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1. UvOD

Govedarstvo se smatra najvaznijom sastavnicom stocarstva, a kao takvo i jednom od
najvaznijih grana poljoprivrede opcenito te je temelj razvoja ukupne stocarske proizvodnje i
od visestruke je gospodarske vaznosti. S milijun i pol hektara pasnjaka i livada u povoljnim
klimatskim uvjetima, Republika Hrvatska ima visok potencijal za uzgoj goveda koji se, s
obzirom da ne zadovoljavamo ni vlastite potrebe za mlijekom 1 govedim mesom, nedovoljno
ostvaruje. U Republici Hrvatskoj, prema Drzavnom zavodu za statistiku, prosle je godine
(2017.) bilo 451.000 grla stoke. Premda to predstavlja rast od 1,6% u odnosu na godinu prije,
nastavlja se trend pada broja krava i junica. S obzirom na vaznost i isplativost govedarstva,
Hrvatska poljoprivredna agencija intenzivno radi na razvoju i unaprijedivanju govedarske
proizvodnje u Republici Hrvatskoj. Za unaprijedenje govedarske proizvodnje vazno je
provodenje uzgojnih programa c¢ije su glavne aktivnosti azuriranje mati¢ne knjige, odabir
najboljih grla (bikovske majke) te odabir teladi za selekciju, izrada plana umjetnog
osjemenjivanja (UO) prema modelu planskog kriZzanja, kontrola uzgoja u srodstvu, odabir i
ocjena bikova za prirodni pripust, ocjena fenotipskih karakteristika krava te prikupljanje
podataka o plodnosti. Osnova govedarske proizvodnje su mlije¢ne krave, ali i telad za
proizvodnju govedeg mesa (KARADJOLE, 2012.). U svakoj proizvodnji pa tako i u
govedarskoj, teZi se §to viSoj produktivnosti za $to je nuzno osigurati $to bolje uvjete drzanja i
managementa. Ve¢ je napomenuto da su u Hrvatskoj geografski i klimatski uvjeti povoljni, ali

je logicno da je temelj uspjeSnog govedarstva genetika, dakle potrebna su kvalitetna grla.

Poznato je da svaka vrsta odnosno pasmina u uzgoju zahtijeva odredene uvjete za
postizanje svog bioloskog potencijala, pravilna hranidba, odgovarajué¢i smjestaj, oCuvanje
zdravlja kao 1 stupnja iskoriStavanja. No, da bi se moglo govoriti o postizanju bioloSkog
potencijala, a time 1 optimalnog uzgoja, odredeni potencijal mora postojat ve¢ po rodenju Sto
upucuje na izuzetnu vaznost genetike te sugerira izbor kvalitetnog genetskog materijala.
Medutim, do toga je nemoguce doci bez kvalitetne rasplodne Zivotinje 1 stoga je taj proces
poput zatvorenog kruga u kojem je tesko odrediti pocetak, ali i dati odgovor na pitanje Sto je
od navedenog najznacajnije. Sve to govori u prilog ¢injenici da je uzgoj zahtjevan proces za
koji je nuZan Sirok spektar znanja iz podrucja veterinarske struke, ali 1 nekih drugih podrugja,

posebice genetike-umjetne selekcije.



2. BIOTEHNOLOGIJA RASPLODIVANJA

Rasplodivanje domacih zivotinja moguce je jedino tijekom tjeranja (gonjenja) ili
estrusa, kada na jajnicima dolazi do pucanja Graafovih folikula, tj. ovulacije, a Zenka
pokazuje zelju za parenjem $§to je vidljivo iz niza vanjskih znakova i promjena u ponasanju
rasplodnih krava i junica (TOMASKOVIC i sur., 2007.). Medutim, u muskih Zivotinja, ne
postoji odredeno razdoblje za rasplod, ve¢ su bikovi sposobni za izlu¢ivanje sjemena u bilo
kojem trenutku uz odgovarajuce podrazaje. Naprotiv, reproduktivna sposobnost rasplodnih
krava i junica ogranicena je ciklickom aktivnosti jajnika, ali i vremenski s obzirom na trajanje
graviditeta i perioda nakon partusa, prije sazrijevanja novog folikula i ponovne ovulacije.
Naime, od samo jednog kvalitetnog ejakulata bika nakon razrjedenja moze se dobiti 150 do
200 doza, odnosno potencijalno 150 do 200 potomaka. 1z tih se razloga oduvijek za rasplod
drzalo znatno vise plotkinja od rasplodnjaka, a posjedovanje rasnog rasplodnjaka smatralo se
statusnim simbolom i privilegijom uspjesnih i bogatih stocara. Prije uspostavljanja postupaka
UO-a na suvremenoj razini koje je gotovo u potpunosti zamijenilo prirodni pripust, odabir
rasplodnjaka, a time i genetike bio je ograni¢en dostupnos$¢éu rasplodnjaka ovisno 0
udaljenosti, ali 1 financijskim moguénostima s obzirom da se i tada svaki skok naplac¢ivao
ovisno o kvaliteti bika, a sli¢no se i danas cijena doze sjemena mijenja. Osim toga, problema
je bilo i s takozvanim ,,profesionalnim bolestima® rasplodnih bikova poput impotencije i
psihickih problema uzrokovanih pojac¢anom seksualnom aktivno$cu, ali i spolnim bolestima
koje su se na taj nacin Sirile medu rasplodnim Zivotinjama. Gotovo potpunim prijelazom s
prirodnog pripusta na UO, intenziviranjem stocarske proizvodnje i sve viSim kriterijima u
unaprijedivanju genetike, veterinarima se otvorio izuzetno Sirok spektar djelatnosti koje
ukljucuju sam postupak umjetnog osjemenjivanja, ali i suzbijanje steriliteta, manipulaciju
sjemenom te brigu o rasplodnjacima s ciljem dobivanja vrhunskog sjemena, koje u svakom

slucaju zahtijevaju visoko specijalizirane stru¢njake.

UO je prva generacija biotehnologije rasplodivanja, a prvo potvrdeno uspjesno UO
krava u Hrvatskoj zabiljeZzeno je 1943. godine od strane akademika Bozidara Okljese,
tadasnjeg predstojnika Porodiljske klinike, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. To
je stru¢ni zahvat kojim se spermiji unose u odredene dijelove spolnih organa Zenki na umjetan
nacin, Sto je ujedno i jedino ,,umjetno® u tom postupku. Stoga mozda ni nije najbolji izraz
,umjetno osjemenjivanje, ali to je doslovan prijevod s njemackog koji se nakon godina
koriStenja uvrijezio i kod nas. Druga generacija biotehnologije rasplodivanja je embriotransfer

na ¢ijem uvodenju i primjeni se u nas pocinje raditi 1992. godine osnivanjem Laboratorija za
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asisitiranu reprodukciju na Klinici za porodniStvo i reprodukciju Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Prvo tele oteljeno nakon uspjeSnog embriotransfera evidentirano je u
rujnu 1995. godine. Multipla ovulacija i embriotransfer (MOET) je biotehnologijska metoda
rasplodivanja koja ukljucuje postupke superovulacije, UO, ispiranja maternica krava
davateljica 1 transfer svjezih ili duboko smrznutih/odmrznutih zametaka u sinkronizirane
krave primateljice. Ekonomske prednosti primjene embriotransfera ukljucuju: ubrzanje
genetskog napretka stada proizvodnjom velikog broja potomaka od elitnih plotkinja,
mogucnost medunarodnog transporta i trgovine duboko smrznutim zametