 manja pesnica

Tabela 16. Veli¢na fetusa u pojedinim fazama graviditeta krave

gf;s?éjnuorzti Velic¢ina fetusa
Kraj 1. meseca 2 em
2 meseca mig
3 meseca pacov
4 meseca mala macka
5 meseci velika macka
6 meseci srednji pas

Tabela 17. Pozicija i pre¢nik roga uterusa i palpatorne strukture
u prvih 5 meseci gestacije krave

Dani gestacije | Pozicija uterusa Precmkr fézwdnog Palpatorne strukture
35-40 Dno karlice Blago uvecan Asimetrija uterusa /palpira se fetus
45-50 Dno karlice 5.0-6.5cm Asimetrija uterusa /palpira se fetus

60 Karlica / abdomen 6.5-7.0cm Proklizavanje fetalnih membrana

90 Abdomen 8.0-10.0 cm Mallvplacentomllfetus (10-15cm
dugacak)
Placentomi/fetus (25-30 cm

120 Abdomen 12.em dugacak)/treperenje a. uterine (fremitis)
Placentomi/fetus (35-40 cm

150 Abdomen 18 cm dugacak)/fremitis
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Slika 24. Osnovni nalazi gravidnosti krave kod rektalnog pregleda
A — Uvecanje gravidnog roga uterusa; B — Placentomi i C — Fetus.

Cesti razlozi pogresne dijagnoze graviditeta per rectum: (1) nemoguénost reponiranja
uterusa iz abdomena, (2) abnormalan sadrZaj u uterusu (pyometra ili mucometra), (3) netacan
datum osemenjavanja i (4) nedovoljno znanje i iskustvo pregledaca.

Merenje koncentracije hormona, specifi¢nih za gravidnost, u telesnim te¢nostima, kao
Sto su mleko i1 krv, predstavljaju prakti¢cnu i1 zadovoljavajuée preciznu metodu dijagnoze
gravidnosti. Ova metoda se moze i kombinovati sa metodom rektalne palpacije, ili
ultrasonografije.

Progesteron sintetiSe CL tokom gestacije. Maksimalnu koncentraciju u krvi dostize oko
10. dana posle ovulacije, koja se dalje odrzava kod gravidnih krava, a naglo opada 17. dana
ciklusa kod negravidnih. S tim u vezi, koncentracija progesterona u krvi i mleku ostaje visoka
izmedu 21. 1 24. dana posle ovulacije kod gravidnih, dok je, u ovom periodu, na bazalnom
nivou kod negravidnih krava. Zbog toga, dokazivanje visokog nivoa progesterona u uzorcima
krvi ili mleka, uzetim u ovom periodu, ukazuju na uspostavljenu gravidnost. Razvoj brzih i
visoko osetljivih procedura, kao Sto su RIA (radioimmunoassay) i ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), omogucavaju prakti¢nu upotrebu ovog testa.

Prisustvo visoke koncentracije progesterona u krvi ili mleku, posle 18. dana od
osemenjavanja je rana indikacija gravidnosti. Optimalno je da se test krvne plazme ili mleka
uradi 24. dana posle inseminacije. Time se eliminiSe eventualno prolongiran estrusni ciklus.
Tacnost pozitivne dijagnoze, primenom ove metode je preko 90%, dok je ta€nost negativne
dijagnoze samo oko 40%. Sto znaci, da primenom samo ovog testa, veliki broj negravidnih

-----

piometra, zbog prolongirane funkcionalne aktivnosti zutog tela, (b) kratki estrusni ciklusi, (c)
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lutelane ciste i (d) nekorektna manipulacija su uzorcima i nepravilno izvedena procedura
analize krvi ili mleka.

Estrogen sintetiSe govedi konceptus, pa koncentracija estron sulfata raste u krvi majke od
70. dana gestacije. Ustanovljeno je da nalaz estron sulfata u mleku, oko 15 nedelje gestacije,
daje 100% tacnu dijagnozu gravidnosti. Ovaj test se moze kombinovati sa testom
koncentracije progesterona, izvedenim 21. do 24. dana gestacije.

Proteinske komponente u krvi. Ustanovljeno je da se, u krvnom serumu gravidne krave
nalaze visoke koncentracije proteinskih komponenti, specificnih za gravidnost.

Faktor rane gravidnosti (EPF — early pregnancy factor) je proteinski kompleks, koji se
nalazi u krvi gravidnih krava. Ustanovljeno je da se ovaj faktor nalazi u krvi majke ubrzo
posle koncepcije 1 vrlo brzo nestaje, u slucaju uginuca embriona. Ovaj faktor se detektuje
imunoloSkom tehnikom, tzv. test inhibicije rosete (rosette inhibition test-RIT). Vrednost RIT
je vrlo niska na dan VO, da raste do 3. dana i zadrzava visoku koncentraciju sve do smrti
embriona, posle ¢ega opada na vrlo nizak nivo, unutar narednih 7 dana. Zbog dosta visokog
stepena ranog embrionalnog mortaliteta, dijagnozu treba potvrditi kasnije (rektalnim ili
ultrazvuénim pregledom).

Specificnan protein gravidnosti (PSPB — pregnancy-specific protein B) je glikoprotein,
koga sintetiSu celije trofektoderma. Ovaj protein se moze detektovati RIA metodom, u
krvnom serumu krave, oko 30. dana gestacije. Jo$ jedan protein, specifican za gravidnost
(PSP60), sintetiSu kotiledoni krave, oko 168. dana gestacije. I on se moze detektovati u
krvnom serumu i posluziti za dijagnozu gravidnosti.

Ultrazvuéna dijagnostika graviditeta se sve vise koristi u dijagnostici rane gravidnosti.
Visoko razvijena ultrazvucna tehnologija omogucéava vizuelizaciju govedih embriona starih
svega 9 do 10 dana. Medutim, u praksi se dobri rezultati dijagnoze dobijaju pregledom posle
18. dana gestacije. Tako se amnionska tecnost detektuje 24. dana, a fetus i fetalne membrane
28. dana gestacije, pri cemu tacnost dijagnoze iznosi preko 95%.

Tabela 18. DuZina fetusa na ultrazvu¢nom prikazu

Starost fetusa Duzina fetusa od ¢ela do korena repa, mm
(nedelje) Minimum Maximum Prosek
4 6 11 8.9
5 8 19 12.8
6 16 26 20.2
7 23 36 27.7
8 36 52 45.5
9 39 71 62.4
10 61 101 87.4
11 95 118 106.5
12 107 137 121.8
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Tabela 19. Poredenje preciznosti raznih metoda dijagnoze graviditeta krave

. Tacnost . .
Rani L Tacnost negativne
Metoda pozitivne .
test . dijagnoze
dijagnoze
Reltalna palpacija + +++ ++++
Transrektalna ultrasonografija ++ ++++ ++++
Progesteron u mleku +++ ++ +++
Specificni protein (fa_lktor) rane | ... N N
gravidnosti

Slika 25. Ultrazvu¢na metoda dijagnoze gravidnosti krave
Transabdominalnom sondom (levo) i transrektalnom sondom (desno)

Slika 26. Ultrazvucéni aparat i ultrasonografski prikaz gravidnosti krave 35. dana
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3.1.2.3. DIJAGNOZA GRAVIDNOSTI KOD OVCE | KOZE

Kod ovaca i koza, zbog specifi¢nosti telesne grade (male Zivotinje), dijagnoza gravidnosti
se vrsi na osnovu spoljasnjih znakova gravidnosti i na osnovu izostanka estrusa posle
inseminacije (voditi racuna o ¢injenici da osemenjene, a negravidne Zivotinje, ne manifestuju
estrus tokom prirodne anestricne sezone). Za ranu dijagnozu gravidnosti se mogu koristiti
metoda ultrazvucne dijagnostike i dokazivanja specificnih hormona gravidnosti (progesteron i
estrogen), u krvnom serumu ili mleku.

3.1.2.4. DIJAGNOZA GRAVIDNOSTI KOD KOBILE

Za povecanje reproduktivne efikasnosti kobila, rano otkrivanje zenki koje nisu gravidne
ima velikog prakti¢nog znacaja. Kod kobile je, takode, vrlo znacajno §to pre ustanoviti i da li
je ovulirala dve ovulacije ili je ve¢ uspostavljena gravidnost sa dva ploda (blizanci). Naime,
blizanacku gravidnost kod konja treba izbegavati, jer je fertilitet kobile koja je rodila ili
abortirala jedno ili oba zdrebeta, znacajno smanjen u slede¢oj sezoni parenja, zbog
komplikacija tokom i posle porodaja ili abortusa.

Moguci rezultati blizanacke gravidnosti kod kobile: (1) radanje jednog Zdrebeta (60%),
(2) uginuce oba ploda (31%) i (3) radanje dva zdrebeta (9%), od Cega su oba mrtva u 65%
slu¢ajeva, jedno zivo u 21% i Oba ziva u svega 14% slucajeva.

Iz ovih razloga, veoma je vazno Sto pre dijagnostikovati i prekinuti uspostavljenu
blizanacku gravidnost (injekcijom luteolitika - PGF,,). U slucaju da se, pre inseminacije,
dijagnostikuju dva predovulatorna folikula ili dve ovulacije (2 corpus hemorrhagicum-a),
inseminaciju ne treba izvrsiti u tom estrusu. U oba slucaja, treba sacekati 4 do 5 dana, da se
formira novo Zuto telo i izvrSiti luteolizu (injekcijom luteolitika — PGF,,), a osemenjavanje
izvrsiti u narednom estrusu, ako nema dve ovulacije.

Za dijagnozu gravidnosti kod kobile se koriste slede¢e metode: (1) izostanak
manifestacije estrusa posle inseminacije, (2) palpacija per rectum, (3) detekcija eCG u
krvnom serumu, (4) detekcija progesterona i estrogena, (5) ultrasonografija i (6) fetalna
elektrokardiografija.

Izostanak manifestacije estrusa posle inseminacije moZe biti znak da je kobila
gravidna, ali nije precizan zbog toga Sto: (1) 5% do 10% gravidnih kobila moze manifestovati
znake estrusa i (2) negravidne kobile ne ispoljavaju estrus zbog tihog estrusa (ovulacija bez
spoljasnjih znakova estrusa), pseudogravidnosti, koja se javlja kod 20% do 30% osemenjenih
kobila, zbog (a) mortaliteta embriona 11. do 20. dana gestacije ili (b) odrZavanja funkcionalne
aktivnosti akcesornih zutih tela posle prekida gravidnosti. Akceorna zuta tela se formiraju
delovanjem eCG, koga sintetiSu endometrijalne kupe, izmedu 60. i 120. dana gestacije kobile.

Palpacija per rectum je klasi¢na klinicka metoda dijagnoze gravidnosti, koja se moze
izvesti u ranom stadijumu gestacije 1 daje zadovoljavajuce, ali ne maksimalno precizne
rezultate. Vrlo iskusni dijagnosticari mogu ustanoviti gravidnost 20 do 30 dana posle
osemenjavanja, na bazi detekcije povecanog tonusa uterusa i cerviksa. Naime, tokom ovog
perioda se debljina zida materice tri puta povecava, u odnosu na negravidnu. Dobri prakticari
obi¢no vrSe rektalni pregled izmedu 25. 1 35. dana gestacije. Tada postizu dobre rezultate
dijagnoze, a metod je siguran po kobilu i plod.

Osnovni znaci gravidnosti kod rektalne palpacije kobile:

v Promene cerviksa od 16. ili 17. dana do termina: elongacija, pojacan tonus.
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v’ Uterus povecava tonus.
v" Horioniska kesa (vesikula) je izrazena i sferi¢na, proseéne veli¢ine:
= 28d (4 nedelje), velicine kokosijeg jajeta
= 35d (5 nedelja), kao limun
= 42 d (6 nedelja), kao pomorandza
= 49d (7 nedelja), kao grapefruit
» 56 d (8 nedelja), kao manja dinja
= By 90 d je teSko palpirati kranijalni kraj uterusa.
= Fetalni balotment per rectum postaje jasan posle 150. dana.
= Posle toga, stalni rast fetusa.

Slika 27. Rektalni pregled na gravidnost kobile
Gravidni levi rog uterusa (gore, desno); Izgled negravidnih rogova uterusa (dole, levo);
Izgled rogova uterusa oko 3.meseca gravidnosti (dole, desno).

Detekcija eCG u krvnom serumu kobile se moze izvrSiti posle 40. dana gestacije. Ovaj
hormon se moZe odrediti bioloSkim testovima na prepubertetskim laboratorijskim Zivotinjama
(pojava ovulacije na jajniku misica, tretiranih uzorkom krvnog seruma gravidne kobile), ili
mnogo preciznijom RIA-metodom (radioimmunoassay). Vazno je ista¢i da endometrijalne
kupe nastavljaju sekreciju eCG dosta dugo, ako do gubitka konceptusa dode posle 40. dana
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gestacije. Pokazalo se da, u tom slucaju, visoke koncentracije eCG u cirkulaciji kobile pre
smanjuju nego Sto stimulisu ovarijalnu aktivnost. Zbog toga kobila manifestuje prolongiranu
polnu neaktivnost, koja je viSe nego slicna onoj u punom sezonskom anestrusu. Kod takvih
kobila se estrus i ovulacija mogu ocekivati tek posle 130. dana, kada endometrijalne kupe
prekinu svoju aktivnost i, posledi¢no, eCG nestane iz krvi.

Detekcija progesterona. Kobile, u ¢ijoj krvi se ustanovi manje od 1,5ng/ml
progesterona, 18 dana posle kraja estrusa, obi¢no nisu gravidne. Ta¢nost ove metode je 96%.

Detekcija estrogena. Koncentracija estron sulfata u plazmi i urinu se rapidno poveéava
tokom rane gravidnosti i povezana je sa prisustvom Zivog fetusa posle 45. dana gestacije.

Ultrasonografija je vrlo precizna i prakticna metoda rane dijagnoze gravidnosti kod
konja, koja se koristi poslednjih dvadesetak godina. Dva osnovna tipa ultrazvucne tehnike,
koji se Kkoriste u dijagnozi gravidnosti kobile, su A i B-model. A-model daje
jednodimenzionalnu, a B-model dvodeimenzionalnu eho-sliku popre¢nog preseka mekih
tkiva. Tzv. real-time ultrazvuk je modifikacija B-modela, kojim se dobija pokretna
dvodimenzionalna imaginacija. Primenom ove metode se dobijaju vrlo precizne rane
dijagnoze gravidnosti kobile. Naj ranija dijagnoza zavisi od MHZ (ja¢ine) sonde.

Specificnosti nalaza kod ultrazvucne dijagnoze gravidnosti kobile:

v’ Stadijum gravidnosti se moZe odrediti na osnovu veli¢ine alantoisne veziklule..

v Izmedu 17.-24. dana veli¢ina vezikule nije znacajno razlidita.

v" Migracija konceptusa je vrlo rapidna, kroz ceo uterus, do 16. ili 17. dana
gestacije. Tada prestaje, jer dolazi do fiksacije (lacentacije) conceptusa za zid
uterusa, u predelu baze roga uterusa.

v’ Otkucaji srca, oko 23-24 dana.

v/ Amnionska vre¢a stalno menja izgled, tok gestacije, §to pregleda¢ mora dobro znati!

v' Oko 20. do 21. dana, embrion moZe da se vidi, obi¢no u ventralnoj lokaciji
amninske

v’ vezikule.

v" U ovom periodu, cela hipereho struktura predstavlja zumanéanu vre¢u konceptusa.

v Ubrzo posle toga, vidljiva je i membrana alantoisa.

v" 30. dana embrion se nalazi u sredini vezikule.

v’ 36. dana embrion je blizu gornje baze vezikule.

v 40. Dana embrion je, ponovo, u sredini vesikule, pri¢vrséen za zid umbilicus-om.

v' Znatno manja veli¢ina vezikule, od one koja je normalna za odreden stadijum
gravidnosti, ukazuje na embrionalni mortalitet.

v Jedan od vaznih razloga za vrlo ranu dijagnozu gravidnosti je detekcija blizanaca. U

tom slucaju gravidnost treba prekinuti.

Fetalna elektrokardiografija, preko elektroda postavljenih na kozu kobile, se koristi za
diferencijalnu dijagnozu jedinaca ili blizanaca, odredivanje prisustva zivog fetusa ili
identifikacije zamora fetusa kod dugih i/ili teskih porodaja.
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Slika 28. Ultrazvu¢na metoda dijagnoze gravidnosti kobile
Transabdominalnom sondom (A) i transrektalnom sondom (B). UZ snimak 25. dana gravidnosti

©).

3.1.2.5. DIJAGNOZA GRAVIDNOSTI KOD KUJE | MACKE

Kod pasa (kuja) 1 macaka, zbog specifi¢nosti telesne grade (male zivotinje), dijagnoza
gravidnosti se vrSi na osnovu spoljasnjih znakova gravidnosti, manuelnom palpacijom
abdomena 1 na osnovu izostanka estrusa posle inseminacije (voditi ratuna o Cinjenici da
osemenjene, a negravidne zivotinje, ne manifestuju estrus tokom prirodne anestriéne sezone).
Za ranu dijagnozu gravidnosti se mogu Kkoristiti metoda ultrazvucne dijagnostike,
rentgenografije i dokazivanja specifiénih hormona gravidnosti (progesteron i estrogen), u
krvnom serumi ili mleku.

Slika 29. Ultrazvu¢ni pregled na gravidnost kuje
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Slika 30. Ultrazvu¢ni pregled na gravidnost kuje

3.1.3. INDUKCIJA | SINHRONIZACIJA PARTUSA

Postoje zootehnoloski i veterinarsko-medicinski razlozi za kontrolisan pocetak i tok
procesa partusa (porodaja) kod domacih zivotinja. Najces¢i zootehnoloski razlog se javlja u
intenzivnoj proizvodnji, kada je potrebno da se izvr$i porodaj veceg broja Zivotinja u kratkom
periodu. Tada se wvrSi tzv. sinhronizacija partusa, tretiranjem zivotinja hormonskim
preparatima iz grupe prostaglandina (luteolitici), glukokortikoida, oksitocina ili antagonista
progesterona. Veterinarsko-medicinski razlozi su, obi¢no, prekid gravidnosti zbog
predvidenih (moguc¢ih) komlikacija, koje mogu imati Stetne posledice po majku i/ili
konceptus.

Za uspesSnu indukciju sinhronizovanog partusa, veoma je vazno dobro poznavati
endokrinologiju vrlo kasne gravidnosti i samog partusa, odrediti adekvatne hormonske
preparate za tretmana, posedovati tacnu evidenciju zadnjeg osemenjavanja, kao i detaljnu
anamnezu zivotinja koje se podvrgavaju ovom tretmanu.

3.1.3.1. KONTROLA PARTUSA SVINJE

Trajanje suprasnosti se, kod vecine krmaca (preko 72%), krece izmedju 114 i 116 dana
(prosec¢no 115 dana), sa normlanim variranjem izmedu 108 i 122 dana. Medutim, prosecno
trajanje laktacije varira izmedu farmi i zavisi od brojnih faktora, kao Sto su: uslovi drzanja,
paritetna struktura, starosna struktura, rasni sastav i td. Osim toga, krmace sa ve¢im brojem
prasadi se prase ranije od onih sa manjim brojem prasadi. Sa druge strane, krmace zapocinju
prasenje u bilo koje doba dana, trajanje procesa prasenja znaCajno varira, najveci broj
mrtvorodene prasadi se dogada kod zadnja tri rodena praseta (zbog anoksije), a najveci
procent mortaliteta prasadi se dogada unutar prvih nekoliko sati posle praSenja.

Ovo su glavni razlozi da se, na velikim farmama, vrsi sinhronizacija prasenja veceg broja
krmaca, tako da se gro krmaca prasi u toku radnog vremena, kada je moguce organizovati
stru¢no nadgledanje i vodenje procesa prasenja. Na taj nacin je moguce smanjiti intra- i post-
partalne gubitke prasadi i za 30%, u odnosu na prasenja koja nisu stru¢no nadgledana. Osim
toga, indukcijom sinhronizovanog prasenja je moguce izvrsiti efikasniju egalizaciju legala 1
organizovati druge zootehnoloske postupke, kao Sto su: seCenje zuba i repova, davanje
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preparat gvozda novorodenoj prasadi, istovremeno zalucenje veceg broja krmaca posle istog
trajanja laktacije, izbe¢i praSenje tokom vikenda i praznika i slicno. Navedene ¢injenice jasno
pokazuju da se indukcijom sinhronizovanog prasenja znacajno uti¢e na povecanje proizvodnje
prasadi i povecava njena ekonomska efikasnost.

Indukcija sinhronizovanog prasenja se moze izvesti tretmanom krmaca preparatima
prostaglandina F,,, ili njegovih sinteti¢kih analoga, glukokortikoidima, oksitocinom i oralnom
aplikacijom antagonista progesterona.

Prostaglandinski preparati se naj¢esce koriste za sinhronizaciju praSenja. Tretman
injekcijom prostaglandina se izvodi 2 do 3 dana pre o¢ekivanog normalnog termina praSenja.
Zbog toga je veoma vazno da se na farmi vodi precizna evidencija zadnjeg fertilnog
osemenjavanja krmaca. Prema veéini istrazivanja, proces prasenja zapocCinje, kod vecine
krmaca, izmedu 26 i 36h posle injekcije prostaglandina, pri ¢emu se 95% krmaca oprasi
unutar 36h posle injekcije. Na taj na¢in se moze posti¢i da se preko 70% krmaca oprasi tokom
radnog vremena. Prosecno trajanje procesa prasenja iznosi 4,6h, §to je krace u odnosu na
spontano prasenje, a broj mrtvorodene prasadi je znatno manji (0,6 do 1,0) kod indukovanog,
u odnosu na spontano prasenje (2,5). Prosecno trajanje intervala od zaluc¢enja do pojave
estrusa iznosi 4,8 dana 1 ne razlikuje se izmedu krmaca sa indukovanim i1 spontanim
praSenjem. Postoje podaci da tretman prostaglandinom, radi indukcije praSenja, smanjuje
ucestalost pojave MMA-sindroma (metritis-mastitis-agalakcija). Bolja sinhronizacija pocetka
1 krace trajanje procesa prasenja, postiZze se injekcijom 10 do 20ij. oksitocina, datom 20 do
24h posle injekcije prostaglandina.

Glukokortikoidi nisu tako efikasni u indukciji sinhronizovanog prasenja krmace, kao $to
je to slucaj kod krave i ovce. Injekcijom veéih doza glukokortikoida se moze izazvati regresija
graviditetnth CL, pocevsi od 100. dana gestacije krmace, ali je ustanovljeno da
glukokortikoidi ne izazvaju luteolizu direktno, nego putem stimulacije sinteze i/ili sekrecije
endogenog PGF,,, . Primena ovih preparata nije interesantna za praksu.

Oksitocin efikasno izaziva pocetak praSenja samo kada se tretman izvede nekoliko sati
pre spontanog pocetka prasenja.

Antagonist progesterona (RU 486), dat 111. ili 112. dana suprasnosti, moze izazvati
pocetak praSenja unutar 3 1h posle tretmana.

Odlaganje pocetka prasenja. Sinhronizacija praSenja se moZze izvesti i tako Sto se, kod
nekih krmaca, pocetak praSenja odlozi za nekoliko dana. To je moguce izvesti tretmanom
krmaca preparatima progestagena. Ustanovljeno je da fetusi mogu ostati zivi oko 11 dana
posle ocekivanog normalnog termina prasenja. Ako se gestacija produzi za 6 dana, nema
problema sa procesom praSenja i prezivljavanjem fetusa, ali dalje produzavanje gestacije
znacajno povecava fetalni mortalitet. Tretman se, obi¢no, izvodi sintetickim progestagenima
(na primer MAP, ili altrenogest), a prasenje zapocinje oko 30h posle prestanka tretmana. Ovi
preparati, verovatno, inhibiraju kontraktilnu aktivnost miometriuma, pri ¢emu se odrzava
normalan hormonski status krmace, specifican za kasnu gravidnosti, i normalan pocetak
laktacije.
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Slika 31. Normalna distribucija trajanja suprasnosti (levo) i dobro sinhronizovano
praSenje posle injekcije prostaglandina, date 113. dana suprasnosti (desno)

3.1.3.2. KONTROLA PARTUSA KRAVE

Trajanje gravidnosti je bioloski determinisano i, kod krave, iznosi 9 meseci. Smatra se da
gestacije koje traju krace od 251 dan predstavljaju abortuse, izmedu 251 i1 271 dan prerano
telenje, 272 do 293 dana normalan period gestacije, dok se gestacije koje traju 294 dana i
duze, smatraju prolongiranim. Na variranje trajanja gestacije uti¢u: (1) faktori majke (njena
starost, tj. paritet telenja, telesna kondicija i zdravstveno stanje), (2) faktori fetusa (broj fetusa,
pol, aktivnost hipofize i adrena), (3) genetski faktori (rasa i genotip fetusa) i (4) faktori
okoline (ishrana, temperatura i sezona).

S obzirom na to da su gravidnost i partus vrlo slozeni fizioloski procesi, njihova vestacka
kontrola moZze biti preduzeta samo ako se dobro znaju kratkotrajne i dugotrajne posledice po
majku i plod, koje mogu proiste¢i iz primenjenih tretmana.

U intenzivnoj proizvodnji, postoje tri osnovna razloga, zbog kojih se preduzima indukcija
I sinhronizacija partusa: (1) optimalizacija organizacije rada i iskoriStavanja izvora hrane, (2)
terminacija partusa u vreme kada je moguce stru¢no nadgledanje toka partusa i (3) ako se
o¢ekuje prevelika porodajna tezina ploda, koja moze izazvati dystociju (otezan i prolongiran
porodaj, sa komplikacijama po kravu i plod), indukuje se nesto raniji porodaj.

Postoji viSe metoda za vestacku indukciju i sinhronizaciju porodaja, u zavr$nim danima
gestacije. Sve ove metode ukljucuju upotrebu egzogenih hormona za stimulaciju fizioloskih
mehanizama, koji u€estvuju u normlanom procesu partusa, koji obuhvata interakciju fetusa,
placente i uterusa.

Indukcija partusa se moze izvrSiti primenom preparata: (a) kortikosteroida, (b)
prostaglandina i (c) antagonista progesterona - RU486.

Kortikosteroidi. Prvi pokusaj indukcije partusa preparatima kortikosteroida je izvrsio
Adams (1969). Smatra se da preparati sinteti¢kih kortikosteroida prolaze kroz komponente
maj¢ine placente, izazivaju¢i pad progesterona u komponentama fetalne placente, uz
istovremeno ubrzanje sinteze estrogena. lpak, precizan mehanizam putem koga
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kortikosteroidi izazivaju luteolizu i pocetak partusa, jo§ uvek nije dovoljno poznat.
Istrazivanja pokazuju da se partus moze indukovati jednokratnom injekcijom glukokortikoida,
posle 255. dana gestacije. Tretman preparatima kratkotrajnog delovanja, kao Sto je
dexamethasone troxundecanoate, znaCajno ubrzava i sinhronizuje partus. Vecina tako
tretiranih krava zapocinje telenje unutar 72 h posle injekcije. Indukcija izvedena dve nedelje
pre termina, iako sigurna po tele, ima za posledicu znatno povecanu pojavu retencije placente
i nisku vrednost koncepcije u narednom reproduktivnom ciklusu.

Prostaglandini (luteolitici). Poznato je da se prostaglandin F; izlucuje u vreme kada
dolazi do pada koncentracije progesterona, u normalnom toku gestacije, tj. neposredno pred
pocetak porodaja. Injekcija nativnog PGF,, , ili njegovih visoko potentnih sinteti¢kih analoga,
dovodi do telenja 2 do 3 dana posle. Tretman krave injekcijom 500 ng cloprostenola
(sinteti¢ki analog prostaglandina), unutar dve nedelje pre normalnog termina telenja, i daje
zadovoljavaju¢u sinhronizaciju indukovanog partusa. Dobru sinhronizaciju indukovanog
partusa, kod visoko mle¢nih krava, dobili su i neki drugi istrazivaci. Oni su koristili sinteticki
analog fenprostalene, koji ima duzi bioloski polu-Zivot od PGF,,, posle 272. dana gestacije i
ustanovili da se krave tele oko 35h posle tretmana. Ovi autori navode da tretman ovim
preparatom, smanjuje pojavu retencije placente.

Antagonist progesterona RU 486, visokog afiniteta za progesteronske receptore, takode
se koristi za indukciju partusa. Injekcija ovog preparata 277. i 278. dana gestacije, indukuje
partus unutar slede¢ih 53 do 55 h. Nisu ustanovljeni negativni efekti tretmana sa ovim
preparatom, u smislu pojave dystocije, retencije placente ili smanjenog fertiliteta.

U nekim situacijama je potrebno odloziti pocetak telenja. Na primer, da se telenje ne
odvija tokom no¢i, kada nema stru¢ne radne snage, da nadgleda i pomaze kod porodaja.
Injekcija potentnih adrenergi¢nih supstanci, kao §to je clenbuterol, inhibira kontraktilnu
aktivnost miometriuma 1, tako, usporava prvu fazu porodaja. Medutim, ako tretman zapocne u
drugoj fazi porodaja, efekt ¢e biti minimalan.

3.1.3.3. KONTROLA PARTUSA KOBILE

Vecina kobila se zdrebi tokom no¢i, a porodaj traje relativno kratko. Zbog toga je osnovni
cilj kontrole partusa da se on dogodi tokom dana, kada je moguce njegovo strucno
nadgledanje i eventualna intervencija.

Pre pocetka tretmana za indukciju partusa, treba uzeti Sto detaljniju anamnezu, koja
ukljucuje: starost kobile, datum prethodnog Zdrebljenja, datum zadnjeg osemenjavanja, tok
gravidnosti (sa informacijama o eventualnim komplikacijama i le¢enjem) i td. Osim toga,
treba izvrsiti detaljan klinicki pregled kobile, da se ustanovi starost ploda, njegov situs,
pozicija i habitus, kao i opSte kondiciono i zdravstveno stanje kobile.

Indukcija partusa se ne vrsi pre 320. dana gestacije. Releksacija ligamenata svoda karlice,
relaksacija cerviksa, uvecanje vimena i sisa, sa pojavom kolostruma specifi¢ne konzistencije i
boje, primarni su znaci skorog porodaja. Tako se boja kolostruma menja od prozirne do dim-
sive, da bi u konacnoj fazi bila neprozirno Zuckasto-bela. Neki smatraju da indukciju partusa
ne treba zapoceti pre nego Sto kobila otvori cerviks 3 do 4 cm. Takode je veoma vazno
prepoznati i situacije u kojima indukcija partusa nije indikovana. Na primer, situacija kada
kobila manifestuje znake predstojeéeg abortusa, kao $to je abnormalan vaginalni ili cervikalni
iscedak. Kobila treba da se smesti u pogodan ambijent za Zdrebljenje, oko nedelju do dve
dana pre pocetka tretmana indukcije partusa.

Upotreba oksitocina. Injekcija 40 do 60ij. oksitocina dovodi do partusa unutar narednih
90 minuta. Vece doze (60 do 120ij.) oksitocina mogu imati negativne efekte. Iako estrogen ne
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moze sam izazvati porodaj, u kombinaciji sa oksitocinom poboljsava dilataciju cerviksa i tok
porodaja.

Upotreba kortikosteroida. Rezultati primene egzogenih kortikosteroida u indukciji
partusa kobila su dosta varijabilni. UspeSno zdrebljenje se postize indukcijom sa 4 dnevne
injekcije 100mg glukokortikoida (dexametason), pocevsi od 321. dana gestacije. Neki drugi
autori, medutim, navode da je slian tretman rezultirao radanjem mrtve zdrebadi i retencijom
placente.

Upotreba prostaglandina. lako se koncentracija PGF,, rapidno povecava u vreme
partusa, tretman ovim prirodnim luteolitikom ne daje dobre rezultate indukovanog partusa
kod kobila. Sa druge strane, tretman preparatima sintetickih analoga prostaglandina, kao $to je
fluprostenol (Equimate), izaziva vrlo efikasnu indukciju partusa. Izbacivanje ploda se moze
ocekivati unutar oko 4h posle prve (ili jedine) injekcije ovog analoga, a istiskivanje plodovih
ovojnica unutar 2h posle istiskivanja ploda.

Prekid gravidnosti se vrsi, ako se ne zeli radanje blizanaca ili zbog nekih drugih razloga.
Jednokratna injekcija 12,5mg PGF,,, data 32. dana gestacije, efikasno prekida gravidnost.
Primenom sintetickog analoga cloprostenola, izmedu 82. 1 102. dana gestacije, moze se
izazvati prekid gravidnosti i zavrseno istiskivanje ploda za proseéno 48h posle injekcije
prostaglandin-analoga

3.1.4. KONTOLA PERIODA POSLE PARTUSA

Posle partusa, Zenka nastavlja fizioloSki period laktacije, koja traje specifi¢no za svaku
vrstu Zivotinja. 1z fizioloSkih, zootehnoloskih, veterinarsko-medicinskih i ekonomskih
razloga, vazno je da zenka Sto pre, unutar normalnih fizioloskih granica, reuspostavi novu
cikli¢nu ovarijalnu aktivnost, odnosno estrusni ciklus, estrus i ovulaciju. Medutim, trajanje
perioda od partusa do manifestacije prvog estrusa je specifi¢no za svaku vrstu zivotinja. Tako,
krava normalno uspostavlja cikli¢nu ovarijalnu aktivnost unutar prvoh 30 dana post partum.
Treba, medutim, znati da prva postpartalna ovulacija nije pra¢ena manifestacijom spoljasnjih
znakova estrusa kod oko 70% krava. Krmaca ne uspostavlja cikli¢énu ovarijalnu aktivnost
tokom prvih 4 do 5 nedelja laktacije (tzv. laktacioni anestrus). Ovulatorni estrus se
manifestuje, normalno, unutar prvih 7 dana posle zalucCenja legla. Manifestacija estrusa posle
7 dana od zalucenja se smatra prolongiranim intervalom zalucenje — estrus. Kobila uspostavlja
prvi ovulatorni estrus prosecno 9 (5 do 14) dana posle zdrebljenja (tzv. ,,zdrebeéi estrus®). U
slu¢aju da osemenjavanje nije izvrSeno u ovom estrus, ili je izvrSeno ali kobila nije uspesno
koncipirala, nastavi¢e sa ciklicnom manifestacijom estrusa svakih prose¢no 21 dan, ako se
nalazi u sezoni parenja. Ovca i koza, normalno, ne manifestuju estrus dugo posle jagnjenja ili
jarenja, jer se to dogada izvan sezone parenja. Estrus ¢e manifestovati tak u slede¢oj sezoni
parenja. Sli¢na situacija je i sa kujom i mackom.

Za intenzivnu reprodukciju je bitno da Zivotinja S$to pre zapocne novi reproduktivni
ciklus, odnosno da bude uspesno osemenjena u §to kracem vremenu posle prethodnog partusa.
Period izmedu partusa i sledece uspesne koncepcije (osemenjavanje koje rezultira normalnim
tokom i trajanjem gravidnosti i normalnim patusom), naziva se sarvis period. Za postizanje
maksimalne reproduktivne efikasnosti, vazno je da servis period traje $to krace, u okviru
normalnih fizioloSkih granica.
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3.1.4.1. KONTROLA SERVIS PERIODA KRAVE

Maksimalna reproduktivna efikasnost krave se postize ako medutelidbeni interval (period
izmedu dva uzastopna telenja), traje 365 dana. Kako je trajanje gestacije bioloska konstanta (9
meseci), to trajanje servis perioda moze iznositi maksimalno 90 dana (3 meseca). Jedino u
tom slucaju se moze posti¢i jedno telenje za godinu dana. Zbog toga je veoma vazno da se,
primenom razli¢itih biotehnoloskih metoda, kontroliSe trajanje servis perioda. Time se utice
na trajanje ukupnog medutelidbenog intervala i, posledi¢no, na nivo i efikasnost godisnje
produkcije mleka i teladi.

Period od telenja do uspesSne koncepcije (servis period) se moze podeliti na dva osnovna
intervala: (1) interval od telenja do prvog estrusa i (2) interval od prvog estrusa posle telenja
do fertilnog estrusa.

Interval od telenja do uspostavljanja prvog estrusa, naziva se jo$ i acikli¢ni period, jer
tada krava ne ovulira i ne manifestuje znake estrusa. Na trajanje acikli¢cnog perioda post
partum uticu brojni faktori: starost (paritet telenja), telesna masa, telesna kondicija,
poremecaji tokom i posle telenja, opSte zdravstveno stanje krave, nivo mle¢nosti, ishrana,
frekvencija sisanja, sezona godine, efekt bika i tretman egzogenim hormonima. Vecina
normalnih krava (koje nisu obolele i/ili nisu imale komplikacija u toku i posle telenja)
uspostavlja prvu cikli¢nu ovarijalnu aktivnost tj. ovulira, unutar prve 3 do 4 nedelje posle
telenja.

Tako, prema nekim istrazivanjima, kod krava Simentalske rase, prosec¢no trajanje
intervala izmedu telenja i prvog estrusa iznosi 15,5 dana. Znac¢ajno je ista¢i da prva ovulacija
post partum, kod vec¢ine krava, prolazi bez ispoljenih spoljasnjih znakova estrusa, tzv. tihi
estrus. Tako, vecina autora nalazi da se prva ovulacija post partum javlja bez spoljasnjih
znakova estrusa, kod 79% krava. Drugi estrus je tihi kod 55%, a trec¢i kod 35% krava.

Ako se prvi estrus javi u normalnom periodu post partum, on se ne Koristi za
osemenjavanje. Pre svega zbog toga Sto nije zavrSena involucija uterusa. Medutim, veoma je
vazno da krava uspostavi prvi estrus i da on bude evidentiran, jer je to dobar indikator
zdravlja i sposobnosti Zivotinje da uspesno zapocne estrusnu cikli¢nost i novi reproduktivni
ciklus posle osemenjavanja. S tim u vezi, veoma je vazno poznavati fiziologiju i
endokrinologiju krave post partum, kao i metode kontrole i indukcije uspostavljanja
ovarijalne aktivnosti krava post partum.

Fiziologija i endokrinologija krave post partum. Posle telenja, krava uspostavlja
laktaciju. Laktacija, kod krave, ne izaziva potpunu blokadu cikli¢ne ovarijalne aktivnosti i
uspostavljanja naredne gravidnosti. Medutim, muza i sisanje mogu inhibirati ili odloziti
ovulaciju, na nivou hipotalamusa, hipofize ili jajnika. Zbog toga se izostanak ovarijalne
folikularne aktivnosti tokom gravidnosti, produzava i u ranoj laktaciji.

Neposredno posle telenja, koncentracija progesterona pada na bazalni nivo.
Uspostavljanju prvog normalnog estrusnog ciklusa post partum, prethodi jedan kratak period
povecanja koncentracije progesterona (oko 3 ng/ml u mleku), koje traje manje od 10 dana.
Posle toga se, kod normalnih krava, uspostavljaju ovarijalni ciklusi sa ovulacijom, koja moze
i ne mora biti prac¢ena spoljaSnjim znacima estrusa, i sa normalnim nivoima koncentracije
progesterona.

Koncentracija FSH u krvnoj plazmi je niska neposredno pre telenja (18,6 ng/ml), da bi se
do 5. dana post partum znacajno povecala i ostala na slicnom nivou do 30. dana post partum
(36,9 do 45,3 ng/ml). Koncentracija LH je na vrlo niskom nivou (0,67 ng/ml) neposredno pre
telenja i tokom prvih 5 dana post partum (0,08 ng/ml). Maksimalna koncentracija LH u mleku
se nalazi izmedu 6. 1 10. dana post partum (1,39 ng/ml), pa zatim opada na 0,94 do 0,81
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ng/ml, izmedu 11. i 30. dana post partum. Posle inhibitornog efekta kasne gravidnosti,
koncentracija FSH se brze povecéava nego koncentracija LH, verovatno kao posledica
razli¢itih mehanizama, koji kontroliSu sekreciju ova dva gonadotropina.

Kod muznih krava se reuspostavljanje dinamike rasta folikula dogada relativno brzo
posle telenja i karakteriSe se prvo rastom malih i folikula srednje veli¢ine. Jedan od tih
folikula se diferencira i postaje dominantan folikul. Broj dominantnih folikula, determinisanih
pre prve ovulacije post partum, varira od 1 do 5 i ispoljava pozitivnu korelaciju sa intervalom
od telenja do prve ovulacije.

Potpuna involucija uterusa, kod normalnih krava, se dogada za 30 dana post partum.
Krave koje su imale otezana telenja, ili komplikacije posle telenja, imaju produzen period
involucije uterusa, za oko 20 dana.

Vestacka indukcija ovarijalne aktivnosti post partum. Za skra¢ivanje servis perioda i
trajanja medutelidbenog intervala, od primarne je vaznosti da krava brzo uspostavi novu
cikli¢nu ovarialnu aktivnost post partum. Kontrolu trajanja anestricnog perioda post partum je
moguce izvrsiti pravilnom ishranom, prisustvom bikova i hormonskim tretmanom.

Ishrana. Uticaj ishrane tokom zasuSenog perioda, na uspostavljanje ovarijalne aktivnosti
post partum, je veoma dobro poznat. Tako je ustanovljeno da krave hranjene obrocima sa
niskim nivoom energije, imaju znatno duZzi interval od telenja do prve ovulacije, od krava
hranjenih obrocima sa visokim sadrzajem energije. Dodavanje vitamina E i selena, u obroke
krava pre telenja, moze smanjiti pojavu retencije placente, povecati vrednost koncepcije 1
smanjiti interval od partusa do pojave estrusa.

“Efekt bika”. Prisustvo polno zrelih bikova, u stadima krava posle telenja, znacajno
smanjuje interval od telenja do prve ovulacije. Ovaj efekt se zasniva na ¢injenici da feromoni
1z urina bika stimuliSu oslobadanje LH iz adenohipofize i, time, ubrzava pojavu ovulacije kod
krava post partum. Tako je ustanovljeno da se koncentracija LH u krvnom serumu znacajno
povecava od momenta oro-nazalnog tretiranja krava, 18. dana post partum (sa pocetnih 1,8
ng/ml, na 3,46 ng/ml 90. minuta posle tretmana). Kod tretiranih krava je prosecan interval od
telenja do prvog estrusa iznosio 24 dana, a kod netretiranih krava je bio duzi (32,5 dana).

Hormonski tretman. Danas je poznato da prvu ovulaciju post partum kod krava, prati
formiranje CL sa kra¢im trajanjem, kao i da se, tokom ranog perioda posle telenja, CL sa
kra¢im trajanjem formiraju i posle administracije hCG i GnRh. Radi izazivanja ranijeg
reuspostavljanja ovarijalne aktivnosti post partum, koristi se tretman sa kombinacijom
progesterona i progestagena, ¢esto uz injekciju gonadotropina i GnRH.

Dugotrajna oralna administracija sintetickih progestagena (chlormadinone acetata — CAP,
tokom 20 dana, ili melengestrol acetata — MGA, tokom 14 dana), znacajno skracuje interval
od partusa do prve ovulacije. Moguce je primeniti i kratkotrajniji progestageni tretman (putem
potkoznih implantata). Ovaj tretman moZe biti kombinovan sa eCG i PGF,,. Takav tretman
ima za rezultat stimulaciju reproduktivne aktivnosti krava, bez obzira da li su zivotinje bile
cikli¢ne ili ne. Neki autori su tretirali anestricne muzne krave, u 10 stada, preparatom CIDR
tokom 7 dana i jednokratnom injekcijom 400 — 500 ij. eCG na dan vadenja CIDR. Oko 70%
(50 do 100%) krava je manifestovalo estrus unutar 5 dana po vadenju CIDR, dok ih je oko
60% ostalo gravidno posle prve inseminacije.

Ima rezultata koji sugeriSu da injekcija PGF,,, data muznim kravama pre 40. dana post
partum, moZe poboljSati fertilitet zapata. Nije potpuno jasan mehanizam kojim prostaglandin
izaziva ovaj efekt. Neka istrazivanja pokazuju da prostaglandin ili njegovi analozi, ne
stimuliSu aktivnost miometriuma kod muznih krava post partum. Rezultati do kojih su dosli
neki autori, pokazuju da injekcija analoga prostaglandina (cloprostenol), kod muznih krava
post partum, povecava vrednost koncepcije, ali ne stimuliSe ranije uspostavljanje ovarijalne
aktivnosti post partum. Kanadski autori, takode, izveStavaju da injekcija prostaglandina, data
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izmedu 24. 1 31. dana post partum, kod muznih krava rase Holstein, znacajno smanjuje
interval od telenja do koncepcije.

Ustanovljeno je da injekcija praparata GnRh ili njegovih sintetickih analoga, data 14 do
20 dana post partum, izaziva izlucivanje predovulatornog talasa LH iz adenohipofize i pojavu
ovulacije. Posle tako izazvane prve ovulacije post partum, krave nastavljaju sa normalnom,
spontanom ciklicnom ovarijalnom aktivnoscu.

3.1.4.2. KONTROLA SERVIS PERIODA KRMACE

Za krmacu je specificno da ne uspostavlja estrus i ovulaciju tokom prvih 4 do 5 nedelja
laktacije (laktacioni anestrus). Zbog toga, trajanje servis perioda krmace zavisi od (a) trajanja
laktacije, koja se, u proizvodnim uslovima, moze ograni¢eno produzavati ili skracivati
(obicno traje 3 do 5 nedelja) i (b) od trajanja perioda od zalucenja legla do pojave estrusa (tzv.
interval zaCucenje — estrus, 1ZE), koji bi normalno trebalo da traje maksimalno 7 dana. 1z ovih
Cinjenica proizilazi da servis period krmace, pakticno, moze da se kontroliSe uticajem na
trajanje intervala zaluCenje — estrus.

Na trajanje ovog perioda utiCu brojni genetski (rasa, linija, stepen inbredinga) i
paragenetski faktori (ishrana tokom laktacije, uslovi smeStaja, ambijentalna temperatura i
fotoperiod, efekt nerasta, paritet praSenja, trajanje laktacije, tretman egzogenim hormonima i
opste zdravstveno stanje plotkinje). Detaljni fizioloski mehanizmi delovanja, kao 1 mogucnost
njihove kontrole, prikazani su u poglavljima 2.1. (Reprodukcija svinja) i 4.3.2 (Sinhronizacija
estrusa polno zrelih Zenki).

Kontrola trajanja servis perioda nema zootehnoloskog znacaja kod kobila, zbog dugog
trajanja gravidnosti 1 anestri¢ne sezone. Kod ovaca i koza, servis period je, prirodno, odreden
trajanjem sezone anestrusa i moze se kontrolisati indukcijom vansezonskog fertilnog estrusa,
Sto je detaljno objasnjeno u poglavlju 4.3.2 (Sinhronizacija estrusa polno zrelih Zenki).

PROVERA ZNANJA

1. Navedite osnovne zootehnoloske i veterinrsko-medicinske razloge za ranu
dijagnozu gravidnosti kod Zenki domacih Zivotinja.

Nabrojte metode za ranu dijagnozu gravidnosti.

Koje su pradnosti, a koje mane pojedinih metoda dijagnoze gravidnosti?

w N

dijagnoze gravidnosti, od 3. do 9. meseca gestacije.

5. Koja metoda dijagnoze gravidnosti krmaca je najpreciznija u prakticnim
uslovima?

6. Opisite hormonsku metodu rane dijagnoze gravidnosti kod kobile.

7. Koji su osnovni razlozi vestacke indukcije partusa u intenzivnoj proizvodnju
pojedinih vrsta domacih Zivotinja.

8. Nabrojte metode vestacke kontrole indukovanog partusa.

9. Zbog Cega je vazno pratiti i1 kontolisati reproduktivnu aktivnost Zenke u periodu
posle partusa?

10. Zasto je vazno kontrolisati trajanje servis perida krave?
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3.1.5. POVECNJE VELICINE LEGLA

Prema broju rodene mladuncadi u jednom partusu, Zivotinje mogu biti unipare (radaju,
normalno, jedno mladunce), kao Sto su krava i kobila ili multipare (radaju vise mladunaca u
leglu), kao §to su krmaca, ovca, koza, kuja i macka. U zootehnoloSkom i ekonomskom
pogledu, primena biotehnoloSkih metoda povecanja legla ima smisla kod krmace i, u manjoj
meri, kod ovce 1 koze. Kod kobile radanje blizanaca treba izbegavati, zbog Stetnih posledica,
koje su ranije opisane. Kod krave, indukcija radanja blizanaca ima smisla, u tehnologiji
proizvodnje veceg broja teladi za tov.

3.1.5.1. POVECANJE BROJA ZIVORODPENE PRASADI

Broj zivorodene prasadi u leglu je jedan od osnovnih parametra fertiliteta plotkinja. Ovaj
parametar fizioloski je, primarno, odreden delovanjem cetiri grupe faktora: (a) faktori koji
odreduju ovulacionu vrednost u fertilnom estrusu, (b) faktori koji uti¢u na broj oplodenih od
broja ovuliranih oocita, tzv. stepen oplodivosti ili fekunditet, (c) faktori koji uti¢u na
intrauterino (prenatalno) prezivljavanje embriona i fetusa i (d) faktori koji uti¢u na mortalitet
plodova tokom procesa prasenja.Faktori koji odreduju veli¢inu legla se mogu podeliti i prema
nac¢inu na koji se oni manifestuju i evidentiraju u proizvodnim uslovima. U jednu grupu
spadaju faktori ¢ije se vrednosti mogu iskazati odredenim numerickim vrednostima, kao Sto
su: starost i paritet praSenja plotkinje, broj osemenjavanja po uspesnoj koncepciji, trajanje
dnevnog fotoperioda, ambijentalna temperatura, trajanje prethodne laktacije, trajanje
prethodnog IZE. Drugu grupu ¢ine faktora ¢ije vrednosti nije moguce iskazati numericki, kao
Sto su: efekt nerasta, tehnologija drZzanja, bolesti, stresogeni i td.

FAKTORI KOJI ODREDPUJU OVULACIONU VREDNOST

Maksimalna prirodna ovulaciona vrednost iznosi 24 jajane ¢elije u jednom estrusu, kod
krmaca 1 18 kod nazimica. Ovulaciona vrednost veca od navedenih, smatra se za
superovulaciju. Osobina ovulacione vrednosti poseduje najveci stepen naslednosti, u
poredenju sa ostalim reproduktivnim osobinama. Vrednost heritabiliteta (h?) za ovu osobinu,
kod svinje, iznosi 0,42, Sto znaCi da ova osobina spada u grupu nisko naslednih ososbina.
Zbog toga, fenotipski ispoljena ovulaciona vrednost, u svakom pojedinaCnom estrusnom
ciklusu, zavisi od uticaja brojnih paragenetskih faktora. Medu njima se posebno isticu:
ishrana, starost Zivotinje, faktori ambijenta i egzogeni hormoni.

Ishranom se moze znacajno uticati na ovulacionu vrednost. Poveéanje sadrzaja energije
u obroku sa 21 MJ ME/dan na 34 MJ ME/dan, tokom kasnog prepubertetskog perioda,
prosecna ovulaciona vrednost se povecava za 1,5 jajnih celija. Kada se, tokom sledeceg
estrusnog ciklusa, energetska vrednost obroka poveca na 41 MJ ME/dan, ovulaciona vrednost
se poveca za joS 1,8 jajnih Celija. Pokazalo se da je pozitivna korelacija izmedu ovulacione
vrednosti 1 sadrzaja energije u obroku, povezano sa povecanjem koncentracije insulina u
telesnoj cirkulaciji. Povecanjem sadrzaja energije u obroku, takozvani flasing, u periodu od
zalucenja do pojave prvog estrusa, moze se posti¢i povecanje broja ovulacija u tom estrusu.
Medutim, ovaj efekt se moze manifestovati samo kod krmaca koje su, posle laktacije,
zadrzale zadovoljavajucu telesnu kondiciju.

Starost Zivotinje, takode, uti¢e na ovulacionu vrednost. Ona je manja u nazimica, a veca
u odraslih krmaca. Ovulaciona vrednost se povecava kod nazimica izmedu prvog i treceg
pubertetskog estrusa. U jednom istrazivanju je ustanovljeno da prose¢na ovulaciona vrednost
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iznosi 12,1 (8-15) CL u prvom. 15,6 (14-19) CL u drugom i 18,5 (16-25) CL u tre¢em
pubertetskom estrusu nazimica. Kod krmaca se ovulaciona vrednost povecava od prvog do 5.
ili 6. prasenja, zadrzava slicnu vrednost do 9. praSenja, a posle postepeno opada.

Faktori ambijenta. Medu ove faktore se ubrajaju trajanje dnevnog fotoperioda i
temperatura. Njihov pojedinacni uticaj se teSko moze ustanoviti u geografskim Sirinama sa
izrazenim godiSnjim sezonama. Naime, prolongiran fotoperiod i poviSena temperatura se
zajedno javljaju u toplijem periodu godine. Ustanovljeno je da trajanje dnevnog fotoperioda,
izgleda, nema znacajnijeg uticaja na ovulacionu vrednost. Ipak se, medutim, zapaza da je
ovulaciona vrednost znatno vec¢a u hladnijem periodu godine, a niZa u toplijem. lzgleda da je
ovo posledica delovanja povisenih letnjih ambijentalnih temperatura, jer je ustanovljena
znaCajna negativna korelacija izmedu poviSene ambijentalne temperature i1 ovulacione
vrednosti.

Egzogeni hormoni. Tretmanom plotkinja razli¢itim egzogenim hormonima, donekle se
moze povecati veli¢ina legla kod praSenja, tako Sto se primenom odredenih doza hormona,
povecava ovulaciona vrednost. Medutim, iako se ovulaciona vrednost izazvana injekcijom
500 do 1.500 ij. eCG, moze povecati za 4,8 jajnih Celija, broj zivih embriona do 30. dana
gestacije se povecava samo za 1,0. Dodavanje progestagenog preparata (altrenogest), u
obroke krmaca (20 mg/grlo/dan), tokom 5 dana, pocevsi od 2. dana po zaluCenju, prosecan
broj zivorodjene prasadi se, u narednom leglu, povecava za 0,9. Tretman krmaca injekcijom
1000 ij. eCG (Sugonal, Veterinarski zavod Subotica), slede¢eg dana po zalucenju i sa 500 ij.
hCG (Intervet, Boxmer) 72 h posle eCG, rezultirao je sa prosecno 10,96 ukupno i 10,63
zivorodene prasadi po leglu, u poredenju sa 10,54 ukupno 1 10,07 Zivorodene prasadi po leglu
kod netretiranih krmaca.

Tabela 20. Uticaj doze eCG na ovulacionu vrednost

Kategorija V/rsta hormonskog preparata Ovulaciona %
plotkinja eCG (ij) hCG (ij) vrednost ovulacije
400 - 10,2 85,0
Prepubertetske 400 200 14,6 100,0
nazimice 750 500 25,1 72,3
1.500 500 26,4 78,3
750 - 25,5 100,0
Polne zrele 1.000 500 29,7 100,0
nazimice 1.500 500 34,3 83,3
2.000 750 28,5 78.8
750 500 18,8 84,5
Prvopraskinje 1.000 - 16,1 63,3
1.000 500 25,7 87,2
1.500 - 15,8 73,6
Starije krmace' 1.500 750 23,6 90,8
2.000 750 32,3 100,0

eCG - Sugonal (Veterinarski zavod Subotica); hCG — Chorulon (Intervet, Boxmer).
! Injekcija eCG je data 24h posle zalu¢enja legla.

Ovulaciona vrednost se moze povecati 1 aktivnom imunizacijom plotkinja protiv
intraovarijalnih regulatora (inhibin i folistatin). Ovi regulatori, koji se nalaze u folikularnoj
teCnosti, inhibiraju sintezu FSH u adenohipofizi. Posle aktivne imunizacije, ovulaciona
vrednost se povecala sa 12,8 na 17,8 CL, pri ¢emu je ustanovljeno znacajno povecanje
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koncentracije FSH i predovulatornog talasa LH, kod tretiranih, u odnosu na kontrolne
zivotinje.

FAKTORI KOJI ODREDPUJU BROJ OPLODENIH OOCITA

U normalnim fizioloSkim uslovima, broj uspesno oplodenih, od ukupnog broja ovuliranih
oocita svinje je vrlo visok 1, najéesce, se krece preko 90%. Medutim, ovaj stepen oplodivosti
moze biti znacajno redukovan, a u ekstremnim uslovima se moze desiti da ni jedan oocit ne
bude oploden. Osnovi faktori, koji uticu na stepen oplodovisti ovuliranih oocita su: (a)
kvalitet upotrebljene sperme, (b) vreme inseminacije u odnosu na moment ovulacije, (c)
kvalitet izvedene inseminacije i (d) kvalitet ovuliranih oocita.

Kvalitet sperme. Kod prirodnog osemenjavanja (pripusta), na stepen oplodivosti oocita
uticu faktori fertilizacionog kapaciteta ejakulata: volumen, gustina, prisutvo neprirodnih
sastojaka (krv, gnoj, neéistoca, infektivni agensi), broj progresivno pokretnih spermatozoida i
stepen fertilizacione sposobnosti spermatozoida. Kada se radi o veStackom osemenjavanju,
ovi faktori su: volumen doze, stepen razredenja nativnog ejakulata, kvalitet razredivaca za
spermu, broj progresivno pokretnih spermatozoida i stepen fertilizacione sposobnosti
spermatozoida, kao i uslovi ¢uvanja inseminacione doze pre upotrebe. Ovde se mora istaci i
da fertilizacioni kapacitet sperme znacajno varira u zavisnosti od rase i starosti nerasta, kao i
izmedu pojedinih nerastova iste rase i satrosti. Pojedini paragenetski faktori, kao Sto su
ishrana, faktori ambijentalnog klimata (temperatura i trajanje dnevnog fotoperioda), nacin
smestaja, frekvencija uzimanja ejakulata, higijenski uslovi, toski¢ne supstance (narocito
mikotoksini u hrani), higijenski uslovi, kao 1 razli¢ita obolenja, znacajno uti¢u na vrednost
fertilizacionog kapaciteta sperme.

Vreme inseminacije u odnosu na moment ovulacije vrlo znacajno utice na stepen
oplodivosti oocita. Poznata je, naime, ¢injenica da se maksimalan stepen oplodivosti postize
ako se inseminacija izvede 10 do 12 casova pre pocetka ovulacije. Ovo je, primarno,
posledica Cinjenice da jajna Celija zadrzava sposobnost uspesne oplodnje svega oko 8 ¢asova
posle ovulacije. Jajne Celije, koje borave u ampuli jajovoda duze od 8 ¢asova, vrlo brzo gube
sposobnost formiranja bloka zone pelucide, koji spreCava polispermic¢nu penetraciju. U
slu¢aju da dode do polispermicne penetracije (ulazak dva ili vise spermatozida u oocit), dolazi
do formiranja dva ili vise muskih pronukleusa, odnosno formiranja poliploidne strukture
zigota (jedan zenski pronukleus + dva ili vise muskih pronukleusa). Takav zigot nije sposoban
za dalji normalan razvoj i uginjava do momenta formiranja blastocista.

Kvalitet izvedene inseminacije podrazumeva: potrebnu higijenu plotkinje, inseminatora i
opreme za inseminaciju, upotrebu adekvatnih instrumenata za inseminaciju, pravilno
uvodenje katetara u Zenske polne organe do mesta depozicije sperme, adekvatan nacin
aplikacije inseminacione doze, adekvatna stimulacija krmace tokom inseminacije, i pravilan
postupak sa krmaCom neposredno posle nseminacije. Nepravilno izvedena inseminacija
znacajno smanjuje stepen oplodivosti oocita, a u ekstremnim slucajevima ima za posledicu da
ni jedan ovulirani oocit ne bude oploden. NaroCito znaCajan uticaj na smanjenje stepena
oplodivosti ima: primena neadekvatnog katetera, nepravilno mesto depozicije inseminacione
doze u Zenskom polnom traktu, nepravilna tehnika aplikacije inseminacione doze. Ovo su i
najcesce greske, koje se prave u prakti¢noj vestackoj inseminaciji krmaca.
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Kvalitet ovuliranih oocita primarno podrazumeva pravilnu morfolosku gradu i fiziologiju
oocita. Poznato je, naime, da je za uspeSnu fertilizaciju sposoban samo oocit koji se nalazi u
metafazi druge mejoticke deobe, sa prvim polarnim telaScom u perivitelusnom prostoru. Samo
oociti ovulirani u ovom stadijumu nuklearne deobe, mogu obezbediti monospermicnu
penetraciju, formiranje dva pronukleusa (muski i Zenski) i nastaviti normalnu deobu
(brazdanje) posle zavrSene singamije. DeSava se da neki od ovuliranih oocita nisu u
navedenom stadijumu druge mejoze ili su ovulirani kao morfoloski i/ili fizioloski
degenerisani, ili su mrtvi. Pove¢an broj ovakvih oocita se javlja posle delovanja razlicitih
nepovoljnih genetskih ili paragenetskih faktora. Visoke letnje temperature su jedan od naj
ces¢ih faktora koji dovode do ove pojave. Naime, poviSena temperatura izaziva poremecaj
hormonskog balansa, Sto ima za posledicu produzeno trajanje procesa ovulacije, koji, kod
svinje, prirodno traje oko 4 sata. U letnjim mesecima, ovaj period se produzava i na preko 10
sati. Slicno produzavanje procesa ovulacije je zapaZeno i1 posle tretmana krmaca i nazimica
visokim dozama gonadotropina (eCG i hCGQG), radi izazivanja superovulacije. U oba slucaja,
nekoliko oocita koji su zadnji ovulirali, nisu normalno razvijeni, ili su mrtvi ili nisu u
metafazi druge mejoticke deobe. Takvi oociti nisu sposobni za uspesnu oplodnju.

FAKTORI KOJI ODREPUJU PRENATALNO PREZIVLJAVANJE

Iako svinja ima veliku ovulacionu vrednost i visok stepen oplodenosti oocita, ipak se
prenatalni mortalitet, najcesce, kre¢e izmedu 25 1 45% od ovulacione vrednosti.

Smatra se da ovulaciona vrednost utiCe na prenatalno prezivljavanje tokom
preimplantacionog perioda. Medutim, prezivljavanje embriona se povecava sa povecanjem
ovulacione vrednosti samo do odredene granice. Dalje povecavanje broja ovulacija smanjuje
prezivljavanje embriona. Tako je ustanovljeno da se embrionalno prezivljavanje povecava do
18 ovulacija, a sa daljim povecanjem ovulacione vrednosti se smanjuje.

Ukupno prenatalno (intrauterino) prezivljavanje je procentualni odnos broja zivorodene
prasadi u leglu i ovulacione vrednosti u prethodnom fertilnom estrusu. Oko 80% od ukupnih
prenatalnih gubitaka se dogada tokom embrionalne faze gravidnosti, tj. do 30. dana posle
fertilnog osemenjavanja. Najkriti¢nija faza ovog perioda je izmedu 14. i 21. dana, odnosno
period izmedu zavrSetka formiranja blastocista i zavrSetka implantacije. Prenatalni gubici su
znatno nizi tokom fetalnog perioda gravidnosti i iznose oko 5 do 10%, dok jo$ oko 10 do 15%
fetusa ugine u peripartalnom periodu, tj. neposredno pre, tokom i posle prasenja.

Tabela 21. Morfometrija polnih organa, ovulaciona vrednost i prezivljavanje
embriona rase Meishan (MS) i Large White (LW)

Rasa nazimica
MS LW
Prosecna tezina uterusa, bez lig. lata uteri () 414 640
Prosecna duzina jednog roga uterusa (cm) 199 281
Prosec¢na tezina oba jajnika (g) 12,7 15,0
Ovulaciona vrednost (broj CL) 14,1 18,5
PreZivljavanje embriona* 89 55*

! Od ovulacione vrednosti; * P < 0,05.

Faktori koji uticu na stepen (%) prenatalnog prezivljavanja, odnosno na veli¢inu legla su
brojni 1 mogu biti genetske i paragenetske prirode. Medu genetskim faktorima su rasa, linija,
stepen inbredinga i individua, dok su najuticajniji paragenetski faktori ishrana, ambijent,
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nacin smestaja, tehnologija osemenjavanja, starost plotkinje, infektivni agensi, sters i tretman
egzogenim gonadotropinima.

Rasne razlike, u pogledu stepena embrionalnog prezivljavanja i veli¢ine legla, ustanovili
su brojni autori. Tako je znatno veci stepen prezivljavanja ustanovljen kod rase Durok,
Poland-China i kod skoro svih plodnih kineskih rasa. Prezivljavanje embriona je znatno vece
kod kineske rase Meischan (89,0%) nego kod evropske bele rase Large White (55,0%).
Postoje razlike u stepenu embrionalnog prezivljavanja i medu evropskim rasama svinja. Tako
je ustanovljeno da preZivljavanje embriona, do 30. dana gestacije, iznosi 59,8% kod rase
Svedski Landras, 66,9% kod meleza Veliki Jorksir x Svedski Landras i 72,7% kod rase
Nemacki Landras. Ove Cinjenice pokazuju da je veli¢inu legla moguce povecati koristenjem
plodnih rasa svinja, kao i pogodnim kombinacijama ukrstanja.

Ishrana. Brojna istrazivanja pokazuju da ishrana obilnim (ad libidum) obrocima,
posebno obrocima sa visokim sadrzajem energije, tokom prvih 30 dana gestacije, znacajno
povecava mortalitet embriona i, time, smanjuje veli¢inu legla kod prasenja. Tako je, joS 1968.
godine ustanovljeno da prezivljavanje embriona iznosi 78,4%, 72,1% i 66,0%, kada su
krmace hranjene sa 4,1 kg, 2,5 kg ili 1,25 kg dnevnog obroka, tokom prvih 20 dana gestacije.
Znatno kasnije, 1980. godine, ustanovljena je znatno niZza koncentracija progesterona
(11,8ng/ml) u krvnoj plazmi 1 nizZi stepen prezivljavanja embriona (71,9%), kod krmaca
hranjenih obilnim obrocima, u odnosu nakrmace hranjene restriktivnim obrocima (1.5
kg/dan), kod kojih su navedene vrednosti iznosile 16,7 ng/ml i 82,8%. Smatra se da je ovo
posledica smanjene sekrecije specifi¢nih proteina uterusa, neophodnih za histotrofnu ishranu
preimplantacionih embriona, koju kontroliSe progesteron.

Fizioloski mehanizam povezanosti konzumacije obilnih obroka i smanjenja koncentracije
progesterona u telesnoj cirkulaciji nije potpuno jasan. Moguce je, medutim, da pojacana
ishrana povecava protok krvi kroz jetru, ¢cime se povecava intenzitet metabolicke razgradnje
progesterona. Nizi nivo progesterona u cirkulaciji smanjuje sintezu i/ili sekreciju specifi¢nih
proteina uterusa, Sto ima za konacan rezultat pove¢an mortalitet embriona.

Nivo proteina u obroku ne uti¢e znac¢ajno na prezivljavanje embriona, sve dok se nalazi
u propisanim granicama potreba organizma plotkinje. Ovde je, medutim, vazan sadrzaj
aminokiselina u obroku, posebno esencijalnih. Lizin je prva limitiraju¢a aminokiselina kod
svinja, pa se o njegovom sadrzaju u obroku mora voditi posebna paznja.

SadrZaj vitamina u obroku je, takode, vazan faktor prezivljavanja embriona. U poslednje
vreme se posebno isti¢e znacaj folne kiseline (tzv. vitamin rasta). Ustanovljeno je, naime, da
sadrzaj ovog vitamina u obrocima, kao i koli¢ina koju sintetiSe mikroflora digestivnog trakta,
ne zadovoljava potrebe krmaca, tokom prvih 30 do 60 dana gestacije. Povecan broja rodene
prasadi u leglu je ustanovljen kada se klasi¢nim obrocima, koji sadrze 0,5mg folne kiseline/kg
obroka, doda joS 2 do 5mg ovog vitamina. Naime, folna kiselina (vitamin iz grupe B-
kompeksa) je vaZzan prekursor u procesima sinteze fermenata, koji kontrolisu sintezu DNK i
RNK. Zbog toga je sasvim razumljiva potreba povecane koncentracije folne kiseline u
tkivima sa intenzivhom deobom ¢elija, kakva su endometrijum, Zuta tela, embrioni, trofoblast
I horion, tokom rane gravidnosti. Dodavanje vitamina A, u obroke suprasnih krmaca, takode,
povecava prezivljavanje embriona. Ovaj vitamin odrZava intergritet epitela endomertijuma i
stimuliSe sekreciju polnih steroida.

Mikotoksini se Cesto nalaze u hranivima, koja se koriste u obrocima svinja. Povecane
koncentracije estrogenih mikotoksina, posebno Zearalenona (preko 7 ppm), izazivaju
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povecanje ili potpunu smrtnost preimplantacionih embriona. To ima za posledicu povecan
broj krmaca koje manifestuju neregularno povadanje (25 i vise, obi¢no izmedu 25 i 35 dana
posle zadnjeg osemenjavanja), ili paragravidnih krmaca (ne povadaju, ¢ak i do normalnog
termina praSenja, a nisu gravidne), kada njihovi obroci sadrze 3,6 ng do 4,3 ng Zearalenona
po 1 kg hrane. Na osnovu iznetih ¢injenica, u vezi sa koli¢inom i kvalitetom obroka, suprasne
krmace treba hraniti po sledecoj generalnoj shemi: (1) tokom prve trec¢ine gestacije, dnevne
obroke treba smanjiti na oko 2,3 kg kvalitetnog obroka za krmace i na oko 1,5 kg za nazimice.
Cilj je da sa poveca prezivljavanje embriona i, time, poveéa broj zivorodene prasadi u
rezultiraju¢em leglu, (2) tokom druge treéine gestacije, krmacama se moze povecati dnevni
obrok, ako se oceni da je potrebno poboljSati njihovu telesnu kondiciju i (3) u zadnjoj trecini
gestacije treba znacajnije povecati dnevni obrok krmaca, obzirom da fetusi postizu preko 80%
porodajne telesne mase tokom ovog perioda. Cilj je, dakle, da se pojacanom ishranom poveca
porodajna telesna masa novorodene prasadi. Time se povecava njihova vitalnost i smanjuje
vrednost postnatalnog mortaliteta.

Ambijent. Temperatura je faktor ambijenta koji znacajno uti¢e na fertilitet krmaca.
Znacajno povecanje smrtnosti embriona sa zapaza kod krmca izloZenih ambijentalnoj
temperaturi visoj od 32°C. Izgleda da povisena ambijentalna temperatura u ranoj gravidnosti,
smanjuje produkciju estrogena kod embriona starih 12 do 14 dana. Povecena produkcije
estrogena je, u ovm periodu gestacije, veoma potrebna, zbog sprecavanja luteolize i podrske
lutealne se krecije progesterona. Logi¢no je, zbog toga, pretpostaviti da poremecaji sekrecije
embrionalnog estrogena i/ili lutealnog progesterona, ima za posledicu povecanu ili potpunu
smrtnost ranih embriona.

Postupak sa plotkinjom posle inseminacije. Nepravilan postupak sa krmacom,
narocito negativno deluje unutar prvih 3 do 4 nedelje posle osemenjavanja. Naime, procesi
koji neposredno prethode oplodnji, sam proces oplodnje, kao i razvoj preimplantacionih
embriona, regulisani su slozenim fizioloSkim mehanizmima interakcije materice, gameta i
ranih embriona. Ovi mehanizmi mogu biti znacajno poremeceni uticajem spoljasnjih faktora,
kao Sto su navedeni nepravilni postupci sa plotkinjom, narocito tokom prvih 3 do 4 nedelje od
osemenjavanja.

Smestaj osemenjenih krmaca moze biti individualan i grupni. Neki autori su nasli znatno
vece vrednosti procenta prasenja i veliine legla, kod krmaca drzanih individualno, tokom
prvih 20 dana gestacije, u poredenju sa krmacama drzanih grupno. Sa stanovista
uspostavljanja i odrzavanja gravidnosti, znatno je bolje individualno drzanje krmaca, tokom 3
do 4 nedelje posle osemenjavanja. Kod grupnog drzanja krmaca, postoji problem egalizacije
plotkinja prema starosti i telesnoj masi, kao i prema stadijumu gestacije. Kod nepravilno
egalizovanih grupa, mlade i1 lakSe krmace dozivljavaju jaci stres, izazvan agresivnoScu i
konkurencijom starijih i tezi krmaca. Slican stres krmace dozivljavaju i ako se transportuju
i/ili premestaju od mesta inseminacije u do mesta gde se drze suprasne krmace. U proizvodnji
se, najcesce, prave greske u smestaju i transportu osemenjenih krmaca, Sto moze smanjiti
vrednost praSenja za 7%, a broj zivorodene prasadi u leglu za 1,8. Isti autori navode da je
premestanje i/ili transport krmaca najbolje obaviti do 5. dana posle osemenjavanja ili posle
zavrsenog procesa implantacije, izmedu 30. 1 35. dana posle osemenjavanja.

Prirodno osemenjavanje, posle prethodno izvedenog vestackog, treba izbegavati. Ovakav
nacin pripusta moZe smanjiti procent prasenja za 5%, ali na rezultirajucu veli¢inu legla nema
uticaja. Smanjena vrednost koncepcije se moze objasniti loSijim (nekontrolisanim) kvalitetom
sperme 1 zbog stresa izazvanog postupkom sa krmacom oko i tokom parenja. NajceSci
problem u postupku sa krmafama posle osemenjavanja je, dakle, njihovo nepravilno
grupisanje, zatim premesStanje i/ili transport krmaca iz objekta u objekt, kao 1 izvodenje
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prirodnog, posle vestackog osemenjavanja. Naime, ako se krmaée moraju drzati grupno, onda
je dobro da grupe budu $to manje, da plotkinje u grupi budu $to bolje ujednacene po paritetu,
telesnoj kondiciji i periodu suprasnosti, kao 1 da raspoloziva povrSina boksa po krmaci bude
Sto veca. Transport i/ili premeStanje krmaca iz grupe u grupu, ili iz objekta u objekt,
predstavlja znacajan stres. Nije dobro da se izvrs$i prirodno, posle veStackog osemenjavanja.
Naime, ovo moze biti povecan stres za krmacu, moze do¢i do povreda krmace, do prenosa
raznih polnih infekcija i td. Svi navedeni nepravilni postupci sa osemenjenom krmacom,
znacajno povecavaju vrednost mortaliteta embriona i neregularnih povadanja.

Tehnologija inseminacije je jedan od najces¢ih faktora, koji u proizvodnim uslovima,
vrlo snazno uti¢e na veli¢inu legla kod prasenja. U ovom pogledu su veoma vazni kvalitet
upotrebljene sperme, i sama tehnika inseminacije. Sperma mora biti uzeta od nerastova
proverenog 1 visokog fertiliteta, mora biti adekvatno razredena i1 Cuvana do momenta
inseminacije. Optimalno vreme inseminacije je oko 10 h do 12 h pre ovulacije, koja se javlja
na pocetku zadnje treCine estrusnog perioda, ¢ije trajanje varira izmedu nazimica i krmaca,
kao 1 izmedu krmaca sa razli¢itim trajanjem IZE. Inseminaciju treba izvesti tako da kateter
dospe do zadnje tre¢ine cerviksa, da dobro zadihtuje cervikalni kanal, te da se izvrsSi
stimulacija cerviksa kateterom, pre i posle izbacivanja doze sperme.

Tabela 23. Uticaj razli¢itih faktora kvaliteta sperme na % prasenja
i broj Zivorodene prasadi u leglu

. . Ucestalost pojave - Broj zivorodene
Faktori kvaliteta sperme problemap(‘;o) % praSenja prajsadi u leglu

Stara sperma (predugo ¢uvana) 27,4 -18,0 -1,0
Losi uslovi ¢uvanja sperme 15,7 -7,0 -0,7
Los kvalitet vode za razredivac 15,7 -7,0 -0,6
Los kvalitet razredivaca 15,7 -17,0 -1,2
Nepravilan stepen razredenja ejakulata 9,8 -10,0 -1,0
Povecan br(_)J abnormalnih 9.8 11,0 10
spermatozoida u

Nerastovi smanjenog fertiliteta 59 -51,0 -5,8

Tabela 24. Uticaj razlicitih faktora kvaliteta inseminacije na % prasenja
i broj Zivorodene prasadi u leglu

Faktori kvaliteta inseminacije Utestalost pojave % Broj Zivorodene

problema (%) prasenja prasadi u leglu
LoSa tehnologija otkrivanja estrusa 30 -15,0 -0,6
Mali broj inseminacija u estrusu 20 -8,0 -0,3
Nepravilno vreme inseminacije 16 -7,0 -0,4
Mali broj spermatozoida u dozi 12 -7,0 -05
Mali volumen inseminacione doze 10 -5,0 -05
Nepravilna tehnika inseminacije 10 -8,0 -0,5

Obolenja, narocito reproduktivnog i endokrinog sistema, Cesto izazivaju poveca
mortalitet embriona i fetusa. To dovodi do smanjenja velicine legla, ili do pojave povecanog
procenta neregularnih povadanja, abortusa ili paragraviditeta. Ova obolenja mogu biti
infektivne ili neinfektivne etiologije. Medu najceS¢a obolenja, koja izazivaju mortalitet
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embriona i/ili fetusa, spadaju: kuga svinja, bruceloza, leptospiroza, crveni vetar, parvoviroza,
reproduktivni i respiratorni sindrom (PRRS), slinavka i Sap.

Starost plotkinje, takode, uti¢e na veli¢inu legla kod prasenja. Veoma je dobro poznato
da nazimice i mlade krmace prase nesto manja legla (obi¢no za 0,5 do 2 praseta) od starijih
krmaca. Kod suvise starih krmaca, velicina legla ponovo opada. Zbog toga je potrebno voditi
racuna o paritetnoj strukturi zapata priplodnih krmaca. Naime, u zapatu treba da dominiraju
krmace koje daju maksimalno velika legla, a to su plotkinje izmedu 3. i1 6. pariteta praSenja.
Ovo je, u praksi, moguce postici tako Sto se: (a) nazimice osemenjavaju u optimalnoj starosti,
telesnoj masi 1 debljini ledne slanine 1 (b) obezbedi tehnologija koja omogucava Sto duzi vek
reproduktivne eksploatacije plotkinja.

Egzogeni hormoni uti¢u na veli¢inu legla indirektno, preko delovanja na ovulacionu
vrednost (videti ranije u ovom poglavlju). Neka istrazivanja pokazuju da tretman krmaca
kombinacijom estrogena 1 progesterona, tokom trece nedelje gestacije, povecava veliCinu
legla kod praSenja.

Stepen prenatalnog prezivljavanja je, kao Sto se vidi iz prethodnog teksta, jedan od
primarnih faktora koji uti¢e na broj zivorodene prasadi u leglu. Na ovaj parametar utice
interakcija brojnih paragenetskih faktora, zbog ¢ega je vrlo verovatno da nece biti moguce
formulisati jedinstvenu, uvek primenljivu, formulu (tehnologiju) za reSavanje fenomena
prenatalnog prezivljavanja embriona i fetusa. Ipak, na osnovu dosadasnjih saznanja, stepen
prenatalnog mortaliteta je moguce kontrolisati, ako se, u praksi, zadovolje sledeci uslovi:

1. Za reprodukciju birati nazimice, koje poti¢u iz legala sa velikim brojem Zivorodene
prasadi, ali koje su odgojene u leglima sa redukovanim brojem prasadi na 6 do 8,

2. Koristiti plotkinje meleze, nastale kombinacijom sa jednom visoko plodnom rasom,

3. Zaosemenjavanje koristiti nerastove visokog fertilizacionog kapaciteta,

4. Koristiti inseminacione doze sperme sa adekvatnim brojem progresivno pokretnih
spermatozoida, pri ¢emu koristiti kvalitetne razredivace, izvrSiti adekvatan stepen
razredenja svakog ejakulata, a inseminacione doze cuvati Sto kra¢e i pod optimalnim
uslovima, do momenta inseminacije,

5. Sto preciznije otkrivati podetak refleksa stajanja i, na osnovu toga, definisati optimalno
vreme inseminacije i reinseminacije,

6. Osemenjavanje vrSiti svakih 12 h, sve dok plotkinja manifestuje izrazen refleks stajanja,

7. Iz priploda izlucivati plotkinje, koje u petom 1 narednim prasenjima, daju legla sa manje
od 8 Zivorodene prasadi,

8. Temperatura objekta sa suprasnim krmacama treba da bude izmedu 21 i 28°C, barem
tokom prve tri nedelje gestacije,

9. Suprasne krmace drzati individualno i ne izlagati ih bilo kakvom stresu, barem tokom
prve Cetiri nedelje gestacije,

10. Nazimice osemenjavati u drugom ili tre¢em pubertetskom estrusu, stare izmedu 220 i 240
dana, imaju telesnu masu 125 kg do 135 kg i min. 1,8 cm do 2 cm debljine ledne slanine,

11. Laktacija treba da traje minimalno 21 dan

12. Obezbediti maksimalnu dnevnu konzumaciju hrane tokom laktacije (oko 10kg 18. dana
laktacije dnevno),

13. Povecati sadrzaj energije i1 proteina u obrocima od zalucenja do osemenjavanja,

14. Obezbediti dovoljne koli¢ine vode i optimalnu temperaturu objekta,

15. Nazimice i krmace hraniti restriktivnim obrocima, tokom prvih 3 do 4 nedelje gestacije
(nazimice 1,5 kg, a krmace 2,5 kg dnevno, sa 14% proteina, 18 MJ SE i 1% lizina)-

16. Krmacama dati injekciju 1 milion ij. vitamina A na dan zalucenja, nazimicama 5 dana
pre fertilnog osemenjavanja (tj. 15 dana posle zadnjeg otkrivenog estrusa)-

17. Obroci bez mikotoksina, koji povecavaju smrtnost i mumifikaciju plodova-
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18. Pre inseminacije izvrSiti testiranje plotkinja na prisustvo intrauterinih infekcija, a kod
pozitivnih grla izvrSiti adekvatnu terapiju-

19. Voditi ratuna o sanitarno-higijenskim uslovima svih prostorija za veStacko
osemenjavanje, objekata za smestaj priplodnih grla, opreme, instrumenata, ljudi i td.

20. Pravilno odrediti vrstu, dozu i kombinaciju hormonskih preparata, koji se koriste za
tretman nazimica i krmaca, u svrhu izazivanja i/ili sinhronizacije estrusa i ovulacije,

21. Odrzavati optimalnu paritetnu strukturu plotkinja u zapatu, odrZavati dobru kondiciju
plotkinja i nastojati da se preko 85% plotkinja fertilno osemeni unutar prvih 7 dana po
zaluéenju legla.

FAKTORI KOJI UTICU NA MORTALITET PRASADI TOKOM PROCESA PRASENJA

Broj zivo rodene prasadi u leglu je kona¢no odreden brojem prasdi koja su uginula u toku
procesa praSenja. Normalan proces praSenja traje 3 do 8 Casova, Sto primarno zavisi od
ukupnog broja plodova. Normalno je da interval izmedu istiskivanja praseta traje 10 do 20
minuta, maksimalno oko 30 minuta. Otezano praSenje nastaje zbog: inercije uterusa
(nesposbnost za kontrakcije), nepravilnog polozja ploda (karli¢ni, poprecni, dva ploda zajedno
u porodajnom kanalu), obstrukcija porodajnog kanala (obstrukcija himena kod nazimica,
prolapsus cerviksa ili vagine, uzana karlica krmace, konstipacija, puna mokra¢na besika),
razne devijacije uterusa (uvrnée, torzija i sl.), suvise veliki plodovi, histerija krmace, retencija
placente, prolapsus vagine, uterusa ili mokra¢ne besike, krvavljenje iz porodajnog kanala. U
navedenim slucajevima je istiskivanje plodova otezano ili potpuno onemoguceno, sto ima za
konacan rezultat pove¢anu smrtnost plodova, odnosno povecan broj mrtvo rodene prasadi.

Najces¢i direktan uzrok uginuéa plodova, kod otezanog prasenja, je hipoksija (smanjena
snabdevenost kiseonikom) ili anoksija (potpuni nedostatak kiseonika). Ovo je razlog uginuca
oko 80% od ukupnog broja mrtvo rodene prasadi. Plodovi mogu uginuti i zbog guSenja
izazvanog obmotavanjem pupcane vrpce oko vrata. Nepravilano pomaganje kod porodaja,
takode, moze biti uzrok povecanog broja prasadi koja ugine tokom procesa prasenja. Jedan od
Cestih razloga povecanog uginuca plodova tokom praSenja (intrapartum) je davanje injekcije
oksitocina pre nego $to se ta¢no ustanovio razlog otezanog prasenja.

3.1.5.2. KONTROLA RADANJA BLIZANACA KOD KRAVA

Dobijanje veceg broja blizanaca, primenom jednostavnih i jeftinih metoda, predstavlja
znacajno povecanje biolodke i ekonomske efikasnosti proizvodnje govedeg mesa. Zivotna
produktivnost mesnatih rasa krava, direktno je uslovljena reproduktivnom efikasnoscu i
stepenom proizvodnje blizanaca, koja se, normalno, krece izmedu 2 i 3%. Radanje blizanaca
povecava biolosku i ekonomsku efikasnost proizvodnje govedeg mesa za 20 do 25%.
Medutim, jako je dobro poznato da, kod krava mle¢nih rasa, radanje blizanaca ima za
posledicu povecanje mortaliteta teladi, povecanje pojave retencije placente, skracivanje
trajanja gestacije i produzavanje intervala od telenja do slede¢e koncepcije. Zbog toga je
razumljivo da se radanje blizanaca ne prihvata u stadima mle¢nih krava. Neka istraZivanja u
Irskoj, medutim, pokazuju da identifikacija blizanaca u ranoj gravidnosti, kombinovana sa
povecanjem sadrzaja energije u obrocima tokom kasne gravidnosti, znacajno minimizira
negativne efekte bliznjenja na sledecu reproduktivnu performansu mle¢nih krava.

Kod goveda, vrednost radanja blizanaca iznosi, u proseku, 2,8% (sa variranjima izmedu
0,2 do 4,5%). Od ukupnog broja rodene teladi, identi¢ni blizanci se javljaju u 0,02 do 0,73%
slu¢ajeva. Od broja istopolnih blizanaca, identi¢ni blizanci se javljaju u 1,48 do 17,5%
slucajeva. Radanje blizanaca zavisi od rase, starosti majke i raznih uslova spoljasnje sredine.
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Tako je ustanovljeno da broj oteljenih blizanaca raste od 1,3%, kod prvog telenja, do 9,4%
posle tri 1 vise telenja. Trojke se radaju u 0,01%, a ¢etvorke u 0,002% slucajeva. U proseku,
izmedu 3,4 1 4,1% krava ovulira dve jajne ¢elije u jednom ciklusu, pri ¢emu se blizanci radaju
u 2,76 do 2,82% slucajeva.

Indukcija bliznjenja. Poznato je da aplikacija rekombinovanog govedeg somatotropina,
radi povecanja produkcije mleka kod mlecnih rasa krava, obi¢no povecava i pojavu radanja
blizanaca. Postoje i drugi naini da se izazove radanje blizanaca, kao S$to su: upotreba
gonadotropina, imunizacijske procedure, selekcija i transplantacija embriona.

Tretman gonadotropinima. Jednokratna injekcija eCG, data 16. ili 17. dana ciklusa
krave, znafajno povecava radanje blizanaca. Osnovni problem se sastoji u tome Sto je
individualno variranje izazvane ovulacione vrednosti vrlo veliko, kao i Cinjenica da nije
moguce predvideti radanje trojki, Cetvorki, pa i petorki. U takvim slu€ajevima, znacajno se
povecava procent abortusa i drugih nepozeljnih posledica po majku i novorodencad. Tretman
krava sa usnim implantatom norgestomet-a, tokom 10 dana, i sa 750 ij. eCG na dan vadenja
implantata, rezultirao je sa 40 do 60% telenja, pri cemo je rodeno 11 do 13% blizanaca.

Imunizacijske procedure. Fiziologija jajnika je kompleksan proces, koji ukljucuje
interakciju ekstragonadalnih (FSH i LH) i intragonadalnih (steroidi i peptidi, kao Sto je
inhibin) regulatora. Sa ciljem povecanja ovulacione vrednosti, poslednjih godina se
primenjuje imunizacija zivotinje na ovarijalne sterodide (androgeni/estrogeni) ili peptide
(inhibin), koji ucestvuju u negativnoj feedback kontroli oslobadanja hipofizarnih
gonadotropina. Takav tretman rezultira znacajnim povecanjem (oko 30%) broja krava sa dve
ovulacije. Medutim, i kod ove metode nije moguce striktno kontrolisati ovulaciju tri i vise
jajnih Celija 1, s tim u vezi, nepozeljne posledice, kao $to su niska vrednost koncepcije i/ili
znacajno povecanje embrionalnog ili fetalnog mortaliteta.

Selekcija. Povecanje broja bliznjenja se moze posti¢i i tako Sto se, za reprodukciju,
koriste stada kod kojih se prirodno javlja veci broj bliznjenja. Tako je ustanovljeno da neka
stada u SAD i Novom Zelandu, imaju izmedju 10% i 30% bliznjenja. Ustanovljeno je da se
gravidnost sa dva ploda bolje odrZzava, ako je do ovulacije doSlo na oba jajnika, tj. ako se
gravidnost odvija u oba roga uterusa (38% : 11%). Pokazalo se da pracenje ovulacione
vrednosti kod junica, tokom nekoliko pubertetskih estrusa, moze biti efikasan metod selekcije
na povecanje radanja blizanaca. Neki autori su pokazali da i bikovi mogu uticati na broj
rodenih blizanaca.

Transplantacija embriona. Blizanci se mogu proizvesti i tako Sto se drugi embrion
transplantuje u negravidni rog uterusa, nekoliko dana posle osemenjavanja krave sa jednom
ovulacijom. Tako krava nosi svoj plod i plod koji je dobila od druge krave. Neki autori su posltigli
73% bliznjenja, kada je, po jedan embrion, transplantovan u svaki rog uterusa krave koja je imala
samo jednu ovulaciju, tj. jedan corpus luteum. U proseku, prema razli¢itim autorima, postize se
60% telenja, od kojih je 47% bliznjenja. Moze se izvrsiti i transplantacija dva ili viSe embriona,
dobijenih posle in vivo ili in vitro fertilizacije, u rogove uterusa recipijenata.

Tabela 25. Vrednost bliZznjenja posle transplantacije embriona

Prosecna vrednost superovulacije 12,08
Prosecan broj embriona 4,81
Vrednost koncepcije recipijenta 57,4%
Recipijenata sa teljenim blizancima 48,3%
Broj teladi po jednom teljenju 1,49
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Za transplantaciju se mogu Koristiti i embrioni dobijeni posle in vitro fertilizacije (IVF),
koji su dugotrajno ¢uvani dubokim zamrzavanjem, ili kao svezi. Kod upotrebe svezih IVF-
embriona, postize se 67% telenja, od kojih je 57% blizanackih. Ne$to nize vrednosti se
dobijaju, ako se koriste duboko zamrznuti, pa otopljeni embrioni (65% telenja, sa 49%
blizanaca).

Kada se radi o gravidnosti sa blizancima, neizbezno je razmotriti fenomen frimartinizma.
Frimartinizam je pojava sterilnosti kod junice, koja je rodena kao blizanacki par sa muskim
teletom. Kod prirodno rodenih blizanaca, frimartinizam se javlja u 92% slucajeva, dok se kod
hormonalne indukcije blizanaca, ova pojava povecava i ¢eSce se javlja kod unilateralnih (u
istom rogu materice), a rede kod bilateralnih (u oba roga materice) blizanaca. Medutim, ova
pojava nije posebno znacajna kod programirane indukcije bliznjenja, jer se tako dobijeni
blizanci koriste za tov, a ne za dalju reprodukciju. Tim pre Sto frimartin-junice imaju bolje
priraste u tovu od normalnih junica.

3.1.5.3. POVECANJE VELICINE LEGLA OVCE

Povecanjem veli¢ine legla, odnosno broja ojagnjene jagnjadi po ovci, moze se postici: (a)
upotrebom rodnijih rasa ovaca, (b) poboljSanom ishrano, (c) tretmanom ovaca gonadotropnim
hormonima (eCG i hCG, radi povecanja ovulacione vrednosti) i (d) poboljSanjem svih uslova
smeStaja i zdravstvenog stanja priplodnih grla.

Radanje veceg broja jagnjadi po ovci (dvojke, trojke i td.), zahteva primenu takve
tehnologije odgoja, koja ¢e obezbediti da se Sto veéi broj ove jagnjadi odrzi u Zivotu do
odredene klanicne tezine. Smrtnost jagnji u toku procesa jagnjenja i prvih dana posle
jagnjenja se, u normalnim uslovima, krece izmedu 10% i 20% i predstavlja najznacajniji
faktor smanjenja ukupnog broja proizvedene tovne jagnjadi. Vecina jagnjadi ugine tokom
prvih nekoliko dana po rodenju, $to je znatno ve¢im delom posledica neadekvatne ishrane,
slabog materinskog instinkta ili slabe vitalnosti jagnjadi, a manjim delom posledica
infektivnih bolesti. Dobrom organizacijom rada i dodatnom prehranom jagnjadi, moze se
znacajno povecati stepen prezivljavanja jagnjadi. Zbog toga se preporucuje veStacko
napajanje jagnjadi, odmah po rodenju, sa oko 60ml ovc¢ijeg ili kravljeg kolostruma (mleko
koje se izlucuje prvih nekoliko dana posle jagnjenja ili telenja) po jagnjetu. Radanje veceg
broja jagnjadi, kod nekih ovaca, moZe izazvati stres, koji moZe zna¢ajno promeniti ponasanje
majke. Ona moze smanjiti dnevnu produkciju mleka i/ili odbiti da doji jedno ili oba jagnjeta.

3.1.5.4. POVECANJE FREKVENCIJE JAGNJENJA

Ukupan broj proizvedene jagnjadi po ovci godiSnje, moze se povecati metodama
povecanja broja rodene jagnjadi po ovci, kao 1 povecanjem broja jagnjenja u toku godine. Za
povecéanje broja (frekvencije) jagnjenja, treba odabrati one rase ovaca koje imaju produzenu
sezonu parenja 1 koje daju veci broj rodene jagnjadi po ovci. S obzirom na to da gravidnost
ovce traje 5 meseci, moguce je posti¢i 2 jagnjenja u toku jedne godine, pri ¢emu se mora
izvrsiti vrlo rano odbijanje jagnjadi (sa 30 dana starosti) i primeniti vansezonsko izazivanje
sinhronizovane pojave estrusa.

Ovo je, medutim, u praksi, vrlo tesko postici i dosta je skupo. Zbog toga je program tri
jagnjenja u toku dve godine, za praksu mnogo prihvatljiviji i ekonomski opravdaniji. Kod
0vog programa, ovce treba da se pare, odnosno jagnje u osmomesecnim intervalima. Jedan
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interval od 8 meseci je podeljen na: (a) 5 meseci sjagnjenosti, (b) 2 meseca laktacije (dojenja
jagnjadi) 1 (c) 1 mesec pripreme za sledeée parenje (odbijanje jagnjadi, tretman
intravaginalnim sunderima i osemenjavanje).

Za ovaj program, stado priplodnih ovaca treba podeliti na dve grupe (A i B), koje ¢e se
osemenjavati u razli¢itim periodima godine. Na taj naCin se ovce, iz jedne grupe, naizmeni¢no
pare tokom i izvan sezone parenja. Izvodenje ovog programa zahteva primenu sinhronizaciju
estrusa, kako u sezoni, tako i izvan sezone parenja. Osim toga, preporucuje se i sinhronizacija
jagnjenja, tako Sto se ovce tretiraju injekcijom luteolitika, datom 141. dana sjagnjenosti
(gravidnosti), da bi se sve ovce ojagnjile 143.-144. dana gravidnosti. Za laktaciju, tj. dojenje
jagnjadi se planira 2 meseca, a za pripremu ovaca za sledece parenje mesec dana. Svi ovi
postupci zahtevaju dobre uslove smestaja, ishrane, dodatna ulaganja za hormonske preparate i
stru¢nu radnu snagu. Prednosti ovog sistema je obezbedenje veceg broja ujednacene jagnjadi,
tokom veceg dela godine, bolja organizacija parenja i jagnjenja, Sto sve ima uticaja na znatno
vecu ekonomsku dobit. Slicne metode povecanja ukupnog broja proizvedene jaradi, mogu se
koristiti i u reprodukciji koza.

i PRVI REPRODUKTIVNICIKLUS I_l

APRIL i SEPT. LAKT. NOV. |PRIPREMA® | DEL. '
Gravid.
(5 m) . 1. B
1.V0O 1.Jagnj. | 2 mes. Zalie. 1mesec 2N0 AT
i DRUGI REPRODUKTIVHMI CIKLUS |—,
_ MAJ LARKTAL. JULI PRIPREMA™ AVGUST &
Gravid. > g
5 m - -
(5m) e 2 mes. 2.Zalué. | 1mesec 3.VO meseci
i TRECI REPRODUKTIVNICIKLUS )—,
_ JAN. LAKTAL. MART PRIPREMA™ APRIL &
Gravid. 2 g
5 m " -
(5m) Jagnl 72 mes. 3.Zalué. | 1mesec 4.VO meseci
*Sinhronizacija esruss.
TRI JAGNJENJA ZA 2 GODINE (3 +2 + &) = 24 meseca

Slika 33. Redosled dogadaja u programu tri jagnjenja za dve godine
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PROVERA ZNANJA

=

No ok

Navedite osnovne faktore koji direktno uticu na broj rodene prasadi u leglu.

Na koje nacine je moguce kontrolisati i stimulisati ove faktore, radi povecanja broja
rodene prasadi?

Navedite osnovne faktore intrauterinog (prenatalnog) mortaliteta kod krmace, krve,
ovce i kobile.

Koji faktori direktno uticu na radanje blizanaca ili vise teladi?

Zbog Cega treba izbegavati blizanacku gravidnost kod kobile?

Nabrojte metode za povecanje broja rodene jagnjadi po ovci godisnje.

OpiSite osnovne principe svake od ovih metoda i navedite njihove prednosti i ane u
prakti¢noj primeni.

3.1.6. VESTACKO OSEMENJAVANJE

Vestacko osemenjavanje (VO) je osnovna 1 najvaznija biotehnoloska metoda, koja se
primenjuje u intenzivnoj stocarskoj proizvodnji, ve¢ vise od 60 godina. Primenom vestackog
osemenjavanja ostvaren je veliki napredak u stoCarskoj proizvodnji, zbog velikog broja
prednosti vestackog nad prirodnim osemenjavanjem.

Prednosti primene vestackog osemenjavanja:

v
v
v

ASANENENENEN

dobijanje znatno veéeg broja potomaka od genetski superiornih muzjaka,

mogucénost brzeg i efikasnijeg genetskog poboljSanja postojecih zapata,

mogucénost efikasnog spreCavanja Sirenja i iskorenjavanja (eradikacije) zaraznih
bolesti,

mogucnost dugotrajnog ¢uvanja sperme muzjaka sa genetski pozeljnim osobinama,
lak transport sperme na velike udaljenosti

izbegava se rizik povrede i/ili uginuc¢a priplodnjaka prilikom transporta,

izbegavaju se troskovi karantina priplodnjaka, transportovanih iz jednog u drugi zapat,
mogucénost trgovine spermom i opremom za ves$tatko osemenjvanje i

moguénost naucnih istraZivanja.

Mora se, medutim, ista¢i da sve navedene prednosti veStackog nad prirodnim
osemenjavanjem, mogu postati vrlo ozbiljne mane, koje dovode do velikih zootehnoloskih,
veterinarskih i ekonomskih gubitaka, ako se tehnologija vestatkog osemenjavanja izvodi
nestrucno. Znacaj i obim primene vestackog osemenjavanja, dobro ilustruje i ¢injenica da se,
danas, u svetu godisnje proizvede preko 300 miliona inseminacionih doza sperme bikova, oko
90 miliona doza sperme nerastova i oko 8 miliona doza sperme ovnova.

Kratak istorijat veStatkog osemenjavanja. Postoje podaci da su stari Asirci, pre oko
4.000 godina, pokusavali vestacko osemenjavanje ovaca, dok su Arapi vrsili pokuSaje
vestackog osemenjavanja kobila, u XIII veku nove ere. Medutim, prvi pisani dokumenti, u
vezi sa veStackim osemenjavanjem, poticu iz XVII veka, kada je Antoan Leeuwenhoek
(1678), pod mikroskopskim uvecanjem 270 puta, video pokretanje spermatozoida, koje je
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nazvao “animalcules”. Vise od 100 godina kasnije, italijanski nau¢nik Lazzaro Spallanzani
(1784) je vestacki osemenio kuju, koja je ostenila 3 kuceta, 62 dana kasnije. Medutim, od
tada, je proSlo vise od 100 godina, kada su Heape i sar. (1897) izvestili da je, u razli¢itim
drzavama, uspesno izvedeno vestacko osemenjavanje zeceva, pasa i konja. Prakti¢nu primenu
VO u stocarstvu zapoceo je, u Rusiji, akademik E.I. Ivanov, 1899. Ovaj naucnik je prvi razvio
metodologiju kontrole kvaliteta sperme, formulisao sastav razredivaca za spermu i metode
selekcije genetski superiornih muzjaka za upotrebu u tehnologiji VO (lvanov, 1922). Kasnije
je njegov rad nastavio, takode u Rusiji, Milovanov (1938), koji je razvio osnovne principe
danasnje tehnologije veStaCkog osemenjavanja (uzimanje sperme veStaCkom vaginom,
razredivanje sperme, tehniku inseminacije i td.), posebno kod ovaca i goveda (Milovanov,
1964). Rezultate Milovanova su, kasnije, razvijali japanski nauc¢nici (Ishikawa, I1to, Niwa,
Sato, Yamane i drugi). Nagli razvoj primene VO goveda zapocinje u SAD, pocetkom 40-ih
godina XX veka (Salisbury et al., 1978), dok je VO svinja, zapoceta je u Japanu (Ito i sar.,
1948).

Znacajan doprinos razvoju osnovnih principa i metoda savremene tehnologije VO, dali
su 1 naucnici univerziteta u Keimbridzu (UK), C. Polge, A.U. Smith i A.S. Parkers, krajem
prve polovine XX veka. Tehnologiju VO razvijaju i naucnici u drugim zemljama (Danska,
Nemacka, Francuska, USA 1 druge). U nasoj zemlji (bivsa Jugoslavija), VO se znacajnije
razvija u drugoj polovini XX veka, na veliki industrijskim farmama goveda 1 svinja, narocito
u SR Sloveniji, SR Hrvatskoj i SR Srbiji. Od tada se vestacko osemenjavanje sve masovnije,
primenjuje u intenzivnoj stocarskoj proizvodnji 1, danas, predstavlja najvazniju biotehnolosku
metodu unapredenja stoCarske proizvodnje.

Tehnologija VO se permanentno razvija, sa osnovnim ciljem da se: (a) postigne
maksimalan stepen fertiliteta osemenjenih Zenki, (b) maksimalno poveca broj inseminacionih
doza po jednom ejakulatu, (c) da se obezbedi maksimalna higijena primene VO i (d) da se
postigne maksimalna ekonomska efikasnost tehnologije VO. S tim u vezi, savremena
istrazivanja su naroCito usmerena na iznalazenje efikasnih metoda ocene kvaliteta sperme,
metode efikasnog rezredivanja i dugotrajnog ¢uvanja inseminacionih doza sperme razlicitih
vrsta Zivotinja, tehnike inseminacije Zenki, odredivanje optimalnog momenta inseminacije,
efikasnih metoda otkrivanja i sinhronizacije estrusa i td.

3.1.6.1. VESTACKO OSEMENJAVANJE SVINJA

Danas se, u industrijskim uslovima proizvodnje, preko 80% krmaca i nazimica vestacki
osemenjava klasicnom intracervikalnom tehnologijom. Ova tehnologija godrazumeva
upotrebu inseminacionih doza sveze razredene sperme, koje sadrze 3 do 5x10° progresivno
pokretnih spermatozoida. Doze tecne razredene sperme se ¢uvaju na temperaturi +17°C, a
najcesce se upotrebe unutar 1 do 2 dana, posle uzimanja sperme od nerasta.

Prosecno se, od jednog nerasta, dobija oko 1.300 inseminacionih doza godi$nje (21 doza
po ejakulatu), Sto je dovoljno za uspeSno osemenjavanje svega oko 300 krmaca godisnje.
Savremena intenzivna proizvodnja, medutim, zahteva brze dobijanje Sto veceg broja
potomaka od genetski superiornih nerastova. Zbog toga se vrSe se ispitivanja mogucnosti
dobijanja znatno veéeg broja inseminacionih doza po nerastu godiSnje. Ovo povecanje je
moguce posti¢i znacajnijom redukcijom broja spermatozoida u jednoj inseminacionoj dozi, sa
sadasnjih 3 do 5 milijardi, na 1 do 2 milijarde). Upotrebu inseminacionih doza sa znatno
redukovanim brojem spermatozoida, bez znacajnog smanjenja fertiliteta osemenjenih krmaca,
omogucava nova tehnologija plitke intrauterine inseminacije. Za plitku intrauterinu
inseminaciju (u telo materice), koriste se modifikovani kateteri za klasi¢nu intracervikalnu
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inseminaciju. Naime, kroz klasi¢an katetr je provucen jedan tanji, fleksibilniji kateter, kroz
koji se deponuje sperma u telo materice. Procedura inseminacije je slede¢a: Vrh klasicnog
katera se uvede u cervikalni kanal, kao i1 kod klasi¢ne inseminacije. Zatim se, kroz njega,
polako, uvodi tanji kateter, sve do tela materice (u duzini od oko 20 cm), gde se izvrsi
depozicija inseminacione doze sperme. Dalje smanjenje volumena i broja spermatozoida u
inseminacionoj dozi, moguce je posti¢i primenom duboke intrauterine inseminacije. Ova
inseminacija se izvodi transcervikalnim uvodenjem specijalnog katetera duboko u rog
materice. Cilj je da se inseminaciona doza deponuje Sto blize vrhu roga meterice, tj. utero-
tubalnom spoju. Dosadasnji rezultati pokazuju da je dovoljno uvesti fleksibilni kateter 30 do
40 cm u rog, kranijalno od bifurkacije uterusa, da bi se postigli dobri rezultati fertiliteta
krmaca, osemenjenih dozama volumena 10 do 20 ml, koje sadrze 1 do 5x10® spermatozoida.
Zadovoljavajuéa vrednost koncepcije se postize i dozama volumena 0,5 ml sa 1 x 10°
progresivno pokretnih spermatozoida, ako se ovakva doza, hirurskim putem (laparotomijom
ili laparoskopijom), deponuje direktno u vrh roga materice.

FAKTORI KOJI UTICU NA USPEH VO

Uspeh VO se, u praksi, meri postignutom vrednos¢u (%) prasenja i veli¢inom legla kod
osemenjenih krmaca. Ovi parametri fertiliteta krmaca, naravno, mogu biti modifikovani
uticajem brojnih genetskih i paragenetskih faktora. Medutim, sa stanovista same tehnologije
VO, fertilitet osemenjenih krmaca odreduju tri grupe faktora: (1) kvalitet upotrebljene sperme,
(2) kvalitet izvedene inseminacije i (3) postupak sa plotkinjom posle inseminacije.

Kvalitet sperme je faktor koji najcesce i najsnaznije modifikuje fertilitet osemenjenih
plotkinja. Naime, lo§ kvalitet sperme je razlog smanjenog fertiliteta u 42,5% slucajeva, i moze
smanjiti % praSenja za 17%, a prosec¢an broj zivorodene prasadi u leglu za 1,2. Osnovni
parametri kvaliteta sperme su: starost sperme (interval od uzimanja ejakulata do
inseminacije), losi uslovi ¢uvanja razredene sperme, lo§ kvalitet vode i razredivaca, koji se
koriste za razredivanje sperme, nepravilan stepen razredenja sperme, suboptimalan broj
fertilno sposobnih spermatozoida u ejakulatu i/ili inseminacionoj dozi i smanjen fertilitet
nerastova. Neadekvatne vrednosti svakog od ovih parametra, u odredenoj meri, smanjuje
fertilitet osemenjenih krmaca.

Kvalitet inseminacije definiSu moment inseminacije u toku estrusnog perioda, broj
izvedenih inseminacija u jednom estrusu, parametri inseminacione doze i tehnika izvedene
iseminacije.

Moment inseminacije. Nepravilno odabran moment inseminacije, u odnosu na pocetak
estrusa, odnosno pojavu ovulacije, predstavlja najces¢i razlog smanjenog ili potpunog
izostanka fertiliteta osemenjenih krmaca. Prilikom odredivanja optimalnog momenta
inseminacije, radi postizanja maksimalnih vrednosi parametara fertiliteta osemenjenih
krmaca, potrebno je uzeti u obzir sledeée Cinjenice: (1) da se ovulacija dogada na pocetku
zadnje trecine perioda standing estrusa, (2) da krmace sa kra¢im trajanjem IZE imaju duze
trajanje perioda standing estrusa i obrnuto i (3) da se maksimalne vrednosti fertiliteta krmaca
postizu kada se inseminacija izvede u periodu 0 do 24h pre ovulacije.

Uvazavajuci ove cinjenice, optimalno vreme inseminacije, u praksi, je moguce odrediti
ako se:
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1. Sto preciznije ustanovi poéetak manifestacije refleksa stajanja. To se postize ako se
testiranje estrusa izvodi u prisustvu nerasta probaca, najmanje dva puta u toku 24h,
ali tako da razmak izmedu dva testiranja iznosi 12h.

2. lzvedu dve do tri inseminacije, a njihovo vreme podesi prema trajanju IZE, odnosno
trajanju perioda standing estrusa, tako da sve inseminacije budu izvedene u
optimalno vreme u odnosu na moment ovulacije.

Tabela 26. Optimalno vreme osemenjavanja

Pocetak Interval zaluCenje-estrus (dani) Nazimice Krmace koje
estrusa-vVO 3 4 5 6 7-10 povadaju
0h _ _ _ _ * *% _
12 h _ _ *% *% * * *%
24 h - * *%* *%* - - **
36 h ** * - - - - *
48 h ol * - - - - -
60 h * - - - - - -

** Obavezno osemenjavanje; * Osemenjavanje je refleks stajanja ispoljen i 12h nakon zadnjeg VO.

Pravilno odreden moment inseminacije znacajno utic¢e na vrednost postignutog fertiliteta,
1 on nije isti kod razli¢itih kategorija plotkinja, zbog razli¢itog trajanja perioda refleksa
stajanja 1, s tim u vezi, razli¢itog trajanja intervala od pocetka standing estrusa do pocetka
ovulacije. Kod krmaca je trajanje IZE dobar indikator trajanja refleksa stajanja, na osnovu
koga se moze, dovoljno prcizno, odrediti optimalno vreme inseminacije. Ustanovljeno je da
prosecno trajanje refleksa stajanja, kod zaluCenih krmca, iznosi 36,4h. Medutim, postoji
zna€ajna obrnuta proporcija izmedu trajanja IZE 1 trajanja refleksa stajanja. Naime, refleks
stajanja je najduzi (52,3h) kod krmaca sa najkra¢im trajanjem IZE (do 4 dana), kod krmaca sa
IZE 5 do 6 dana refleks stajanja traje prosecno 36 h, dok je najkraci (21 h) kod krmaca sa
najduzim IZE (7 1 viSe dana). Ustanovljeno je, takode, da vrednost (%) praSenja moze biti
manji za 15 do 20%, ako se prva inseminacija izvede 12 h pre i za preko 30%, ako se prva
inseminacija izvede 12 h posle optimalnog momenta za krmace sa odredenim trajanjem IZE.

Broj inseminacija. Za prakti¢nu primenu je dovoljno da se izvedu dve inseminacije, u
optimalno vreme tokom standing estrusa. Treca inseminacija, u principu, ne povecava
parametre fertiliteta krmaca. Izuzetak su krmace sa izuzetno dugim trajanjem standing estrusa.
Medutim, jedna inseminacija, u praksi, nije dovoljna, jer daje znatno nize rezultate
postignutog fertiliteta.

To je zbog toga Sto, u prakticnim uslovima, nije moguce dovoljno precizno ustanoviti
tacan moment pocetka refleksa stajanja, jer se estrus otkriva najviSe dva puta dnevno. Tako,
neki rezultati pokazuju da jedna inseminacija rezultira sa 76% praSenja i prosecno 10,45
ukupno rodene prasadi u leglu. Kada se izvedu dve inseminacije, vrednost praSenja se
povecava na 90%, a broj rodene prasadi u leglu na 11,29.

Inseminaciona doza. Osnovni parametri inseminacione doze te¢ne razredene sperme su
njen volumen i koncentracija progresivno pokretnih spermatozoida u njoj. Obi¢no se volumen
doze krec¢e izmedu 50 i 150 ml (obi¢no 80 do 100 ml), a ukupan broj progresivno pokretnih
spermatozoida izmedu 2 i1 5 milijjardi. Na uspeh osemenjavanja viSe utiCe koncentracija
progresivno pokretnih spermatozoida u dozi, nego njen volumen.

Tehnika inseminacije vrlo znacajno uti¢e na fertilitet osemenjenih krmaca. Na uspeh
inseminacije, vrlo znacajno uti¢u: (a) stimulacija cerviksa kateterom, pre i posle ubacivanja
inseminacione doze, (b) mesto i nacin aplikacije inseminacione doze sperme i (C) trajanje
inseminacije. Sva tri faktora imaju za cilj da stimuliSu fitioloSke procese pasivanog transporta
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spermatozoida od mesta ubacivanja (telo materice) do utero-tubalnih spojeva, Kkoji
predstavljaju tzv. fizioloski rezervoar spermatozoida u polnom traktu krmace.

Postupak sa plotkinjom posle inseminacije. Nepravilan smestaj, transport i/ili
premestanje plotkinja iz objekta u objekt, kao i izvodenje prirodnog posle vestatkog
osemenjavanja, mogu imati znatan negativan uticaj u pogledu uspostavljanja i odrZzavanja
gravidnosti, tj. na uspeh vestackog osemenjavanja (detaljnije videti u prethodnom poglavlju).

TEHNOLOGIJA VESTACKOG OSEMENJAVANJA

VestaCko osemenjavanje je slozena biotehnoloska metoda, koja obuhvata sledece
postupke: (1) izbor, trening i drzanje nerastova, (2) uzimanje sperme od nerasta, (3) kontrolu
kvaliteta sperme, (4) razredivanje sperme i formiranje inseminacionih doza, (5) ¢uvanje doza
razredene sperme, i (6) tehniku inseminacije. Svaki od ovih postupaka ima ta¢no odredene
principe 1 pravila, kojih se mora striktno pridrzavati. U suprotnom, ciljevi veStackog
osemenjavanja, kao Sto su visok fertilitet (% prasenja i veli¢ina legla) osemenjenih plotkinja,
efikasno reproduktivno iskoriStavanje nerastova, kontrola i prevencija zaraznih bolesti,
moguénost dugotrajnijeg Cuvanja sperme i td., neée biti postignuti. Primena veStatkog
osemenjavanja zahteva 1 adekvatno opremljenu laboratoriju i dobro obucenu, savesnu,
iskusnu i motivisanu radnu snagu, kao i dobro organizovan i koordinisan rad.

Izbor, terening i smeStaj nerastova. Relativno je lako definisati osobine nerasta, koji se
koristi za veStaCko osemenjavanje. Priplodni nerast treba da ima sve osobine rase kojoj
pripada, da poseduje visok genetski kapacitet za pozeljna produktivna i reproduktivna
svojstva, da ova svojstva prenosi na svoje potomstvo, da je potpuno zdrav, da jasno ispoljava
karakteristike polnog ponasanja, da je istreniran za skok na fantoma, da daje spermu visokog
fertilizacionog potencijala, tokom §to duzeg vremenskog perioda. Sve ove osobine znacajno
zavise od nasledne osnove, i od uticaja brojnih faktora spoljasnje sredine, u kojoj se odgajaju
mladi i reproduktivno iskoriStavaju polno zreli nerastovi. Zbog toga, proces odgoja nerasta,
koji ¢e se koristiti za VO, mora zapoceti mnogo pre nego $to on postigne polnu zrelost. U
ovom pogledu je, od primarne vaznosti, da mlad nerast, Sto ranije pre puberteta, bude u
kontaktu sa polno zrelim muzjacima i/ili polno zrelim zenkama. U tom slucaju ¢e znatno bolje
razviti sve osobine polnog ponasanja.

Kada nerast postigne 6 do 7 meseci starosti, kontakt sa odraslim muzjacima, Zenkama,
prostorom za uzimanje sperme i, naravno, ljudima, mora da se intenzivira. Pre uvodenja
nerasta u farmu, odnosno pre pocetka reproduktivne eksploatacije mladog nerasta, potrebno je
da on bude u izolaciji (karantinu), tokom 30 dana. Za ovo vreme, treba detaljno ispitati
njegovo zdravstveno stanje, fizicke i psihi¢ke osobine koje su od vaznosti za polno ponaSanje
(skok, erekcija i ejakulacija, odnosno normalno davanje sperme), ispitati genitalije (penis,
testesi, skrotum, prepucijum), kao i parametre kvaliteta sperme.

Zdravlje. Prikupiti detaljne informacije o zdravstvenom stanju zapata iz kojeg dolazi
nerast, kao i zdravstveno stanje samog nerasta. Za vreme 30 dana boravka u izolaciji, nerast
treba da se testira na: Brucelozu, PRV, PRRS, SIV, APP i TGE. Nalazi na ove zaraze moraju
biti negativni. Pozitivni nerastovi se ne uvode na farmu i ne koriste za VO.

Konstitucija i polno ponaSanje su vazni faktori reproduktivnog iskoriStavanja nerasta.
Problemi sa nogama, morfologijom penisa i pshickim ponasanjem nerasta, znacajno uti¢u na
efikasnost dobijanja i kvalitet sperme. Ako je moguce, ovi problemi se moraju otkloniti ili se
nerast mora iskljuciti iz upotrebe u reprodukciji.

Genitalije nerasta se moraju detaljno ispitati. Treba ustanoviti da li su normalne grade i
funkcije. Penis treba da se potpuno izvuce iz prepucijuma i proveri na eventualno prisustvo
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oStecenja i/ili anomalija u gradi (skracen frenulum 1 slicno). Penis mora da ima sposobnost
potpune erekcije. Testise treba opipati, da se ustanovi da li su simetri¢ni i normalnog oblika i
tvrdoc¢e. Normalan testis nerasta starog 6 do 7 meseci, treba da ima minimalno 4,5 cm Sirine i
7 cm duzine. Nerastovi sa znatno manjim testesima imaju znatno manju koncentraciju
spermatozoida u ejakulatu. To je vrlo Cest razlog izlu¢ivanja nerasta iz upotrebe.

Kvalitet sperme. Za vreme izolacije, nerasta treba istrenirati za skok na fantom, ako je u
pitanju mlada Zivotinja. Spermu mladog nerasta treba uzimati jednom nedeljno. Obi¢no 3 do
4 ejakulata mladog nerasta imaju puno bakterija, epitelnih ¢elija i mrtvih spermatozoida. U
slede¢im ejakulatima, ako je nerast normalan, sadrzaj ovog debrisa u ejakulatu se znatno
smanjuje. Postepeno treba preci na uzimanje sperme dva pute nedeljno, sa ne vise od 6 dana
odmora izmedu dva uzimanja. Tada treba poceti sa detaljnim ispitivanjem kvaliteta sperme.
Ejakulat treba da ima minimalni volumen 120 cm, da je bistar i belicast, bez specifi¢nog i/ili
neprijatnog mirisa, sa minimalno 15 milijardi spermatozoida, sa vise od 70% progresivne
pokretljivosti i sa manje od 20% morfoloski abnormalnih spermatozoida, ukljucujuci i one sa
proksimalnom citoplazmati¢cnom kapi. Nerastovi sa loSijom spermom treba da se jo$ detaljnije
I viSe puta ispitaju na kvalitet sperme. Ako se kvalitet duze vreme ne menja i ne postoje
klini¢ki simptomi da ova pojava moze biti privremenog karaktera, nerasta treba iskljuciti iz
dalje upotrebe.

Prvih 40 dana pocetka reproduktivne eksploatacije mladog nerasta, imaju odlucujucéi uticaj
na njegovu zivotnu reproduktivnu performansu. Aklimatizacija obuhvata mnoge aspekte, kao
Sto su: zdravstveni (izgradnja imuniteta), smestaj, kontakt sa drugim nerastovima, krmacama,
ljudima, ishrana i td. U tom periodu sa nerastom moramo postupati vrlo pazljivo. On treba da
ima kontakt sa krmacama, ali ne direktan. Sa treningom treba zapoceti kada su nerastovi stari
oko 4 meseca.

Reproduktivno iskoriStavanje nerasta (uzimanje sperme za VO), treba zapoceti kada
napuni 8 do 8,5 meseci. Tokom prvih nekoliko meseci, spermu treba uzimati 1 do 2 puta
nedeljno, a posle toga, zavisno od nerasta, sperma se moze uzimati 3 do 6 puta nedeljno.
Ispoljavanje polnog ponasanja, kao i1 kvalitet dobijenog ejakulata, znacajno zavise od
ponasanja ¢coveka sa nerastom.

Nerastove treba drzati u posebnim boksovima, sa dovoljno prostora za kretanje i
prostranim ispustom. Posebno treba obratiti paznju na tvrdo¢u poda, jer jako tvrdi i hrapavi
podovi ostecuju papke, Sto ima za posledicu kracée reproduktivno iskoriStavanje nerasta.
Prostor u kome boravi nerast treba da je dobro provetren, Cist i zaklonjen od direktnog uticaja
jakog sunca. Vazno je da se u prostoriji gde boravi nerast moze dobro odrzavati temperatura i
vlaznost vazduha.

Temperature preko 28°C, narotito dugotrajne, znacajno smanjuju ukupnu produkciju i kvalitet
sperme.

Uzimanje sperme od nerasta. Za uspeSno dobijanje kvalitetne sperme (ejakulata),
potrebno je da nerast bude naucen da izvrs$i skok na vestacku krmacu, tzv. fantom, da se
obezbedi prostorija sa adekvatnim uslovima za uzimanje sperme, da se vodi racuna o higijeni
samog nerasta, coveka koji uzima spermu i opremi koja se koristi za uzimanje sperme, kao i o
adekvatnom intervalu izmedu dva uzastopna uzimanja sperme. Ovaj interval treba da je duzi
kod mladih, a kraci kod starijih nerastova, ali je bitno da se optimalno trajanje ovog intervala
ustanovi za svakog pojedina¢nog nerasta. Posebno je vazno da se izvrsi dobra stimulacija
nerasta za skok i ejakulaciju, neposredno pre uzimanja sperme (navika na fantom, prostoriju,
coveka, miris fantoma na nerasta, sigurnost oslonca, adekvatna visina fantoma, mladi
nerastovi treba da vrSe skok u prisustvu estricne krmace).
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Postoje tri osnovne metode za uzimanje sperme: manuelna fiksacija penisa, veStacka
vagina i elektroejakulacija. U praksi se, naj¢esce, koristi prva metoda, jer se, pomocu nje,
postiZe najbolji refleks erekcije i ejakulacije, kao i najbolji kvalitet sperme. Ovo je zbog toga,
Sto se rukom moze postici jak pritisak na glans penisa, koji je, kod nerasta, primarni stimulus
za izazivanje refleksa erekcije i ejakulacije.

Kada nerast izvr$i skok, treba sacekati da izvrS$i 3 do 4 trzaja karlicom. Kada izvrsi
erekciju, rukom u sterilnoj plasti¢noj rukavici bez talka (za jednokratnu upotrebu), treba
prihvatiti glans penisa i ¢vrsto ga stisnuti 1 potpuno izvuéi iz prepucijuma. Glavni pritisak
treba izvrsiti sa prva dva prsta ruke, izmedu prvog i drugog spiralnog zavoja glansa penisa.
Tada ¢e nerast uzastopno vrsiti trzaje karlice i ejakulirati u periodu izmedu 3 i 10 minuta. Ne
smanjivati pritisak ruke na penis, sve dok se ejakulacija potpuno ne zavrsi. Vazno je dozvoliti
nerastu da zavrsi ejakulaciju, bez obzira na njeno trajanje.
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Sika 35. Uzimanje sperme od nerasta, metodom manuelne fiksacije penisa
Gore je prikazan fantom, sa potrebnim dimenzijama.
Dole je vestacka vagina i moderniji fantom za uzimanje sperme od nerasta.
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Posuda za uzimanje sperme treba da je zapremine 500 do 1000 ml, sterilna, zagrejana na
telesnu temperaturu nerasta (39 do 40°C) i zasti¢ena od svetlosti i promene temperature.
Najbolje je koristiti originalnu (fabricku) posudu. Dobro je da se u posudu stavi sterilna
plasti¢na vrecica, u koju se sakuplja sperma. Preko vrha posude treba staviti sterilnu gazu, da
se spre¢i ulazak neCistoCa i gel-frakcije sperme u spermosabira¢. Nerast ejakulira u tri
odvojene frakcije: 1. prespermalna, bistra te¢nost sa vrlo malo spermatozoida, 2. spermalna,
mlecno bela, bogata spermatozoidima (sadrzi 90% od ukupnog broja spermatozoida u
ejakulatu) 1 3. zelatinozna ili gel-frakcija. U Spermosabira¢ treba hvatati samo drugu,
spermalnu frakciju i nju Kkoristiti za VO. Neki uzimaju i zadnju, post-spermalnu frakciju.
Medutim, ako se hvata cela post-spermalna frakcija, vreme Cuvanja nativne sperme (do
razredivanja) treba skratiti. Najbolje je da se prikupi kompletna spermalna i malo post-
spermalne frakcije.

Posuda za uzimanje sperme treba da je zapremine 500 do 1000 ml, sterilna, zagrejana na
telesnu temperaturu nerasta (39 do 40°C) i zasticena od svetlosti i promene temperature.
Najbolje je koristiti originalnu (fabricku) posudu. Dobro je da se u posudu stavi sterilna
plasti¢na vrecica, u koju se sakuplja sperma. Preko vrha posude treba staviti sterilnu gazu, da
se spreci ulazak necistoca 1 gel-frakcije sperme u spermosabirac.

Nerast ejakulira u cetiri odvojene frakcije: 1. prespermalna, bistra te¢nost sa vrlo malo
spermatozoida, 2. spermalna, mle¢no bela, bogata spermatozoidima (sadrzi 90% od ukupnog
broja spermatozoida u ejakulatu), 3. Postspermalna, sa vrlo malo spermatozoida i 4.
Zelatinozna ili gel-frakcija. U spermosabiraé¢ treba hvatati samo drugu, spermalnu frakciju i
nju koristiti za VO. Neki uzimaju i zadnju, post-spermalnu frakciju. Medutim, ako se hvata
cela post-spermalna frakcija, vreme ¢uvanja nativne sperme (do razredivanja) treba skratiti.
Najbolje je da se prikupi kompletna spermalna i malo post-spermalne frakcije.

Slika 36. Frakcije ejakulata nerasta
a - Prespermalna, b - Spermalna, ¢ - Postspermalna i d - Zelatinouni ¢epici.

Problemi koji se javljaju kod uzimanja sperme:

Klizav pod mozZe uticati na volumen ejakulata. Oko fantoma treba da bude podloga koja
omogucava dobar oslonac nerastu, kako bi mogao izvrsiti skok i ejakulaciju.
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Nepodobna visina fantoma. Ako je fantom suviSe visok, nerast mozZe da sklizne sa njega
ili da se prevrne na leda. Visina fantoma zavisi od veli€ine nerastova za koje se koriste. Ipak,
pokazalo se da je koncentracija spermatozoida u 1ml ejakulata najveca (84 miliona), pri visini
fantoma od 46 cm i da opada na 69 miliona, kod fantoma visokih 61 cm i, dalje, na 65
miliona, kod fantoma visine 74 cm, kod nerastova teskih 94 do 148 kg.

Neadekvatne rukavice. Neke rukavice, bez obzira da li imaju puder ili ne, znacajno
poveéavaju broj (%) mrtvih spermatozoida u ejakulatu. Treba upotrebljavati polivinil
rukavice, bez pudera. Ako se koriste rukavice, prvo ih treba proveriti, tako Sto se stave u
kontakt sa spermom. Posle 1 minut, ne sme se ustanoviti povecanje % mrtvih spermatozoida,
od onog pre probe.

Neadekvatna priprema nerasta pre uzimanja sperme. Dugacke dlake na prepucijumu
treba odrezati, a prepucijum dobro oprati. Treba dobro iscediti prepucijum, da iz njega izade
teCnost sa necistoama, a zatim ga dobro obrisati suvim, Cistim papirom za jednokratnu
upotrebu. Nije dobro da tecnost iz prepucijuma curi niz erektiran penis, za vreme ejakulacije.
Ako se to dogodi, vrh penisa treba podic¢i i ne dozvoliti da ova te¢nost ude u spermosabirac.

Neadekvatna frekvencija uzimanja sperme. Starost nerasta i vremenski period izmedu
dva uzimanja sperme (frekvencija uzimanja), znaCajno uticu na volumen ejakulata, %
progresivno pokretnih i ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, kao i na broj inseminacionih
doza, koje se mogu napraviti od datog ejakulata. Zbog toga se, za svakog nerasta pojedinacno,
mora utvrditi koji mu interval uzimanja sperme najvise odgovara!

Kontrola kvaliteta sperme. Neposredno posle uzimanja, spermu treba doneti u
laboratoriju i staviti je u vodeno kupatilo, na temperaturu od 35-36°C. Cim se sperma malo
zagreje, treba pristupiti kontroli njenog kvaliteta, tako §to se, na odreden nacin, ocenjuju i
mere pojedine osobine, koje utiCu na stepen njene oplodne sposobnosti. Sperma se moze
ocenjivati makroskopski (volumen, boja, miris) i mikroskopski (koncentracija, %
pokretljivosti, % morfoloc¢ki abnormalnih 1 % mrtvih spermatozoida). Ove ocene se moraju
rutinski uraditi za svaki ejakulat, pre njegove upotrebe za VO. Ako postoje neki problem sa
kvalitetom sperme, odnosno smanjenim fertilitetom osemenjenih krmaca, kao i kod mladih
nerastova, pre njihove upotrebe za VO, treba izvrSiti 1 druge, specificne biohemijske,
mikrobioloSke i bioloske testove.

Volumen, boja i miris. Normalan ceo ejakulat nerasta mora imati zapreminu vecu od 150
ml. Zavisno od koncentracije spermatozoida, treba da ima mle¢no belu boju. Ponekad moze
imati Zuckastu boju, ali je obi¢no boja sli¢na boji obranog mleka. U ejakulatu se moze naci i
malo krvi, obi¢no poreklom iz uretre, Sto mu daje svetlo ruzic¢astu boju. Takav ejakulat,
obi¢no, nema smanjenu oplodnu sposobnost. Medutim, ako je boja tamnije crvena, a ejakulat
ima oStar, neprijatan i/ili neobican miris, takvu spermu ne treba koristiti. Dobra sperma ne
treba da ima izrazen miris, ako su higijena nerasta i uzimanja Sperme zadovoljavajuci.
Neobican (neprijatan) miris poti¢e od prepucijalne tecnosti i/ili urina, koja je jako
kontaminirana bakterijama i necisto¢ama. Antibiotici, koji se nalaze u razrediva¢ima su tako
dozirani da kontroliSu rast patogenih bakterija u razredenoj spermi, tokom perioda njenog
¢uvanja do upotrebe, a ne da smanjuju ogroman broj bakterija dospelih u spermu prilikom
nehigijenskog postupka uzimanja od nerasta. Korisno je da se sperma nerastova povremeno
poSalje na bakterioloSku analizu. Tako se dobija informacija u prisutnim vrstama bakterijske
flore i njenim izvorima na farmi, kao i preporuka za prevenciju i terapiju. Malo je poznato o
direktnom uticaju broja i vrste bakterija u ejakulatu na parametre njegovog fertilizacionog
kapaciteta. Ipak, pokazalo se da kontaminacija bakterijama otpornim (rezistentnim) na
gentamicin, prouzrokuje aglutinaciju spermatozoida. Vrste ovih bakterija su: Actinobacter
spp., Aeromonas schubertii, Alcaligenes spp., Enterobacter cloacae i Serratia marcescens.
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U spermi nerasta se nalaze joSi: Bacillus sp., Staphylococcus spp., Flavobacterium sp.,
Klebsiella sp., Pseudomonas spp., Micrococcus sp., E. coli, Proteus sp., Streptococcus sp.,
Enterobacter sp. i drugi. Glavni izvori kontaminacije ovim bakterijama su: laboratorijska
oprema, sudovi, kateteri, nerastovi i objekti u kojima se oni drze.

Koncentracija spermatozoida je broj spermatozoida u jednom mililitru sperme. To je
vrlo vazan parametar kvaliteta, odnosno oplodne sposobnosti sperme. Broj spermatozoida se
moZe odrediti metod hemocitometrije i fotometrije.

Hemocitometrija je indirektna metoda, jer se ukupan broj spermatozoida u 1ml, odnosno
u celom ejakulatu, meri na osnovu ustanovljenog broja spermatozoida u jednom malom,
razredenom uzorku. Za ovu metodu se koristi hemocitometar, tj. staklena plocica, sa
urezanom komoricom (mrezicom) za brojanje krvnih zrnaca.

-
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Slika 40. Oprema za citomorfolodki pregled sperme CASA (levo)
i proto¢na citometrija (desno)
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Progresivna pokretljivost je sposobnost spermatozoida, koja znacajno odrazava njihovu
oplodnu sposobnost. Spermatozoidi mogu da se krecu: (a) progresivno (pravo, glavom prema
napred), (b) cirkularno (u krug), (c) talasasto, undulentno (trepere u mestu) ili (d) ne pokrecu
se. Za oplodnju su sposobni samo oni, koji ispoljavaju energi¢nu progresivnu pokretljivost.
Stepen (%) progresivne pokretljivosti spermatozoida se moze oceniti subjektivnom ocenom,
posmatranjem pod mikroskopom i, znatno ta¢nijom, fotometrijskom metodom.

Postupak ocene pokretljivosti spermatozoida. Pod mikroskop se stavi zagrejana staklena
predmetna plocica, na nju mala kap sperme, koja se pokrije pokrovnom ljuspicom. Ocenjuje
se koji broj (%) spermatozoida u vidnom polju mikroskopa, ispoljava aktivno pokretanje
glavom napred (progresivno kretanje). Progresivna pokretljivost se moze kretati od 0% do
100%. Nepokretnost spermatozoida ne znaci da su 1 mrtvi. Ovim postupkom se ocenjuje 1 tip
(nacin) pokretanja i to rangiranjem od 0 do 5 i to:

= 0 - vrlo slabo pokretni ili nepokretni spermatozoidi;

» 1 - bez progresivne pokretljivosti, ali se spermatozoidi okre¢u u mestu, 0ko svoje

uzduzne osovine;

= 2 —abnormalno pokretanje, sa vrlo malo progresivne pokretljivosti;

= 3 -slaba progresivna pokretljivost, u cik-cak smeru;

* 4 —puno spermatozoida sa izrazenom progresivnom pokretljivoscu;

= 5 - puno spermatozoida sa vrlo snaznom 1 izrazenom progresivnom pokretljivoscu.

= Oznakom M se oznaCava sperma u kojoj su svi spermatozoidi mrtvi, mada

koncentracija moze biti sasvim normalna (to je azoospermija);

= OS -oligospermija, tj. vrlo mali broj spermatozoida;

= AS - aspermija, kada se u spermi ne nalaze spermatozoidi. Posto stepen progresivne

pokretljivosti opada sa duzinom cuvanja razredene sperme, pocetna vrednost
progresivne pokretljivosti nativne sperme treba da bude 65% i vise.

Morfoloski abnormalni i mrtvi spermatozoidi. Fertilizacioni kapacitet sperme, pored
procenta progresivno pokretnih spermatozoida, znatno odreduje 1 odnos morfoloski normalnih
i abnormalnih, odnosno mrtvih spermatozoida. Sto je broj (%) morfolodki abnormalnih i
mrtvih spermatozoida veci, fertilizaciona sposobnost sperme je niZa i obrnuto. MorfoloSke
anomalije se mogu javiti na glavi, srednjem delu i repu spermatozoida. Tip i lokacija
morfoloSke anomalije moZe ukazati na to gde, kada i koji uzrok kako je doslo do poremecaja
grade spermatozoida.

Defekti glave spermatozoida se ogledaju u promeni njenog oblika. Ona moZze biti suvise
mala ili velike, mogu postojati dve glave i td. Oblik glave moze biti promenjen i zbog
razli¢itih defekata u gradi i integritetu akrozoma. Pos$to je akrozom veoma bitan u procesu
oplodnje, spermatozoidi sa defektom akrozoma nisu spsosobni za oplodnju. Defekti glave se
mogu dogoditi tokom procesa formiranja spermatozoida u testisu, tokom njegovog boravka u
epididimisu, kao i nepravilnom manipulacijom sa spermom posle uzimanja od nerasta.

Defekti srednjeg dela spermatozoida, tj. veze izmedu glave i repa, mogu biti razliCite.
Srednji deo moze biti zadebljao, dupli, prelomljen i sl. Ove anomalije mogu nastati u toku
formiranja spermatozoida, kao i tokom nepravilnog rukovanja sa spermom in vitro. Defekti
grade ovog dela izazivaju poremecaje kretanja spermatozoida. Na ovom delu se moze nalaziti
jedna sitna kapljica, postavljena blize glavi (proksimalna kap) ili pocetku repa (distalna kap).
To je tzv. citoplazmatska kap, koja ukazuje da spermatozoid nije zreo (sposoban za oplodnju).
Prisustvo veceg broja spermatozoida sa ovom kapi (posebno proksimalnom) u ejakulatu,
pokazuje da je nerast suviSe mlad i/ili da je interval izmedu pojedinih uzimanja sperme suvise
kratak. Takvog nerasta treba odmoriti nekoliko dana. Temperaturni sters, takode, moze uticati
na povecan broj spermatozoida sa citoplazmatskom kapi.
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Defekti repa spermatozoida mogu biti razli¢iti: kratak, uvrnut, slomljen, dupli, nedostatak
celog repa. Neke anomalije grade repa se dogadaju tokom boravka (sazrevanja)
spermatozoida u epididimisu. Neke druge, kao Sto su nedostatak repa, slomljen ili uvrnut rep,
su anomalije koje se Cesto deSavaju kao posledica neadekvatnog postupka sa spermatozoidima
tokom kontrole kvaliteta i Cuvanja sperme.

Aglutinacija spermatozoida je relativno Cesta pojava u spermi nerasta. To je skupljanje
veceg broja zivih spermatozoida u vece ili manje grupice. Grupisanje mrtvih spermatozoida se
ne definiSe kao aglutinacija! Obi¢no se spermatozoidi, u ovim grupicama, spajaju glavama,
rede se nalazi spajanje glava-rep ili rep-rep. Aglutinacija moZe biti, jednostavno, pripajanje
spermatozoida za sitne kapljice gela (Zelatinoznog sekreta bulbouretralnih Zlezda nerasta).
Drugi razlog aglutinacije spermatozoida nerasta je zbog toga $to njihove ¢elijske membrane
menjaju polaritet elekricnog naboja. Zbog toga dolazi do privlaenja spermatozoida sa
negativnim 1 pozitivnim elektricnim nabojem. Promena elektricnog naboja je posledica velike
koli¢ine sekreta pomo¢nih polnih Zlezda u spermi nerasta. Postoje dva osnovna tipa
aglutinacije, prema faktorima (uzrocima) koji izazivaju promenu elektricnog naboja
membrane spermatozoida: hemijska i imunoloska. Razlozi hemijskog tipa aglutinacije su
nespecificni 1 ukljucuju: stres izazvan visokom temperaturom (spoljasnjom ili telesnom),
promenom pH, promenom osmotskog pritiska sperme, pove¢ana koncentracija jona metala
(magnezijum, kalcijum, teSki metali), ili prisustvo organskih spermicidnih materija,
kontaminacija sperme bakterijama, posebno ubikvitarnih (naroCito Escherichia coli),
kontaminacija sperme urinom i/ili drugim nec¢istocama. Povecan broj mrtvih i spermatozoida
sa oStec¢enim akrozomom, kao i povecan sadrzaj epitelnih ¢elija u ejakulatu.

Prema tome, ovaj tip aglutinacije se prevenira odrZavanjem higijene i dobrog
zdravstvenog stanja nerastova, kao i poStovanjem svih principa pravilnog manipulisanja sa
spermom tokom uzimanja, kontrole kvaliteta, razredivanja i ¢uvanja. Imunoloska aglutinacija
je vrlo specifi¢na, ali i retka pojava kod normalne sperme nerasta. Naime, specifi¢ne
komponente membrane spermatozoida mogu delovati kao antigeni i izazvati proizvodnju
specifi¢nih antitela.

Tabela 27. Pozeljne vrednosti parametra kvaliteta nativne sperme, koja
¢e se koristiti unutar 24h posle uzimanja i razredivanja

Normalne

Vrednosti vrednosti Grani¢ne vrednosti
Volumen ejakulata 100-500 ml min. 120 ml
Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu 10-100 x 10’ min. 10 x 10°
Progresivna pokretljivost 70 — 95% min. 65%
Ag[utingcija (% pokrivenosti vidnog 0—10% max. 25%
polja mikroskopa)
MorfoloSke anomalije 5-15% max. 35%
Abnormalnosti akrozoma 5-10% max. 45%
Proksimalna citoplazmatska kap 5-10% max. 40%

do 80% max. 60%
Distalna citoplazmatska kap

Ejakulate sa pove¢anom aglutinacijom treba detaljno ispitati i ustanoviti njihov uticaj na
fertilitet osemenjenih krmaca. Ako nema smanjenog fertiliteta, ejakulat sa aglutinacijom se
moze koristiti za VO. Medutim, prisustvo aglutinacije otezava odredivanje broj i
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pokretljivosti spermatozoida, a povecava i sedimentaciju spermatozoida u dozama za VO, §to
smanjuje njihovu fertilizacionu sposobnost.

Odredivanje broja mrtvih i morfoloski promenjenih spermatozoida u nativnoj i razredenoj
spermi se moze izvrsiti pravljenjem trajnih histoloskih preparata, razli¢itim metodama bojenja
spermatozoida, kao i metodom fotometrije.

Za praksu je najpodesnija metoda bojenja spermatozoida po Blom-u. Ona se zasniva na
¢injenici da se glave mrtvih spermatozoida boje crvenom histoloSkom bojom (eozin), dok
glave zivih ostaju neobojene. To je zbog toga Sto ¢elijska membrana Zivih spermatozoida ne
propusta ovu boju u unutrasnjost celije (glave) spermatozoida. Postoje i druge metode
histoloSkog bojenja spermatozoida, kojima se moze detaljnije ispitivati njihova morfologija.

Detaljnija ocena stepena oplodne spsosobnosti i kvaliteta sperme se ocenjuje i drugim
fiziko-hemijskim, bioloskim i mikrobiloloskim metodama. Ove metode se primenjuju kod
mladih nerastova, pre njihove upotrebe za VO, da se dobije preciznija slika kvaliteta njihove
sperme, kao i kod ejkulata kod kojih postoji sumnja na losiju oplodnu sposobnost i/ili razlicita
obolenja.
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Slika 41. Spermatozoidi nerasta
A — Normalni, B — Obojeni po Blom-u (glava mrtvog je obojena crveno), C — Spermatozoidi sa
citoplazmatskom kapi (proksimalna citoplazmatska kap, dva gornja, distalna kap kod spermatpzoida u
sredini), D — Spermatozoidi sa uvrnutim repom (abnormalni), E - OSte¢en akrozom, F - Uvrnut rep i
loptata glava, G - Aglutinacija.

Fizi¢ko-hemijskim metodama se odreduju otpornosti (rezistencije) spermatozoida na
izotoni¢an (1% vodeni rastvor) NaCl i stepen preZivljavanja spermatozoida izlozenih
temperaturnom stresu, tj. niskim ili poviSenim temperaturama. Biohemijskim metodama se
odreduje prisustvo razli¢itih neorganskih 1 organskih materija u spermi, dok se
mikrobioloskim metodama odreduje prisustvo raznih mikroorganizama. U poslednje vreme se
primenjuje bioloSka metoda odredivanja stepena oplodne sposobnosti spermatozoida in vitro.
Naime, izvrSi se in vitro oplodnja jajnih ¢elija i, na osnovu broja spermatozoida u njihovoj
zoni pelucidi, ocenjuje se stepen oplodne sposobnosti spermatozoida.
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Razredivanje i ¢uvanje sperme. Neposredno posle izvrSene kontrole kvaliteta, nativna
sperma (ejakulat) se razreduje i cuva, pod odredenim uslovima, do momenta upotrebe za VO.

Razredivanje sperme se vrsi iz dva osnovna razloga: (1) da se poveca volumen nativnog
ejakulata, kako bi se mogao napraviti ve¢i broj inseminacionih doza i (2) da se spermi dodaju
potrebne hranljive, zaStitne i druge materije, koje obezbeduju uslove da spermatozoidi zadrze
Sto duZe visok stepen oplodne sposobnosti. Parametri, koji odreduju broj inseminacionih
doza, koji se moze napraviti od jednog ejakulata su: (1) volumen ejakulata, (2) ukupan broj
spermatozoida u ejakulatu, (3) % progresivne pokretljivosti, (4) broj spermatozoida u jednoj
inseminacionoj dozi i (5) volumen razredene sperme u inseminacionoj dozi. Na osnovu ovih
parametara ejakulata i doze, odreduje se stepen razredenja ejakulata, tj. odnos volumena
ejakulata i razredivaca, koji se u njega dodaje. Pri tome, treba uvek imati na umu ¢injenicu da
se tolerancija na isti stepen razredenja, moze razlikovati izmedu pojedinih nerastova, odnosno
njihovih ejakulata.

Naime, ejakulati dva razli¢ita nerasta mogu imati potpuno identicne navedene parametre,
na osnovu kojih se odreduje broj moguéih doza, koji se moze od njih napraviti. To znaci da bi
oba ejakulata trebalo razrediti u istom odnosu. Medutim, moze se desiti da spermatozoidi
jednog nerasta (ejakulata) ne podnose zadati stepen razredenja, Sto ¢e imati za posledicu
smanjenje fertilizacione sposobnosti takve sperme posle razredivanja. S tim u vezi, za svakog
nerasta treba da se odredi maksimalan stepen razredenja, koji podnosi njegova sperme. Kako
je ova osobina genetski odredena, dovoljno je da se tolerancija sperme na odreden stepen
razredenja jednom odredi za svakog nerasta. Najbolje na pocetku njegovog koris¢enja za VO.
Prilikom postupka razredivanja, nativna sperma, razrediva¢ i posude u kojima se vrsi
razredivanje, treba da budu zagrejani na istu temperaturu (37°C). Razredivanje se vrsi tako da
se razrediva¢ sipa polako, uz zid menzure, u spermu. Ne sperma u razrediva¢! Posle
razredivanja, spermu treba staviti u vodeno kupatilo, na istu temperaturu, da se malo smiri
(tzv. ekvilibracija sperme). Zatim se pristupa rastakanju razredenog ejakukata u odreden broj
plasti¢nih flaSica, od kojih svaka predstavlja jednu inseminacionu dozu, volumena 80 do 100
ml. Od jednog ejakulata se, najéed¢e, moze napraviti 10 do 30 inseminacionih doza, Sto zavisi
od starosti i rase nerasta, frekvencije uzimanja sperme, kao i parametara kvaliteta sperme, koji
mogu znacajno varirati izmedu pojedinih nerastova, ali 1 kod jednog istog nerasta, ¢ak 1 onda
kada se ne vide neki posebni razlozi za to. Neposredno posle formiranja inseminacionih doza,
treba ponovo, pod mikroskopom, proveriti stepen progresivne pokretljivosti spermatozoida.
Zatim, inseminacione doze treba drZati na sobnoj temperaturi (21°C), tokom 1 sat, a potom ih
staviti u termo-boks, na temperaturu od + 17°C! To je optimalna temperatura Guvanja te¢ne
razredene sperme nerasta, sve do momenta upotrebe (zavisno od primenjenog razredivaca,
vreme ¢uvanja moze biti izmedu 1 1 10 dana). Ako se sperma cuva 24 h i vise, bocice sa
razredenom spermom treba 2 puta dnevno blago promesati, da se sedimentirani spermatozoidi
ponovo pomesaju sa razredivacem.

Tabela 28. Parametri jedne inseminacione doze, volumena 100 ml

Parametri doze - Broj spermZtozoida u dogi (milijarde) .
Progresivna pokretljivost 60-70% 70-80% 80-90% >90%
Spermatozoidi sa normalnim akrozom 50-60% 60-70% 70-90% >90%
Spermatozoidi sa uvrnutim repom 30-40% 20-30% 5-20% <5%
Spermatoz. sa proksimalnom citopl. kapi 35-50% - - -
Spermatozoidi sa distalnom citopl. kapi 50-80% - - -
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Cuvanje razredene sperme. Razredena sperma se moZe ¢uvati u te¢nom stanju (1 do 10
dana) i dubokim zamrzavanjem, na temeraturi te¢nog azota, - 196°C (vi$e nedelja, meseci ili
godina). U prakti¢noj proizvodnji se koristi teCna razredena sperma, koja moze biti ¢uvana
kratkotrajno ( do 3 dana) ili dugotrajno (4 do 10 dana).

Kratkotrajno cuvanje tecne razredene sperme:

- Period ¢uvanja do 3 dana.

- Uzima se kompletna spermalna i deo postspermalne frakcije ejakulata, bez gela.
- Volumen doze je 80 do 100 ml.

- Broj spermatozoida u dozi je od 3 do 5 milijardi.

- Koriste se razredivaci za kratkotrajno ¢uvanje te¢ne razredene sperme.

- Temperatura ¢uvanja je + 17°C.

Dugotrajno cuvanje tecne razredene sperme:
- Period ¢uvanja od 4 do 10 dana.
- Uzimaju se samo ejakulati nerastova visokog fertilizacionog kapaciteta, ¢ija sperma
podnosi veca razredenja i duzi period ¢uvanja.
- Koristi se samo spermalna frakcija ejakulata, bogata spermatozoidima (60-100 ml).
- Ejakulat se uzima jednom nedeljno od mladih i 2 puta nedeljno od starih nerastova.
- Stepen razredenja je 1 : 10, sa razredivacima za dugotrajno ¢uvanje sperme.
- Temperatura Guvanja je + 17°C.
Cuvanje sperme dubokim zamrzavanjem:
- Koristi se samo spermalna frakcija ejakulata nerastova visokog fertiliteta.
- Centrifugiranje, da se eliminiSu soli iz semene tenosti.
- Sperma se razredi, tako da se postigne koncentracija od 600.000 spermatozoida/ml.
- Specijalni razredivaci, koji sadrze Zumance jajeta, TRIS 1 glukozu. Dodaju se 1 kri-
oprotektantne materije (na primer 1-2% glicerola).
- Ekvilibracija razredene sperme, tokom 2h, na temperaturi + 20°C.
- Postepeno hladenje do + 5°C.
- Dodavanje razredivaca BFS5 1 glicerola.
- Pakovanje u makro-pajete (5-8 ml) ili u mikro-pajete (0,5 do 0,2 ml).
- Zamrzavanje u pari te¢nog azota, na — 196°C.

Vazno je znati da kvalitet sperme, tj. njena oplodna sposobnost opada sa duZinom
cuvanja, bez obzira na nacin ¢uvanja i upotrebljenu vrstu razredivaca. To znaci da ¢e rezultati
osemenjavanja (% prasenja i veli¢ina legla) biti sve nizi, §to je duzi period izmedu uzimanja i
upotrebe sperme za VO. Takode treba znati da se nerastovi razlikuju po stepenu tolerancije
njihove sperme na duzinu cuvanja. Ovo je genetski odredena osobina, pa je treba ustanoviti za
svakog pojedina¢nog nerasta. Prilikom razredivanja i cuvanja sperme, treba posebno obratiti
paznju na sledece:

1. Period izmedu uzimanja i razredivanja sperme. Ako se koristi samo spermalna frakcija
sperme (bogata spermatozoidima), razredivanje treba izvrSiti unutar 10 do 15 minuta posle
uzimanja. Ceo ejakulat (spermalna + postspermalna frakcija) moze biti razreden 30 do 60
minuta posle uzimanja. lzrazito gust ceo ejkulat treba razrediti unutar 15 minuta od uzimanja.
Posude za uzimanje i razredivanje sperme, treba da budu zagrejane na 37-38°C.

2. Treba koristiti dobre 1 sveze razredivace. Ako se koriste praskasti razredivaci, u ve¢im
pakovanjima, otvoreno pakovanje ne sme biti u frizideru, jer ¢e absorbovati vodu, pa ¢e
hemijske komponente biti promenjene. Antibiotici se dodaju u razrediva¢ neposredno pre
upotrebe.

3. LoS kvalitet vode ima negativan uticaj na pokretljivost i oplodnu sposobnost
spermatozoida. Treba koristiti re-destilovanu i sterilisanu vodu za razredivace. U takvoj vodi
se ne smeju nalaziti organske materije i druge Stetne materije za spermatozoide.
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4. Razredivac treba da bude pripremljen najmanje 60 minuta pre upotrebe. Za ovo vreme
se stabilizuje pH vrednost o osmotski pritisak razredivaca. Pripremljen razredivac treba cuvati
do upotrebe u vodenom kupatilu, na 38°C.

5. Razredivac sipati polako u spermu, a ne obrnuto. Da bi se izbegao Sok spermatozoida,
koji moZe nastati zbog razlike u pH 1/ili osmotskom pritisku izmedu sperme i razredivaca, treba
primeniti dvofazno razredivanje. Odreden volumen razredivaca se podeli na dva jednaka dela.
Prvo se, u spermu sipa jedan deo volumena razredivaca, a posle 5 do 10 minuta drugi deo.

Vrsta razredivaca, kao 1 poCetna koncentracija spermatozoida u nativnoj spermi, uti¢u na
optimalan stepen razredenja, kao 1 na mogu¢ period Cuvanja razredene sperme.

6. Obavezno prekontrolisati stepen progresivne pokretljivosti u razredenoj spermi.
Minimalno dozvoljena vrednost je 60%. Osemenjavanje dozama sa manje od 60%
progresivno pokretnih spermatozoida, ima za rezultat znaCajno niZu vrednost uspesne
koncepcije plotkinja. Morfologiju spermatozoida nije potrebno pregledati svaki put kada se
uzme ejakulat od nerasta, ali je to potrebno vrsiti tokom toplih letnjih meseci i tokom rane
jeseni. Povecéan broj spermatozoida sa citoplazmatskom kapi, abnormalnom glavom i repom,
ukazuje na to da je nerast doziveo temperaturni stres.

7. Razredenu spermu treba Cuvati na temperaturi + 17°C i zastititi od uticaja
ultravioletnih zraka, sve do upotrebe. Najbolje je da se doze razredene sperme cuvaju u
specijalnim termo-boksovima. Doze koje se duze Cuvaju, treba pazljivo promesati, svakih
12h, da se spermatozoidi pomesaju sa razredivacem.

8. Za svakog nerasta treba odrediti toleranciju sperme na maksimalan stepen razredenja 1
na maksimalan period cuvanja, tokom koga sperma, u datom razredenju, zadrZava
zadovoljavaju¢u progresivnu pokretljivost. Ustanovljeno je, naime, da se ovi parametri
zna€ajno razlikuju izmedu pojedinih nerastova. IstraZivanja koja su izveli Stanci¢ i sar.
(2003), pokazuju da svega oko 20% vojvodanske populacije nerastova podnosi veci stepen
razredenja i uvanje na +17°C tokom 72h. Ovo, prakti¢no, zna¢i da od ejakulata sa identi¢nim
parametrima kvaliteta (volumen, broj spermatozoida i % progresivne pokretljivosti), dva
razlicita nerasta, nije uvek mogudée napraviti isti broj inseminacionih doza, jer ih nije moguce
razrediti u istom odnosu, niti je dobijene doze moguce Cuvati isto vreme do upotrebe.

A B
Slika 42. Nativni (A) i razredeni ejakulat (B) i vodeno kupatilo
za ¢uvanje ejakulata pre razredivanja (desno)
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Slika 45. Boc¢ice i tuba za inseminacione doze sperme

Tehnika veStaCke inseminacije. Pravilno izvedena tehnika veStacke inseminacije, u
znacajnoj meri utiCe na postignutu vrednost (%) uspesSne koncepcije i1 veli¢inu legla
osemenjenih krmaca.Pre pocetka ubacivanja sperme, potrebno je uvesti inseminacioni kateter
u cerviks i, njegovim naizmeni¢nim povlacenjem napred-nazad, stimulisati cerviks. Na taj
nacin se stimuliSe oslobadanje oksitocina iz neurohipofize, koji izaziva antiperistalticke
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(usisavajuce) kontrakcije rogova materice. Tim kontrakcijama se vrS$i pasivan transport
spermatozoida do utero-tubalnih spojeva. Ove kontrakcije rogova se deSavaju naizmenicno,
svakih 1 do 1,5 minuta, a izmedu svake kontrakcije nastaje pauza, slicnog trajanja. Zbog toga
je jako bitno da usisavanje sperme traje onoliko dugo, koliko traju kontrakcije materice
(obi¢no je to 5 do 8 minuta). Tako se postize podjednak raspored doze sperme u oba roga
materice, i spreCava znacajniji refluks (izbacivanje) sperme iz materice u spoljasnju sredinu,
tokom procesa inseminacije. Oba ova faktora bitno odreduju stepen oplodenosti ovuliranih
jajnih ¢elija, na oba jajnika i, time, vrednost praSenja i veli¢inu legla osemenjenih krmaca. Za
krmacu je normalno da, tokom 0,5 do 2,5 h posle inseminacije, izbaci 70 do 80% unetog
volumena sperme, u kome se nalazi oko 30 do 40% od ukupnog broja unetih spermatozoida.
To je jedan od fizioloskih naCina na koji materica reguliSe optimalan broj spermatozoida u
utero-tubalnim spojevima i na mestu oplodnje (ampula jajovoda) i to ne uti¢e na fertilitet
osemenjene krmace, nego ga optimalizuje. Medutim, ako zbog nepravilno izvedene tehnike
inseminacije, ili zbog toga $to se ona ne izvodi u optimalno vreme, bude izbaceno samo 5%
unetog volumena sperme, parametri fertiliteta se znatno smanjuju ili do oplodnje i ne dolazi. S
tim uvezi, pokuSava se i sa tzv. trofaznom inseminacijom. Kod ovog postupka se, prvo,
ubacuje 35 ml pred-razredivaca (Pre-SUS), zagrejanog na 37 do 42°C, radi stimulacije
materi¢nih kontrakcija, odnosno boljeg transporta sperme. U drugoj fazi se ubacuje 80 do
100ml razredene sperme, sa 3 do 4 milijarde spermatozoida. Na kraju se ubacuje oko 15 ml
tapioka-gela, radi prevencije refluksa sperme iz materice. Ovim nacinom inseminacije se, u
stvari, imitira proces ejakulacije nerasta kod kopulacije. Naime, nerast ejakulira u tri faze.
Prva faza je bistra teCnost (spermalna plazma), koja sadrzi vrlo malo spermatozoida, a Cine je
sekreti vezikularnih zljezda, prostate i uretre. Druga faza je gusta, beliCasta i bogata
spermatozoidima i ¢ini 20% ukupnog volumena ejakulata. Tre¢a faza sadrzi dosta bistre
te¢nosti, sa ponekim spermatozoidom, a na kraju se ejakulira granulozni gel, koji je sekret
bulbo-uretralnih zlezda.Istrazivanja u Meksiku pokazuju da trofazna inseminacija povecava
vrednost prasenja za oko 5% 1 veli¢inu legla za 0,53 praseta, u odnosu na klasi¢an nacin
inseminacije.Bolji rezultati fertiliteta se postizu i ako se krmace tretiraju intravulvalnom
injekcijom 5ij. oksitocina, datom neposredno pre inseminacije, ili ako se dupla doza (10ij.)
oksitocina ubaci u inseminacionu dozu sperme. Slican efekt se moze posti¢i i1 tretmanom
krmaca malim dozama PGF, FizioloSki mehanizam, koji kontroliSe ovaj efekt, nije potpuno
jasan. Verovatno je, medutim, da oba hormona stimuliSu bolji transuterini transport
spermatozoida i1 ubrzavaju pocetak ovulacije. Tako se postize bolja sinhronizacija izmedu
inseminacije i ovulacije, sto je bitan uslov efikasne oplodnje. U poslednje vreme se primenuje
nehiruruska duboka intrauterina inseminacija. Ova tehnika se sastoji u tome da se fleksibilni
endoskop, provuéen kroz inseminacionu spiretu, uvede kroz cerviks, sve do blizu utero-
tubalnih spojeva, u koje se deponuje inseminaciona doza. Cela procedura se pokazala lakom
za izvodenje 1 traje 4 do 5 minuta. Na ovaj nacin se koristi oko 100 puta manja doza sperme,
od klasi¢ne (3 x 10° spermatozoida, u 80 do 100ml). Na ovaj naéin je izvrSeno osemenjavanje
dozama sa 100, 20 ili 5 x 10" spermatozoida i postignuto je 86,6%, 88,9% i 92,3% pradenja.

Vrednost prasenja krmaca osemenjenih na klasiCan nacin, dozama sa 3 x 10°
spermatozoida, iznosila je 87,5%, a prosecna velicina legla je bila neSto veca (10,02 prasadi)
od one dobijene klasicnom tehnikom inseminacije (9,41).

Prilikom izvodenja inseminacije, vazno je pridrzavati se sledeéih principa:
v" Plotkinja mora da ispoljava potpuni refleks stajanja

v Kaoristiti adekvatne i sterilne katetere i ostalu opremu za inseminaciju

v" Higijena plotkinje, inseminatora i objekata

v Uvesti kateter u ispravan deo kanala grli¢a materice
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v’ Izvrsiti dovoljnu stimulaciju grli¢éa materice, pre i posle ubacivanja doze sperme
v" Dozvoliti da krmaca sama usisava spermu iz flaSice za inseminaciju
v' Prisustvo nerasta prilikom inseminacije

Postupak vestacke inseminacije:

1. Oprati vulvu i njenu okolinu ¢istim sunderom, i obrisati ¢istom krpom.

2. Namazati vrh katetera sterilnim, neutralnim uljem ili te¢nim parafinom (najbolje je
koristiti kateter za jednokratnu upotrebu, koji ima plastiénu navlaku, sa kojom se
kateter uvede u vaginu, a navlaka se izvuce).

3. Jednom rukom razdvojiti usmine vulve, a drugom uvesti kateter u vaginu, pod uglom
od oko 30° prema ledima i uvuéi ga 5 do 6 cm u vaginu.

4. Zatim kateter ispraviti i gurati ga napred, dok se ne oseti malo jaci otpor, Sto je znak
da je vrh katetera na ulazu u kanal grli¢a materice.

5. Okretanjem katetera u smeru suprotnom od kretanja kazaljke na satu, pazljivo gurati
kateter u kanal grli¢a materice.

6. Izvrsiti stimulaciju grli¢a, tokom 1,5 do 2 minuta, tako Sto se kateter povlaci napred —
nazad (okretanjem u smeru obrnutom i istom kazaljki na satu).

7. Zatim treba pazljivo pogurati vrh katetera dublje u cervikalni kanal, sve dok se ne
oseti otpor. Da je vrh katetera dobro zabravljen u kanalu grli¢a materice, osetice se po
tome Sto ostaje stegnut, a kad se pusti, sam se okrene za oko ¥ kruga, u smeru
kazaljke na .

8. Spojiti vrh inseminacione plastine bocice sa zadnjim krajem katetera, a bocCicu sa
spermom drzati podignutu nagore.

9. Blagim pritiskom na bocicu, zapoceti ubacivanje sperme. Blago pomicanje katetera ¢e
omoguciti bolje usisavanje sperme. Vazno je da krmaca sama usisava spermu. Takvo
usisavanje traje minimalno 2,5 do 3 minuta. Nikako nasilno, pritiskanjem flaSice,
ubacivati spermu. To ¢e imati za posledicu isticanje veceg dela sperme napolje.

10. Kada je ubacena kompletna doza sperme, ponovo izvrSiti stimulisanje cerviksa,
povlacenjem katetera napred — nazad, u trajanju 1,5 do 2 minuta, a zatim polako izvuci
kateter iz polnih organa plotkinje.

Inseminacija se obavlja u prisustvu nerasta. To ¢e obezbediti da plotkinja dobro ispolji
refleks stajanja i pobolj3ati antiperistalticke kontrakcije materice. Kontrakcije se pojacavaju i
opisanom stimulacijom cerviksa, vrhom katetera. Dobre kontrakcije materice su veoma vazne
za pravilan raspored i transport doze sperme u rogovima materice, $to je veoma bitno za
uspesnu oplodnju! Ako se tehnika inseminacije izvodi ispravno (poStujuci navedene principe i
postupke), plotkinja ¢e usisati kompletnu dozu sperme i nece biti refluksa (povratka) sperme u
spoljasnju sredinu.

To je jako vazno za uspeh inseminacije. Pokazalo se, naime, da se vrednost koncepcije
znacajno smanjuje, ako krmaca, tokom inseminacije, izbaci samo 5% od celokupne doze
sperme. Sa druge strane, za krmacu je normalno da, unutar 30 minuta do 2 sata posle
inseminacije, izbaci i preko 70% od ukupnog volumena ubacene doze sperme, u kome se
nalazi oko 30% ukupnog broja unesenih spermatozoida. Ipak, to ne utiCe na vrednost
koncepcije. Naprotiv, to dokazuje da je inseminacija izvrSena na vreme, kada postoje
peristalticke kontrakcije materice, kojima krmaca odreduje optimalan broj spermatozoida u
vrhovima rogova materice i u jajovodima. Kvalitet izvedene inseminacije se moZe oceniti na
osnovu ponaSanja krmace i odredenih pojava, koje se dogadaju tokom procesa inseminacije.
Ova ocena pokazuje da li se osemenjavanje vrsi na vreme i da li postoje eventualna oSte¢enja
i/ili obolenja, posebno reproduktivnih organa krmace.
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Tabela 29. Ocena kvaliteta izvedene inseminacije

Ocena kvaliteta inseminacije

katetera u cerviksu

Pokazatelj 1 > 3
Refleks stajanja Jako nemirna Slabo stoji Stoji mirno
Zabravljenost vrha Ne oseca se Vrlo slabo Potpuno izraZzeno

Povratak sperme Velika koli¢ina Mala koli¢ina Nema
Krv na kateteru Velika koli¢ina Mala koli¢ina Nema
Gnoj na kateteru Prisutan Nema Nema
Gnojni iscedak Prisutan Nema Nema

Trajanje inseminacije

Manje od 90 sekundi

90 sekundi do 3 minuta

Vise od 3 minuta

Tabela 30. Problemi kod inseminacije, moguéi razlozi i postupci resavanja

Problem

Moguéi razlozi

Postupci reSavanja

Nema refleksa stajanja,
ili je on slabo izrazen

- plotkinja nije u estrusu
- rani ili kasni estrus

- proveriti evidenciju
- odloziti VO za 12h: ako tada stoji
osemeniti ili testirati dok ne stane.

Kateter ne ulazi u cerviks

- plotkinja nije u estrusu
- rani ili kasni estrus
- poremecaj grade cerviksa

- ne gurati nasilno Kkateter u
cerviks; izvuci kateter iz vagine.

- proveriti evidenciju

- odloZiti VO za 12h

- ako postoji problem, prijaviti
veterinaru

vagine napolje

Povratak sperme, curi iz

- plotkinja nije u estrusu

- rani ili kasni estrus

- nasilno istiskivanje
sperme, pritiskom flaSise

- poremecaj grade cerviksa

- proveriti evidenciju

- odloziti VO za 12h

- ne pritiskati flaSicu;
dozvoliti da plotkinja sama
usisava spermu

- odloziti VO za 12h
- ako je problem, javiti veterinaru

Krv na kateteru - ozlede ili poremecaj - prekinuti VO
polnih organa - prijaviti veterinaru
- obolenje polnih organa - prekinuti VO

Gnoj na kateteru (endometritis)

- obolenje polnih organa,
bubrega, mokraéevoda,
mokraéne besike ili uretre
- rani ili kasni estrus

- prijaviti veterinaru
- ne uvlaciti kateter
- prijaviti veterinaru

Gnojni iscedak iz vagine

Inseminacija traje - odloZiti VO za 12h

krac¢e od 90 sekundi

Laboratorija i oprema za VO. U laboratoriji za vestacko osemenjavanje se vrsi
makroskopska 1 mikroskopska ocena sperme, njeno razredivanje i Cuvanje do momenta
upotrebe. Osim toga, u ovoj laboratoriji se vrsi pranje i sterilizacija instrumenata i druge
opreme za VO, kao i higijena ljudi, koji rade na VO. Ovoj nameni treba prilagoditi
gradevinsko-tehnicke uslove i opremu laboratorije za VO.

Laboratorija za VO treba da ima najmanje tri odelenja (prostorije): za manipulaciju sa
spermom, za pranje i sterilizaciju instrumenata i druge opreme i za odrzavanje li¢ne higijene
radnika. Podovi treba da se lako peru, zidovi da su oblozeni keramickim plo¢icama, barem 1,5
m od poda. Potreban je sto za mikroskop i manipulaciju sa spermom, dupli lavabo, bojler sa
toplom i hladnom vodom, ormari za drZanje instrumenata i opreme, kao i dovoljan broj
elekri¢nih uti¢nica u zidovima. Treba da je dobro osvetljena, ali tako da je sperma zasti¢ena
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od direktnog uticaja sunceve svetlosti, odnosno ultravioletnih zraka. Na prozorima treba da se
nalaze mreZice, radi zastite od insekata (muve). Prostorije laboratorije treba da su veoma blizu
prostoriji u kojoj se uzima sperma od nerasta, tako da se sperma donese u laboratoriju
najkra¢im putem.

Najbolje je da izmedu ove dve prostorije postoji jedan prozorc¢i¢, kroz koji se sperma
dodaje u laboratoriju, tako da oni koji uzimaju spermu ne ulaze u laboratoriju. U laboratoriji
treba da se nalazi oprema za efikasnu kontrolu kvaliteta sperme, ¢uvanje sperme do momenta
upotrebe, oprema za sterilizaciju instrumenata i svega $to dolazi u dodir sa spermom. Princip
savremenog VO je da se koristi oprema za jednokratnu upotrebu (kateteri, spermosabiraci,
filteri, rukavice i td.).

Slika 46. Metode otkrivanja estrusa
Punim kontaktom sa polno zrelim nerastom (gore), Izazivanjem lumbo-sakralnog refleksa
uz prisutvo nerasta (sredina), nepotpunim kontaktom, preko ograde, sa polno zrelim nerastom
(dole levo) i merenjem elektricnog otpora vaginalne sluzi (dole desno).
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1. Vrh katetera se uvodi u vaginu,
okrenut prema ledima krmace, pod
uglom od oko 35° rotiraju¢i ga u
smeru obrnutom od kazaljke na satu.

2. Zatim se kateter ispravi u vodoravan
poluzaj i nastavi sa uvodenjem u
vaginu, sve dok se ne oseti blagi otpor.
To je znak da je vrh katetera dospeo do
ulaza u grli¢ (cervix) materice.

3. Daljim rotiranjem katetera u smeru
suprotnom od kazaljke na satu i
pomeranjem prema napred, Kkateter se
uvodi u grli¢ materice, sve dok se ne
oseti da je vrh katetra dobro stegnut u
grlicu. To se oseti po tome Sto kateter
nije moguce izvuci, blagim povlacenjem
prema nazad. Tada se, na slobodan kraj
katetera, stavlja flaSica sa dozom i pusti
da krmaca sama uvlaci spermu.

Slika 47. Tehnika klasi¢ne (intracervikalne) veStac¢ke inseminacije
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Slika 48. Postupci inseminacije
A — Pranje vulve, B — Uvodenje sterilnog katetera u vulvu, C — Uvodenje katetera u vaginu, D —
Kateter postavljen u cervik i deponovanje sperme, E — Shematski prikaz situacije intracerviklane
inseminacije. Desno je izgled otvorenog cerviksa, da se vide spiralni nabori.
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Slika 49. Moguéa mesta depozicije sperme kod VO
a i 1 —klasi¢na intracervikalna inseminacija (u cerviks materice)
b i 2 — intrauterina inseminacija (u telo matereice)
¢ — duboka intrauterina inseminacija (bliZze vrhu roga materice)
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22mm

S500rmim

Slika 50. Izgled razli¢itih vrhova katetera za VO svinja
Gornji je za plitku intrauteriniu inseminaciju, u sredinu su kateteri za klasi¢nu intracervikalnu
inseminaciju, a donji za inseminaciju nazimica (manji vrh), levo je kateter za dubolku intrauterinu
inseminaciju. Sasvim dole su dimenzije klasi¢nog, intracervikalnog katetera.

Slika 51. Sterilizator za VO opremu i frizider

113



Dragin, S., Stancié, 1., Jotanovié, S. 3. BIOTEHNOLOGIJA REPRODUKCIJE

Slika 52. Laboratorija (levo) i objekt za uzimanje sperme i VO (desno)

3.1.6.2. VESTACKO OSEMENJAVANJE KRAVA

Vestacko osemenjavanje goveda je zapocelo dozama sveze sperme, razredene zumancano-
citratnim razredivatem. Medutim, vrlo brzo je razvijena tehnologija dugotrajnog Cuvanja
inseminacionih doza dubokim zamrzavanjem, u te¢nom azotu, na temperaturi — 196°C. Danas
se preko 90% VO krava obavlja dozama otopljenim posle ¢uvanja u duboko zamrznutom
stanju. Moderna tehnologija VO goveda podrazumeva primenu efikasnih metoda kontrole
kvaliteta nativne sperme, razredivanja sperme, dugotrajnog Cuvanja inseminacionih doza,
tehnike inseminacije, odredivanja optimalnog momenta osemenjavanja i sinronizacije estrusa
kod veceg broja krava planiranih za istovremenu inseminaciju. Savremena doza za VO krava
ima volumen 0,25 ml (tzv. mini pajeta), koja sadrzi 12 do 15 x 10° progresivno pokretnih
spermatozoida. Inseminacija se izvodi intracervikalno, posebnim kateterom, dozom koja je,
neposredno pre inseminacije, otopljena na temperaturi 37 do 38°C. Za uspeh osemenjavanja je
veoma vazno odrediti optimalno vreme inseminacije. Naime, maksimalna vrednost koncepcije
se postize ako se inseminacija izvede oko 10 do 12h pre ovulacije. S tim u vezi, potrebno je
primeniti efikasnu metodologiju otkrivanja estrusa kod krava, §to je, Cesto, problem na
farmama, jer estrus traje dosta kratko (Cesto i manje od 12h). Zbog toga je najbolje da se
estrus otkriva opazanjem spoljasnjih znakova estrusa barem 4 puta dnevno u jednakim
vremenskim intervalima, uz kombinaciju sa rektalnim pregledom. Sve je ¢eS¢a i upotreba
vazektomisanih bikova probaca, koji najefikasnije markiraju estrine krave, kao i raznih
modela elektronskog pracenja ponasanja krava. Danas su dobro razvijene metode efikasne
sinhronizacije estrusa i ovulacije, pa se visok stepen uspeSne koncepcije moze postici i
fiksiranom inseminacijom, bez otkrivanja znakova estrusa. Razvoj tehnologije seksiranja
(sexing - odvajanje polova) spermatozoida, kvantifikacijom DNA metodom proto¢ne
citometrije, omogucéava jo§ Siru upotrebu VO u razvoju stoCarske proizvodnje. Naime,
osemenjavanjem krava dozama koje sadrze «muske» ili «zenske» spermatozoide, moguce je
kontrolisano dobijanje teladi odredenog pola, u zavisnosti od zelje proizvodaca.

TEHNOLOGIJA VESTACKOG OSEMENJAVANJA
Tehnologija vestackog osemenjavanja obuhvata slede¢e osnovne postupke: (1) uzimanje

sperme od bika, (2) kontrola kvaliteta dobijenog ejakulata, (3) razredivanje ejakulata, (4)
formiranje odredenog broja inseminacionih doza, (5) duboko zamrzavanje doza i njihovo
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¢uvanje do momenta upotrebe, (6) otapanje (odmrzavanje) doze i (7) inseminacija. Svi ovi
postupci imaju striktne principe 1 pravila, kojih se mora pridrzavati, ako se Zzeli postici
maksimalan efekt VO, pre svega, meren brojem oteljenih od broja vestacki osemenjenih
krava. Pored toga, uspeh inseminacije zavisi i od: (a) optimalnog vremena inseminacije, u
odnosu na pocetak manifestacije refleksa stajanja (oko 10h posle prestanka spoljas$njih
znakova estrusa) i (b) pravilno izvedene tehnike inseminacije (vrh katetera se uvodi u kanal
grli¢a materice).

Uzimanje sperme od bika se moZe izvesti primenom tri metode:
1. Metodom vestacke vagine se imitiraju uslovi koji vladaju u prirodnoj vagini, koji su
vazni za stimulaciju ejakulacije (toplota, skliskost i pritisak na penis).
2. Metodom elektroejakulacije se vrsi elektricna stimulacija centara za eljakulaciju u
ki¢menoj mozdini, koji su odgovorni za formiranje refleksa ejakulacije.
3. Metodom masaze akcesornih polnih zlezda ili ampula semevoda, takoze se vrSi
stimulisanje centara za ejakulaciju u kicmenoj mozdini bika.

Prva metoda se koristi u svakodnevnoj praksi, dok se druge dve metode koriste samo u
vrlo retkim slu€ajevima, kada nije moguce primeniti metodu vestacke vagine, a vrlo je vazno
dobiti ejakulat od odredenog bika. Obi¢no je razlog nemoguénost bika da izvede skok 1/ili
erekciju penisa, zbog starosti ili nekih obolenja, naj¢esce lokomotornih organa.

VestaCko osemenjavanje krava se vrSi specijalnim kateterom, ¢iji se vrh uvodi u
cervikalni kanal. Kako kaudalni kraj cerviksa kupasto prominira u vaginalnu Supljinu, kateter
se, u cerviks, moze uvesti na tri na¢ina: (1) manuelnom fiksacijom ceviksa per rectum, (2)
vizuelizacijom cervikalnog otvora, kroz spekulum, postavljen u vaginu ili (3) povla¢enjem
cerviksa u vaginu, specijalnim hvatatem za cerviks, tako da se njegov otvor vidi kroz otvor
vulve.

Kontrola kvaliteta sperme. Na kvalitet sperme bika uti¢e veliki broj genetskih i
paragenetskih faktora. Medu njima su najznacajniji: rasa, linija, individua, starost, ishrana,
nacin drzanja, godi$nja sezona, frekvencija ejakulacije i zdravstveno stanje bika.

Kvalitet sperme se odreduje na osnovu njenih fertilizacionih parametara: volumen
ejakulata, koncentracija spermatozoida u 1 ml sperme, ukupan broj spermatozoida u
ejakulatu, broj (%) progresivno pokretnih spermatozoida, broj (%) morfoloski promenjenih i
mrtvih spermatozoida u ejakulatu.

Volumen ejakulata dosta varira, prvenstveno u zavisnosti od starosti bika i frekvencije
uzimanja ejakulata. Mladi bikovi, na pocetku polnog iskoriStavanja, daju ejakulate zapremine
1 do 2 ml i manje, dok potpuno odrasli bikovi mogu davati ejakulate izmedu 10 i 15 ml
zapremine.

Koncentracija spermatozoida u ejkulatu obi¢no iznosi oko 2 do 3 milijarde u 1 ml.

Parametri dobrog ejakulata, koji se koristi za VO su:
Volumen ejakulata = 6,0 ml i vise

Koncentracija spermatozoida = 1,2 x 10° i vie
Progresivna pokretljivost spermatozoida = vise od 80%
Abnormalnih spermatozoida = manje od 20%
PreZivljavanje spermatozoida = viSe od 48 sati
Rezistencija spermatozoida = 45 minuta

pH=6,5do 7,0

Patogenih mikroorganizama po mililitru sperme = 0,0
Nepatogenih mikroorganizama po mililitru sperme = 5000.

ISR N N N N NN
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Razredivanje sperme se vrsi razredivaima, koji se prave u farmaceutskim kuc¢ama 1
mogu se kupiti u slobodnoj prodaji. Sperma se razreduje zbog: (a) povecanja volumena
nativnog ejakulata i (b) kako bi su u ejakulat dodale supstance koje produZavaju Zivot
spermatozoida tokom in vitro ¢uvanja (glukoza, puferi, elektorliti, krioprotektanti). Stepen
razredenja (odnos volumena nativnog ejakulata 1 volumena dodatog razredivaca) se odreduje
na osnovu volumena ejakulata i izracunatog broja inseminacionih doza, koji se moze napraviti
od tog ejakulata.

Formiranje inseminacionih doza. Posle razredivanja, od dobijene zapremine razredene
sperme, formiraja se odreden broj inseminacionih doza. Ovaj broj se odreduje na osnovu broja
progresivnbo pokretnih spermatozoida u ejakulatu, volumena inseminacione doze i broja
spermatozoida u dozi. Od jednog bika se, godiSnje, moze dobiti 100 do 200 hiljada
inseminacionih doza sperme. Pretpostavka je da se godisnje dobije 100 ejakulata od jednog
bika, da u ejakulatu ima 2 milijarde progresivno pokretnih spermatozoida, kao i da jedna
inseminaciona doza sadrzi 20 miliona spermatozoida. Danas se, od dobrih ejakulta, prave
doze sa 11 do 12 miliona spermatozoida. Jedna inseminaciona doza je zapremine 0,25 ml
razredene sperme (tzv. minituba ili minipajeta).

Cuvanje duboko zamrznute sperme. Sperma se moze dugotrajno Guvati dubokim
zamrzavanjem u suvom ledu (&vrst CO,), na - 90°C, ili u te¢nom azotu, na temperaturi -
196°C. Vrsi se neposredno posle formiranja inseminacionih doza.

Osnovni postupci dubokog zamrzavanja pejeta: 1. Koristi se Zzumanc¢anocitratni razredivac,
sa dodatkom krioprotektanta (glicerina) i antibiotika, 2. ejakulat se razredi na polovinu
konacnog razredenja, 3. razredeni ejakulat se ohladi na 2 do 3°C, 4. glicerin se dodaje u
koncentraciji 7,5 do 8,0%, i to tako da se dodaje postepeno: 10%, 20%, 30% i td., svakih 15-
20 minuta, sve dok se ne doda cela koli¢ina, 5. ovako pripremljena sperma se ¢uva na 1 do
30C, tokom 12 do 16 ¢asova. To je ekvilbracija sperme, za koje vreme se glicerin oblaze
spermatozoide, $§to sprecava kristalizaciju kod zamrzavanja 6. zatim se wvrSi punjenje
obelezenih (datum, tet. br. bika, rasa, firma), pejeta, koje mogu imati zapreminu 0,5 ml
(duzine 13,4 cm, a debljine 3 mm) ili 0,25 ml (duzine 13,4 cm, a debljine 1,5 mm). Na
Krajevima se pejeta zatvori i 7. Napunjene pejete se zamrzavaju, prvo u pari te¢nog azota 7
minuta, a u tecnom azotu 5 minuta. Ztim se urone u kontejner sa te¢nim azotom i ¢uvaju do
upotrebe. Svaka pejeta, posle otapanja, mora sadrzati minimalno 10 — 12 x 106 progresivno
pokretnih spermatozoida!

Slika 53. Otkrivanje estrusa biokom proba¢em i markiranjem krava bojom
Na desnoj slici je krava sa postavljenom bojom, i krava sa obrisanom bojom,
kao rezultat zaskakivanja.
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Slika 54. Otkrivanje estrusa ispitivanjem lumbo-sakralnog refleksa (levo), pojavom
vaginalnog sluzavog iscetka (sredina) i izgledom vaginalne sluzokoZze i cerviksa (desno)

R st

Slika 56. Otkrivanje estrusa elektronskim monitoringom promena ponasanja krave

Tehnika inseminacije podrazumeva nacin na koji se kateter za inseminaciju uvodi do
mesta na kome se vrsi detoponovanje sperme u Zenski polni trakt. Klasinéna tehnologija
inseminacije se izvodi tako Sto se doza sperme deponuje u cerviks uterusa krave. Uvodenje
katetera u crviks se moZe izvesti: (a) metodom manuelne fiksacije cerviksa per rectum i (b)
vizuelizacijom kaudalnog otvora cerviksa, uvodenjem spekuluma u vaginu krave.
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Pre pocetka inseminacije, potrebno je inseminacionu dozu izvaditi iz kontejnera sa te¢nim
azotom i otopiti je u vodi, temperiranoj na 35 do 37°C, tokom 40 do 45 minuta. Posle
otapanja, dozu treba dobro posusiti sterilnim papirom (voda je spermicidna!) i pravilno je
postaviti u inseminacioni kateter. Otopljenu dozu treba ubaciti u cerviks unutar maksimalno
10 do 15 minuta. Sto pre, to bolje.

Cinjenice vaine za uspe3no VO:

v’ Estrus traje prose¢no 24h; kod vecine krava traje izmedu 12 i 16h.

v" Ovulacija se dogada 10 do 12h posle prestanka znakova estrusa.

v" Optimalno vreme osemenjavanja je pri kraju estrusa. Prakti¢no, ako se znaci estrusa
primete u rano jutro, osemenjavanje treba izvrsiti kasno posle podne i obrnuto.

v' Osemenjavanje treba vrsiti dozom kvalitetne sperme.

v Doza duboko zamrznute sperme se odmrzava u toploj vodi, na 35 do 37°C, u trajanju
40 do 45 sekundi. Inseminaciju treba izvrSiti unutar maksimalno 10 do 15 minuta
posle odmrzavanja doze.

v" Vrh inseminacionog katetera se uvodi u kanal cerviksa, gde se vrsi deponovanje doze
sperme.

v' Pre inseminacije, treba izvrsiti rektalni pregled materice i jajnika. Na taj nadin se

ustanovi da li su ovi organi zdravi, kao i da li se, na jajniku, nalazi folikul pred

ovulaciju.

Osemenjavanja treba izvrsiti sterilnim kateterom.

Vulvu i njenu okolinu, treba oprati (najbolje blagim dezinficijensom) i obrisati suvom

i Cistom krpom.

v’ Lice, koje vrSi inseminaciju, treba da je stru¢no, da je adekvatno odeveno i sa ¢istim
rukama.

AN

Potrebna oprema za izvodenje klasicne (intracervikalne) inseminacije krava: (1) dva
sterilna vaginalna spekuluma (za krave 1 junice), (2) baterijska lampa, ako nije ugradena u
spekulum, (3) dva katetera za inseminaciju, sa dovoljnim brojem sterilnih plasti¢nih cev¢ica,
za jednokratnu upotrebu, (4) pinceta (5) makaze, (6) sterilna vata i gaza, (7) dezinfekciono
sredstvo za dezinfekciju spoljasnjih polnih organa i njihove okoline, (8) vodeni termostat ili
veéa termos flasa, sa vodom temperature 37°C, za odmrzavanje pejeta, (9) dovoljan broj
inseminacionih rukavica, ¢izme, kecelja, naramenica, mantil i (10) ulje za mazanje rukavice.

Fertilitet bikova. Iako krava ima znacajnijeg uticaja na fertilitet, postoje brojni dokazi da
na ukupan fertilitet zapata uticu i bikovi. Neki istrazivaci pokazuju da fertilitet zapata moze da
varira izmedu 34% 1 70%, u zavisnosti da li se Kkoriste bikovi niskog ili visokog
fertilizacionog potencijala. Zbog toga je vazno Sto objektivnije utvrditi fertilizacioni
potencijal bikova. Neki istrazivaci su utvrdili da postoji dosta Siroko variranje u fertilitetu
pojedinih bikova, zavisno od vremena izvedene inseminacije tokom estrusnog perioda.
Naime, razlika u postignutoj koncepciji, izmedu pojedinih bikova, je iznosila 16%, kada je
inseminacija izvedena na pocetku estrusa, oko 5,5% kod inseminacije u sredini estrusa, dok
razlike u postignutoj koncepciji, izmedu pojedinih bikova, nije bilo, kada je inseminacija
izvedena na kraju estrusa. Ovi rezultati pokazuju da se fertilitet bikova moze oceniti na
osnovu rezultata postignute koncepcije, posle osemenjavanja u ranom estrusu. | neki drugi
parametri, kao $to su kvantitet i kvalitet ejakulata, seksualni libido i veli¢ina (obim) testisa,
takode mogu posluziti kao indikatori potencijalnog fertiliteta bikova. VeliCina testisa je
visoko povezana sa kapacitetom za produkciju i kvalitet sperme. Svojstvo veliCine testisa se
moze lako i viSekratno meriti, a ima i visok heritabilitet. Stepen progresivne pokretljivosti
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spermatozoida je jedan od bitnih pokazatelja potencijalnog fertiliteta bika. Danas postoje
precizne metode za odredivanje progresivne pokretljivosti, kao Sto je metoda fotometrije.
Koristi se i indeks fertiliteta sperme, baziran na odnosu volumena ejakulata, njegove
koncentracije i stepena progresivne pokretljivosti spermatozoida. Upotreba sperme visoke
koncentracije i progresivne pokretljivosti, nema uvek za rezultat postizanje visoke vrednosti
koncepcije. Ovo se, obi¢no, desava u sluc¢aju da se u spermi nalazi veliki broj spermatozoida
sa oStecenim akrozomom. Bojenjem preparata sperme sa Naphthol Yellow S + Aniline Blue,
predstavlja prakticnu metodu mikroskopske ocene stanja akrozoma spermatozoida bika.
Sposobnost penetracije spermatozoida kroz cervikalnu sluz, je takode jedan od indirektinih
testova fertilizacionog potencijala bika. Tako je ustanovljena pozitivna korelacija izmedu
stepena penetracije sluzi i vrednosti uspesne koncepcije. Direktno testiranje fertilizacione
sposobnosti  spermatozoida pojedinih bikova se moze izvesti tzv. heterospermnom
inseminacijom. Sperma bikova koji se testiraju se pomesa i, sa istim dozama takve sperme,
osemeni se odredeni broj krava. Fertilitet bikova se ocenjuje na osnovu broja potomaka,
dobijenih od pojedinih bikova. Poreklo potomaka se odreduje na osnovu tipizacije krvi.

Problem smanjenog fertiliteta vestacki osemenjenih krava. DeSava se da neke krave
uspesno ne koncipiraju ni posle tri ili viSe osemenjavanja, nego ponovo manifestuju znake
estrusa (povadaju). Kod takvih krava je estrusni ciklus bio normalan, manifestovale su
normalne znake estrusa, na njihovim jajnicima, prilikom rektalnog pregleda, nisu ustanovljene
nikakve anomalije i nije prime¢en abnormalan iscedak iz vulve. U zapatima dobrog fertiliteta,
svega 9 do 12% krava moze biti osemenjeno viSe od tri puta, pre uspostavljanja uspesSne
koncepcije.

Trebalo bi da vise od 90% krava uspeSno koncipira posle manje od tri osemenjavanja.
Ako postoji dovoljan broj dobrih junica, krave sa tri ili viSe neuspelih osemenjavanja, treba da
budu izlucene iz dalje reprodukcije.

Vrlo je teSko ustanoviti pravi razlog opisanih ucestalih povadanja. Neke krave mogu,
zaista, imati nize reproduktivne sposobnosti, ali ako se viSekratna povadanja deSavaju kod
viSe od 15% krava u zapatu, onda ovo nije jedini razlog. Postoji ve¢i broj faktora koji mogu
dovesti do ovakvog stanja, posebno ako deluju zajedno. Zbog toga je, radi prevazilazenja
ovog problema, tj. otkrivanja pravog razloga viSekratnih povadanja, potrebno voditi tacnu i
detaljnu reproduktivnu evidenciju i izvrsiti Sto detaljniju analiza svih faktora na farmi, koji
mogu dovesti do smanjenog fertiliteta krava.

Faktori koji mogu dovesti do niske vrednosti koncepcije:

1. Problemi povezani sa otkrivanjem estrusa:

nije osemenjena krava koja je u estrusu,

osemenjena krava koja nije u estrusu,

neoptimalno vreme osemenjavanja, u odnosu na pocetak refleksa stajanja,
netacna reproduktivna evidencija.

ANANENEN

2. Problemi u vezi sa na¢inom osemenjavanja:
v' bik slabog fertiliteta (kod prirodnog osemenjavanja),
v" neadekvatna tehnika osemenjavanja (kod VO).

3. Problemi u vezi sa kravom:
v Mietritis (infekcija materice),
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hormonski poremecaj,

obstrukcija (neprohodnost) jajovoda,
anatomski defekti reproduktivnih organa i
rani mortalitet embriona.

AN NI NN

4. Problemi u vezi sa ishranom:
v’ slaba telesna kondicija,
v" nedostatak mineralnih materija i vitamina u obrocima i
v’ prisustvo mikotoksina.

Veoma je tesko identifikovati svaki pojedinacni navedeni faktor, kao 1 stepen njegovog
uticaja na smanjen fertilitet krava u zapatu. Zbog toga, specifi¢cne akcije mogu redukovati
pojavu smanjenog fertiliteta, ako nisu zastupljeni svi od gore navedenih faktora. Tako, na
primer, injekcija preparata GnRH, u momentu inseminacije, nekada ima uticaj na smanjenu
pojavu visekratnih povadanja, posebno kada se tretiraju krave kod drugog ili narednih
osemenjavanja, u sluc¢aju kada se radi o redukovanoj sekretornoj aktivnosti Zutog tela
(hormonalna disfunkcija). Naime, GnRH pojacava sekreciju progesterona, koji je neophodan
za odrZavanje gravidnosti.

izgled vestacke vagine Oprema za elektroejakulaciju
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Rectalnom masazom vezikularnih zlezda (A) i ampule semevoda (B)

Slika 57. Metode uzimanja sperme od bika

Slika 58. 1zgled dobrog ejakulata (levo) i normalnih spermatozoida bika (desno)
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Slika 59. MorfoloSke anomalije spermatozoida (levo) i o§tec¢en akrozom (desno)

RAZREDIVANJE I CUVANJE SPERME

Slika 62. Pakovanje razredene sperme  Slika 63. Formirane inseminacione doze
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Slika 64. Kontejneri sa tenim azotom  Slika 65. Otvoren kontejner sa dozama
za Cuvanje itransport doza

PRIPREMA DOZE ZA INSEMINACIJU

Slika 66. Uzimanje doze iz kontejnera Slika 67. Otapanje doze
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C D

Slika 68. Posle otapanja, doza se obriSe i osusi (A), postavi u kateter (B), odsece se vrh
inseminacione doze (C) i preko katetera sa dozom se postavi plasti¢na navlaka (D)

TEHNIKA INSEMINACIJE KRAVE

SEMEN DEPOSITION
AT
CERVICO-UTERINE
JUNCTION 08 CERVIX
A SPECULUM

UTERINE BODY
=

B e I S
Y ¥

ARTIFICIAL INSEMINATION
GUN

T
GERVIX  VAGINA \ 4

BATTERY-OPERATED
=~ LIGHT SOURCE

Slika 70. Inseminacija manuelnom fiksacijom cerviksa per rectum

124



Dragin, S., Stancié, 1., Jotanovié, S. 3. BIOTEHNOLOGIJA REPRODUKCIJE

Slika 71. Pravilno (gore) i nepravilno uveden kateter (dole)

OSNOVNE FAZE INSEMINACIJE PER RECTUM

Slika 72. Intracervikalna inseminacija: Pozicija uterusa, dorzalni pogled (A), Evajuacija
fecesa iz rectuma (B), Fiksiranje cerviksa (C) vrh katetera u cerviksu i deponovanje sperme.

125



Dragin, S., Stancié, 1., Jotanovié, S. 3. BIOTEHNOLOGIJA REPRODUKCIJE

Slika 73. Inseminacija u telo materice (A) i rog materice (B)

3.1.6.3. VESTACKO OSEMENJAVANJE OVACA I KOZA

A. OVCE

Vestacko osemenjavanje ovaca 1 koza se primenuje u industrijskoj proizvodnji, sa ciljem
da se dobije znatno veci broj jagnjadi od genetski superiornih ovnova, kao i da se poveca
efikasnost reproduktivne eksploatacije ovnova. Koristi se tehnika vaginalne, cervikalne,
transcervikalne i intrauterine (putem laparoskopije) depozicije inseminacione doze. Koriste se
doze sveze razredene sperme ili doze cuvane dubokim zamrzavanjem. Vrednost koncepcije je
znatno niza kod ovaca osemenjenih dozama ¢uvanim dubokim zamrzavanjem, bez obzira da li
je osemenjavanje izvrSeno u spontanom ili sinhronizovanom estrusu. U poslednje vreme se
primenjuje tehnika laparoskopske intrauterine inseminacije, dozama volumena 0,25 ml, koje
sadrze 80x10° spermatozida. Pri tome se postize 60% do 70% uspe$ne koncepcije, &to je
slicno koncepciji koja se postize klasicnom cervikalnom inseminacijom, dozama sveze
razredene sperme, koje sadrze 200x10° spermatozoida u dozi volumena 0,25 ml.

Postoji veéi broj prednosti primene vestatkog nad prirodnim osemenjavanjem: (1) dobija
se znacajno veci broj potomaka od jednog ovna, koji ima visok genetski potencijal za
odredena (pozeljna) produktivna svojstva. Naime, prirodnim osemenjavanje, jedan ovan moze
da pari oko 50 ovaca u sezoni. Primenom vestackog osemenjavanja (VO), spermom jednog
ovna se moze osemeniti oko 1.000 ovaca u sezoni, (2) sperma se moze duboko zamrznuti i
Cuvati duzi vremenski period, (3) duboko zamrznuta sperma se moZe prenositi na velike
udaljenosti. Tako se smanjuju troskovi i rizici prevoza ovnova. Osim toga, izbegava se Sirenje
zaraznih bolesti i (4) znac¢ajno se smanjuje broj potrebnih ovnova za osemenjavanje ovaca u
programu sinhronizacije estrusa.

TEHNOLOGIJA VESTACKOG OSEMENJAVANJA
Tehnologija VO obuhvata: (1) otkrivanje estrusa ovaca, (2) uzimanje sperme od ovna, (3)
kontrolu kvaliteta dobijene sperme, (4) razredivanje sperme, (5) formiranje odredenog broja

inseminacionih doza razredene sperme i (6) inseminacija.

Otkrivanje estrusa ovaca se vrSi ovnovima proba¢ima, koji mogu biti podvezani
specijalnim keceljama, koje su namazane bojom, kojom se markiraju ovce kada budu
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zaskoCene. Mogu se koristiti 1 vasektomisani ovnovi. To su ovnovi kojima su, hiruruskim
putem, podvezani semevodi.

Slika 74. Estrus ovce se moZe otkriti samo ovnom probacem

Uzimanje sperme od ovna se vr§i metodom vestacke vagine ili metodom
elektroejakulacije. Ovnovi treba da budu nauceni da skoce i daju ejakukat u vestacku vaginu.

Slika 75. Uzimanje sperme od ovna (levo) i vestacka vagina (desno)

Kontrola kvaliteta dobijene sperme. Svaki ejakulat (koli¢ina sperme koju izbaci ovan u
jednom skoku) se mora pregledati, kako bi se ocenila njegova oplodna spsobnost. Zbog toga
se mora odrediti volumen, gustina i boja ejakulata. Zapremina normalnog ejakulata ovna se
kre¢e izmedu 0,5 1 2,0ml. Boja je mle¢no bela do belo-Zuckasta. Sperma je gusta i vidi se
vrtloZenje, zbog prisustva velikog broja pokretnih spermatozoida. Dobar ejakulat ne sme da
ima stranih (neprirodnih) primesa, kao S$to su krv, gnoj, necisto¢a i td. Posle ovog,
makroskopskog, sperma se preglada mikroskopski. Tako se odreduje: stepen 1 nacin
pokretanja spermatozoida, izgled i grada spermatozoida, broj zivih, mrtvih i abnormalno
gradenih spermatozoida. Za oplodnju su sposobni samo spermatozoidi koji su normalno
gradeni i pokazuju intenzivno kretanje, glavom prema napred (tzv. progresivna pokretljivost).
Sve navedene osobine sperme imaju velikog uticaja na njenu oplodnu sposobnost. Na osnovu
ovih vrednosti se odreduje broj inseminacionih doza, koji se moze napraviti od jednog
ejakulata.

Dobra sperma ovna treba da ima: volumen ejakulata 0,5 —-2,0ml; 3 do 4 milijarde
spermatozoida u 1ml ejakulata; preko 70% progresivne pokretljivosti spermatozoida; manje
od 20% mrtvih i nepravilno gradenih spermatozoida. Ovnovi daju znatno bolje ejakulate (veci
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volumen, sa veéim brojem progresivno pokretnih spermatozoida), tokom prirodne sezone
parenja, u odnosu na anestricnu sezonu. Tako se, na primer, tokom sezone parenja moze
dobiti oko 20 dobrih ejakulata nedeljno od jednog dobrog ovna, dok se izvan sezone parenja
moze dobiti samo 4 do 5 dobrih ejakulata nedeljno od jednog ovna.

Vaznije osobine sperme i spermatozoida ovna:

Sperma:
e Volumen ejakulata (MI).......cccoevvvvieniiiiieee 0,9(0,1-1,5
«  Koncentracija (109/ml)........cccooeviiiininnnnnnn. 4,0(1,5-6)
e Ukupan broj sptz. u ejakulatu (x 109) .............. 3,6
*  Prosecna progresivna pokretljivost sptz. ........... 75%
O PH s 59-73
e Fruktoza (mg/100 MI) ..ccovovviiiiiiieeeee 247
e Ukupni azot (mg/100 mI) ...covevvevvieiieireeen, 875

Spermatozoid:
* Duzina glave 8,2mm; Sirina glave 4,2mm.
* Duzina repa 55 — 60mm.

Razredivanje sperme. Neposredno posle uzimanja i kontrole kvaliteta, ejakulat se mora
razrediti u odredenom odnosu, koji se odreduje na osnovu njegovog volumena, koncentracije i
procenta progresivne pokretljivosti spermatozoida. Razredivanje se vrSi posebnim
razredivaCem za spermu ovna, a vr$i se iz dva osnovna razloga: (a) da se poveca volumen
ejakulata, kako bi se mogao podeliti na veci broj inseminacionih doza, ¢iji volumen iznosi 0,2
do 0,5ml 1 (b) da se ejakulatu dodaju potrebne hranljive i zastitne materije, koje ¢e omoguditi
odrzavanje visoke oplodne spsosobnosti spermatozoida, od momenta razredivanja do
momenta inseminacije.

Broj inseminacionih doza. Dobar ejakulat se moze razrediti i podeliti na 10-20
inseminacionih doza, od kojih svaka ima oko 200 do 400 miliona spermatozoida.

Inseminacija se moze izvrsiti prirodnom (nerazredenom), teénom razredenom ili
spermom koja je bila zamrznuta i otopljena neposredno pre inseminacije. Nerazredenu
spermu treba iskoristiti za inseminaciju unutar maksimalno 20-30 minuta posle uzimanja. Ako
se koristi tecna razredena sperma, onda se ona moze ¢uvati na temperaturi oko 15 do 18°C i
upotrebiti maksimalno 10 sati posle uzimanja od ovna. Razredena sperma se moze ¢uvati u
duboko zamrznutom stanju, na temperaturi tecnog azota (-1960C), tokom neograni¢enog
vremena. Naravno da oplodna sosobnost sperme opada sa produzavanjem perioda ¢uvanja. U
Sirokoj praksi se, najceSc¢e, koristi metoda intracervikalne inseminacije. To znaci da se doza
sperme istisne u grli¢ materica. Moze se koristiti i tzv. intrauterina inseminacija, kada se
znatno manje doze sperme ubacuju direktno u rog materice. Medutim, ova metoda zahteva
hiruruski zahvat, pa je, zbog toga, skuplja i nepogodna za Siroku prakticnu primenu.
Optimalno vreme inseminacije je druga polovina estrusnog perioda, odnosno oko 10-12h pre
ovulacije. U tom slucaju je dovoljno izvrsiti samo jednu inseminaciju. Ako osemenjena ovca
pokazuje jasne znake estrusa 12h posle prve inseminacije, treba izvrSiti i drugu inseminaciju.
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Tabela 31. Primer programa VO posle sinhronizacije estrusa ovaca

Dan Postupak (operacija)
1. Postavljanje intravaginalnih sundera.
a) Vadenje intravaginalnih sundera.
14, b) Injekcija eCG (350 do 500ij. u sezoni, ili 500 do 1000

ij. izvan sezone parenja).

a) Uzimanje, kontrola, razredivanje i ¢uvanje sperme.

16. b) Vestatko osemenjavanje ovaca, oko 56 sati posle
vadenja sundera, dozom u kojoj ima 100 do 200
miliona spermatozoida.

Pocetak pusStanja ovnova probaca, da se otkriju ovce koje

povadaju. Njih treba ponovo osemeniti, prirodnim ili

24. vestackim putem. Ako je ovaj program izvrSen izvan sezone

parenja, ovce koje nisu ostale sjagnjenje, nece spontano

ispoljiti estrus 17 dana kasnije!

Doza eCG (ij) zavisi od sezone (izvan sezone parenja je veca od one u sezoni parenja),
starosti ovaca (mlade ovce — koje se prvi put pare — treba da dobiju 50 ij eCG vise od
odraslih, starijih ovaca), telesne mase (teze ovce treba tretirati sa nesto ve¢im dozama eCQG) |
rase ovaca (plodnije rase treba tretirati nizim, manje plodne rase viSim dozama eCG). U
slucaju da se planira dobijanje veceg broja jagnjadi po ojagnjenoj ovci (veci broj dvojki,
trojki, Cetvorki), doza PMSG se mora znatno povecati. Pri tome treba znati da prekomerno
povecanje doze eCG (1500 ij i vise) znacajno povecava broj degenerisanih jajnih cCelija i
pojavu folikularnih cista kod tretiranih ovaca.

Slika 76. Vestacko osemenjavanje ovce
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1- Kateter u cerviksu
2- Vaginalni spekulum
3 - Vagina,

4 — Cervikalni kanal

5 — Telo materice

6 - Rektum

7 — Mokraéna besika
8 — Sinfiza pelvis

Slika 79. Intrauterina inseminacija metodom laparoskopije
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B. KOZE

Primena vesStaCkog osemenjavanja je osnovna i efikasna mera genetskog unapredenja
pozeljnih produktivnih osobina koza. Zbog toga se ova tehnologija sve vise primenjuje u
intenzivnom gajenju koza. Tako je, u Francuskoj, tokom desetogodisSnjeg perioda (1983. —
1993. godina), broj vestacki osemenjenih koza povecan sa oko 5.000 na oko 60.000. Vrednost
postignute koncepcije, posle prvog osemenjavanja je iznosila 62,4%, a posle svih
inseminacija 87,9%.

Dobijanje sperme. Ejakulat se od jarca moze dobiti metodom vestatke vagine ili
elektroejakulacijom. Primenom veStacke vagine se dobijaju ejakulati manje zapremine, ali
veée koncentracije, u poredenju sa ejakulatima dobijenim elektroejakulacijom. Jarci reaguju
na elektrostimulaciju znatno intenzivnije od ovnova i ¢esto ispustaju vrlo jak glas, §to moze
da uznemiri prisutne ljude. Treniranje jarca na ejakulaciju u vestacku vaginu moZze da traje
nekoliko dana do nekoliko meseci, dok neki jarci uopSte ne mogu da se naviknu na
ejakulaciju u vestacku vaginu. Ejakulat se moze uzimati jednom ili dva puta dnevno, tokom
sezone parenja, a mogu se dobijati i tokom cele godine. Ipak, fertilizaciona sposobnost
sperme varira, u zavisnosti od meseca do meseca. Najkvalitetniji ejakulati se dobijaju tokom
sezone parenja.

Manipulacija sa spermom in vitro. Neposredno posle dobijanja, izmeri se volumen i
oceni gustina ejakulata. Vrednosti ovih parametara variraju u zavisnosti od sezone, starosti,
rase, ambijentalne temperature i telesne kondicije, odnosno ishrane. Volumen vecine ejakulata
varira izmedu 0,5 i 2,0 ml, sa 1,5 do 4,0 milijardi spermatozoida u 1ml. Progresivna
pokretljivost spermatozoida, u dobrim ejakulatima, treba da je veca od 75%. Boja ejakulata
varira od Zute, svetlo Zute do bele. Varijacija boje ejakulata zavisi od koncentracije
riboflavina, koji se sintetiSe u vezikularnim Zlezdama. Ako se za osemenjavanje Kkoristi
nativan (nerazreden) ejakulat, volumen inseminacione doze treba da bude oko 0,1ml, a
osemenjavanje treba izvesti neposredno posle uzimanja ejakulata. Tako se mozZe osemeniti 5
do 15 koza. Razredivanje sperme se vrsi na 30°C, primenom razredivaca na bazi mleka ili
Tris-a.

Razredivaci na bazi Zumanceta jajeta ne treba da se koriste za razredivanje sperme jarca.
Naime, ferment koga sintetiSu bulbo-uretralne Zlezde jarca, katalizuje hidrolizu lecitina u
Zumancetu jajeta do masnih kiselina i lizolecitina, koji je, izgleda, toksi¢an za spermatozoide.
Stepen razredenja se odreduje na bazi odnosa volumena ejakulata i razredivaca (1:2 do 1:4) ili
na bazi konstantne koncentracije spermatozoida (obi¢no 250 do 600 miliona spermatozoida u
1ml razredene sperme). Razredena sperma se rashladuje do sobne temperature (20 do 21°C)
ili do 4°C i na toj temperaturi se moze ¢uvati do 12h. U zavisnosti od stepena razredenja,
jednim razredenim ejakulatom se moze osemeniti 10 do 40 koza.

Optimalno vreme inseminacije. Generalno se smatra da kozu treba osemenjavati unutar
12h posle momenta kada koza prvi put manifestuje refleks stajanja, ustanovljen jarcem
probacem. Postoje podaci koji pokazuju da je intrauterina inseminacija efikasnija od
intracervikalne, a da intravaginalnu inseminaciju treba izbegavati. Dvokratnu inseminaciju,
takode, treba izbegavati. Jedan od razloga za to je Cinjenica da distenzija vagine u estrusu
izaziva refleksno izluCivanje oksitocina, Sto ima za rezultat izraZzenu kontrakciju vagine i
cerviksa. Ove kontrakcije remete normalan transport spermatozoida, posledi¢no, smanjuju
uspeh osemenjavanja. Intrauterina inseminacija daje znatno bolje vrednosti koncepcije od
intracervikalne. Doza sperme se moze uneti u uterus kroz cervikalni kanal (transcervikalna
intrauterina inseminacija) ili direktno u vrh roga uterusa, primenom laparotomije ili
laparoskopije. Ako se sperma unosi direktno u matericu, primenom laparoskopije, doza moze
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da sadrzi 1, 5 ili 25 miliona spermatozoida i da to nema znacajnog uticaja na postignutu
vrednost koncepcije.

Posle vestacki izazvanog estrusa 1 ovulacije, VO treba izvesti 43 do 45h nakon prestanka
hormonskog tretmana. Ustanovljeno je da LH postize maksimalnu koncentracju u krvi koza
izmedu 16 oko 40h posle prestanka tretman kombinacijom intravaginalnih sundera (45mg
FGA), prostaglandina (50ug cloprostenola) i 400 do 500ij. PMSG. Odredivanje pika LH u
krvnoj plazmi je dobar metod za odredivanje optimalnog vremena VO koza razli¢itih rasa.

Duboko zamrzavanje sperme. Optimalne vrednosti fertiliteta sperme se postizu ako se
doze sperme prvo potope u paru tecnog azota, oko 4cm iznad te¢nosti, najmanje 30 sekundi, a
zatim se potope u te¢ni azot. Volumen doze moze biti 0,25 do 0,50ml. Stepen pokretljivosti
spermatozoida se znatno smanjuje posle 6 meseci Cuvanja u te¢nom azotu, bez obzira na
volumen doze, kao i na to da li je koriSten ratredivac sa Zumancem jajeta ili da li je semena
plazma bila prisutna ili ne.

Kao krioprotektanti se koriste glicerol, dimethyl sulfoxid (DMSO) i laktoza. Kombinacija
glukoze i glicerola, takode, daje dobre rezultate krioprezervacije. LoSa krioprezervacija,
odnosno delovanje hladnog Soka, ima za rezultat znatno povecanje broja spermatozoida sa
deformitetima i abnormalnostima grade repa. Pokazalo se da je ovakvih spermatozoida
najmanje kada se koriste razredivaci sa glukozom, kao krioprotektantom.

LIF i drost

Slika 80. Klasi¢no intracervikalno (levo) i intrauterino VO koze, putem laparoskopije
(desno)

3.1.6.4. VESTACKO OSEMENJAVANJE KOBILA

Za vesatcko osemenjavanje kobila, najéeSée se koriste doze te¢ne razredene sperme,
volumena 10 do 15 ml, koje sadrze 500 do 600 x 10° progresivno pokretnih spermatozoida.
Nativni ejakulati treba da imaju minimalno 60% progresivne pokretljivosti. Ove doze se
mogu ¢uvati na temperaturi +20°C ili +5°C, maksimalno 24h do 48h. Posle ovog vremena,
vrednost postignute koncepcije osemenjenih kobila znacajno opada, i to za 7 do 10% kod
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osemenjavanja dozama ¢uvanim na +20°C, odnosno za oko 40% kod osemenjavanja dozama
¢uvanim na temperaturi +5°C.

Poslednjih godina se, sve ceS¢e, koristi veStaCko osemenjavanje kobila dozama
dugotrajno cuvanim dubokim zamrzavanjem. Dosada$nji rezultati pokazuju da broj
progresivno pokretnih spermatozoida u ovim dozama varira od 100 do 600 x 10°%, pri Gemu se
smatra da optimalan broj spermatozoida u dozi iznosi oko 250 x 10°. Postignuta vrednost
koncepcije znacajno varira od 50 do 90%, u zavisnosti od primenjene tehnologije dubokog
zamrzavanja, sastava razredivaca za spermu, duzine ¢uvanja inseminacionih doza, tehnologije
odmrzavanja doze, od tehnologije inseminacije (mesto deponovanja sperme u Zenske polne
organe i optimalno vreme inseminacije kobile), kvaliteta sperme pojedinih pastuva, kao i od
sezone godine (sezona parenja ili anestri¢na sezona) u kojoj su dobijeni nativni ejakulati.

Znacajno smanjenje volumena inseminacione doze 1 broja progresivno pokretnih
spermatozoida u dozi, moguce je posti¢i dubokom intrauterinom inseminacijom kobila. Ovom
tehnologijom se, putem endoskopije, specijalni kateter, transcervikalno, uvodi u blizinu utero-
tublanog spoja roga uterusa kobile. Na taj nacin se, posle vizuelizacije papile kaudalnog
istmusa ovidukta, u njenu okolinu deponuje doza volumena 5 ml sperme, koja sadzi 50 do
100 x 10° progresivno pokretnih spermatozoida. Primenom VO se postizu isti ili bolji
rezultati koncepcije i zdrebljenja, od onih posle prirodnog osemenjavanja. Ovo je, pre svega,
posledica moguc¢nosti bolje kontrole i sprecavanja Sirenja zaraznih bolesti, kao i ¢injenice da
se primenom VO moZe tacnije odrediti optimalno vreme osemenjavanja.

Fertilitet i polna aktivnost pastuva. Maksimalne vrednosti fertiliteta kobila se, izmedu
ostalog, postizu upotrebom pastuva dobrog polnog libida, koji proizvode spermu visokog
fertilizacionog potencijala. Ovo se posebno istice kod veStaCkog osemenjavanja, jer se
spermom jednog pastuva osemenjava znatno veci broj kobila. Zbog toga je veoma vazno
ispitati reproduktivni potencijal pastuva, pre njegove upotrebe u VO. Ovo podrazumeva
ispitivanje opSte telesne kondicije i zdravstvenog stanja, a posebno stanja i funkcije
reproduktivnih organa, ispitivanje fertilizacionog kapaciteta sperme, kao i nivo polnog libida.
Nacin drzanja, ishrane, treninga i zdravstvene zastite pastuva pre i tokom perioda
reproduktivnog iskoriStavanja, znacajno uti¢u na njegovu reproduktivnu efikasnost.

Tabela 32. Neke osobine sperme pastuva

Osobina Prosek Varijacija
Volumen (ml) 70 30-300
Volumen gel-frakcije (ml) 27 0-200
Broj spermatozoida u 1ml sperme (x 10°) 120 30 -3800
Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu (x 10°) 8,4 4-20
Progresivna pokretljivost (%) 73 60 — 95
Morfoloski normalnih spermatozoida (%) 75 65— 94
pH 7,4 6,8-7,8

Pastuvi daju fertilne ejakulate tokom cele godine, mada se zapazaju odredene varijacije u
vrednostima osnovnih parametara (volumen, koncentracija, progresivna pokretljivost),
izmedu pojedinih godiSnjih sezona. Najlosiji kvalitet ejakulata se dobija u periodu izmedu
novembra i decembra. Broj fertilizaciono sposobnih spermatozoida u ejakulatu zavisi od
starosti pastuva, godi$nje sezone, veli¢ine testesa, frekvencije uzimanja sperme i polnog libida
pastuva.Nivo dnevne produkcije spermatozoida je veoma vazan parametra za odredivanja
broja kobila, koje mogu biti osemenjene jednim pastuvom, tokom sezone parenja. Postoji
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pozitivna korelacija izmedu volumena testisa i dnevne produkcije sperme. VVolumen testisa se
moZe odrediti merenjem njegove duZine i debljine ili ultrasonografijom. Polno ponaSanje je
faktor koji znac¢ajno odreduje reproduktivnu efikasnost pastuva, odnosno broj ejakulata koji
pastuv moZe dati tokom jedne sezone parenja. Veci broj oblika abnormalnog polnog
ponasanja je fizioloSke, a manji fizicke prirode. Ovo ukazuje na Cinjenicu da je polno
ponasanje, u velikoj meri, kontrolisano endokrinim mehanizmima na osovini hipotalamus-
hipofiza-testis.

Poznato je, naime, da hipofizarni gonadotropini (FSH i LH) kontroliSu endokrinu
(sekrecija androgena) i gametogenu (produkcija spermatozoida) funkciju testisa. Endogeni
opioidini peptidi inhibiraju sekreciju gonadotropina i teststosterona. Aktivnost ovih opioida se
povecava tokom zime, a smanjuje tokom sezone parenja. Putem regulacije sekrecije LH,
endogeni opioidi reguliSu sezonske promene polnog ponaanja pastuva. Koncentracija
inhibina u testesima subfertilnih pastuva je znatno niza od one kod fertilnih.

Kod pastuva se javljaju razlic¢ite forme subfertiliteta. Autoimunitet na spermatozoide je
Cest razlog idiopatskog subfertiliteta pastuva. Naime, spermatozoidi fertilnih i subfertilnih
pastuva ispoljavaju razliitu interakciju sa zonom pelucidom oocita. Pokazalo se da
spermatozoidi subfertilnih pastuva nemaju receptore za vezivanje sa glikoproteinima zone
pelucide. To je, verovatno, razlog da se znacajno veci broj spermatozoida fertilnih pastuva
vezuje za zonu pelucidu oocita, §to je od velikog znacaja za uspesnu oplodnju.

Fertilite vestacki osemenjenih kobila primarno zavisi od broja i1 kvaliteta spermatozoida u
inseminacionoj dozi, vremenu i frekvenciji inseminacije, volumena doze, rukovanja sa
spermom i od razredivaca za spermu.

TEHNOLOGIJA VESTACKOG OSEMENJAVANJA

Osnovni postupci tehnologije VO konja su: (a) otkrivanje estrusa kobile (b) uzimanje i
kontrola sperme, (c) razredivanje sperme, (d) ¢uvanje razredene sperme i (e) inseminacija.

Znaci estrusa kobile su vrlo dobro izraZeni. Estrus se otkriva u prisustvu pastuva.

Slika 82. Estrus kobile
Karakteristi¢no podizanje repa (levo), flehmen pastuva (sredina) i bliskanje vulve (desno)
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Slika 83. Nacini otkrivanja estrusa kobile

Tabela 33. Ocena estrusnog reagovanja kobile

Ocena stepena reagovanja PonaSanje kobile
Nije u estrusu Agresivna i ne dozvoljava pristup pastuvu
Pasivna Slab interes i odlazi od pastuva
Slabo aktivna Slab interes za pastuva i povremeno pokazuje znake estrusa
. . Interes i pokazuje znake estrusa, brzo posle kontakta sa
IzraZzena aktivnost
pastuvom
Potpuno u estrusu Pokazuje znake estrusa i bez kontakta sa pastuvom

Uzimanje i kontrola sperme. Sperma se uzima posebno dizajniranom vestatkom
vaginom za pastuva, kojih ima viSe modela. Vazno je da sperma ne dolazi u kontakt sa
polietilenskim unutrasnjim zidom vagine, koji je toksian za spermatozoide. Zbog toga je
bolje koristiti model vestacke vagine sa otvorenim krajem. Skok pastuva se izvodi na fantom.

Fantom se ne mora koristiti kod pastuva koji ne mogu izvrsiti skok. Pri tome se dobri
rezultati postizu manuelnom stimulacijom penisa. Posle dobijanja ejakulata, odvaja se gel-
frakcija 1 tada se izmeri tecni volumen nativnog ejakulata. Koncentracija spermatozoida se
odreduje metodom hemocitometrije ili spektrofotometrije. Neposredno posle uzimanja
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sperme, odreduje se stepen progresivne pokretljivosti spermatozoida ispod mikroskopa.
Generalno se smatra da su broj spermatozoida i stepen njihove progresivne pokretljivosti
primarni faktori koji uti¢u na fertilitet pastuva. Postoje znacajne varijacije u veli¢ini i obliku
glave, kao i u broju spermatozoida izmedu pojedinih ejakulata jednog istog pastuva, ali su
varijacije ovih parametara ve¢e izmedu razli¢itih pastuva. Broj spermatozoida sa morfoloski
normalnim glavama je znacajno veci kod fertilnih, od onog kod subfertilnih pastuva. Osim
toga, morfoloSke dimenzije glave spermatozoida su vece kod subfertilnih pastuva.

Razredivanje i Cuvanje sperme. Postoji ve¢i broj razredivaca za kratkotrajno Cuvanje
teCne razredene sperme, na temperaturi 4-50C, do 3 dana. Ovi razredivaci su, obi¢no, na bazi
obranog mleka, glicina, Zumanca jajeta i krem-gela. Procedura hladenja razredene sperme ima
znaCajnog uticaja na odrzavanje progresivne pokretljivosti. Linearna vrednost rashladivanja
sperme od 0,05°C/min, izmedu 20 i 5°C, obezbeduje maksimalnu progresivnu pokretljivost.
Sperma moze biti brzo rashladena sa 37 na 20°C. Razredena sperma vecine pastuva zadrzava
visok stepen progresivne pokretljivosti tokom 24h, na temperaturi 5°C. Dodavanje 2mM
pyruvata, u razredivaCe na bazi obranog mleka ili Zumanca jajeta, znaCajno povecava
odrzavanje progresivne pokretljivosti do 48h. U razredivace se obavezno dodaju odredeni
antibiotici, u adekvatnim dozama.VVolumen inseminacione doze moze da se krec¢e izmedu 5 i
30ml, u kojima se nalazi 100 do 500 miliona progresivno pokretnih spermatozoida.Glavni
problem upotrebe duboko zamrznute sperme predstavlja znacajno redukovana progresivna
pokretljivost spermatozoida posle odmrzavanja, kao i veliko variranje izmedu pojedinih
pastuva u ovom pogledu. Ovo su i glavni razlozi smanjenog fertiliteta (56% koncepcije) posle
osemenjavanja duboko zamrznutom, u odnosu na osemenjavanje tecnom razredenom
spermom (65% koncepcije). U ovom pogledu, medutim, postoji vrlo veliko variranje izmedu
pojedinih pastuva, jer duboko zamrznuta sperma nekih pastuva rezultira sa 71% koncepcije, a
nekih sa svega 23% koncepcije. Veci broj istrazivanja pokazuje da postoje znacajne razlike u
hemijskom sastavu semene plazme, izmedu pojedinih pastuva, te da je ovo vazan faktor koji
odreduje sposobnost sperme za krioprezervaciju. Ustanovljeno je da su oSteCenja akrozoma,
najces¢i razlog redukovanog fertiliteta duboko zamrznute sperme. Proceduru pripreme,
zamrzavanja i otapanja sperme pastuva, detaljno su opisali.

Tehnika inseminacije. Volumen inseminacione doze teCne razredene sperme se krece
izmedu 10 i 12ml, koja treba da sadrzi 300 do 500 x 10° spermatozoida, progresivne
pokretljivosti preko 60%. Broj spermatozoida u dozi se ocenjuje na osnovu fertilizacionih
parametara svakog ejakulata. Ako je ejakulat loSiji, pravi se manje doza sa ve¢im brojem
spermatozoida u dozi i obrnuto. Osim toga, od ejakulata dobijenih izvan sezone parenja, treba
praviti manje doza sa ve¢eim brojem spermatozoida, zbog toga $to su ejakulati izvan sezone
parenja, loSijeg kvaliteta. Osemenjavanje treba vrsiti svakog drugog dana estrusnog perioda,
sve dok se ne ustanovi moment ovulacije. lako kobila mozZe koncipirati i 18h posle ovulacije,
takva osemenjavanja rezultiraju znacajnim povecanjem ranog embrionalnog mortaliteta, Sto
je, Cesto, posledica debalansa hromozoma.

U slucaju kada se predvidi moment ovulacije (na osnovu veliCine predovulatornog
folikula), moguce je izvrsiti jednu inseminaciju nekoliko sati pre ovulacije. Ovo je posebno
znacajno kod upotrebe duboko zamrznute-odmrznute sperme, jer je ustanovljena znacajna
redukcija vremena prezivljavanja ovih spermatozoida u reproduktivnom traktu kobile (na
samo 12h, u odnosu na 3 do 4 dana kod sveZih spermatozoida). Pre inseminacije, kobilu treba
adekvatno pripremiti. Perinealna regija kobile se mora dobro oprati, a rep umotati gazom.
Zatim se kobila imobiliSe u boksu za inseminaciju. Lice koje izvodi inseminaciju se
adekvatno obuce. Na jednu ruku se navuce sterilna plasticna rukavica. Ta ruka se uvodi u
vaginu, a kaziprst se uvlaci u cervikalni kanal. Drugom rukom se uvlaci inseminacioni kateter
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u cervikalni kanal, tako da njegov vrh dostigne lumen tela materice, gde se izvrSi deponovanje
sperme.

Slika 87. Priprema spermosabiraca za jednokratnu upotrebu
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Slika 88. Priprema dobijenog ejakulata u laboratoriji

Slika 90. Inseminacija metodom vizuelizacije cerviksa vaginalnim spekulumom
Postavljanje vaginalnog spekuluma (levo), lzgled kaudalnog otvora
cerviksa u vagini (sredina) i Uvodenje inseminacionog katetera u cervikalni kanal
(desno).
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Slika 91. Inseminacija digitalnom palpacijom otvora cerviksa per vaginam

A. KUJA

Intravaginalna inseminacija dozama sveze razredene sperme je efikasna klasi¢na metoda
veStackog osemenjavanja kuja, koja daje dobre rezultate fertiliteta (Rota i1 sar., 1999).
Medutim, upotreba inseminacionih doza dugotrajno ¢uvanih dubokim zamrzavanjem, daje
vrlo varijabilne rezultate, zavisno od kvaliteta sperme, mesta depozicije inseminacione doze
(intravaginalno ili intrauterino), vrste katetera za inseminaciju, kao i rase osemenjenih kuja.
Ustanovljeno je da vrednost uspeSne koncepcije iznosi 84% posle intrauterine i 59% posle
intravaginalne inseminacije, dozama cCuvanih dubokim zamrzavanjem. Intrauterinom
inseminacijom dozama sveze razredene sperme postize se znatno bolja vrednost uspeSne
koncepcije (86,7%), u odnosu na inseminaciju dozama cuvanih dubokim zamrzavanjem
(60,7%). I veli¢ina legla je veca posle inseminacije sveZzom, u odnosu na inseminaciju duboko
zamrznutom spermom. U savremenoj tehnologiji vesStackog osemenjavanja kuja, dozama
Cuvanih dubokim zamrzavanjem, koriste se doze volumena 2 do 2,5 ml, koje sadrze 2x108
progresivno pokretnih spermatozoida. Za razredivanje sperme se koristi tris-fruktoza-citratni
razredivac, sa 8% (v/v) glicerola 1 20% (v/v) Zumanca jajeta. Otapanje zamrznutih doza se
vrsi na 37°C, tokom 30 sekundi. Primenjuje se, isklju¢ivo, intrauterina inseminacija, koja se
izvodi transcervikalno ili metodom laparoskopije.

Primenom ove metode se postize 62 do 91% uspeSne koncepcije (Thomasen i sar.,
2006).
Vestacko osemenjavanje (VO) obuhvata sledece procedure: uzimanje sperme od muzjaka,
kontrola kvaliteta sperme, razredivanje sperme, formiranje inseminacionih doza, ¢uvanje
inseminacionih doza do upotrebe (inseminacije) i tehnika inseminacije kuje.
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Uzimanje sperme od psa se, obi¢no, vrSi manuelnom stimulacijom penisa (preko
prepucijuma), a rede vestackom vaginom. U oba slucaja se sperma uspesnije dobija kada je
prisutna estri¢na kuja, na koju pas izvrsi skok. Tada se vrS$i manuelna stimulacija penisa,
preko prepucijuma, dok se ne postigne erekcija. Spermalna frakcija ejakulata se hvata u
sterilni spermosabira¢, koji mora biti zastien od uticaja svetla i temperiran na 35 do 37°C.

Slika 92. Uzimanje ejakulata od psa
Levo je manzeta sa spermosabiracem, a desno su epruvete sa spermalnom i
aspermalnom (strelica) frakcijom ejakulata.
Kontrola kvaliteta ejakulata se obavlja makroskopski (volumen, gustina, boja, miris,
strane primese) i mikroskopski (% progresivne pokretljivosti, ukupan broj spermatozoida, broj
morfolo3ki abnormalnih i mrtvih spermatozoida), na temperaturi 35°C.

Prosecne vrednosti nekih vaZnijih parametara ejakulata psa:
Volumen =10ml;

Koncentracija = 300 x 10° spermatozoida;

Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu = 3 x 10%;
Progresivna pokretljivost = 85%;

Morfoloski normalnih spermatozoida = 80%;

Ukupna duzina spermatozoida = 55um.

Inseminacione doze se mogu praviti od: (a) nativnog ejakulata i (b) te¢nog, razredenog
ejakulata. Doze od nativnog ejakulata se moraju upotrebiti odmah. Doze napravljene
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razredivanjem 1:1 ili 1:2 se mogu cuvati do 48h, na temperaturi +4°C. Sperma psa se moze
¢uvati dubokim zamrzavanjem (u te¢nom azotu, na — 198°C).

Volumen inseminacione doze te¢ne razredene sperme za kuje: lakSe od 4,5 kg = 3ml, 4,5
do 22kg =3 do5mli23ivise kg =5 do 8ml. Broj spermatozoida u dozi se kre¢e izmedu 2 i
5 x 10°.

U savremenoj tehnologiji vesStaCkog osemenjavanja kuja, dozama cuvanih dubokim
zamrzavanjem, koriste se doze volumena 0,5 ml, koje sadrze 2x10° progresivno pokretnih
spermatozoida. Za razredivanje sperme se Koristi tris-fruktoza-citratni razredivac, sa 8% (v/v)
glicerola i 20% (v/v) Zumanca jajeta. Otapanje zamrznutih doza se vrsi na 37°C, tokom 30
sekundi. Primenjuje se, isklju¢ivo, intrauterina inseminacija, koja se izvodi transcervikalno ili
metodom laparoskopije. Primenom ove metode se postize 62% do 91% uspeSne koncepcije.

Postupak pripreme inseminacionih doza za duboko zamrzavanje:

= Ekvilibracija nativnog ejakulata na telesnoj temperaturi, tokom 15 minuta.

= Zumanéano-citratni razrediva¢, sa dodatkom glicerola, zagrejan na sobnu temperaturu,
dodaje se u ejakulat, u razmeri 1:1.

= Tako dobijen razreden ejakulat, se postepeno rashladuje u frizideru, na + 5°C, tokom
30 minuta.

= Sledi jos jedna koli¢ina razredivaca, ohladenog na + 5°C, do razredenja 1:2.

» Razredena sperma se pakuje u plasti¢ne pajete (slamcice), volumena 0,5ml i zamrzava
u teCnom azotu, gde se ¢uva do upotrebe.

Pre inseminacije, duboko zamrznute doze se otapaju u vodi, na +37°C, tokom 50 sekundi.
Inseminacija kuje se mora izvrsiti unutar 10 minuta po otapanju doze!

Inseminacija se izvodi tako $to se plasti¢ni kateter uvodi u prednji deo vagine, gde se
deponuje doza sperme. Depozicija sperme treba da se vrsi polako, u trajanju od oko 5 minuta,
pri podignutoj karlici kuje. Ovo prevenira refluks sperme iz vagine, tokom procesa
inseminacije. Dobro je da se, prstom u rukavici, stimuliSe vaginalni zid, jer se, na taj nacin,
pospeSuju antiperistalticke kontrakcije materice 1 poboljSava transport sperme od mesta
depozicije, kroz rogove materice.

Intracervikalna ili intrauterina inseminacija, kroz vaginu, je skoro nemoguca kod kuje.
Intrauterina inseminacija dozama zamrznute-odmrznute sperme, izvedena hirurSkim putem,
daje dobre rezultate, ako doza sadrzi minimalno 100x10° progresivno pokretnih
spermatozoida.

Tabela 34. Variranje uspesne konceocije posle vestackog osemenjavanja kuje

Nacin osemenjavanja Uspesna koncepcija (%)
Prirodno 80-90
Intravaginalno VO sveZzom spermom 62.3-100
Intravaginalno VO rashladenom spermom 59-80
Intravaginalno VO duboko zamrznutom-odmrznutom spermom 52.6-60
Intrauterino VO duboko zamrznutom-odmrznutom spermom 0-80

Za uspesSno osemenjavanje kuje, vazno je znati: (1) kuja ovulira oko 10 dana posle
pocetka proestrusa (pojava krvavog vaginalnog iscetka) ili 1. do 2. dana estrusa, (2) ovulacija
moZe biti detektovana: (a) utvrdivanjem koncentracije LH u krvnoj plazmi (ovulacija se
deSava oko 24h posle postizanja pika LH, (b) utvrdivanjem koncentracije progesterona u
krvnoj plazmi (>5 ng/ml) ili (c) citologijom vaginalnog brisa (>50% kornifikovanih ¢elija),
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(3) oocit pasa bude ovuliran u primarnom stadijumu (nukleus u stadijumu germinarivhog
vezikula, diploten prve mejoze) i mora sazreti u jajovodu do sekundarnog oocita (metafaza I1
mejoze), pre fertilizacije, (4) inseminaciju svezom ili zamrznutom sprmom treba izvesti 2
dana posle utvrdene ovulacije i ponoviti 48 i 73h kasnije. (5) osemenjavanje zamrznutom

spermom treba izvoditi 5 do 7 dana posle ovulacije i (6) intrauterina inseminacija je bolja od
intracervikalne.
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Slika 96. Endoskopska oprema (gore) i tehnika transcervikalne (dole levo)
I intrauterine (dole desno) inseminacije kuje

B. MACKA

Uzimanje sperme od macka se moze izvesti primenom veStacke vagine ili
elektroejakulacije. Metod vesStacke vagine je, sam po sebi, jednostavan, ali nije praktican za
klinicku upotrebu, jer je vrlo tesko istrenirati macka da ejakulira u vestacku vaginu. Podaci
pokazuju da se svega 10 do 20% mackova moze uspesno istrenirati za ejakulaciju u vestacku
vaginu. Osim toga, kvalitet ejakulata je 108iji posle primene vestacke vagine, u odnosu na one
dobijene elektroejakulacijom, koja se izvodi u opstoj anesteziji. Primenom elektroejakulacije
se moze dobiti ejakulat od, prakti¢no, svakog macka. Zbog toga je elektroejakulacija metod
izbora za dobijanje sperme od macka.

Tabela 35. Parametri ejakulata macka, dobijeni veStatko vaginom ili
elektroejakulacijom

Metoda dobijanja
Parametri Vestacka vagina Elektroejakulacija*
Prosek Granice Prosek Granice
Volumen (ml) 0,06 0,03 -0,09 0,26 0,11-0,49
Broj spermatozoida u ejakulatu (x 10°) 61 21-117 43 11 - 66
Progresivna pokretljivost spermat. (%) 58 4 -87 65 44 - 85
pH 8,3 8,1-8,6 8,6 8,4-8,7

* Dobijeno posle ukupno izvedenih 240 elektri¢nih stimulusa (4 serije x 60), od 6V.

Inseminacija macke se moze izvesti nativnom spermom, kao i dozama sperme ¢uvanim
dubokim zamrzavanjem. Pri tome se postizu dosta niski rezultati koncepcije, posle
osemenjavanja dozama sperme Cuvanih dubokim zamrzavanjem. Inseminaciona doza, koja
sadrzi minimalno 5 x 10° spermatozoida, unosi se kateterom u vaginu, do ulaza u cervikalni
kanal i tu se deponuje. Bitno je da se, ispitivanjem vaginalnog brisa, ustanovi da je macka u
estrus. Neposredno posle inseminacije, macka se mora tretirati preparatom hipofizarnog LH
ili HCG, radi izazivanja ovulacije.
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PROVERA ZNANJA

Definisite pojam vestackog osemenjavanja (VO).

Nabrojte prednosti veStackog, u odnosu na prirodno osemenjavanje.

Navedite osnovne postupke u savremenoj tehnologiji VO.

Nabrojte metode za uzimanje sperme od domacih vrsta priplodnjaka.

Koja od ovih metoda se koristi u praksi, za uzimane sperme nerasta? Navedite

osnovne razloge za primenu bas te metode.

Navedite parametre koji se odreduju makroskopskim i mikroskopskim pregledom

nativnog ejakulata, neposredno posle uzimanja od muzjaka.

Kojim metodama se moze odrediti broj spermatozoida u uzorku sperme?

Nabrojte nacine pokretanja spermatozoida.

Koja je najjednostavnija metoda odredivanja broja mrtvih spematozoida u uzorku

sperme?

10. Na Sta ukazuje postojanje proksimalne citoplazmatske kapi na spermatozoidu?

11. Navedite vrednosti osnovnih parametara ejakulata nerasta, bika, ovna, jarca,
pastuva, psa i macka.

12. Navedite osnovne parametre inseminacione doze (volumen i broj progresivno
pokretnih spermatozoida) za klasi¢no (intracervikalno) VO bika, ovna, jarca,
pastuva, psa i macka.

13. Koliko inseminacinih doza se moZe napraviti od jednog prose¢no dobrog ejakulata
bika, ovna, jarca, pastuva, psa i macka.

14. Navedite osnovne razloge razredivanja nativnog ejakulata u tehnologiji VO.

15. Koliko dugo, i na kojoj temperaturi,se mogu cuvati inseminacione doze tecne
razredene sperme?

16. Na kojoj temperaturi se, u kom medijumu i koliko dugo se mogu cuvati doze
sperme tehnologijom dubokog zamrzavanja. Sperma koje vrste domacih
priplodnjaka najbolje, a koje najlosije tehnologiju dubokog zamrzavanja?

17. Opisite proces (tehniku) vestackog osemenjavanja krmace, krave, kobile, ovce,

koze, kuje 1 macke.

agrwpnE
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3.1.6.6. VESTACKO OSEMENJAVANJE PTICA

Kao i kod drugih domac¢h Zivonja, i u intenvnoj proizvodnji Zivine, postoji viSe
zootehnickih, sanitarno-veterinarskih i ekonomskih razloga za primenu tehnologije
veStackog osemenjavanja. Medu njima su najvazniji: povecanje reproduktivnog
iskoriStavanja genetski superiornih muzjaka, moguc¢nost dugotrajnog Cuvanja sperme
genetski kvalitetnih muzjaka, laksi transport sperme na vece udaljenosti, izostanak
komlikacija prilikom adaptacije i/ili aklimatizacije muZzjaka, sprecavanje Sirenja zaraznih
bolesti.

Osnovni principi tehnologije veStackog osemenjavanja ptica su sli¢ni onima kod VO
sisara, ali postoje 1 bitne razlike, koje proisticu iz specificnosti grade i1 funkcije muskih 1
zenskih polnih organa, i specificnosti fizioloSkih karakteristika sperme ptica. Vestacko
osemenjavanje se moze izvoditi kod svih vrsta domacih ptica, ali se, naj¢esce, primenjuje
kod kokosi i ¢uraka.
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Dobijanje sperme. Sperma se moZe uzimati 3 do 4 puta nedeljno od petla, tokom
neograi¢enog vremenskog perioda. Od ¢urana se sperma uzima u toku sezone parenja, 5
do 6 pota unutar 2 nedelje. Posle toga, treba napraviti pauzu od nekoliko dana.
Ejakulacija se izaziva masazom kloake, odnosno zavrSnih delova semevoda, koji se
nalaze u zidu kloake. Prisustvo fekalija znaCajno smanjuje fertilitet ejakulata i
kontaminira ga mikroorganizmima.

Razredivanje sperme. Sperma ptica je osetljivija na negativne uticaje razredivanja i
cuvanja in vitro, u poredenju sa spermom sisara. Upotrebom adekvatnih razredivaca,
sperma petla se moze razrediti u masimalnom odnosu 1 : 10. Razredena sperma se mora
iskoristiti maksimalno do 30 minuta posle razredivanja. Nije razvijena efikasna
tehnologija dubokog zamrzavanja i dugotrajnog cuvanja sperme ptica.

Inseminacija. ProseCan volumen doze nativne (nerazredene) sperme, za
osemenjavanje kokoske, iznosi 0,1ml. Znaci da se, od jednog ejakulata, moze napraviti 7
do 10 inseminacionih doza. Visok stepen fertiliteta se moze posti¢i i sa duplo manjom
dozom (0,05ml). Mada je volumen ejakulata ¢urana znatno manji od petla, koncentracija
spermatozoida je veca, pa jedna inseminaciona doza nativne sperme moze da iznosi 0,025
do 0,035ml. Kokoske treba osemenjavati u sedmodnevnim intervalima. Spermatozoidi
petla zadrZavaju oplodnu sposobnost u jajovodu 12 do 14 dana. Tako se vrednost
oplodnje zadrzava na oko 85%, tokom 10 dana od prethodne inseminacije. Curke se
mogu osemenjavati svake 3 do 4 nedelje, jer spermatozoidi ¢urana zadrzavaju visoku
oplodno sposobnost u jajovodu i preko 30 dana, od momenta inseminacije.

-
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Slika 97. Uzimanje sperme od ¢urana (levo) izgled spermatozoida ptica (desno)
Zapazaiti jako izduZenu glavu spermatozoida.
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Tabela 36. Osnovne osobine ejakulata domacih vrsta ptica

Volumen ..
Vrsta ejakulata Konc.gSptz. Boja Duzina sptz.
(x 10°/ml) (nm)
(ml)
TesSke rase 0,2-0,8 1-4 Meléno-bela 107
PETAO
Lake rase 0,3-15 3-10 Meléno-bela 100
CURAN 0,2-1,0 6-12 Mel&no-bela 105
Domadéi 0,2-1,2 1-4 Zuta i bistra 106
PATAK
Divlji 0,05-1,5 1-4,5 - -
GUSAN 0,1-0,5 0,2-1,0 Zuta i bistra -

Slika 98. Vestatko osemenjavanje ¢urke

3.1.7. TRANSPLANTACIJA EMBRIONA

Kratak istorijat

Prvi pisani dokument o uspesnoj transplantaviji ranih embriona kunica, objavio je Heape
(1890). Medutim, prvi znacajnija istrazivanja i interes za primenu tehnologije transplantacije
embriona u stocarstvu, zapo¢eo je Hammond (1925), dok je uspeSan trasfer embriona ovaca
izveden u bivsem SSSR (Lopirin, 1957) i u Poljskoj (Kardymowicz i Stepinski, 1957). Postoje
podaci da je Kvasnitski (1951) prvi izveo uspeSnu hirurSku transplantaciju embriona svinje, a
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prvu transcervikalnu (nehirurSku) transplantaciju embriona goveda su izveli Laming i
Rowson, (1952).

Naglo povecanje interesa za primenu transplantacije embriona, kao biotehnoloske metode
za unapredenje stocarske proizvodnje, nastaje sa istrazivanjima koja su razvila tehnologiju
hiruruskog i ne hirurS§kog ispiranja i transplantacije embriona domacih Zivotinja (Rowson i
sar., 1969). Tokom 1980-ih, ucinjen je znacajan razvoj ove tehnologije i pocetak njene
masivnije prakti¢ne primene u stocarstvu. U tom periodu se razvijeju i tehnologije in vitro
manipulacije sa embrionima, kao Sto su in vitro maturacija (IVM) i in vitro fertilizacija (IVF)
oocita, radi dobijanja ranih embriona za transplantaciju (Seidel, 1981; Hammer i sar., 1985).
Prvo Zdrebe, posle transplantacije embriona, dobijeno je u Japanu, 1974. godine.

Prakti¢na primena

Transplantacija ranih embriona je biotehnoloska metoda reprodukcije, koja se prakti¢no
primenjuje od polovine 80-ih godina XX veka. U sustini, cilj transplantacije embriona je da
se, od jedne plotkinje superiornih genetskih predispozicija za pojedina produktivna svojstva,
dobije znacajno vec¢i broj potomaka, u odnosu na onaj koji se dobija prirodnim ritmom
reprodukcije. Primena ove tehnologije je naroCito vazna u reprodukciji onih vrsta domacih
Zivotinja, kod kojih jedan reproduktivni ciklus (period izmedu dva uzastopna partusa) dugo
traje, a veliCina legla je mala. To je slucaj sa kravom, kobilom i, donekle, ovcom i kozom.
Tako, na primer, medutelidbeni interval krave, u optimalnim uslovima, traje 365 dana (u
proizvodnjim uslovima duze, 13 ili 14 meseci), a rada se jedno tele. Zbog toga se, od jedne
krave, visoko mlecnih rasa, u intenzivnoj proizvodnji mleka, dobije prosecno 3 do 4 teleta.
Ovo je jako mala produkcija teladi, koja se moze ostvariti od genetski superiornih majki.
Zbog toga, proces genetskog unapredenja traje dugo, jer se proizvodi mali broj njihovih
potomaka.

S tim u vezi, primenjuje se tehnologija transplantacije embriona, koja podrazumeva
dobijanje veceg broja ranih embriona u jednom ciklusu, od genetski superiornih krava
(donatori embriona), koji se transplantiraju u odreden broj junica (recipijenti embriona), koje
sluze kao fizioloSke majke, odnosno iznose gravidnost do kraja. Ovi recipijenti treba da su
odlicnog zdravstvenog stanja i reproduktivne aktivnosti, ali ne moraju biti superiornih
genetskih predispozicija. Na taj nacin se, za 9 meseci (koliko traje gestacija krave) dobije, na
primer 10 teladi od jedne genetski superiorne krave (jer se superovulacijom donora moze
dobiti 15 do 20 ovulacija, odnosno nesto manje embriona sposobnih za transplantaciju), a ne
jedno tele, kako bi to bilo kada bi genetski superiorna krava iznela svoju gravidnost do kraja.

Kod kobila, tehnologija transplantacije ima joS viSe efekta, jer gravidnost kobile traje
11 meseci, a postoji i period anestrusa, koji traje oko 6 meseci. Zbog toga je prirodna
reproduktivna efikasnost kobile vrlo nsika. Kod ovaca i koza se transplantacija embriona
izvodi radi dobijanja veCeg broja potomaka od genetski superiornih rasa, kao i za
prevazilazenje problema sezonskog anestrusa. Transplantacija embriona prvenstveno koristi
za dobijanje potomaka od genetski superiornih Zenki, koji se mogu na sterilan na¢in ubacivati
iz jednog u drugi zapat (tzv. SPF - Specific pathogens free zapati). Za transplantaciju se
koriste embrioni dobijeni superovulacijom Zenke donatora, ili tehnologijom fertilizacije in
vitro (IVF — in vitro fertilization). U momentu ispiranja iz donora, odnosno transplantacije,
embrioni moraju biti potpuno morfoloski pravilno razvijeni i treba da su stari 6 do 8 dana (u
stadijumu kasne morule ili ranog blastocista).

Primenom tehnologije transplantacije ranih embriona, moguce je:
v" Dobijanje znatno veéeg broja potomaka od jedne, genetski superiorne, Zenke.
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Dugotrajno ¢uvanje embriona od odredene Zenke.

Laksi transport embriona na veée udaljinosti

Izbegavanje rizika transporta, aklimatizacije i karantina genetski visoko vrednih
zenki.

SpreCavanje Sirenja zaraznih bolesti.

Definisanje pola dobijenih potomaka.

Ekonomska korist od prodaje embriona.

AN

ANANIN

snovni postupci u tehnologiji transplantacije ranih embriona:
Odabiranje genetski superiornih Zenki za dobijanje embriona (donatori)
Odabiranje zdravih i reproduktivno sposobnih junica za primanje embriona
(recipijenti)
Sinhronizacija estrusa donatora i recipijenata, gde se donatori tretiraju visokim
dozama gonadotropina, radi izazivanja superovulacije, i dobija ve¢i broja embriona
Vestacko osemenjavanje donatora.
Ispiranje embriona iz uterusa donatora
Kontrola kvaliteta (morfologije) ispranih embriona
Priprema kvalitetnih embriona za transplantaciju i
Transplantacija embriona u recipijente, koji se nalaze u istoj fazi estrusnog ciklusa
sa donatorima

NMEO

w

o No O

3.1.7.1. TRANSPLANTACIJA EMBRIONA SVINJE

Prvu uspeSnu transplantaciju embriona svinje je izveo Kvasnicky (1951), u biviem
Sovjetskom Savezu, dok su klasi¢nu proceduru hirurS§kog dobijanja i transplantacije ranih
embriona svinje opisali Hancock i sar. (1962).

Tehnologija transplantacije ranih embriona, pruza slede¢e moguénosti: (a) dobijanje
prasadi od krmaca proverenog zdravstvenog stanja, (b) unoSenje novih genotipova u
zatvorene zapate, bez rizika unosa zaraznih bolesti, (c) unoSenje novih gena u tzv. SPF
(Specific pathogens free) zapate, (d) relativno jednostavan i lak nacin razmene genetskog
materijala izmedu pojedinih zemalja, pri ¢emu se izbegava karantin i adaptacija Zivotinja, (e)
dobijanje potomaka od genetski superiornih roditelja, (f) dugotrajno cuvanje pozeljnih
genotipova (formiranje tzv. banke gena) i (g) naucna istrazivanja.

TEHNOLOGIJA TRANSPLANTACIJE

Klasi¢na tehnologija transplantacije embriona svinje obuhvata slede¢e procedure: (1)
superovulacija donora, (2) sinhronizacija estrusa donora i recipijenata, (3) ispiranje embriona,
(4) kontrola kvaliteta i cuvanje embriona i (5) transplantacija embriona u recipijente.

Superovulacija donora. Kod krmaca se superovulacijom smatra ovulacija 23 i vise, a
kod nazimica 18 i viSe oocita u jednom estrusnom periodu. Superovulacija se moze izazvati
jednokratnom injekcijom vecih doza (1.000 do 2.000 ij.) eCG, datom na kraju folikularne faze
spontanog estrusnog ciklusa (tj. 15. ili 16. dana ciklusa). Radi bolje sinhronizacije ovulacije i
povecéanja broja ovuliranih predovulatornih folikula, injekcija eCG se kombinuje injekcijom
500 do 750 ij. hCG, datom 72h kasnije. Zadovoljavajuci fertilitet tretiranih krmaca se postize
uobic¢ajenom procedurom VO. Vrednost izazvane superovulacije primarno zavisi od
primenjene vrste i doze hormonskih preparata, kao i od starosti i telesne mase plotkinja. Tako
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je, na primer, prose¢na ovulaciona vrednost, kod krmaca ili polno zrelih nazimica, prema
razli¢itim autorima, iznosila izmedu 28 i 46 ovulacija. Kod svinja je osnovni problem $to
vrednost izazvane superovulacije nije enormno veca od spontane ovulacione vrednosti.
Naime, prose¢na vrednost superovulacije nije ni duplo veéa od spontane ovulacione vrednosti,
za razliku od krave, kod koje je superovulacija obi¢no veca 10 do 20 puta od spontane
ovulacione vrednosti. Osim toga, povecanje doze gonadotropine ne rezultira proporcionalnim
povecanjem ovulacione vrednosti, nego se povecava broj neovuliranih folikula i/ili broj
folikularnih cista. Pri tome se povecava i broj degenerisanih oocita i ranih embriona. Zbog
toga je, radi dobijanja dovoljnog broja embriona, potrebno izvrSiti sinhronizaciju estrusa i
superovulacije kod veceg broja donora.

Tabela 37. Sinhronizacija estrusa, superovulacija donora i dobijanje embriona

Dan Donori
tretmana Polno zrele nazimice ZaluCene krmace
1. do 15. Progestagen u dnevnom obroku ~ -
16. U 08,00h injekcija 1.500ij. PMSG Od 8 do 9h zalucivanje prasadi
17. - U 8h injekcija 1.500ij. PMSG
19. U 16h injekcija 300ij. HCG + Gn-RH U 16h injekcija 300ij. HCG +Gn-RH
20. U 14-15h prva inseminacija U 14-15h prva inseminacija
21. U 8-9h druga inseminacija U 14-15h druga inseminacija
24. - 26. Ispiranje embriona Ispiranje embriona

“ Vrste i doze preparata videti u poglavlju o sinhronizaciji estrusa polno zrelih nazimica.
Veéi broj ponovljenih superovulacija, kod istog donora, u vecini slu¢ajeva, ne ostavlja
negativne posledice na funkciju jajnika i opste zdravstveno stanje. Moguce je izvesti 4 do 16
uzastopnih superovulacija kod istog donora, bez uocenih negativnih posledica.

Sinhronizacija estrusa donora i recipijenata je jedan od primarnih uslova uspesne
transplantacije embriona. Kod svinja nema znacajnije redukcije postignute gravidnosti kod
recipijenata, ako se estrus kod donora javio jedan dan kasnije od recipijenata.

Veca razlika u stepenu sinhronizovanosti estrusa kod donora i recipijenata, rezultira vrlo
niskom vrednoS§¢u prasenja recipijenata.
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Slika 99. Jajnici svinje u diestrusu, sa normalnom ovulacinom vredno$c¢u, vide se
aktivna Zuta tela (corpora lutea) (gore), jajnici u diestrusu sa izazvanom
superovulacijom, vidi se znatmo veci broj aktivnih Zutih tela (oko 27 na levom i oko 35
na desnom jajniku) (sredina) i velike folikularne ciste, koje se formiraju kada se krmaca
ili nazimica tretira previsokim dozama eCG (dole)

Tabela 38. Sinhronizacija estrusa kod donora i recipijenata

Dan . L .
tretmana Donori Recipijenti
a. Prepubertetske nazimice: injekcija
1.250 ij eCG.
b. Cikli¢ne nazimice: 16. dana estrusnog - )
ciklusa injekcija 1.250-1.500 ij eCG. .Pr?i“t??”%%‘fi rc‘)%zo'r_‘_“cég‘o'g()kg)-
0. c. Krmace 24h po zalucenju: injekcija injexcla ' ') L5
1.500 ij eCG.
3. Injekcija 750 ij hCG Injekcija 750 ij hCG
4, Prva inseminacija Kontrola pojave estrusa
5. Druga inseminacija Kontrola pojave estrusa
8.-10. Ispiranje embriona Transplantacija embriona’

Koriste se samo recipijenti kod kojih je estrus otkriven istog dana ili dan pre donora.

Ispiranje embriona se, najcesce, vrsi klasiénom hirur§kom metodom. Zahvat se izvodi u
opstoj anesteziji i strogo aseptickim uslovima. Svaki jajovod se ispira sa 20 ml do 30 ml
teCnosti za ispiranje. Uspeh ispiranja se izraZzava procentualnim odnosom ovulacione
vrednosti i broja ispranih embriona. Ova vrednost se kre¢e izmedu 80% i 90%. Kod jedne iste
krmace je moguce izvesti 5 uzastopnih ispiranja embriona, unutar 90 dana.
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Transcervikalna (nehirurSka) metoda ispiranja embriona svinja se manje Koristi, jer se
kateter za ispiranje dosta teSko uvodi u kranijalne partije uterusa, zbog njihove velike duzine.
Pokusaj prevazilazenja ovog problema, prethodnim hiruruskim skra¢ivanjem rogova uterusa
donora, nije dao zadovoljavajuce rezultate ispiranja. Ipak, novija istrazivanja u Holandiji,
pokazuju znacajniji napredak u transcervikalnoj metodi ispiranja embriona svinja, primenom
specijalno dizajniranih katetera za ispiranje. Ispiranje embriona se moze izvrSiti |
endoskopskom metodom. Vrednost ispiranja je dosta niza od one koja se dobija klasi¢nom
hiruskom metodom, i kre¢e se izmedu 35% i 65%. Embrioni se mogu dobiti i ispiranjem iz
uterusa, posle Zrtvovanja.

Kontrola kvaliteta i ¢uvanje emnriona. Posle ispiranja, mora se izvrsiti kontrola
kvaliteta dobijenih embriona. Degenerisani embrioni (nepravilan oblik i debljina ili prsnuta
zona pelucida, fragmentacija blastomera), embrioni koji nisu u odredenoj fazi razvoja
(obzirom na njihovu starost) i mrtvi embrioni se ne koriste za transfer. Divergentnost u
stadijumu razvoja embriona, znaCajno povecava njihov mortalitet posle transplantacije.
Cuvanje embriona in vitro je neophodno od momenta ispiranja do transfera. Embrioni se
mogu Suvati na 20°C, tokom 24 h, u pogodnim medijumima. Dugotrajno Guvanje embriona se
izvodi postupkom dubokog zamrzavanija, na — 196°C. Medutim, uspeh transplantacije duboko
zamrznutih-odmrznutih embriona, meren stepenom preZivljavanja embriona i postignutom
vredno$c¢u praSenja, je veoma nizak.

Transplantacija embriona u recipijente se moze izvrziti klasi¢cnom hirurSkom
metodom, transcervikalnom metodom i endoskopijom. Metoda endoskopije se sve vise
koristi, zbog svojih prednosti nad klasi¢nom hiruruskom metodom. Ove prednosti su: (1)
minimalna hirur§ka traumatizacija recipijenta, (2) znatno manja moguénost postoperativnih
infekcija i (3) moguénost vizuelnog pregleda unutrasnjih polnih organa. Za transplantaciju se,
obi¢no, koriste embrioni u stadijumu 4 do 8 blastomera. Uspeh transplantacije zavisi od vise
faktora, medu kojima su primarni: stepen sinhronizovanosti estrusnih ciklusa donora i
recipijenata, primenjena metoda transplantacije, razvojni stadijum i stepen divergentnosti
razvojnih stadijuma embriona, broj transplantiranih embriona i mesto transplantacije.

Proizvodnja embriona in vitro. Jedan od glavnih problema klasi¢ne tehnologije
transplantacije embriona svinje je dobijanje relativno malog broja embriona, posle izvedene
superovulacije. Naime, prakticno svi embrioni, dobijeni od jednog donora, mogu se
transplantirati u samo jednog recipijenta. Zbog toga, broj potomaka, dobijenih od jednog
donora, nije znacajno ve¢i od onog koji bi se dobio prirodnim ritom razmnozavanja, §to je
jedan od osnovnih ciljeva embriotransfera.

Ovaj problem se pokuSava reSiti dobijanjem oocita iz ovarijalnih folikula (tzv. folikularni
oociti), te njihovim in vitro dozrevanjem (maturacijom — IVM) i in vitro oplodnjom
(fertilizacijom —IVF). Prednosti ove metode dobijanja embriona se ogledaju u tome Sto nije
potrebno koristiti hormonske supstance i relativno komplikovanu hirusku metodu ispiranja
embriona, nego se oociti mogu dobiti iz jajnika zZrtvovanih zivotinja. Te zivotinje mogu biti
genetski visoko vredne nazimice, kao i krmce izluCene iz dalje normalne reprodukcije.
Medutim, glavni nedostatak ove metode je ¢injenica da folikularni oociti nisu zreli, tj. nalaze
se u diplotenu prve mejoticke deobe (tzv. stadijum germinativnog vezikula — GV). Zbog toga
se njihovo dozrevanje, do stadijuma metafaze druge mejoze (Mf Il), kada su sposobni za
oplodnju, mora izvrsiti in vitro (u poslebnim laboratorijskim uslovima) ili in vivo (ha primer u
jajovodima misSa, pacova, ili nazimice). Jos jedan vrlo ozbiljan nedostatak dobijanja embriona

151



Dragin, S., Stancié, 1., Jotanovié, S. 3. BIOTEHNOLOGIJA REPRODUKCIJE

svinje metodom IVF je pojava enormno viskog procenta polispermi¢no penetriranih oocita.
Dobijanje i dozrevanje folikularnih oocita je detaljnije opisano u sledecem poglavlju (3.2).

Slika 100. Hirurska transplantacija embriona svinje
Prof. dr Blagoje Stanci¢, Poka Vuli¢, DVM i asist. Milovan Nedeljkov, dipl.
ing., Institut za sto¢arstvo, Novi Sad, OPD ,,Kamendin“, Sirig, 1988.

Slika 101. HirursSka metoda ispiranja embriona svinje (Foto: B. Stancic)
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Slika 102. Hirurska (levo) i nehirurska, transcervikalna) metoda transplantacije
embriona svinje (Foto: B. Stancié, leva slika)

3.1.7.2. TRANSPLANTACIJA EMBRIONA GOVEDA

Prva uspeSna transplantacija embriona krave, izvrSena je 1951. godine. Od tada,
transplantacija embriona ima sve vec¢u ulogu u povecéanju genetskog napretka u goveda. Tako
je ve¢ 1990. godine u SAD, primenom transplantacije embriona, proizvedeno 27,5%
vrhunskih krava i 44% vrhunskih bikova.

Danas se tehnologija transplantacije embriona (ET) koristi za: (a) dobijanje teladi od
genetski superiornih majki, (b) dobijanje teladi od “infertilnih” krava, (c) dobijanje teladi
tovnih rasa od majki mle¢nih rasa, (d) trgovina sa embrionima i njihova distribucija u
pojedine krajeve sveta, (e) upotrebu u programu MOET (multiovulacioni embrio transfer), (f)
proizvodnju identi¢nih blizanaca, (g) proizvodnju potomaka Zeljenog pola, (h) cuvanje
genetskih resursa i (i) naucna istrazivanja.

Sadadnje stanje u tehnologiji ET. Osnovne procedure tehnologije ET (superovulacija,
ispiranje, ocena kvaliteta, cuvanje/zamrzavanje i transplantacija embriona) su, danas, dobro
razvijene i pogodne za prakticnu primenu. Ipak, poslednjih 10 do 15 godina, nije doslo do
znacajnijeg povecanja vrednosti superovulacije, pri ¢emu ostaje problem dosta velikog
variranja ove vrednosti. Tako je ustanovljeno da se vrednost superovulacije krece izmedu 3 i
preko 20 ovulacije, zavisno od vrste i doze primenjenih gonadotropina. Obi¢no se dobija 7 do
12 embriona kvalitetnih za transplantaciju. Nije za ocekivati da se sadaSnja vrednost
koncepcije recipijenata sa svezim (65% - 80%) ili zamrznutim embrionima (55% - 70%),
znacajnije poveca. Broj genetski superiornih krava, koje se koriste kao donori embriona je, jos
uvek, dosta mali (oko 1% u razvijenim i manje od 0,1% u zemljama u razvoju).

Dalji napredak tehnologije ET se vidi u razvijanju postupaka dobijanja folikularnih
oocita, koji se koriste za in vitro dobijanje embriona. To ¢e omogucditi da se izbegne procedura
superovulacije i ispiranja genetski kvalitetnih donora.

Uspeh i ekonomska opravdanost prakti¢ne primene ET, zavisi od veéeg broja faktora,
medu koje se ubrajaju: (a) obucenost i1 iskustvo operatora, (b) selekcija i uzgoj recipijenata,
koji moraju biti zdravi i reproduktivno normalni, (c) precizna sinhronizacija estrusnog ciklusa
donora 1 recipijenata 1 (d) nacin manipulacije sa embrionima i njihov transfer u farmskim
uslovima.
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TEHNOLOGIJA TRANSPLANTACIJE

Indukcija superovulacije. Za izazivanje superovulacije kod donora, koriste se razliciti
preparati placentalnih (eCG i hCG) ili hipofizarnih gonadotropina (FSH i LH), u razli¢itim
dozama. Ovi preparati mogu biti kombinovani sa prostaglandinom F,, .

Broj krava, koje reaguju superovulacijom, zavisi od primenjenih hormonskih preparata.
Izgleda da manji broj krava reaguje superovulacijom posle tretmana sa eCG (oko 63%), u
odnosu na krave tretirane sa FSH (76% do 96%). Optimalno vreme za pocetak tretmana za
superovulacije je izmedu 9. i 13. dana estrusnog ciklusa, pri ¢emu je dan estrusa nulti dan.
Injekcija prostaglandina se daje 48 h kasnije, radi izazivanja lutealne regresije, estrusa i
ovulacije. Trajanje estrusa odreduje moment pocetka tretmana. Tako, krave kod kojih ciklus
traje 21 do 23 dana, treba poceti tretirati 9. dana, a one kod kojih ciklus traje 18 do 20 dana,
treba poceti tretirati 10. dana ciklusa.

Visekratno izazivanje superovulacije kod istog donora, daje varijabilne rezultate. Neki
autori nisu ustanovili znacajno variranje vrednosti superovulacije izmedu prvog i cetvrtog
tretmana, kada je primenjena standardna shema superovulacije (eCG + PGF,,). Neki autori su
izvrSili 31 uzastopnu superovulaciju kod jedne iste krave, sa FSH ili eCG, i ustanovili da
vrednost superovulacije nije znacajno zavisila od broja izvedenih tretmana, prirode
upotrebljenih gonadotropina, dana estrusnog ciklusa u kome je zapocet tretman, kao ni od
godisnje sezone.

Faktori koji uticu na superovulaciju su: (a) genetske osobine donora, (b) trajanje post
partum intervala, (c¢) reproduktivni poremecaji, (d) starost Zivotinje, (e) rasa, (f) ishrana, (g)
godisnja sezona.

Ustanovljeno je da krave sa manjim koncentracijama progesterona u mleku, imaju
znacajno manje corpora lutea (CL), t. ovulacija, od onih sa standardnim ili vecéim
koncentracijama (10,5 ug/ml).

Maksimalna vrednost superovulacije se postize kod krava izmedu 50. i 70. dana post
partum, a minimalna izmedu 90. i1 110. dana.

Krave koje povadaju, imaju znatno manju vrednost superovulacije.

Krave stare 5 do 6 godina, daju maksimalnu vrednost superovulacije. Povecanje doze
gonadotropina (eCG ili FSH) moze uticati na povecanje vrednosti superovulacije kod starijih
krava.

Mlecne rase reaguju veCom proseCnom vrednoscu superovulacije od tovnih rasa krava.
Veruje se da su mle¢ne rase osetljivije na stimulaciju gonadotropinima.

Ako se kre¢e u normalnim granicama kvantiteta i kvaliteta obroka, ishrana krava ne utice
znacajno na vrednost superovulacije.

Neki autori navode da se maksimalna vrednost superovulacije postize u zimskim
mesecima. Na osnovu rezultata koje su dobili istrazivaci u Nemackoj, izgleda da vazdu$ni
pritisak i1 vlaZznost ne uti¢u na vrednost superovulacije. Medutim, maksimalan broj ovulacija
se dobija kada se ambijentalna temperatura kreée izmedu 10 i 15°C.
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Slika 103. Normalni jajnici krave u diestrusu, na levom jajniku se vidi aktivno Zuto
telo (gore) i jaujnici sa superovulacijom, na oba jajnika se vidi vie aktivnih Zutih
tela (levo)

Osemenjavanje donora. Slede¢i korak posle izazivanja superovulacije je otkrivanje
estrusa 1 osemenjavanje donora. Optimalno vreme inseminacije se odreduje na osnovu
pocetka i tajanja estrusa. Prvo VO treba izvesti 12 h posle precizno ustanovljenog pocetka
estrusa, a drugo i tre¢e u 12-to ¢asovnim intervalima. Obicno se estrus javlja oko 2 dana posle
injekcije prostaglandina. Medutim, ako se injekcija prostaglandina da u dve odvojene doze, po
0,25 mg svaka, estrusno reagovanje krava se povecava u odnosu na jednokratnu injekciju
(87% prema 79%), a period od tretmana do pojave estrusa se smanjuje. Za Pprvo
osemenjavanje se koriste dve doze (po 0,25 ml) zamrznute/otopljene sperme, a za svako
slede¢e VO je dovoljna jedna doza.

Veliki broj embriona se nalazi i ako se izvrsi jednokratna inseminacija, vise od 6 h posle
postizanja pika predovulatornog talasa LH (ustanovljenog immunoassay-metodom). Veoma je
vazno da se, za osemenjavanje, koristi sperma visoko fertilnih bikova, kao i da se vrsi
selekcija takvih bikova, za upotrebu u programu ET.

Ispiranje i kvalitet embriona. Ispiranje embrina se vrsi hiruruskim ili ne-hirurskim
putem, kako je opisano u prvom delu ovog teksta. Pre pocetka ispiranja, Zivotinja se
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anestezira, tzv. epiduralnom injekcijom 5 ml do 10 ml 2% procaina ili lignocain
hydrochlorida.

Prilikom ispiranja embriona, treba da: (1) te¢nost za ispiranje stigne u vrh oba roga uterusa,
jer se tamo nalazi vecCina embriona 7. dana posle estrusa, (2) sva unesena te¢nost bude i
isprana iz uterusa i (3) ispiranje na sme da izazove stres ili traume kod donora.

Uspeh ispiranja je direktno povezan sa koli¢inom isprane tecnosti. Efektivno ispiranje
znaci da je isprano 90% do 100% ubacene tecnosti u uterus. Cilj ispiranja je da se dobije Sto
veéi broj embriona, u stadijumu ranog blastocista, koji se normalno moze oc¢ekivati 7. dana
posle dana prvog osemenjavanja. U zavisnosti od koriStene tehnike ispiranja, broj ispranih
embriona moze znatno da varira i, obi¢no, se kre¢e izmedu 80% i 100%. Uspeh
transplantacije, meren postignutim procentom telenja recipijenata, direktno zavisi od
stadijuma razvoja i morfoloSkog kvaliteta transplantiranih embriona. Kvalitet embriona se
odreduje na osnovu njihovih morfoloskih parametara: uniformnost velicine i oblika embriona,
njihove boje i dimenzija. Tako neki autori navode da je vrednost uspesne koncepcije iznosila
83%, 75%, 63% i 46%, kada su koriSteni embrioni klase 1, 2, 3 ili 4.

Slika 104. Hirursko ispiranje embriona, kroz rog uterusa (A) ili kroz jajovod (B)
1. Ubacuje se te¢nost za ispiranje; E — Embrioni; 3. Prihvatanje embriona.
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Slika 105. Nehirursko (transcervikalno) ispiranje embriona
1. Tegnost za ipiranje; 2. Spric za naduvavanje balona na kateteru, radi zaptivanja
roga uterusa; 3. Posuda sa te¢no§¢u za Cuvanje ispranih embriona; 4. Folijev trozilni
kateter: 1-cev za ubacivanje te¢nosti za ispiranje, 2-cev za ubacivanje vazduha u
balonéi¢, 3-cev za izvodenje te¢nosti sa ispranim embrionima; RM-rog materice;
MB-Mokraéna besika; Vb-Vazdusni balonéi¢; E-embrioni.

Dva osnovna faktora se uzimaju u obzir, prilikom vizuelne ocene kvaliteta embriona: (1)
prisustvo regularnih i degenerisanih embriona (procentualni odnos) i (2) distribucija razvojnih
stadijuma embriona, u odnosu na njihovu starost. Pre¢nik govedih embriona se kre¢e izmedu
150 1 190 pm, ukljucujuéi i debljinu zone pelucide, koja iznosi 12 do 15um. Ova veli¢ina
embriona se ne menja znacajno, sve do stadijuma ekspanzije blastocista (oko 9. do 10. dana
posle osemenjavanja). Iako se veéina embriona krave, dobijenih 7. dana posle osemenjavanja,
nalazi u stadijumu kasne morule ili ranog blastocista, mogu se naci i embrioni ranijih ili
kasnijih stadijuma razvoja. Tako su neki istrazivaci ustanovili slede¢u distribuciju razvojnih
stadijuma embriona starih 7 dana: kasna morula (18,7%), vrlo rani blastocist (47,7%), rani
blastocist (20,5%), ekspandovan blastocist (9,5%), blastocis u fazi izvaljivanja, tj. prsnuta
zona pelucida (2,1%) i izvaljen blastocist, tj. bez zone pelucide (0,5%). Ovo moZe biti
posledica Cinjenice da proces ovulacije, kod superovuliranih krava, moze da traje i preko 8h,
Sto moZe dovesti do divergencije u razvoju ranih embriona. Kasni blastocist goveda ima oko
140 ¢elija, od kojih oko 93 ¢elije pripadaju trofoblastu, a 47 ¢elija unutrasnjoj celijskoj masi.

Laboratorijsko ispitivanje kvaliteta embriona za ET se moze izvesti na sledece nacine: (a)
moroloskom ocenom, (b) na osnovu integriteta membrana blastomera, (c) na osnovu
metabolicke aktivnosti embriona i (d) intenzitetom respiracije embriona.
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Slika 106. Isprani embrioni u stadijumu blastocista (levo) i razne morfoloske
anomalije embriona krave (desno)

Transplantacija embriona u recipijente. Embrioni se, do transplantacije, ¢uvaju u
pogodnim medijumima. Prvo je za ispiranje i transfer koriSten medijum M-199, ali je on
komponovan tako da se embrioni Cuvaju u atmosferi sa 5% CO,. Kasnije se koristio Dulbecco
PBS medium, u koji su dodavani glukoza, Na-pyruvat, BSA (bovine serum albumine) ili FCS
(foetal calf serum), u koncentraciji 1% za ispiranje i 10-20% za transfer.

Transfer embriona u recipijente se moZze izvrsiti hiruSkom ili ne-hiruskom metodom. Bez
obzira na metodu, vec¢ina autora navodi da se veca vrednost telenja recipijenata postize, ako se
izvrSi transfer 2 u odnosu na 1 embrion. Tako je ustanovljeno da vrednost koncepcije 90. dana
gestacije iznosi 44,4% kada je izvrSen transfer jednog, a 63,6%, kada je izvrSen transfer 2
embriona po recipijentu.

Uspeh transplantacije zavisi i od drugih faktora, kao Sto su kvalitet i razvojni stadijum
koriStenih embriona, reproduktivni status majke, kao i1 veliCina zutih tela kod recipijenata.
Tretman recipijenata sa 1500 ij. hCG, posle izvrSenog ET, znatno povecava vrednost telenja
(57,9%), u odnosu na ne tretirane recipijente (46,3%).

Transplantacija embriona koji su ¢uvani dubokim zamrzavanjem, rezultira nesto slabijom
vrednoS¢u telenja recipijenata, oko 40%. Posle presadivanja svezih embriona, vrednost
koncepcije je iznosila 53,7%, a duboko zamrznutih/odmrznutih embriona 42,5%. Jedan od,
takode vaznih, faktora koji uti¢e na vrednost telenja recipijenata, je i obucenost i iskustvo
operatora.

Posebno u pogledu njegove sposobnosti da izbegne traume endometriuma. Obezbedenje
sterilnih uslova unoSenja embriona u uterus je jedan od vaznih preduslova visokog stepena
preZivljavanja, odnosno postizanja visokog procenta telenja recipijenata. Naime, uslovi za
infekciju su mnogo ve¢i nedelju dana posle estrusa (kada se vrsi transfer), nego u toku
estrusnog perioda. Zbog toga se, u medijum za transfer, moraju dodati odredene koliCine
antibiotika (penicillin/streptomycin).
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Slika 107. Osnovni postupci transplantacije embriona krave
1. Sinhronizacije estrusa donora i recipijenat, pri ¢emu se izvodi i hormonski tretman
superovulacije donora; 2. Osemenjavanje donora; 3. Ispiranje embriona od donora; 4.
Foliev troZilni kateter za ispiranje embriona; 5. Pregled kvaliteta ispranih embriona; 6.
Cuvanje embriona do transplantacije; 7a.Hirurska ili 7b. Transcervikalna (nehirurika)
transplantacija embriona u donore; 8. Dijagnoza gravidnosti recipijenata; 9. Partus
recipijenata.

Uspeh transplantacije veoma zavisi od stepena sinhronizacije donora i recipijenata. Cilj je
da se postigne potpuna sinhronizacija estrusnih ciklusa. Ako su recipijenti u estrusu dan pre ili
dan posle donora, to se moze prihvatiti, ali je, u tom slucaju, vrednost telenja recipijenata
nesto niza. Razlika u pojavi estrusa 2 i viSe dana, izmedu donora i recipijenata se ne moze
prihvatiti. Ispitivan je uticaj sinhronizacije estrusa recipijenata i donora na vrednost telenja
recipijenata.

U odnosu na donore, recipijenti su manifestovali estrus 48 i 24h pre, istog dana ili 24 i
48h posle donora. Postignuta vrednost telenja je iznosila: 23,8%, 52,2%, 58,2%, 49,5% i 44%.
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Slika 108. Oprema za transplantaciju embriona krave
A-Folievi trokanalni kateteri za nehirursko (transcervikalno) ispiranje embriona; B-Dvokanalni
katetri za nehirurSku (transcervikalnu) transplantaciju embriona; C-Mikroskop sa monitorom, za
pregled kvaliteta embriona, D-Embriobus, pokretna laboratorija za transplantaciju embriona na
farmama.

3.1.7.3. TRANSPLANTACIJA EMBRIONA OVACA | KOZA
A. OVCE

Klasi¢na tehnika hirurske transplantacije embriona ovaca je razvijena polovinom 1950-ih
godina, kada je Averill (1958) pokazao da se 80% transplantiranih embriona razvije do vitelne
jagnjadi. Poslednjih dvadesetak godina se razvija tehnika nehirurSke transplantacije i njena
primena u praksi.

U praksi se ET ovaca primenjuje radi: (a) razmnoZavanja genetski superiornih grla i (b)
uvoza i izvoza ovaca u formi zamrznutih embriona, sa ciljem smanjenja rizika od prenosa
zaraznih bolesti. Ova tehnologija, teoretski, moZe povecati genetski napredak za 100%,
primenom programa multiple ovulacije i embriotransfera (tzv. MOET program). Medjutim,
ovaj program se, joS uvek, slabo koristi zbog (a) potrebe primene hiruruskog ispiranja i
transplantacije embriona i (b) niskog stepena ponovljivosti superovulacije. Ipak, ovaj program
nalazi primenu u ¢uvanju retkih i ugroZenih rasa ovaca. Tako su, na primer, naucnici u Italiji

160



Dragin, S., Stancié, 1., Jotanovié, S. 3. BIOTEHNOLOGIJA REPRODUKCIJE

uspeli da dobiju embriona posle superovulacije Muflona i da ih uspe$no transplatiraju u
domase ovce.

Tehnologija ET se koristi u nauc¢nim istrazivanjima brojnih aspekata reproduktivne
fiziologije reprodukcije ovaca.

TEHNOLOGIJA TRANSPLANTACIJE EMBRIONA

Tehnika superovulacije. U usnovi, tehnika superovulacije ovaca je sli¢na onoj koja se
primenjuje kod goveda. Gonadotropni preparati (FSH ili eCG) se mogu aplikovati pri kraju
normalnog estrusnog ciklusa (11. do 13. dana) ili na kraju progestagenog tretmana, koji se
koristi za sinhronizaciju estrusa. Pretretman sa progestagenim intravaginalnim sundjerima se
mora primeniti kod ovaca u toku sezonskog anestrusa.

Za izazivanje superovulacije se, naj ¢eSce, Koristi preparat eCG u dozama od 700 do
2000 ij. Kod sezonski cikli¢nih ovaca, eCG se daje u folikularnoj fazi estrusnog ciklusa, a kod
sezonski anestricnih ovaca na dan vadjenja intravaginalnih sundjera. Povecanje doze eCG
rezultira poveéanjem vrednosti superovulacije, ali i povecanjem broja neovuliranih folikula.
Smatra se da maksimalna doza eCG iznosi 2000 ij. Povecanje doze eCG sa 1500 ij. na 2000
ij. rezultiralo je pove¢anjem ovulacione vrednosti ovaca sa 3,8 na 5,8. Medjutim, povecanje
neovuliranih folikula je bilo znatno vece 1 iznosilo je 3,8 kod doze od 1500ij. 1 20,5 kod doze
od 2000ij. Tretman injekcijom 750ij. HCG, datom 48h posle injekcije 1500ij. PMSG, znatno
povecava ovulacionu vrednost (7,3 ovulacija) i smanjuje broj neovuliranih folikula (4,0), u
odnosu na tretman samo sa eCG, kada je ovulaciona vrednost iznosila 3,8 ovulacija, a
prosecan broj neovuliranih folikula 17,0.

Izazivanje superovulacije. Ovce se tretiraju progestagenim sundjerima tokom 14 dana.
Dva dana pre vadjenja sundjera, zapoCinje se tertman sa 20mg FSH, rasporedjenih u 6
injekcija. Ovulacija se dogadja oko 60h posle vadjenja sundjera.

Tabela 39. Uticaj doze PMSG na ovarijalno reagovanje ovaca (Stancic, 1988)

Ovarijalno reagovanje Doza eCG (1))

1000 1500 2000 2500

1,66 3,80 4,30 5,10
Prosecan broj ovulacija 2,00 2,80 20,50 12,10
Prosedan broj predovulatornih folikula® 0,80 0,80 12,50 11,60
Prosecan broj folikularnih cista® 4,46 7,40 37,30 28,80
Ukupno ovarijalno reagovanje® 37,22 51,35 11,53 17,71
% ovulacije*

'Folikuli pre¢nika 6 do 8 mm; *Folikuli pre¢nika >9 mm; *Br. ovulacija + br. predovulat. folikula + br.
folikularnih cista; “Od ukupnog ovarijalnog reagovanja.

Ovulaciona vrednost i ukupno ovarijalno reagovanje se povecavaju sa povecanjem doze
PMSG od 1000 ij do 2500 ij, ali se procentualni odnos ovulacione vrednosti i ukupnog
ovarijalnog reagovanja povecava samo do 1500 ij eCG, posle toga ovaj odnos se znatno smanjuje.
Iz ovoga proizilazi da nema smisla povecavati dozu eCG preko 1500 ij, bar Sto se ti¢e ovaca rase
Cigaja. Primena preparata hipofizarnih gonadotropina (FSH-p) daje ve¢u ovulacionu vrednost
(8,24) od one dobijene primenom eCG (6,40).Vrednost superovulacije zavisi i od rase tretiranih
ovaca. Tako je ustanovljeno da prose¢na vrednost superovulacije, izazvane injekcijom 1000 ij
eCG, iznosi 12,2 kod rase Finski landras, 11,2 kod rase Merino, 6,6 kod rase Soay i 4,2 kod rase
Southdown. Na vrednost superovulacije uti¢u: rasa, sezona, ishrana, kondicija i starost.
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Dobijanje embriona. Posle izvedene superovulacije, ovce davaoci se o0semenjavaju.
Pokazalo se, medjutim, da prirodno osemenjavanje ¢esto resultira nizom vrednos¢u oplodnje, ako
je vrednost superovulacije ve¢a od 10 ovulacija. Zbog toga se preporucuje direktno ubacivanje
sperme u rogove uterusa, primenom hiruruske metode (laparotomije) ili manje invazivne metode
laparoslopije. U oba slucaja je veoma vazno da se VO izvede §to pre u estrusu. Osim toga, treba
dobro paziti da se zahvat izvede sa Sto manje traumatizacije okolnog tkiva, posebno da se ne
dodiruju jajnici i jajovodi. U suprotnom ¢e doc¢i do manje vrednosti koncepcije i do manjeg broja
ispranih embriona. Optimalno vreme intrauterine inseminacije je 48 h do 60 h posle vadjenja
intravaginalnih sundjera. Tada se postize maksimalan stepen oplodnje i maksimalan procent
ispranih embriona, ra¢unato od ovulacione vrednosti. Neki autori su ustanovili da je vrednost
oplodnje veca kada se sperma ubaci direktbno u ovidukt, u poredjenju sa intrauterinom
inseminacijom. Ako se koristi konvencionalni nacin intracervikalne inseminacije, ona mora da se
izvodi u 12-to Casovnim intervalima, tokom estrusnog perioda. Takode trajanje estrusa, kod
superovuliranih ovaca, moZze biti duZe, zbog povecane koncentracije estrogena kod stimulisanih
ovaca. Sperma razli¢itih ovnova ima uticaja na kvalitet dobijenih embriona. Bitno je ustanoviti da
li je doSlo do superovulacije, pre nego §to se poc¢ne procedura ispiranja embriona. Merenjem
koncentracije progesterona u krvnom serumu 4. dana posle estrusa, moze se ustanoviti stepen
izazvane superovulacije. Koncentracija progesterona u krvnom serumu je znatno veca (4,21
ng/ml) kod superovuliranih donora, u odnosu na recipijente (1,9 ng/ml).

Tabela 41. Sastav Dulbecco medijuma za ispiranje embriona*

NaCl 8049

KCI 029

Na,HPO, 1159

KH, PO, 0,20 g

CaCl, 0,10¢g ili CaCl,.6H,0 (0,1974 g)
MgCl,.6H,0 0,109

Na-pyruvat 0,036 g

Glukoza 1049

BSA 4,0 g (Bovini serum albumin, frakcija V)
Penicillin 0,060 g

Streptomycin 0,050 g

Kanamycin sulfat 25 mg (Umesto Penicillina)

Phenol red Streptomycina (1,0 ml)

*Navedene koli¢ine komponenti se rastvore u 1 litru redestilovane i dejonozovane vode.

Ispiranje embriona ovaca se moze izvesti hiruruskom metodom (laparotomijom),
laparoskopijom ili nehiruruskim, transcervikalnim ispiranjem. Ispiranje embriona se vrsi 5. ili
6. dana posle osemenjavanja, a vrednost (%) ispiranja (broj ispranih embriona od obroja
ovulacija) zavisi od primenjene tehnike ispiranja i drugih faktora i krece se izmedju 50% i
preko 75%.

Znatno manje traumatska tehnika ispiranja je transcervikalna. Ova tehnika se, u poslednje
vreme, dosta razvila, tako da se postizr 80% do 90% uspesnih ispiranja (Gobel i sar. 1995).
Ipak, ova tehnika se, joS uvek, malo koristi u praksi. Za ispiranje embriona se koristi
specijalan medijum (te¢nost). U principu, embrioni ovce treba da se presade u recipijente Sto
je moguce pre polse ispiranja. Nekoliko sati se embrioni mogu ¢uvati na sobnoj temperaturi
(20°C), pri ¢emu se moraju zastititi od kontaminacije infektima i drugim necistoéama.
Embrioni ovce se mogu dugotrajno ¢uvati i dubokim zamrzavanjem, ali se to slabo koristi u
praksi. Prvo jagnje rodjeno posle transplantacije embriona ¢uvanih dubokim zamrzavanjem,
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dobijeno je u KeimbridZzu. Kao krioprotektanti se koriste dimethylsulphoxi (DMSO) i
glicerol.

Ocena kvaliteta embriona. Pre transplantacije, neophodno je izvrSiti ocenu kvaliteta
ispranih embriona. Prva deoba oplodjene jajne ¢elije ovee se dogadja 15 h do 18 h posle
penetracije spermatozoida. Slede¢a deoba se dogadja oko 12 h kasnije, tako da se embrioni u
stadijumu 4 blastomere nalaze 48 h posle oplodnje, ili 3. dana posle pojave estrusa. Posle
toga, blastomere se dele svakih 16 h do 24 h. Tipi¢no je da se 5. dana vecina embriona nalazi
u stadijumu morule, sa 24 do 32 blastomere, dok je 6. dana ve¢ina embriona u stadijumu
kompaktne kasne morule ili ranog blastocista.

Tehnika transplantacije embriona. Precizna sinhronizacija estrusa kod donora i
recipijenata znacajno utiCe na uspeh transplantacije, meren brojem ojagnjenih od broja
recipijenata kod kojih je izvrSena transplantacija. Optimalan uspeh transplantacije se postize
ako su recipijenti manifestovali estrus 12 h pre do 12 h posle donora. U svakom slucaju, §to je
sinhronizacija donora i recipijenata preciznija, to je i uspeh transplantacije bolji. Kontrola
estrusa kod redipijenata se mozZe izvrSiti produZavanjem lutealne faze (primenom
progestagenih supstanci u vidu intravaginalnih sundjera) ili skracivanjem lutealne faze
(primenom luteoliti¢kih supstanci).

Na bazi merenja koncentracije progesterona u krvnom serumu, moguce je izvrSiti ocenu
podobnosti recipijenata za transplantaciju. Pokazalo se, naime, da se najbolja vrednost
koncepcije postize kod redipijenata koji imaju vise od 3 ng progesterona u 1 ml krvnog
seruma.

Transplantacija embriona se moze izvrSiti klasicnom hirurSkom metodom,
laparoskopijom ili transcervikalnom metodom. Starost embriona, broj transplantiranih
embriona po recipijentu, kao i mestu unosSenja embriona u matericu, znatno uticu na uspeh
transplantacije. Standardno se transplantira dva embriona po recipijentu, po jedan u svaki rog
uterusa, mada i transplantacija jednog embriona daje prihvatljive rezultate. Primena metode
laparoskopije, daje dobre rezultate transplantacije embrona ovce. MoZe se primeniti i
trascervikalni metod transplantacije, ali rezultati transplantacije nisu zadovoljavajuéi.

Kako je vec¢ istaknuto, jedna od osnovnih primena ET kod ovaca je mogucnost razmene
embriona izmedju pojedinih zemalja. Medjutim, veoma je vazno spreciti da dodje do
kontaminacije mebriona patogenim agensima, prilikom njihove in vitro manipulacije
(ispiranje, kontrola kvaliteta, Cuvanje i transplantacija). Zbog toga je vazno znati koji patogeni
mikroorganizmi mogu da se prihvate na ili da penetriraju zonu pelucidu i, tako, izvrse
kontaminaciju embriona.

B. KOZE

Osnovni principi transplantacije embriona koza su isti kao kod ovaca. Prvi izvestaj o
jaretu rodenom posle ET dali su Warwick i sar. (1934), ali se ova tehnologija masovnije
pocinje primenjivati od polovine 1970.-ih godina, prvo u Australiji i Novom Zelandu, a nesto
kasnije u Francuskoj, Indiji i drugim zemljama. Prvo jare rodeno posle transplantacije
embriona dobijenih posle in vitro maturacije folikularnih oocita (IVM) i in vitro fertilizacije
(IVF), u Evropi su izveli Pereira i sar. (1995).
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Prakti¢na primena ET je brZe razmnoZavanje retkih i skupih rasa koza. Tako se, u
Francuskoj, ova metoda koristila za razmnozavanje Angora rase koza, uvezenih iz Novog
Zelanda, Teksasa i Australije.

Izazivanje superovulacije. Kod koza se javlja problem znatno vece varijacije u vrednsoti
superovulacije, u odnosu na druge vrste Zivotinja. Kao razlozi ove pojave se navode genetski
faktori, starost grla, faza estrusnog ciklusa u kojoj je tretman izveden i vrsta koriStenih
gonadotropina.

Vecina istrazivanja pokazuje bolje rezultate superovulacije, dobijene posle tretmana sa
FSH, u odnosu na one dobijene primenom eCG. Tako je, na primer, ustanovljeno prose¢no
9,4 ovulacija posle tretmana sa FSH i 5,7 ovulacija posle tretmana sa eCG.

Tretman kombinacijom progestagena i gonadotropina, daje dobre rezultate
sinhhronizacije superovulacije, tokom i izvan sezone parenja koza. Izvan sezone parenja se
vr$i tretman progestagenim intravaginalnim sunderima (tokom 17 dana), a na dan pre vadjenja
sundera, pocinje se tretman sa ukupno 21mg FSH, podeljenih u 8 injekcija po: 4, 3, 3, 3, 2, 2,
2 1 2 mg. U sezoni parenja se moze Koristiti tretman kombinacijom progestagen +
prostaglandin + gonadotropin. Progestageni sunderima se koze tretiraju 11 dana, injekcija
prostaglandina (cloprostenol) se daje 9. dana od pocetka tretmana sunderima, a na dan
injekcije cloprostenola, daje se prva od 4 injekcije p-FSH (ukupno 16mg), date u jednakim
razmacima tokom 3 dana (4, 4, 2, 2, 21 2 mg).

Primena norgestomet usnih potkoznih implantata, u kombinaciji sa FSH, daje dobre
rezultate superovulacije.
Godisnja sezona, u kojoj se tretman izvodi, ima znatnog uticaja na postignutu vrednost
superovulacije.

Dobijanje embriona. Osemenjavanje superovuliranih donora moZe biti izvedeno na
prirodan ili veStacki na¢in. Za prirodno osemenjavanje se mogu koristiti samo jarc¢evi vrlo
visokog fertilizacionog potencijala. Obi¢no se parenje izvodi 12 h i 24 h posle pojave estrusa,
ili tri puta (30 h, 48 h i 54 h) posle vadenja sundera. Dobri rezultati fertiliteta se dobijaju i
kada se koriste vasektomisani jarCevi probaci za otkrivanje estrusa i kada se koze donori
pripustaju svakih 6h, tokom trajanja estrusnog perioda.

Nize vrednosti fertiliteta, posle VO, ¢esce se deSavaju kod ovaca nego kod koza. Veruje
se da je to povezano sa razikama u gradi cerviksa izmedu ovaca i koza. Naime, kod veéine
koza je moguce penetrirati cerviks inseminacionom pipetom, Sto je, kod ovce, dosta tesko
posti¢i. Intrauterina inseminacija je posebno preporucljiva kod upotrebe zamrznute-otopljene
sperme. Tretman injekcijom Gn-Rh, 24 h do 48 h posle progestagenog tretmana, znatno bolje
sinhronizuje ovulaciju. Time se obezbeduje znatno preciznije odredivanje momenta VO.
Osim toga, neki autori su pokazali da se, posle injekcije Gn-Rh, dobija znatno vecéa
ovulaciona vrednost, kao i da su embrioni znatno ujednacenijih stadijuma razvoja u momentu
ispiranja.

Ispiranje embriona se mozZe izvesti hiruruski (laparotomijom ili laparoskopijom) i ne-
hiruruski. Hirur$ko ispiranje se vrsi u op$toj anesteziji, pri cemu koza treba da gladuje 24 h
pre intervencije. Generalna anestezija se postiZe i/v injekijom Na-triopentala (8 mg po 1 kg
telesne mase) ili Pentobarbitola (13 mg po 1 kg telesne mase).

Embrioni se ispiraju 6 do 8 dana posle pocetka estrusa. Koristi se oko 50 ml medijuma za
ispiranje jednog roga uterusa. Za ispiranje se koristi standardni PBS-medijum, kome se dodaje
2% do 3% bovinog serum albumina (BSA) ili 10% fetalnog govedeg seruma (FCS), zagrejan
na 37°C. Primenom klasi¢ne hirurske metode (laparotomija), ispira se znatno viSe embriona
(85%) u odnosu na ispiranje laparoskopijom (62%). Vrlo uspe$no transcervikalno (ne-
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hirursko) ispiranje embriona se postize primenom hormonske dilatacije cerviksa. U tu svrhu
se koza intracervikalno tretira sa PGE,, sa ili bez dodavanja estradiol benzoata.

Razvoj embriona koze se razlikuje, u nekim detaljima, od razvoja embriona ovce. Prva
deoba oplodenog oocita se dogada oko 24 h posle ovulacije, embrioni do stadijuma 16
blastomera se nalaze u jajovodu, a morule i blastocisti u uterusu. Rana morula (20 blastomera)
sa nalazi petog dana, morula 6. dana, kompaktna morula i ekspandovan blastocist 7. dana, dok
se 8. dana posle pocetka estrusa, ispiraju embrioni u stadijumu ekspandovanog blastocista i
izvaljenog (bez zone pelucide) blastocista.

Embrioni koze se mogu uvati na 4 do 5°C tokom 7 dana. Takvi embrioni su sposobni za
razvoj u inkubatoru, kao i za razvoj posle transplantacije u recipijenta. Duboko zamrzavanje
bolje podnose embrioni u stadijumu blastocista nego oni u stadijumu morule. Tako je
vrednost koncepcije iznosila svega 11%, kada su transplantirane morule i 90% kada su
transplantirani blastocisti.

Embrioni se mogu dobiti i posle in vitro dozrevanja i fertilizacije (IVM/IVF) folikularnih
oocita. Ova tehnologija se sve viSe razvija 1 koristi za dobijanje identi¢nih blizanaca i
transgenih zivotinja, kao i u nau¢nim istrazivanjima.

Transplantacija embriona. U principu, transplantacija embriona se moZe izvrsiti
hiruruSkom 1 nehirurSkom metodom. Danas se, sve viSe, razvija primena laparoskopije u
transplantaciji embriona koze. Prednosti ove metode nad klasicnom hiruruskom metodom se
sastoje u tome Sto je brza (5 minuta prema 15 minuta) i znatno manje traumatizuje Zivotinju.

Ako se ustanovi da recipijent ima jedno zuto telo, obi¢no se ubacuju dva embriona (ili po
jedan u oba roga, ili dva u jedan rog uterusa, na onoj strani gde se nalazi CL, tzv. ipsilateralni
rog). U slucaju da se ubacuje tri embriona, dva se ubacuje u ipsilateralni, a jedan u
kontralateralni rog uterusa. MoZe se ocekivati oko 60% prezivljavanja presadenih embriona.

Dosadasnja iskustva pokazuju da se vrednost jarenja recipijenata krece izmedu 45 i 80%,
Sto zavisi od kvaliteta koriStenih embriona, nutritivnog statusa recipijenta i iskustva operatora.
U Danskoj je postignuto 88% koncepcije i 70% jarenja posle transplantacije svezih embriona,
a 75% koncepcije i 55% jarenja posle transplantacije duboko zamrznutih-otopljenih embriona.

Za transplantaciju se mogu Koristiti i embrioni dobijeni Kkloniranjem (resekcijom
embriona ili transplantacijom nukleusa), kao i transgeni embrioni. Tako su neki autori dobili
72,9% uspesne koncepcije i 37,5% jarenja, sa 10,5% blizanaca, kod recipijenata kojima su
presadene po dve polovine reseciranih embriona.

Slika 109. Hirurska transplantacija embriona ovce
Ispiranje embriona
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Slika 109a. Hirurska transplantacija embriona ovce
kontrola kvaliteta embriona ( levo) transplantacija embriona u recipijenta (desno)

3.1.7.4. TRANSPLANTACIJA EMBRIONA KONJA

Prva Zdrebad, posle embrio transfera (ET), dobijena su u Japanu (1973) i na Kembridzu
(1975). Vrednost ispiranja embriona se kre¢e izmedu 55 i 80%, a vrednost zdrebljenja posle
ET se krece oko 70%. Embrioni konja se mogu uspesno ¢uvati tokom 24h na temperaturi 4-
5°C. Vrlo rani embrioni se mogu Guvati i dubokim zamrzavanjem, dok duboko zamrznuti
stariji embrioni (u stadijumu kapsule), daju loSe rezultate koncepcije posle transplantacije. U
poslednje vreme se razvija tehnologija dobijanja folikularnih oocita iz jajnika kobile, kao i
njihova in vitro maturacija (IVM) i in vitro fertilizacija (IVF). To otvara dalje mogu¢nosti
naucnih istrazivanja i prakti¢ne primene ET u konjarstvu.

Znacaj ET u savremenom konjarstvu se ogleda u sledecem: (1) moguénost dobijanja
veceg broja zdrebadi od starijih kobila, koje su ve¢ dali odli¢ne potomke, tako §to ¢e se
koristiti kao davaoci embriona ili folikularnih oocita, (2) pruza moguénost brze provere
fertiliteta sveze i duboko zamrznute sperme pastuva, (3)dobijanje veceg broja potomaka od
genetski visoko vrednih i u praksi dokazanih kobila, (4) moguénost dobijanja embriona od
vrednih kobila koje, zbog razli¢itih razloga (reproduktivnih poremecaja ili povreda), nisu
sposobne za normalnu gravidnost, (5) moguénost da se od mladih kobila, koje se jo§ takmice,
dobiju embrioni, ¢ime se povecava ukupan broj njihove zdrebadi i (6) moguénost relativno
jednostavne 1 jeftine medunarodne razmene embriona od genetski superiornih kobila, pri
¢emu se izbegava rizik transporta zivotinja i prenosa zaraznih bolesti, kao i problemi
aklimatizacije i adaptacije grla.

Klasicna prosedura ET kod kobila obuhvata: (1) izazivanje superovulacije i
osemenjavanje donora, (2) ispiranje embriona od donora, (3) sinhronizacija estrusa
recipijenata i donora i (4) transplantacija embriona.

Superovulacija i osemenjavanje donora. Dosta davno je ustanovljeno da tehnologija
izazivanja superovulacije, koja daje dobre rezultate kod goveda i ovaca, nije primenljiva kod
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kobila. Takode je dobro poznato da tretman kobila razli¢itim preparatima hipofizarnog
ekstrakta FSH, ne rezultira pokretanjem ovarijalne aktivnosti tokom sezonskog anestrusa.

Superovulacija se postiZze visekratnom injekcijom preparata hipofizarnog ekstrakta FSH,
pocevsi od 11. ili 12. dana posle ovulacije u spontanom ciklusu. Ustanovljeno je da se bolja
folikularna aktivnost i veca vrednost superovulacije, postizu preparatom ekstrakta FSH iz
konjske, u odnosu na FSH iz hipofize svinje.

Osemenjavanje donora se vrSi po istoj tehnologiji, koja se primenjuje kod spontano
cikli¢nih kobila. Preporuka je da se sa osemenjavanjem pocne 2. dana estrusnog perioda i da
se izvodi svakog drugog dana, sve do prestanka estrusa. Pri tome se koriste pastuvi proverene
I visoke fertilizacione sposobnosti. Ako se izvodi VO, svaka inseminaciona doza mora da
sadrzi minimalno 250 miliona progresivno pokretnih spermatozoida. Dan osemenjavanja

zamrznutom-odmrznutom spermom se mora predvideti na osnovu veli¢ine predovulatornog
folikula.

Ispiranje embriona. Prva deoba oplodene jajne celije kobile se dogada 20 h do 24 h
posle ovulacije, embrioni sa 4 do 6 blastomera se u jajovodu nalaze 48h, sa 8 do 10
blastomera 72 h, dok se stadijum morule nalazi 98 h posle ovulacije, a embrioni prelaze iz
jajovoda u vrh roga uterusa 5. do 6. dana.

Hiruruska metoda ispiranja embriona se izvodi pod anestezijom, tako da kobila leZi na
ledima, sa blago podignutim karli¢nim delom. Jajnik na kome se dogodila ovulacija i vrh roga
uterusa sa iste strane, se izvlace iz abdomena kroz ventro-medijalni rez, nainjen izmedu
pupka i vimena. Zatim se, u vrh roga materice uvlaci staklena ili polietilenska kanila, kroz
mali rez na zidu materice, na koji se, kaudalno od reza, postavi ligatura. Ispiranje embriona se
vrsi tako Sto se kroz otvor infundibuluma jajovoda uvede tupa igla (18-gauge). Kroz nju se
ubrizgava 30 ml do 50 ml medijuma za ispiranje. Embrioni se, preko kanile u rogu materice,
ispiraju u epruvetu ili petrijevu kutiju.

NehirurSska metoda se izvodi tako Sto se, specijalno dizajniranim instrumentom, zatvori
cerviks, a ispira se ceo uterus sa 1.500 ml medijuma. Na ovaj nacin se moze isprati 85 do 95%
embriona, od kojih je 75 do 80% sposobno za transfer.

Za ispiranje se koristi Dulbecco posfatno-puferni medijum (PBS), u koji se doda 1%
inaktiviranog seruma govedeg fetusa (FCS). Posle ispiranja, mora se izvrsiti kontrola kvaliteta
dobijenih embriona. To se vrs$i na osnovu morfoloSkih parametara, kao $to su ujednacenost
veli¢ine 1 oblika blastomera, oblika, boje 1 pre¢nika embriona, kao 1 na osnovu razvojnog
stadijuma embriona, koji odgovara njegovoj starosti. Od kvaliteta upotrebljenih embriona
znaCajno zavisi vrednost postignute koncepcije kod recipijenata. Tako vrednost koncepcije
iznosi 69% ako su upotrebljeni embrioni 1. i 2. klase, a svega 18% kada su upotrebljeni
embrioni 3. klase.

Sinhronizacija estrusa recipijenata i donora. Kao recipijenti se koriste kobile koje ne
moraju biti visokog genetskog potencijala, ali potpuno zdrave, posebno u pogledu
reproduktivnih funkcija, tako da su sposobne da uspesno odrZze gravidnost posle ET. Zbog
toga se recipijenti, pre transplantacije, moraju podvrgnuti detaljnom pregledu.

Generalno je prihvaceno da se maksimalna vrednost koncepcije postize kod recipijenata
koji su ovulirali jedan dan kasnije od donora. Postoje dve osnovne metode sinhronizacije
estrusa donora i recipijenata: (a) tretman progestagenim preparatima (na primer altrenogest,
Regumate) i (b) tretman preparatima PGF,, ili njegovim sintetickim analozima. Kod oba
postupka, primenjuje se i injekcija hCG, radi bolje sinhronizacije ovulacije u recipijenata.
Ovakav tretman se moze uspeSno koristiti samo kod cikli¢nih kobila, tokom pune sezone
parenja.
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Primena progestagena. Donori se tretiraju preparatom Regumate tokom 15 dana, a
recipijenti tokom 16 dana. Slede¢eg dana posle prestanka progestagenog tretmana, donori i
recipijenti dobijaju injekciju PGF,,. Veéina donora i recipienata manifestuje estrus unutar 4
do 6 dana posle injekcije prostaglandina. Kada se kod prve kobile (donora ili recipijenta)
primete znaci prestanka estrusa, sve kobile se tretiraju jednokratnom injekcijom 3.000 ij hCG,
radi indukcije sinhronizovane ovulacije. Osemenjavanje se vrsi po standardnoj shemi.

Primena prostaglandina. Donori i recipijenti se tretiraju injekcijom PGF,, 6 do 11 dana
posle njihove zadnje spontane ovulacije, ali tako da recipijenti budu tretirani prostaglandinom
jedan dan kasnije od donora. Manifestacija estrusa se ocekuje 4 do 6 dana posle injekcije
prostaglandina. Sinhronizacija ovulacije sa HCG i osemenjavanje se izvode na prethodno
opisan nacin.

Transplantacija embriona u recipijente se moze izvesti hiruruskom i nehirurSkom
metodom.

Hiruruska metoda se izvodi u opstoj anesteziji, tako Sto se jajovod i vrh roga uterusa
izvuku Kroz operacionu ranu, nac¢injenu ventro-medijalnom laparotomijom. Rani embrioni (u
stadijumu 2 do 8 blastomera), dobijeni 2 dana posle ovulacije donora, ubacuju se u ovarijalni
kraj ovidukta, malom kanilom u kojoj se nalazi mali volumen medijuma. Stariji embrioni (u
stadijumu morule ili ranog blastocista), ubacuju se u vrh roga materice, blizu utero-tubalnog
spoja. lako je transuterina migracija ranih embriona konja veoma intenzivna, ipak je vazno da
se embrion ubaci u ipsilateralni rog materice (sa iste strane na kojoj se nalazi jajnik sa zutim
telom). Pokazalo se, naime, da ipsilateralna transplantacija rezultira znatno ve¢om vrednoscu
koncepcije (83%), u odnosu na kontralateralnu transplantaciju (54%). Ovi autori su ustanovili
da je vrednost koncepcije (ustanovljena 50. dana gestacije) sli¢na ili ve¢a od one koja se
postiZe posle parenja kobila u normalnom estrusnom ciklusu.

NehirurSka metoda transplantacije embriona konja je opisana 1972 godine. Medutim, ni
jedan recipijent nije ostao gravidan. Kasnijom modifikacijom ove metode, isti autori su
transplantirali 79 embriona i postigli 42% koncepcije. Neki drugi autori su postigli 71%
koncepcije, posle transplantacije embriona starih 6 do 8 dana, koje su jednostavno deponovali
u telo materice, ne vodeci posebno racuna da ih ubace u ipsilateralni rog sa CL. Glavni faktori
koji uti¢u na uspeh transplantacije su: (1) primena zastitnog omotaca oko katetera za transfer,
(2) visok nivo higijene i asepse, (3) depozicija embriona u rog, a ne u telo materice, kao i (4)
iskustvo operatora, te (5) kvalitet donora, recipijenata i uslova njihovog drzanja, ishrane i
zdravstvene zastite.
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Slika 111. Nehirurska transplantacija embriona kod kobile
Ispiranje embriona (gore) i kontrola kvaliteta embriona (sredina levo).
Dobar embrion, u stadijumu ekspandovanog blastocista, star 8 dana (sredina desno).
Transplantacija embriona u recipijenta (dole).
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PROVERA ZNANJA

=

DefiniSite pojam transplantacije embriona (TE).

2. Nabrojte osnovne razloge za primenu transplantacije embriona u stocarstvu i

veterini.

Navedite osnovne postupke u savremenoj tehnologiji TE.

DefiniSite pojam superovulacije. Kako se indukuje superovulacija kod donora?

Navedite osnovni razlog za preciznu sinhronizaciju estrusa i ovulacije kod donora i

recipijenata.

Navedite osnovne metode ispiranja ranih embriona i donora.

7. U kojoj fazi razvoja treba da se nalaze embrioni u momentu ispiranja, odnosno
transplantacije u recipijente? Koliko su takvi embrioni stari, racunajuc¢i od
momenta ovulacije donora?

8. DefiniSite pojmove: in vitro maturacija (IVM) i in vitro fertilizacija (IVF).

9. Kojim metodama se mogu dobiti oociti za tehnologiju in vitro fertilizacije?

10. Definisite pojam reproduktivnog kloniranja.

11. Kojim metodama se moze dobiti veéi broj genetski identi¢énih embriona?

12. Sta je transgeneza? Sta se dobija primenom ove tehnologije u svremenoj stodarskoj
proizvodnji i veterinarskoj medicini? Da i stepn uspeSnosti transgeneze
zadovoljava njenu primenu u Sirokoj praksi?

13. Definisite pojam i opiSite osnovne principe pojedinih metoda za determinaciju pola
gameta i ranih embriona (tzv. sexsing).

14. DefiniSite pojam himere. Koja je primena formiranja himera u stocarstvu i

veterinarskoj medicini?

SARE

o
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3.2. BIOTEHNOLOGIJE ZA IN VITRO MANIPULACIJU

SA GAMETIMA | EMBRIONIMA
(Dragin, S.)

Rezultati naucnih istrazivanja u oblasti morfologije, fiziologije i genetike gameta i
embriona, kao i razvoj novih tehnologija, pruzaju moguénosti razli¢itin mikromanipulacija sa
gametima i embrionima in vitro. Svrha ovih manipulacija je dobijanje veceg broja genetski
pozeljnih gameta i embriona, promena njihove genetske strukture, njihovo dugotrajno ¢uvanje
in vitro, kao i razli¢ita nau¢na istrazivanja.

Do sada su razvijene metode dobijanja gameta i embriona, njihove kultivacije i ¢uvanja in
vitro, fertilizacije oocita i razvoja ranih embriona in vitro i in vivo, dobijanje veéeg broja
genetski identi¢nih embriona (tzv. kloniranje), stvaranje himera i transgenih Zivotinja,
mikroinjekcija oocita i odredivanje pola spermatozoida i embriona.

3.2.1. DOBIJANJE GAMETA

Gameti su muske i Zenske polne ¢elije (spermatozoidi i oociti). Spermatozoidi se dobijaju
relativno lako, u velikom broju, primenom poznatih metoda uzimanja sperme od priplodnjaka.
Medutim, veci broj oocita je znatno teze dobiti. Za dobijanje oocita se koristi metoda
superovulacije, ali se tako dobija dosta ograni¢en broj oocita. Osim toga, vrednost
superovulacije znatno varira individualno, zavisno od rase i vrste zivotinja, njihove opSte
telesne kondicije, starosti i zdravstvenog stanja, kao i od vrste, doze i kombinacije
primenjenih hormonskih supstanci. Pored toga, primena hormonskih supstanci moze izazvati i
razne poremecaje funkcije jajnika, sve do sterilnosti.

Kod krava se moze dobiti prose¢no 8,7 ovulacija po jednom tretmanu, sa variranjem od 2
do 50 ovulacija. Kod ovce vrednost superovulacije varira od 1,9 do 14,4, a kod svinje se
vrednost izazvane superovulacije kre¢e izmedu 25 i 46.

Dobijanje folikularnih oocita. Ova metoda se naroc¢ito koristi kod svinja, jer se metodom
superovulacije ne dobija znac¢ajno vec¢i broj jajnih ¢elija, od onog koji se dobija spontanom
ovulacijom (10 do 15 oocita kod nazimica i 15 do 23 kod krmaca). Za dobijanje znatno veceg
broja oocita, koji se koriste za in vitro manipulaciju i dobijanje ve¢eg broja embriona, Koristi
se metoda njihove ekstrakcije iz ovarijalnih folikula (tzv. folikularni oociti Postoje dve
metode dobijanja folikularnih oocita: (1) aspiracijom iz vidljivih antralnih folikula (pre¢nika 3
i viSe mm) i (2) totalnom resekcijom jajnika zrtvovanih nazimica ili krmaca. Aspiracija
antralnih folikula se moZe izvesti i na Zivim Zivotinjama, primenom metode laparoskopije.
Kod krave i kobile je moguce izvrsSiti 1 aspiraciju folikula transvaginalno, uz pra¢enje pomoc¢u
ultrazvuka. Prvom metodom se dobija prose¢no 137 oocita, a drugom 13 do 16 oocita po
nazimici. Kod krave, moze se dobiti 8 do 14 oocita po jajniku.

Kvalitetni oociti su obavijeni sa 4 do 5 slojeva kumulusnih ¢elija (tzv. kumulus-
oocitarni kompleks) i nalaze se u stadijumu GV i nisu sposobni za neposrednu oplodnju. Zbog
toga se mora izvrsiti in vitro dozrevanje folikularnih oocita, $to zna¢i da njihov nukleus
dostigne metafazu druge mejoze, jer su samo takvi oociti sposobni za normalnu oplodnju i
embrionalni razvoj. Posle in vitro kultivacije, u trajanju 24 do 48 h, preko 80% oocita
spontano dostize Mf I1.

Prednost dobijanja folikularnih oocita se sastoji u tome Sto se mogu Koristiti jajnici
velikog broja zrtvovanih zivotinja. Osim toga, ne koriste se skupe hormonske supstance i
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izbegava se njihovo Stetno dejstvo na Zivotinju. Primena visokih doza hormonskih supstanci,
radi izazivanja superovulacije, posebno eCG, cesto dovodi do dobijanja veceg broja
degenerisanih oocita i do pojave veceg broja neovuliranih i/ili cisti¢nih folikula na jajnicima
tretiranih zivotinja.

Nedostatak ove metode se, medutim, sastoji u tome Sto folikularni oociti nisu spsobni za
oplodnju, neposredno posle ekstrakcije iz folikula. Naime, ogromna vec¢ina folikularnih oocita
(preko 95%), koji se nalaze u jajniku, imaju jedro inhibirano u stadijumu diplotena prve
mejoticke deobe. To je stadijum germinativnog vezikula (GV). Tek pod uticajem delovanja
endogenog LH, na predovulatorni folikul, dolazi do nastavka prve mejoze. To ima za rezultat
tzv. raspad germinativnog vezikula (germinative vesicle brakedown - GVBD), kondenzaciju
hromozoma, zavrSetak prve mejoze, formiranje deobnog vretena sa hromozomima u
ekvatorijalnoj ravni i izbacivanje prvog polarnog telaSca u perivitelusni prostor oocita. Tako
nastaje oocit u metafazi druge mejoze (tzv. Mfll-oocit), odnosno zreo oocit, sposoban za
oplodnju. Takav oocit, u procesu ovulacije, biva ubacen u jajovod.

Inhibiciju nastavka prve mejoticke deobe intrafolikularnih oocita, vrSe faktori koje
sintetiSu granuloza celije kumulusa ooforusa, tzv. OMI-faktori (oocyte maturation
inchibitors). Ovulatorni talas LH inhibira sintezu i/ili transport ovih faktora iz ¢elija kumulusa
u oocit, $to ima za rezultat nastavak prve mejoze 1 pocetak druge mejoze, tj. formiranje zrelog
oocita. Ako se odstrane kumulusne Celije sa povrSine oocita, dobijenog ekstrakcijom iz
folikula, a oociti stave na kultivaciju in vitro, tokom 24 do 48h, preko 80% oocita dozreva do
MfII, tj. postaju sposobni za oplodnju. Dodavanje hormona, kao $to su p-FSH, FSH i LH,
folikularne te¢nosti, epidermalnog faktora rasta ili nekih drugih bioaktivnih supstanci,
povecava uspeh in vitro kultivacije (dozrevanja) folikularnih oocita, mereno brojem (%)
oocita koji su, tokom kultivacije, dostigli stadijum Mfll nuklearnog dozrevanja.

Na uspeh kultivacije utie i kvalitet dobijenih oocita. Oociti se ekstrahuju iz antralnih
folikula precnika 2 do 5 mm i moraju biti obavijeni sa kompaktnim kumulusom. Prema
karakteru kumulusa ooforusa, oociti se dele u tri grupe: (a) oociti sa kompaktnim kumulusom
(pet slojeva zbijenih kumulusnih ¢elija), (b) oociti sa ekspandovanim kumulusom (najmanje 3
sloja kumulusnih ¢elija, kod kojih je pocelo odvajanje - ekspanzija) i (c) oociti sa parcijalnim
kumulusom, ili bez kumulusa. Aspiracijom funkcionalnih antralnih folikula, dobija se oko
89% oocita sa kompaktnim kumulusom, kod nazimica i oko 70% oocita sa kompaktnim
kumulusom kod junica.

Kvalitet kumulus-oocitarnog kompleksa je direktno povezan sa sposobno$¢u oocita da
dovrSe dozrevadnje (do MfII), tokom in vitro kultivacije. Oociti sa kompaktnim i
ekspandovanim kumulusom imaju jedro u stadijumu GV ili GVBD, dok su oociti sa
parcijalnim ili bez kumulusa, najc¢eS¢e, degenerisani. Posle 12 h kultivacije oocita goveda,
moze se dobiti 5,9% oocita u stadijumu GV i 50% u stadijumu GVBD, dok oocita u stadijumu
MIfII, obi¢no, nema.

Tokom slede¢ih 12 h kultivacije, preko 92% oocita dozreva do stadijuma M{II. Prednosti
dobijanja folikularnih oocita:

« Donori mogu biti odrasle i mlade jedinke (nazimice, junice, Siljezice, omice).

« Oociti se mogu prikupljati viSe puta, dva puta nedeljno.

o Svaka grupa oocita moze biti in vitro oplodena spermom razli¢itih priplodnjaka, tako
da se dobiju embrioni od istog donora ali od razlicitih o¢eva, u vrlo kratkom
vremenskom periodu.

« Nije potrebna primena hormona za superovulaciju, nema negativnih efekata ove
primene (ovarijalne ciste, infertilitet, pad mle¢nosti, traumatizacija zivotinje).
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Slika 112. Metode ekstrakcija oocita iz folikula
Aspiracija folikula iz jajnika Zrtvovane Zivotinje (gore levo). Totalna resekcija jajnika (gore
desno).
Aspiracija folikula iz jajnika in vivo, metodom laparoskopije (Dole. Desno je jajnik u vidnom
polju laparoskopa).

Slika 113. Isprani folikularni oociti
Izgled ispranih oocita - kumulus-oocitarni kompleksi (levo). Kontrola kvaliteta embriona (desno). U
momentu ekstrakcije, nukleus svih oocita se nalazi u stadijumu germinativnog vezikula (GV),
membrana nukleusa je kompaktna, a deoba se nalazi u diplotenu prve mejoze.
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3.2.2. PROIZVODNJA RANIH EMBRIONA IN VITRO

Embrioni za transplantaciju, stari 6 do 8 dana (kasna morula ili blastocist - rani embrioni),
mogu se dobiti na dva nacina: (1) ispiranjem iz plotkinja donora, koje su osemenjene u
estrusu sa indukovanom superovulacijom ili (b) vestackom in vitro fertilizacijom (IVF) oocita
ispranih iz superovuliranih donora ili fertilizacijom oocita dobijenih iz ovarijalnih folikula,
tzv. folikulatni oociti. Prvi nac¢iniona je opisan u poglavlju Transplantacija embriona (3.1.7.).
Zbog toga ¢e, u ovom poglavlju, biti opisana tehnologija proizvodnje ranih embriona in vitro.

Jedan od prvih pokuSaja in vitro dozrevanih oocita (IVM) i in vitro fertilizacije (IVF)
krave, izvrSio je Sreenan (1970). On je koristio spermu bika preinkubiranu u medijumu Kkoji je
sadrzao ferment a-amilazu. Prvo telenje, koje je usledilo posle transfera IVF embriona,
postignuto je 1981. godine u SAD (Brackett i sar. 1982). Danas je dobro razvijena tehnologija
in vitro dozrevanja i fertilizacije, kao i in vitro kultivacija ranih embriona goveda, ovaca,
koza, konja, svinja i drugih zivotinja.

Ova tehnologija laboratorijske proizvodnje ranih embriona, predstavlja vrlo dobru
moguénost za bazicna naucna istrazivanja, kao i primenu u prakti¢noj proizvodnji, za
dobijanje veceg broja potomaka od genetski superiornih roditelja. Osim toga, ova tehnologija
pruza osnove za razvoj drugih biotehnologija, kao Sto su odredivanje pola, kloniranje,
produkcija transgenih Zivotinja i in vitro ¢uvanje oocita i ranih embriona, odnosno formiranje
tzv. ,,banke gena“ pojedinih vrsta zivotinja.

Tehnologija in vitro produkcije embriona, ima prakti¢nu primenu u slucaju da, od neke
genetski superiorne plotkinje (krave, krmace, kobile, ovce, koze i td.) nije moguce dobiti
embrione putem superovulacije i/ili primenom klasi¢ne procedure ispiranja.

Osnovne procedure in vitro produkcije embriona su: (1) dobijanje oocita iz ovarijalnih
folikula ili indukcijom superovulacije, (2) in vitro dozrevanje (maturacija) folikularnih oocita
(IVM), (3) in vitro fertilizacija oocita (IVF) i (4) in vitro kultivacija emrbriona.

In vitro maturacija oocita (IVM).

Dozrevanje, maturacija, primarnih (GV) folikularnih oocita in vitro se izvodi u
inkubatoru, na 37°C, tokom 40h do 48h, u odgovaraju¢éim medijumima (rastvorima) za
inkubaciju (dozrevanje) oocita. Ovo dozrevanje se vrsi da bi se nastavila prva i zapocela
druga mejoticka deoba. Tako su se nezreli folikularni oociti, ¢iji se nukleusi nalaze u fazi
diplotena prve mejoze (tzv. germiantivni vezikul - GV), tokom perioda inkubacije, doveli do
stadijuma metafaze druge mejoticke deobe (MfII). Takvi oociti su zreli, imaju redukovan (n —
haploidan) broj hromozoma u pronukleusu i prvo polarno telasce (Ptl) u perivitelusnom
prostoru. Samo takav oocit je sposoban da reaguje na penetraciju spermatozoida, tj. da
uspesno zavrsi proces oplodnje.

Neposredno po ispiranju iz folikula, svi oociti su obavijeni kumulusnim ¢elijama (tz.
kumulus-oocitarni kompleks — KOK). Ove ¢elije inhibiraju raspad GV, odnosno nastavak
redukcione deobe oocita. Zbog toga je potrebno da se kumulusne ¢elije, pre inkubacije, skinu
sa oocita. To se moZe izvesti mehanicki (viSekratnim pipetiranjem) ili preinkubiranjem KOK
sa heparinom, koji razlozi matriks (hijaluronsku kiselinu), koji povezije kumulusne celije. Na
taj nac¢in kumulusne celije spadnu sa oocita, tj. zone pelucide. Tako se dobiju ogoljeni
(denudirani) oociti, koji se stavljaju u medijum za kultivaciju. Posle oko 40h kultivacije,
vecina oocita dostigne MfII (postanu tzv. zreli oociti), koji mogu da se podvrgnu procesu in
vitro oplodnje.

Na uspeh kultivacije utice i kvalitet dobijenih oocita. Oociti se ekstrahuju iz antralnih
folikula pre¢nika 2 do 5 mm i moraju biti obavijeni sa kompaktnim kumulusom. Prema
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karakteru kumulusa ooforusa, oociti se dele u tri grupe: (a) oociti sa kompaktnim kumulusom
(pet slojeva zbijenih kumulusnih ¢elija), (b) oociti sa ekspandovanim kumulusom (najmanje 3
sloja kumulusnih ¢elija, kod kojih je pocelo odvajanje - ekspanzija) i (c) oociti sa parcijalnim
kumulusom, ili bez kumulusa. Aspiracijom funkcionalnih antralnih folikula, dobija se oko
89% oocita sa kompaktnim kumulusom, kod nazimica i oko 70% oocita sa kompaktnim
kumulusom kod junica.

Kvalitet kumulus-oocitarnog kompleksa je direktno povezan sa sposobno$¢u oocita da dovrse
dozrevanje (do MflI), tokom in vitro kultivacije. Oociti sa kompaktnim i ekspandovanim
kumulusom imaju jedro u stadijumu GV ili GVBD, dok su oociti sa parcijalnim ili bez kumulusa,
najéesce, degenerisani. Posle 12h kultivacije oocita goveda, moze se dobiti 5,9% oocita u
stadijumu GV 1 50% u stadijumu GVBD, dok oocita u stadijumu M{II, obi¢no, nema. Tokom
sledecih 12h kultivacije, preko 92% oocita dozreva do stadijuma MflI.

Uspeh Kkultivacije oocita zavisi i od uslova Kkultivacije (temperatura, valZnost,
koncentracija CO,u prostoru inkubacije, i, posebno, kvalitet (sastav) medijuma za kultivaciju.
Tako se, na primer, pokazalo da je, kod konja, najefikasniji medijum TC-199. Uspeh
maturacije oocita zna¢ajno se povecava, ako se osnovnom medijumu za kultivaciju (TC-199)
doda krvni serum, dobijen od kobile prvog dana estrusa. Vrlo slicnu vrednost dozrevanja
oocita do Mfll dobija se kada se koristi medijum TC-199 sa dodatkom seruma estri¢nih kobila
(82%) 1ili estricnih krava (87,5%). Vecina oocita dostize stadijum MTIl posle 40 do 44h
kultivacije in vitro. Neki rezultati pokazuju da oociti dobijeni od starijih kobila (15 i vise
godina), zahtevaju duZi period 1IVM, da bi dostigli stadijum MflI.

Slika 114. Proces denudacije folikularnog oocita
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Neposredno posle ekstrakcije iz folikula, kumulus-oocitarni kompleks je kompaktan,
oocit je tamne boje, u sredini, sa tankim belim prstenom - zona pelucida (gore levo). U toku
procesa denudacije, dolazi do ekspanzije (skidanja) kumulusnih celija (gore desno i dole
levo). Denudiran oocit: vidi se zona pelucida, sa nekoliko zaostalih kumulusnih ¢elija, veliki
vitelus, sa kompaktnim jedrom, germinativnim vezikulom (GV), na poziciji ,,3 sata“ (dole
desno).

Slika 115. Proces maturacije (dozrevanja) nukleusa oocita in vitro
A i B -Folikularni oocit u stadijumu Germinativnog vezikula (GV). C —Raspad Germinative vesikule,
nastavak prve mejoticke deobe). D —Zavrsena prva, redukciona, mejoticka deoba (nukleus u telofazi). E -
Zapocela druga mejoticka deoba i stala u metafazi -Mfll (prvo polarno teladce u perivitelusnom prostoru). F
-Isti oocit, hromozomi obojeni crveno-zuto, histoloSkom bojom Histone H2B-mCherry. Vidi se prvo polarno
telaSce u perivitelusnom prostoru oocita i hromozomi u ekvatorijalnoj ravni deobnog vretena metafaze
druge (redukcione) mejoticke deobe. To je zreo oocit. Takvi oociti se koriste za in vitro fertilizaciju.

In vitro fertilizacija zrelih oocita (IVF)
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Ovaj proces obuhvata: (1) in vitro kapacitaciju spermatozoida, (2) in vitro ko-kultivaciju
spermatozoida sa zrelim, denudiranim, oocitima tokom koje se izvrsi proces oplodnje oocita,
(3) kontrola kvaliteta dobijenih oplodenih oocita i1 (4) kultivacija ranith embriona do
odredenog stadijuma (morula ili rani blastocist), kada se vrSi ponovna kontrola kvaliteta
embriona. Ovako dobijeni embrioni se mogu odmah preneti u pripremljene recipijente ili se
mogu pripremiti i Suvati u te¢nom azotu, na - 196°C, duZe vreme.

Kapacitacija spermatozoida

Kapacitacija je povezana sa znacajnim izmenama na povrSini spermatozoida, In vitro
kapacitacija se odvija u hranljivom medijumu oboga¢enom sa 3% govedim serum-
albuminom. Inkubacija spermatozoida bika, u medijumu kome je dodato 10ug/ml heparina,
dovodi do uspesne kapacitacije. Medutim, dozu heparina treba povecati 10 puta u procesu in
vitro kapacitacije spermatozoida pastuva.Prezervacija spermatozoida i brzina kapacitacije in
vitro zavisi 1 od prisustva holesterola u medijumu (karakteristican gubitak holesterola iz
plazme membrane tokom kapacitacije). Benoff i saradnici su (1993.) dokazali da se
spermatozoidi mogu drzati u nekapacitiranom stanju ako se u medijum da doda suspenzija
zasi¢ena holesterolom. Studije su pokazale da se tokom in vitro kapacitacije sadrZaj
holesterola u plazminoj membrani smanjuje za 20% do 50%, u zavisnosti od sastava rastvora.
Treba napomenuti da je za proces kapacitacije izuzetno bitno odrzati naelektrisanje spoljne
povrsine glave spermatozoida u fizioloSkim okvirima, zbog osetljivosti i dinamicne strukture
gradivnih proteina i lipida odgovornih za kontrolu jonske popustljivosti.

Fertilizacija in vitro

Za uspeh in vitro fertilizacije (IVF) je vazno koristiti spermu visokog fertilizacionog
potencijala, kao i odabrati efikasnu metodu in vitro kapacitacije spermatozoida. Medutim,
uspeh IVF 1 vrednost brazdanja oplodenih oocita konja su znacajno nizi od onih koji se
postizu kod goveda. Vrednost IVF iznosi 12 do 33%, u zavisnosti od kvaliteta kumulus-
oocitarnog kompleksa. Naime, vise oplodenih oocita je bilo kada su koriSteni oociti sa
delimi¢no odvojenim kumulusom, u poredenju sa kompaktnim kumulus-oocitarnim
kompleksom.

Primena tehnologije intracitoplazmatske injekcije spermatozoida (ICSI) moze povecati
vrednost IVF kod konja.

Primarni uslovi za uspeh in vitro fertilizacije su: kvalitetni zreli (Mfll) oociti, kapacitirani
spermatozoidi, adekvatni medijumi za IVF, kao i optimalni uslovi mikroklimata (temperatura,
sastav i odnos gasova) kultivacije. Ipak, glavni faktor uspesne IVF su dobro kapacitirani
spermatozoidi. Zbog toga se, jo$ uvek, istrazuju medijumi i optimalni uslovi za in vitro
kapacitaciju spermatozoida. Ovi uslovi moraju omoguditi da spermatozoidi zadrze visok
stepen fertilizacione sposobnosti. To predpostavlja zadrzavanje visokog stepena progresivne
pokretljivosti, uspeSnu denudaciju i akrosomalnu reakciju spermatozoida.

Uspeh IVF se meri brojem (%) normalno, tj. monospermicno penetriranih oocita, kao 1
brojem oplodenih oocita, koji su se razvili do stadijuma 2 ili 4 blastomere. Kod goveda se
dobija preko 72% monospermicno 1 4,2% polispermi¢no oplodenih oocita in vitro. Medutim,
kod svinja IVF rezultira vrlo visokim procentom polispermic¢no penetriranih oocita (oko 80 do
90%). Precizan uzrok ove pojave nije potpuno jasan, ali rezultati novijih istrazivanja ukazuju
na metode prekultivacije i kapacitacije spermatozoida, kao i njihove koinkubacije sa oocitima,
koje smanjuju stepen polispermije kod IVF svinja. Broj kapacitiranih spermatozoida u
koinkubaciji sa oocitima, takode uti¢e na uspeh IVF. Obi¢no je ovaj broj izmedu 1 i 6 miliona
po mililitru medijuma. Na uspeh IVF utie i vrsta upotrebljenog medijuma, kao i trajanje
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perioda koinkubacije oocita i spermatozoida. Vecina autora smatra da koinkubacija treba da
traje 6 Casova, jer se tada dobija najveci broj monospermi¢no penetriranih oocita.

Slika 116. Fertilizacija oocita
A — Oocit sa brojnim spermatozoidima u i na zoni pelucidi. Al - Jedan spermatozoid probija
zonu pelucidu oocita (elektronski mikroskop, bela crta je duzine 2um). B — Oplodeni oociti.
Vide se dva polarna telaSca u perivitelusnom prostoru (prvo je rezultat zavrene prve, a drugo
zavrSene druge, redukcione, mejoticke deobe nukleusa, koja se dogada aktivacijom oocita
penetracijom spermatozoida) i dva pronukleusa (muski i Zenski) u vitelusu oocita. C —
Singamija (spajanje homolognih hromozoma muskog i Zenskog pronukleusa).
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Slika 117. Razvojni stadijumu ranih embriona, kultivisani posle in vitro fertilizacije
Dve, cetiri i osam blastomera (gore), morula, rani i kasni blastocist (sredina).
Morfoloski dobri blastocisti, pripremljeni za transplantaciju (dole).
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Slika 118. Osnovni postupci dobijanja oocita, in vitro maturacije i oplodnje,
kao i transplantacije embriona u recipijenta

Oociti ili embrioni se mogu dobijati od svih genetski kvalitetnih zenki, a posebno od onih
plotkinja: (a) koje imaju problema sa reprodukcijom, tj. poremecajem funkcije reproduktivnih
organa, (b) koje imaju Ceste abortuse, (¢) koje, iz bilo kog razloga, ne mogu da budu gravidne,
(d) od kojih je veoma vazno dobiti potomke. Prema nekim podacima (IETS, 2013),
transplantacija embriona je sve ceS¢a biotehnologija za unapredenje stoCarske proizvodnje,
naro¢ito govedarske. Tako je, na primer, 2000. godine izvrSena transplantacija oko 30.000
govedih embriona, a 2012. godine, ovaj broj se uvecao za 10 puta (transplantirano je preko
300.000 embriona). Uspeh transplantacije embriona dobijenih tehnologijom IVM/IVF, meren
procentom prasenja i velicinom legla recipijenata, je znatno manji od onog posle
transplantcije embriona dobijenih in vivo (klasi¢nim ispiranjem donora). Primarni faktor koji
zna€ajno limitira Siru primenu tehnologije IVM/IVF kod svinja, predstavlja visok procent
polispermic¢no oplodjenih oocita. Razlog pojave ovog fenomena kod svinja nije poznat. Neki
autori smatraju da se moraju izucavati uslovi koji vladaju u jajovodu, tokom perioda in vivo
oplodnje, te da se uslovi IVF moraju §to viSe pribliZiti prirodnim. Osim toga, izgleda da oociti
sticu konacnu sposobnost za uspeSnu oplodnju i embrionalni razvoj, jo§ dok se nalaze u
folikulima, te da ovu sposobnost, iz nepoznatih razloga, ne mogu ste¢i tokom in vitro
dozrevanja. Zbog toga, identifikacija intrafolikularnih faktora, koji definiSu kvalitet oocita,
moze doprineti poboljSanju in vitro produkciji embriona svinje. Pre pocetka procesa IVF,
odnosno dokultivacije spermatozoida i zrelih (Mf Il1) oocita, spermatozoidi se moraju
pripremiti, odnosno mora se izvrsiti proces njihove kapacitacije.
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3.2.3. REPRODUKTIVNO KLONIRANJE EMBRIONA

Naucna istrazivanja, kao i prakticna proizvodnja, sve CeSce, zahtevaju obezbedenje
velikog broja genetski identi¢nih embriona, odnosno odraslih jedinki. Ovo je moguce postici
metodom kloniranja ranih embriona. Klonirani embrioni se mogu dobiti mikrodisekcijom
embriona u stadijumu morule, ili mikrotransplantacijom nukleusa. Bisekcijom ranih embriona
na dva ili Cetiri dela, dobija se dva ili Cetiri identicna embriona, posle in vitro kultivacije ovih
delova. Transplatacija kloniranih embriona ima za rezultat i preko 80% uspesnih gravidnosti.
Medutim, ovom metodom kloniranja se, ipak, dobija ogranicen broj identi¢nih embriona.

Slika 120. Uzimanje polovine blastocista mikropipetom (A) ili presecanje blastocista (B)
Svaka polovina blastocista se ubacuju u pripremljenu ,,praznu* zonu pelucidu (C) oocita iz
kojih je izvaden vitelus sa nukleusom. Tako se dobiju dva nova, identicna, embriona (D)
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Slika 121. Izolacija pojedinih blastomera iz rane morule
Metodom hemijske razgradnje zone pelucide (a, b i c) ili ekstrakcijom iz morule (d). Svaka blastomera
se ubacuje u po jednu ,,praznu‘ zonu pelucidu. Od savake ubacene blastomere, dobije se po jedan
embrion. Svi embrioni su genetski identi¢ni. Crtica (slika ,,a*) ozna¢ava duzinu 100my.

Slika 122. Postupak reproduktivnog kloniranja
1-1z morule se izdvoje pojedinacne blastomere; 2-1z svake blastomere se, in vitro, razvije po jedna nova,
genetski identi¢na, morula; 3-Svaka nova morula se transplantira u jednu kravu recipijenta (4). Tako se
dobiju genetski identi¢ni potomci (telad).

Dobijanje znatno vecéeg, teorijski neograni¢enog, broja identicnih embriona, postize se
metodom mikrotransplantacije nukleusa. Pokazalo se, naime, da nukleusi uzeti iz blastomera
ranih embriona, posle transplantacije u enukleiran oocit, mogu nastaviti sa deoboma i dati
nove embrione, identi¢ne onima iz ¢ijih blastomera su uzeti nukleusi. Tako dobijeni embrioni,
odnosno njihove blastomere, ponovo mogu posluZziti kao izvor nukleusa za transplantaciju u
naredne oocite. Tako se, teorijski, moze dobiti neogranicem broj identi¢nih embriona,
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odnosno jedinki. Ovaj nacin kloniranja je, u eksperimentalnim uslovima, postignut kod svih
domacih Zivotinja, jo§ u periodu izmedu 1986. i 1990. godine. Vazno je istaci da je, za sada,
kloniranje Zivotinja ograni¢eno samo na embrionalne celije, dok je kloniranje somatskih
(telesnih) celija vrlo ograni¢enog uspeha i nema prakticnog znacaja. Izuzimajuéi poznatu
ovcu Dolly, koja je dobijena kloniranjem somatskih ¢elija vimena.

3.2.4. TRANSGENEZA

Napredak genskog inZenjeringa i biotehnologije omogucio je dizajniranje transgenih
organizama Cije su proizvodne sposobnosti mnogo Sire od onih koje poseduje populacija sa
standardnim genotipovima. U biljnoj proizvodnji manipulacija genskim materijalom se
primenjuje dugi niz godina. Poliploidni hibridi se koriste u proizvodnji ratarskih, povrtarskih i
vocarskih kultura.

Transgeneza predstavlja postupak kreiranja jedinke neke biljne ili Zivotinjske vrste,
koja u svom genomu poseduje i prenosi vestacki unet ili promenjen gen, ili grupu gena.

Transgen predstavlja sekvencu genskog materijala izolovanog iz genoma jedne
individue 1 preneSenog u genom druge individue (iste ili razlicite vrste).

Transgeni organizam podrazumeva organizam koji poseduje 1/ili prenosi vestacki unet
novi ili promenjen gen za neko(a) svojstvo(a).

Prvi put je izvrseno uspeSno unoSenje strane DNK, mikroinjekcijom SV40 DNK, u
blastocel miSa i infekcijom miSijeg embriona retrovirusom Moloney leukemije. Za prakti¢nu
primenu transgeneze, u animalnoj proizvodnji, primarna su tri aspekta ove tehnologije: (1)
stepen integracije stranog gena u genom manipulisanog embriona, (2) fenotipska ekspresija
promenjenog genoma kod dobijenih jedinki i (3) prenoSenje promenjenog genoma na kasnije
generacije. Na taj nacin je moguce poboljsati postojeca, ali i proizvesti nova poZeljna
genetska svojstva kod transgenih Zivotinja i njihovih potomaka. Implementacija strane DNK
u genom recipijenta je vrlo slozen proces. Metodi na fizi¢ko-hemijskom principu, poput
elektroportacije, pomazu u vec¢oj ili manjoj meri pri probijanju barijera poput Celijske
membrane i prolaz kroz citoplazmu celije, ali po cenu degradacije DNK materijala koji se
prenosi, tako da u pronukleus embriona dospevaju samo kratki lanci genskog materijala koji
se kasnije integriSu u genom domacina. Vise se koristi metoda direktnog mikroinjektiranja
DNK u pronukleus embriona (Gordon, 1980; Brem i sar., 1985; Bulla, 1993; Chrenek,
1997a).

Metodi prenosa gena u embrion:
a) Mikroinjektiranje strane DNK u jedan pronukleus zigota

Ovom metodom je mogué prenos stranog gena u jedan od pronukleusa oplodenog
jajasca.

b) Mikroinjektiranje strane DNK u oba pronukleusa zigota

Ova metoda je zasnovana na istom principu kao i prethodna i uspeSno se koristi kod
stvaranja transgenih miSeva. Ovom metodom je mogu¢ prenos stranog gena u oba pronukleusa
oplodenog jajasca (Kupriyanov i sar., 1998). | pored duze mikromanipulacije i agresivnijeg
tretmana embriona dupla mikroinjekcija ne pri¢injava znacajno vec¢i procent degeneracije.
Uspesnost integracije stranog gena u genom recipijenta, upotrebom ovog metoda je za 30 %
veca od prethodne metode.
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c) Upotreba retrovirusa kao prenosioca strane DNK

Da bi virus mogao da se koristi kao vektor za prenos izolovanog segmenta DNK prvo
moraju da se uklone geni koji mogu da ugroze primaoca. Bitno je onemoguditi nekontrolisanu
replikaciju i Sirenje virusa u recipijentu (Hondebine, 1993). Kada se to uéini (naj¢e$¢e pasazom
virusa kroz otporna tkiva, ili organizme), ovako izmenjeni virusi postaju pogodni za ugradnju
stranog gena u njihov genom, a zatim i unos cele genske konstrukcije u embrion. Limitacioni
faktor ove metode je duzina genske konstrukcije.Infekcija nastaje posle mikroinjektiranja
virusa ispod zone pelucide ili za vreme kultivacije embriona (kojima je prethodno odstranjena
zona pelucida) u rastvoru izmenjenog virusa. OpSti princip upotrebe virusa za prenos genskog
materijala iz jednog organizma u drugi ima svoje specifi¢nosti, koje zavise od tipa virusa koji
se koristi za proces transgeneze:

Upotreba transpozona. Transpozoni su mobilni elementi genoma, prethodnici retrovirusa.
Neki od njih nose samo sekvence odgovorne za integraciju i odgovarajucu sekvencu za enzim
koji omogucava integraciju. Genske konstrukcije pripremljene na bazi transpozonskih nosaca
su mikroinjektirane ili fizicko-hemijskim metodama prenosene u embrion. Tipican primer je
transpozon P izolovan iz Drosophila-e.

Upotreba retrovirusa. Retrovirusni vektori su dobra opcija kada se proizvode transgene
ptice. Nisu najpogodniji za embrione sisara zbog toga Sto ne mogu da izvrse potpunu infekciju
embriona ve¢ u stadijumu tetrada (Cetiri ¢elije). U eksperimentima se iz tog razloga javlja
veliki postotak mozaicizma. Prenos strane DNK upotrebom retrovirusa omogucava ugradivanje
stranog gena na definisano mesto u hromozomu recipijenta po principu homologne
rekombinacije. Genetska konstrukcija se sastoji od retrovirusnog vektora, u kojem je osim
tudeg gena (posmatrani gen) u isto vreme ugradena i sekvenca DNK identi¢na sa sekvencom
genoma domacina.

Upotreba adenovirusnih vektora. Adenovirusni vektori su takode pogodni za gensku
terapiju i za transgenezu kod sisara. Ovi vektori su smatrani za nestabilne jer se ne integrisu u
genom domacina. Pretpostavka je da se vektori koriS¢eni za eksperimente ne umnozavaju. Ovi
vektori mogu uspesno da inficiraju embrione misSeva, pacova i krava u jednocelijskom
stadijumu razvoja embriona. Iz dosada nepoznatih razloga, uspeSnost ove tehnike je kod
embriona misa ve¢i nego kod ostalih vrsta. Kao 1 kod drugih tipova virusnih vektora i u ovom
slu¢aju se u eksperimentima javlja veliki procenat mozaicizma, $to znaci da ne dolazi do
integracije i ekspresije tude DNK u svim ¢elijama embriona.

d) Upotreba embrionalnih (STEM) éelija u transgenezi

U poslednje vreme se za prenos genske informacije Cesto koriste embrionalne celije
(embrionic stem cells - ESC) kako to navodi Gardner i saradnici (1998). Potencijalni izvori ESC
mogu biti: embrionalne ¢éelije u stadijumu blastocite, ¢elije ploda za vreme graviditeta, éelije fetusa,
¢elije ekstrahovane iz nekih organa. Ove Celije potiCu iz razli€itih izvora i imaju razli¢ite osobine,
odnosno razli¢it potencijal razvoja u tkivu. Teoretski 1 prakticno, ESC izolovane iz unutra$nje
¢elijske mase (inner cell mass — ICM) embriona u stadijumu blastocite mehani¢kom metodom
(mikropipeta) ili imuno metodama su po kvalitetu idealne (Cesto se oznacavaju i kao pluripotentne,
odnosno sa sposobnos¢u razvoja u vise vrsta tkiva). Za ovakva istrazivanja se traze celije sa
prostranim i dobro vidljivim jedrom, koje se odlikuju sposobnos¢u ne diferenciranja tokom
kultivacije u nekoliko generacija (pasaza) pri in vitro uslovima, kao i dobrom sposobnoséu
kolonizacije embriona domacina u slucaju prenosa. Jo§ jedna vazna osobina ESC je prisutnost vise
povrsinski antiserumskih markera na osnovu kojih je moguée utvrditi da li se zaista radi o ESC
materijalu. Upoteba ESC zavisi od sposobnosti ES c¢elija: da budu uspesno izolovane i nasledno
odrzane u nediferenciranom stanju u in vitro uslovima za odredeno vreme, stvaranja potrebnih vrsta
¢elija odredenog tkiva u in vitro uslovima i sposobnosti za kolonizaciju embriona i njihovog
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razvoja u uslovima in vivo bez rizika za kultivisano tkivo. Genom ESC se moZe izmeniti
mikroinjektiranjem strane DNK u nukleus, retrovirusnim vektorima, ili nekom drugom tehnikom.
Zatim se celije kultiviSu i odabiraju pomocu selekcionih markera (npr. neogen, GFP—green
fluorescent protein-gen, i dr.). Ovako pripremljene i odabrane embrionalne nediferencirane celije
se koriste za prenos ili agregaciju sa embrionima u razliitim stadijumima razvi¢a (proizvodnja
himera). Problem pri upotrebi embrionalnih ¢elija je njihova limitiranost, jer je samo deo celija
nekog tkiva transgeno izmenjen. Potomstvo se karakteriSe visokim stepenom mozaicizma u
posmatranom genu. Pogodnost upotrebe ESC ogleda se kroz moguénost razdvajanja ESC sa
stranim genom i onih ¢elija u koje transgen nije inkorporiran, kao i umetanje gena na tacno,
odredeno mesto u hromozomu uz pomo¢ homologne rekombinacije.

e) Elektroportacija

Osnova ove metode je meSanje rastvora koji sadrzi genetsku konstrukciju sa embrionima bez
zone pellucide ili injektiranje genske konstrukcije ispod zone pellucide. Ugradivanje strane DNK
ostvaruje se uz pomo¢ pulsirajuce struje na osnovu povisene propustljivosti ¢elijske membrane
izazvane elektro Sokom u izoosmotskoj sredini.

f) Genski top

Ova tehnika omogucéava da se strana DNK veze za Cestice teSkog metala (najcesce zlata) i u
elektricnom polju "ispucava" na ¢elije (gene bombardment). Ova metoda se koristi pri pravljenju
transgenih biljaka, gde je neophodno probijanje jakog ¢elijskog zida (Boubelik, 1993).Princip ove
tehnike se zasniva na mikroinjektiranju izolovanog segmenta strane DNK pripremljene u rastvoru
poznate koncetracije u pronukleus embriona (naj¢es¢e u muski jer je veéi i postavljen u centru
embriona). Do sada razvijene tehnike, jo§ uvek, ne daju zadovoljavajuce rezultate transgeneze,
mereno brojem rodene transgene mladuncadi, brojem mladuncadi kod koje je doslo do integracije
unetog gena u postoje¢i genom, brojem mladuncadi sa fenotipski ispoljenom novom osobinom, kao
i brojem transgenih Zivotinja, koje promenjeno ili novo svojstvo prenose na svoje potomke.

Dosadasnji rezultati pokazuju da transgeneza jo$ nema velikog komercijalnog znacaja, jer
se dobija vrlo mali broj transgenih embriona, kod kojih je dosSlo do inkorporacije unesenog
novog gena u genom embriona, a postupak transgeneze je dosta skup. Ipak, primena ove
metode, u $iroj proizvodnji, jasno se vidi u narednom periodu. Naime, ve¢ su dobijene
transgene jedinke sa modifikovanim genom za veéu produkciju somatotropnog hormona
(STH). To ima za rezultat znatno povecan intenzitet prirasta kod transgenih Zivotinja.
Transgenezom je moguce povecati i otpornost Zivotinja na pojedine zarazne bolesti.

Tabela 42. Uspeh transgeneze kod domacih sisara

Svinja Ovca Koza Kobila
Broj rodenih mladunaca, posle
transplantacije, od broja 5-10 | 10-15 | 15 | 10-15
mikroinjektiranih
embriona (%)
Broj transgenih, od broja rodenih (%) 10-15 5-15 7 2-5
Broj transgenih, od broja injektiranih (%) | 0,5-1,0 1-2 1 0,2
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Slika 123. Mikroskop sa manipulatorima i pumpom za mikroinjektiranje
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Slika 124. Transplantacija nukleusa

Eneukleacija zrelog (Mfll) oocita recipijenta novog nukleusa (A); Pripremljen (enukleiran) oocit
recipijent (B); Blastomere embriona iz kojih ¢e se uzeti nukleusi za transplantaciju (C). Uzimanje
nukleusa iz svake blastomer embriona poZeljnog genotipa (D). Ubacivanje nukeusa poZeljnog
genotipa, iz svake blastomere, u po jedan enukleiran oocit (E). Novi embrion, u stadijumu 2
blastomere, sa poZeljnim (izmenjenim) genotipom. Tako se dobija onoliko transgenih embriona,
koliko je nukleusa izvadeno iz embriona donatora.
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Slika 125. UnoSenje stranog gena mikroinjekcijom u nukleusa oocita
A - Citoplazma oocita; B - Nukleus oocita; C - Injekcija sa stranim genom; D — Pipeta za
pridrZavanje.
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Slika 126. Postupak produkcije transgenih Zivotinja

Dosadasnji rezultati pokazuju da transgeneza jo§ nema velikog komercijalnog znacaja, jer
se dobija vrlo mali broj transgenih embriona, kod kojih je doSlo do inkorporacije unesenog
novog gena u genom embriona, a postupak transgeneze je dosta skup. Ipak, primena ove
metode, u Siroj proizvodnji, jasno se vidi u narednom periodu. Naime, ve¢ su dobijene
transgene jedinke sa modifikovanim genom za vecu produkciju somatotropnog hormona
(STH). To ima za rezultat znatno povecan intenzitet prirasta kod transgenih Zzivotinja.
Transgenezom je moguée povecati i otpornost zivotinja na pojedine zarazne bolesti.
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Tabela 42. Uspeh transgeneze kod domacih sisara

Svinja Ovca Koza Kobila
Broj rodenih mladunaca, posle
transplantacije, od broja 5-10 10-15 15 10-15
mikroinjektiranih embriona (%)
Broj transgenih, od broja rodenih (%) 10 - 15 5-15 7 2-5
Broj transgenih, od broja injektiranih (%) | 0,5-1,0 1-2 1 0,2

3.2.5. FORMIRANJE HIMERA

Pojam himere oznacava jedinku nastalu kombinacijom dva ili viSe razli¢itih genoma.
Himere se mogu dobiti tako S§to se blastomere jednog ili viSe ranih embriona (obi¢no u
stadijumu morule), ubace u aktiviranu zrelu jajnu ¢eliju, u embrion iz koga su, prethodno,
izvadene njegove blastomere, ili u Supljinu blastocista (blastocel) intaktnog embriona
(Besenfelder i sar. 1998). Himere nisu sposobne za dalje razmnoZavanje, pa njihova
proizvodnja nema prakticnog znacaja. One se koriste za naucna istrazivanja, u oblasti
diferencijajcije 1 razvoja embrionalnih Celija, kao 1 kod transplantacija jedne, u recipijente
druge zivotinjske vrste (Pedersen, 1994). Na taj nacin se prevazilazi problem imunog
odbacivanja presadenog embriona, od strane recipijentne zivotinje, jer ne dolazi do
imunoinkopetencije izmedu embriona i recipijenta. Naime, imunu reakciju odbacivanja
izazivaju celije trofoblasta embriona, koje stupaju u direktan kontakt sa endometrijumom
recipijenta. Ako se iz embriona, koji pripada istoj vrsti kao i recipijent, izvade blastomere, a u
njega ubace blastomere embriona druge vrste, tako nastala himera nece izazvati
imunoinkopatibilnost sa recipijentom, jer celije trofoblasta himere pripadaju embrionu iste
vrste kao i recipijent (McDonald, 1989).

::.- l AN \ :::"‘: . A
UTERUS / o

RECIPIDENTA ®

|

GRAVIDNOST |

PARTUS —» HIMERNA JEDINKA

o)

Slika 127. Dobijanje himere
A - Blastocist jedne vrste (na primer Zebre), iz koga se uzimaju blastomere; B - Blastocist druge vrste (na primer
Konja), iz koga je izvadena unutrasnja ¢elijska masa, u ¢iju Supljinu (blastocel) se stavljaju blastomere, uzete iz
blastocista A. Tako formirana himera se ubacuje u uterus kobile, koja ¢e ozdrebiti Zebru.
zp - zona pelucida; T - trofoblast; BC - blastocel; BL - blastomera.
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3.2.6. ODREDPIVANJE POLA GAMETA I EMBRIONA (Sexing)

U intenzivnoj animalnoj proizvodnji, kao i u nau¢nim istrazivanjima, seve se vise javlja
potreba odredivanja (determinacije) pola spermatozoida i ranih embriona. Tako je, na primer,
poznato da muska grla, u tovu, imaju znatno bolju konverziju hrane i bolji dnevni prirast od
zenskih. S tim u vezi, znatno ve¢i broj muskih potomaka bi se mogao obezbediti, ako se
plotkinje osemenjavaju inseminacionim dozama, koje sadrze samo Y-spermatozoide,
izdvojene iz ejakulata primenom metoda razdvajanja Y od X-spermatozoida (tzv. metoda
sexing-a). Isto se moze postici 1 u tehnologiji transplantacije embriona, kada se postoje¢im
metodama izvr$i odredivanje pola ranih embrina. Na taj nacin je moguce znacajno povecati
proizvodnju mesa. Sa druge strane, za proizvodnju genetski superiornih jedinki, potrebno je
obezbediti veoma znacajno veci broj genetski superiornih Zenki, u odnosu na muzjake. U tom
slucaju, osemenjavanje se majki treba izvrsiti dozama u kojima se nalaze samo “Zenski”, X-
spermatozoidi, ili transplantaciju treba izvesti samo embrionima za koje je ustanovljeno da su
zenskog pola.

Postoji nekoliko savremenih metoda, manje ili viSe preciznih i/ili jednostavnih za
prakti¢nu upotrebu, za odredivanje pola spermatozoida i ranih embriona.

ODREDIVANJA POLA SPERMATOZOIDA

Kao §to je poznato, pol jedinke, kod sisara, odreduje muzjak, jer proizvodi dve vrste
polnih hroimozoma u svom genomu. Spermatozoidi sa Y-hromozom odreduju formiranje
jedinke muskog pola, a spermatozoidi sa X-hromozomom, odreduju formiranje jedinke
Zenskog pola. Odnos broja Y- i X-hromozoma u ejakulatu je oko 50% : 50%. Zenska polna
¢elija (oocit) uvek sadrzi samo X-hromozom.

O = [shidrogenazs
e

F = Foapat

e Nipdonddnd meel

Slika 128. X - i Y - hromozom (A), Lanac DNK (B) i njegova grada (C).

Do sada je razvijeno nekoliko metoda za razdvajanje X- i Y-spermatozoida, ali ni jedna
od njih nije potpuno (100%) precizna.

U poslednje vreme se koriste dosta precizne metode razdvajanja muskih i Zenskih
spermatozoida: (a) metoda proto¢ne citometrije i (b) metoda detekcije muskog specificnog
antigena.

Proto¢na citometrija se zasniva na merenju razlike ukupnog sadrZzaja DNK
(dezoksiribonukleinske kiseline) u genomu Y- i X-spermatozoida. Ovo merenje se VvrSi
posebnim aparatom, koji meri intenzitet fluorescentne emisije spermatozoida, koji su,
prethodno, obojeni DNK-specificnom bojom (fluorochrome, Hoechst 33342). Tehnika se
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sastoji u tome da se, ovako obojeni spermatozoidi, pojedinacno propustaju kroz mikrokolonu
aparata, u kojoj laserski zrak odreduje kolic¢inu obojene DNK u svakom spermatozoidu. Y-
sprematozoidi imaju manje ukupne DNK (Y-hromozom je manji od X-hromozoma). Na taj
nacin se Y-spermatozoidi, posle prolaska kroz kolonu sa laserskim zrakom, odvajaju u jedan,
a X-hromozomi u drugi sud. Tako se ispitivana koli¢ina sperme razdvaja na frakciju sa Y-
spermatozoidima i X-spermatozoidima. Ova metoda ima stepen preciznosti od 85% do 95%.
Tacnost odredivanja pola spermatozoida zavisi od razlike u koli¢ini DNK u X- i Y-
hromozomu. Sto je ona veéa, veéa je i tatnost odredivanja pola. Na primer, X-hromozomi
svinje imaju 3.6%vise DNK od Y-hromozoma, dok X-hromozomi goveda imaju 3.8% vise
DNK od Y-hromozoma.

Detekcije muskog specificnog antigena. Prisustvo mauskog specifi¢nog antigena (H-Y
antigen) u Y-spermatozoidima je ustanovljeno jo$ polovinom 20. veka. Metoda razdvajanja
Y- od X-spermatozoida se zasniva na upotrebi monoklonalnih H-Y antitela. Na taj nacin se
odreduje pozitivna ili negativna antigen-antitelo reakcija spermatozoida.

Spermatozoidi, koji daju pozitivnu reakciju su Y-spermatozoidi (muski), jer imaju H-Y
antigen, a oni sa negativnom reakcijom su X-spermatozoidi (Zenski), jer nemaju H-Y antigen.
Ova metoda je neinvazivna, jer ne izaziva oStecenja spermatozoida.

Slika 129. Imunoloska metoda odredivanja pola spermatozoida
ODREDIVANJA POLA RANIH EMBRIONA

Odredivanju pola ranih embriona se poklanja sve veca paznja, zbog primene u tehnologiji
embriotransplantacije i dugotrajnog ¢uvanja embriona in vitro.

Citoloska metoda odredivanja pola embriona je dosta prakti¢na, a vrsi se tako $to se, iz
morule ili blastocista, uzme jedna ili viSe blastomera i u njima se, citoloski, ustanovi da li
poseduju Y-hromozom. Osnovni nedostatak ove metode je potreban veci broj blastomera iz
morule ili blastocista, a takvom manipulacijom se vrsi fizicko osSte¢enje celija. Time se
smanjuje broj embriona sposobnih za dalji razvoj, posle njihove transplantacije.
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Analiza
hromozoma

Slika 130. CitoloSka metoda odredivanja pola ranog embriona

ImunuloSka detekcija antigena specifi¢nih za muske éelije je mnogo efikasnija metoda,
koja se zaniva na detekciji H-Y antigena. Ovaj antigen se nalazi na povrsini blastomera
embriona muskog pola, a nema ga kod blastomera Zenskog pola. Ova metoda daje preko 80%
taCnosti determinacije pola embriona i nema znacajnijeg uticaja na sposobnost daljeg razvoja
embriona, kod kojih je izvrSena determinacija.

Elektroforeza embrionalne DNK, na agarosa gelu je, takode, moguca metoda
odredivanja pola embriona. Ako se na elektroforezi dobju dve vidljive fluorescentne grupe,
radi se 0 embrionu muskog pola. Kada je vidljiva samo jedna fluorescentna grupa, radi se o
embrionu Zenskog pola.

Slika 131. Electroforesa embrionalne DNK na agarosa gelu
Radi se o embrionu muskog pola, jer su vidljive dve fluorescentne grupe.

Subzonalna mikroinjekcija spermatozoida. Pol buduc¢eg embriona se moze unapred
definisati, tako Sto se izvrSi mikroinjekcija samo jednog spermatozoida (poznatog pola, X ili
Y) u perivitelusni prostor zrelog oocita (tzv. subzonalna, ispod zone pelucide oocita,
mikroinjekcija). Tehnika mikroinjekcije spermatozoida moze biti znacajna 1 kod in vitro
fertilizacije (IVF), radi izbegavanja polispermi¢ne penetracije oocita, narocito kod svinja.
Neka istraZivanja pokazuju da oko 94% oocita uspe$no preZivi mikroinjekciju, dok ih, svega,
oko 12 do 13% bude uspesno oplodeno i nastavi embrionalni razvoj.
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Slika 132. Moguc¢a mesta mikroinjekcije spermatozoida u oocit
SUZI - Subzonalna injekcija (mikoinjekcija spermatozoida ispod zone pelucide, u
perivitelusni prostor oocita); ICSI — Intracitoplazmati¢na mikoinjekcija spermatozoida;
PZD - Prirodan nacin penetracije spermatozoida kroz zonu pelucidu.

Slika 133. Faze mikroinjekcije spermatozoida u oocit
A - Pripremljen zreo (Mfll) oocit za mikroinjekciju spermatozoida (sptz); B - Uvlagenje jednog
sptz u mikroinjekcionu pipetu (tanja od dlake ljudske kose); C - Sptz u mikroinjekcionoj pipeti; D
- Subzonalna mikroinjekcija jednog sptz u perivitelusni prostor oocita; E - Intracitoplazmati¢na

mikroinjekcija jednog sptz; F - Oploden oocit (vide se dva polarna telasca u perivitelusnom
prostoru).

3.2.7. CUVANJE GAMETA I EMBRIONA IN VITRO

Intenzivna animalna proizvodnja, sve viSe, zahteva dugotrajnije Cuvanje gameta i
embriona in vitro. Na taj nadin se formiraju zalihe genetski visoko vrednih genoma (tzv.
banke gena, genetski resursi), koji se mogu Koristiti u daljem genetskom unapredenju
domacih zivotinja. Sa druge strane, stvaranjem banke gena, moguce je ofuvati i proSiriti
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biodiverzitet, kao osnovni preduslov prezivljavanja pojedinih vrsta, rasa 1 linija domacih
zivotinja.

Uspesno dugotrajno ¢uvanje gameta, embriona ili reproduktivnih tkiva ( na primer tkivo
jajnika), zahteva njihovu specifiénu obradu u razli¢itim medijumima i na odredenoj
temperaturi. Cilj je da se zadrzi njihov funkcionalni i razvojni kapacitet, tokom perioda in
vitro ¢uvanja, sve do momenta upotrebe. Metode koje se koriste za obradu, primarno zavise
od vrste ¢elija ili tkiva koja se pripremaju za ¢uvanje, kao 1 od trajanja i uslova ¢uvanja. Tako
se kratkotrajno ¢uvanje (nekoliko dana) moZe obavljati u pogodnim tecnim medijumima, a
dugotrajno cuvanje (vise meseci ili godina) dubokim zamrzavanjem, tz. krioprezervacijom.

Cuvanje spermatozoida in vitro. Sve $ira primena VO u intenzivnoj animalnoj
proizvodnji, zahteva efikasno ¢uvanje spermatozoida, tokom duzeg ili krac¢eg perioda in vitro.
Kratkotrajno ¢uvanje spermatozoida (nekoliko dana) se obavlja tako Sto se nativna sperma
razredi, pogodnim razredivaem, i ¢uva u te¢nom stanju na temeperaturi od 15 do 18°C. Posle
kratkotrajnog Cuvanja, spermatozoidi zadrZavaju visok stepen progresivne pokretljivosti,
odnosno fertilizacionog kapaciteta. Zbog toga su i parametri fertiliteta plotkinja, osemenjenih
kratkotrajno ¢uvanom spermom, vrlo visoki.

Dugotrajno ¢uvanje spermatozoida zahteva maksimalno snizavanje njihove metabolicke
aktivnosti, §to se postize njihovim rashladivanjem na temperature ispod 0°C. Medutim, veoma
niske temperature ostecuju ¢elijsku membranu spermatozoida. Zbog toga je uspesno duboko
zamrzavanje spermatozoida zapocelo tek oko 1946. godine, kada su C. Polge i saradnici, u
Keimbridzu, poceli sa dodavanjem krioprotektivnih materija (glicerol) u razredivace za
spermu. Prvo uspeSno duboko zamrzavanje sperme bika su izveli Polge i Rowson (1952),
upotrebom glicerola, kao krioprotektanta. Proceduru pripreme, zamrzavanja i odmrzavanja
sperme pastuva su razradili Cochran i sar. (1984).

Duboko zamrzavanje sperme bika. Danas se duboko zmrznuta sperma bika c¢uva u
minitubama, zapremine 0,25 ml, u te¢nom azotu, na temperaturi - 196°C. Otapanje duboko
zmrznutih doza sperme se vrsi brzo, na temeraturi oko 35°C. Posle otapanja, oko 50 do 60%
spermatozoida zadrZava progresivnu pokretljivost.

Postupak dubokog zamrzavanja sperme bika:
Kontrola kvaliteta nativnog ejakulata, neposredno posle uzimanja.
Razredivanje ejakulata.
Ekvilibracija razredene sperme, na +5°C, tokom 1 do 2h.
Dodavanje krioprotektanta (obi¢no glicerol), u koncentraciji 7 do 8%, na +5°C.
Formiranje inseminacionih doza (minitube).
Zamrzavanje doza sperme, tokom 10 minuta, sa +5°C na - 100°C.
Utapanje doza u te¢ni azot. Temperatura Guvanja je - 196°C.

NogakrowphE

Duboko zamrzavanje sperme pastuva. Kod dubokog zamrzavanja sperme pastuva se
javlja problem smanjenog procenta progresivne pokretljivosti spermatozoida, posle otapanja i
velikog variranja ovog parametra izmedu pojedinih pastuva. Uspeh veStacki osemenjenih
kobila spermom ¢uvanom dubokim zamrzavanjem, iznosi 56% zdrebnosti, u poredenju sa oko
65% zderbnosti, koja se postize osemenjavanjem te¢nom razredenom spermom (Cristianelli i
sa. 1984).

Duboko zamrzavanje sperme ovna. Spermaozoidi ovna slabije podnose uslove dubokog
zamrzavanja, jer ispod 50% spermatozoida zadrzava progresivnu pokretljivost posle
odmrzavanja (Colas, 1979). Ipak, u poslednje vreme, ima izveStaja o postizanju prihvatljivih
vrednosti jagnjenja, posle osemenjavanja ovaca spermom ¢uvanom dubokim zamrzavanjem
(Gordon, 1997).
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Duboko zamrzavanje sperme nerasta. JoS je Polge (1956) ustanovio da su spermatozoidi
nerasta vrlo osetljivi na delovanje glicerola i/ili na rashladivanje ispod +15°C. Tako
manipulisani spermatozoidi, znac¢ajno redukuju stepen prezivljavanja. Zbog toga je broj (%)
uspesno osemenjenih krmaca, spermom ¢uvanom dubokim zamrzavanjem, znatno manji od
onog koji se postize osemenjavanjem sa teCnom razredenom spermom 1 krece se oko 50 do
60%.

Pri tome je i veliina rezultirajuéeg legla nesto niza, oko 8 do 9 prasadi. lako precizni
razlozi smanjenog fertiliteta krmaca osemenjenih duboko zmrznutom spermom, joS nisu
ustanovljeni, smatra se da to moze biti posledica: (a) znatno redokuvanog stepena prezivljavanja i
progresivne pokretljivosti duboko zamrzavanih spermatozoida, (b) povecane senzitivnosti sperme
nekih nerastova na krioprezervaciju i (c) neadekvatnog manipulisanja sa spermom prilikom
njenog otapanja i inseminacije. Mozda ¢e razumevanje molekularne prirode oSteCenja celijske
membrane spermatozoida nerasta, pomoc¢i u formulisanju efikasnijih krioprotektanata. Neka
istrazivanja pokazuju da Cuvanje sperme nerasta, na sobnoj temperaturi, tokom 16h, pre pocetka
procedure dubokog zamrzavanja, povecava otpornost spermatozoida na negativan uticaj dubokog
zamrzavanja.

Postupak zamrzavanja sperme nerasta ( Beltsville - metod, Pursel i Johnson,1978):
Kontrola kvaliteta nativnog ejakulata, neposredno posle uzimanja.
Ekvilibracija na +20°C, tokom 2h.

Odvajanje semene plazme centrifugiranjem.
Razredivanje sperme BTSs - razredivaem.
Rashladivanje na +5°C.

Dodavanje razredivaca sa glicerolom.
Formiranje inseminacionih doza.
Rashladivanje doza na suvom ledu.
Utapanje doza u te¢ni azot (t -196°C).

©COoNoOO~LWNE

Cuvanje oocita in vitro. Dugotrajno &uvanje oocita sisara, primenom dubokog zamrzavanja,
moze imati primenu u odrzavanju biodiverziteta, kao i u ¢uvanju genoma sa pozeljnim genetskim
svojstvima. Medutim, do sada nije postignut zadovoljavajuéi uspeh krioprezervacije oocita, jer je
stepen fertilizacione sposobnosti, posle odmrzavanja, dosta nizak.

Stepen prezZivljavanja duboko zamrznutih oocita, voma zavisi od stadijuma zrelosti njihovog
nukleusa, u momentu pre zamrzavanja. Najbolje rezultate preZivljavanja postiZzu oociti koji su
zamrznuti u stadijumu germinativnog vezikula, a najslabije oociti zamrznuti u metafazi druge
mejoze (MflI), tzv. zreli oociti. Ustanovljeno je, naime, da su mikrotubuli deobnog vretena, u
metafazi, jako osetljivi na duboko zamrzavanje. Oni se kidaju, pa dolazi do disperzije
hromozoma. Takvi oociti, naravno, nisu sposobni za uspesnu oplodnju posle odmrzavanja.

Cuvanje embriona in vitro. Prvi poku$aj ¢uvanja embriona in vitro, na subfiziologkim
temperaturama, opisao je Chang (1947). On je uspeo da odrzi embrione kuni¢a na + 10°C, tokom
144h. Prve Zive embrione miSa, posle dubokog zamrzavanja i otapanja, dobio je Whittingham
(1971). Dve godine kasnije, Wilmut i Rowson (1973) su dobili prvu telad, posle hiruruske
transplantacije embriona, cuvanih dubokim zamrzavanjem. Od tada se postizu sve bolji rezultati
dubokog zamrzavanja embriona mnogih vrsta zivotinja. Postupak dubokog zamrzavanja embriona
zivotinja zahteva upotrebu skupe i sofisticirane opreme, kao i vrlo precizno kontrolisanih uslova
zamrzavanja i otapanja. Danas su razvijena dva metoda dubokog zmrzavanja embriona: (a)
postepeno zamrzavanje i (b) brzo zamrzavanje.

Metoda postepenog zamrzavanja obuhvata: (1) ekvilibraciju embriona u medijumu za
zamrzavanje, koji sadrzi krioprotektante, (2) rashladivanje na - 7°C, tokom 10 do 15 minuta, (c)
rashladivanje embriona na -30 do -80°C, pri ¢emu se temperatura shizava za po 1°C, svakog
minuta, (3) naglo zamrzavanje na temperaturu ¢uvanja (-196°C), u te¢nom azotu.
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Metoda brzog zamrzavanja. Embrioni se prvo tretiraju sa 1,5 do 2,0 M Me,SO, a zatim
se drze na -20°C, tokom 10 do 15 minuta. Posle toga se, ili odmah stave u tecni azot, ili se
prvo drZe na -100°C, tokom 10 minuta, i potom stave u tecni azot. Otapanje embriona mora
biti brzo i na temperaturi izmedu 30 i 40°C.

Slika 134. Cuvanje spermatozoida i embriona dubokim zamrzavanjem

3.2.8. FORMIRANJE BANKE GENA | BIODIVERZITET

Biodiverzitet (bioloski diverzitet, bioloSka raznovrsnost) je kompleksan pojam, Kkoji
pokriva mnoge aspekte bioloskog variranja. Najcesce se re¢ biodiverzitet koristi da opise sve
vrste organizama koje Zive u odredenoj oblasti. Gledano sa nivoa planete, biodiverzitet se
moZze deinisati kao ,,zivot na zemlji“, odnosno kao raznovrsnost Zivota na zemlji na svim
njegovim nivoima, od gena do ekosistema, i kao ekoloski i evolutivni procesi koji ga stvaraju
(diverzitet vrsta). Biodiverzitet se samoodrzava u prirodi i da nije delovanja ¢oveka, stanje
biodiverziteta bi ostalo u stanju izbalansiranosti 1 bilo bi znac¢ajno bolje.

Covek je svojim delovanjem narusio sve prirodne izvore, Zivotno vazne za oveka:
vodu, vazduh i zemljiste. RazliCite vrste kontaminenata su Stetno delovale i ugrozile
biodiverzitet. Radi spreCavanja dalje erozije biodiverziteta, potrebno je smanjiti sve Stetne
uticaje na njega.

Problem nije sadrzan samo u nestanku divljih vrsta, ve¢ i u smanjenju broja rasa i
varijeteta domacih Zzivotinja kao posledice intenzivnog procesa selekcije na uzak broj
proizvodnih osobina. U tom kontekstu, biodiverzitetni program i odrZzavanje programa,
odrzavanje i koriS¢enje genetickih resursa iziskuju po stepenu rizika da obezbede njihovu
zaStitu. Nove 1 objektivne procene genetickog diverziteta donele su metode molekularne
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genetike u oblasti programa sekveniranja DNK za mapiranje i genetske markere tipa
mikrosatelita. Cilj je da se definiSu genetske vrste, stanovnistvo i jedinke na osnovu geneticke
informacije koje se nalaze u DNK.

Zive Zivotinje mogu biti prihvatljive za ¢uvanje u nekim situacijama. Krioprezervacija
sperme, ovarijuma ili embriona je moguca kod mnogih vrsta, a 1 tehnologija kulture tkiva
moze biti prihvatljiva. U skladu sa navedenim karakteristikama programa biodiverziteta u
odrzavanju i koriS¢enju geneti¢kih resursa namecu se sledeCe moguénosti (Groeneveld,
2005.) :

1. odgoj i uzgoj zivih Zivotinja u malim populacijama;
2. spermatozoida i jajnih Celija;

3. Kkrioprezervacija embriona;

4. kombinacija prve tri opcije

5. formiranje takozvanog ,,gene pool“-a;

Iz terminoloSkog i metodoloskog stanovista, prva i peta alternativa predstavlaju zastitu
in situ, a druga i treca alternativa eks situ koristeci krioprotektivne metode:

— in situ konzervacija, koja podrazumeva konzervaciju, odnosno gajenje Zivih Zivotinja,
u proizvodnim sistemima gde su nastale ili se nalaze, a koja podjednako ukljucuje intenzivne
i ekstenzivne proizvodne sisteme;

— ex situ konzervacija, koja podrazumeva konzervaciju izvan proizvodnih sistema,
uglavnom u bankama gena, primenom laboratorijskih metoda. Ukljucuje in vivo i in vitro
metod konzervacije, kao i konzervaciju u zooloSkim vrtovima ili drugim institucijama.
Krioprezervacija podrazumeva, skladistenje zivih ¢elija, semena, jajnih Celija i embriona na
veoma niskim temperaturama, obicno na -196°C u te¢nom azotu. Ovaj metod obezbeduje
bezbedno, dugorocno Cuvanje germplazme, uz nepromenjenu geneticku strukturu. On je za
pojedine vrste Zivotinja veoma podoban i eikasan, mada postoje vrste Zivotinja, kod kojih
ovaj metod nije do kraja razvijen ili je neodgovarajuci.
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Slika 135. Cuvanje uzoraka u te¢nom azotu  Slika 136. Tube za prikupljnje uzoraka DNK
(izvor: therapak.com) (izvor: biw.kuleuven.be)

Sprovedene studije o cuvanju mati¢nih ¢elija u takozvanim Krioprezervacionim
tankovima pokazale su da bez ikakvog ostecenja ¢elije mogu da ostanu u tecnom azotu i do
37 godina (8to ne znaci da im je to gornja granica). DNK kolekcije, peredstavljaju noviji nacin
cuvanja genetickih resursa. S obzirom na to, da je metoda cuvanja DNK materijala relativno
nova, potrebno ju je usavrSavati, a i posedovati obucen kadar.

Izbor Zivotinja za konzervaciju i geneticki resursi

Kriterijum za odabir pojedinih Zivotinja za potrebe ouvanja geneti¢kih resursa obicno
se vrsi prema fenotipskim karakteristikama. Fenotipske razlike postoje izmedu razli¢ih vrsta
Zivotinja i u okviru rasa jedne vrste Zivotinja.

Medutim, mogu postojati ogranicenja u genetickim varijacijama, u okviru bilo koje vrste.
Pripitomljavanje Zivotinja je dovelo do razvoja odredenih rasa, u procesu povecanja razlika
unutar vrsta. Zivotinje su se esto kretale u velikim grupama, §to je dovelo do indirektne
selekcije na otpornost na bolesti 1 prilagodenost stanistu.

Cuvale su se u razli¢itom okruZenju, §to je rezultiralo u izboru razli¢itih karakteristika
na razli¢itim lokacijama. Izbor Zivotinja se vrsio i prema nameni, na primer, goveda za meso i
mleko, Zivine za jaja i meso, ovce za meso, vunu i mleko. Vrednosti koje definiSu najvaznije
osobine Zzivotinjskih genetickih resursa, koje ih opredeljuju za konzervaciju, definisao je
Mendelsohn (1999), a to su poveéanje potraznje za proizvodima poreklom od Zivotinja,
povecanje produktivnosti zivotinja sa gazdinstva, inputi za stvaranje novih rasa u budu¢nosti,
kao i estetska vrednost. Gandini (1999), navodi citiraju¢i Ruane (1999), da postoje razliciti
Kriterijumi za odabir rasa za konzervaciju. Kao kriterijum se moZe uzeti stepen ugroZenosti
zivotinja, adaptacija na speciicne uslove Zivotne sredine, jedinstvene osobine koje su
specii¢ne za rasu, kulturne i istorijske vrednosti rase, geneti¢ka vrednost rase itd. Zivotinjska
populacija mora biti okarakterisana fenotipski i genotipski, uz pomo¢ novih tehnologija, na
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odgovaraju¢i nacin Mapiranje gena, testiranje polimorizma jednog nukleotida (SNP), moze
pomoc¢i da se prati i da se utvrdi poreklo Zivotinje i geneticka udaljenost jedinke iz odredene
grupe. Fenotipska evaluacija, mora biti standardizovana i sprovedena u okruzenju u kojem
zivotinje Zive.

Povecanjem javne svesti, na nacionalnom nivou, kao i1 svih zainteresovanih
subjekata o potencijalnom gubitku genetiC¢kog diverziteta domacih Zivotinja, rezultirace
mnogobrojnim inicijativama, u cilju zaStite, konzervacije, upravljanja i odrZivog
koriS¢enja ovih resursa. Lokalne rase, predstavljaju garanciju za opstanak malih
poljoprivrednih gazdinstava u marginalnim podru¢jima, u kojima sistemi sa visokim
nivoom ulaganja nisu primenljivi, a ove rase se mogu koristiti u proizvodnji lokalnih
proizvoda, sa ekoloSkom slikom.

Ocuvanje i konzervacija Zivotinjskih genetickih rasursa u Republici Srbiji

Stocarstvo Republike Srbije u strukturi poljoprivredne proizvodnje ucestvuje sa
blizu 30 %, dok preostali deo pripada biljnoj proizvodnji, koja izmedu ostalog predstavlja
1 osnov za razvoj stoCarstva. U strukturi stocarstva u Srbiji najviSe je zastupljeno
govedarstvo, zatim svinjarstvo, Zivinarstvo, ovcarstvo i péelarstvo. Sa stanovista ocuvanja
zivotinjskih genetickih resursa, znacaj domacih zivotinja poti¢e upravo od njihove
sposobnosti, da pretvaraju kabasta hraniva sa oranica, livada i pasnjaka i nuz proizvode
ratarske proizvodnje i prerade prehrambenih proizvoda, u visoko kvalitetnu hranu za ljude
1 od njihove uloge kao lokalno raspolozivog izvora hrane, vune, krzna, koze, vucne snage
1 drugih sto¢nih proizvoda (dubrivo, gorivo itd.). Organizovan rad na ocuvanju
zivotinjskih genetickih resursa u Srbiji, zapoceo je krajem 1994. godine, identiikovanjem
1 inventarisanjem postojecih rasa i sojeva gajenih Zivotinja. U tom periodu ukupno je
identiikovano i opisano 35 rasa stoke, a podaci o njima su prosledeni u FAO, u Rim, u
centralnu bazu podataka. U isto vreme, zapocelo se sa konzervacijom autohtonih rasa i
sojeva (Gaji¢ i sar., 1997). Predvideno je, da se za svaku rasu, koja je obuhvacena
programom konzervacije, oforme po tri zapata, $to je u skladu sa programom FAO.
Najznacajnije vrste domacih zivotinja su govece, bivo, konj, magarac, svinja, ovca, koza,
kokos, patka, guska i ¢urka, sa velikim brojem rasa.

Analiza vrsta 1 rasa domacih zivotinja, koje se srecu u Republici Srbiji, kada je u
pitanju veli¢ina populacije, pokazuje, da su mnoge ugrozene i da mogu nestati (podolsko
govece, busa, domaci bivo, domaci-brdski konj, nonius, balkanski magarac, mangulica,
moravka, resavka, pirotska pramenka, bardoka, krivovirska ovca, karakacanskaovca,
lipska ovca, vlasko-vitoroga ovca, Cokanska cigaja, balkanska koza, svrljiska kokos,
banatski goloSijan, somborska kaporka) (Stojanovié, 2003).
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Slika 137. Mangulica Slika 138. Podolsko govece

Slika 142. Banatski goloSijan
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Slika 141. Doma¢éi magarac
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PROVERA ZNANJA

SAEI R

o

18

. Navedite neke osnovne zootehnic¢ke i veterinarsko-medicinske razloge za primenu

. DefiniSite pojam himere.

. Koji je znacaj formiranja himera kod domacih zivotinja?

. DefiniSite pojam transgeneze.

. Koje metode kreiranja transgenih organizama poznajete?

. Koji je prakti¢an znacaj transgeneze u intenzivnoj stocarskoj proizvodnji?

. Koji se problemi javljaju u sadasnjoj tehnologiji transgeneze i njenoj primeni u

17.
. Sta su banke gena?
19.
20.

Nabrojte nacine dobijanja oocita.

Sta su prednosti i mane pojedinih na¢ina dobijanja oocita?

Opisite osnovne postupke maturacije i fertilizacije oocita in vitro.

Navedite osnovne probleme u tehnologiji in vitro maturacije i fertilizacije oocita.
Opisite osnovne postupke dugotrajnog Cuvanja oocita, spermatozoida i ranih
embriona.

Navedi osnovne materije koje ¢ine medijum za kapacitaciju spermatozoida in
vitro?

Navedite osnovne probleme u tehnologiji dugotrajnog ¢uvanja gameta i embriona.
Nabrojte metode odredivanja pola (tzv. sexing) gameta i embriona.

Koja metoda odredivanja pola daje najpreciznije rezulte?

odredivanja pola gameta i embriona u intenzivnoj stocarskoj proizvodnji.

§toéarstvu?
Sta predstavlja biodiverzitet?

Na koji nacin moZemo Cuvati i skladistiti genetske resurse?
Navedi autohtone rase domacih zivotinja u programu ocuvanja genetskih resursa
Srbije.
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	Kontrola kvaliteta sperme. Neposredno posle uzimanja, spermu treba doneti u laboratoriju i staviti je u vodeno kupatilo, na temperaturu od 35-360C. Čim se sperma malo zagreje, treba pristupiti kontroli njenog kvaliteta, tako što se, na određen ...
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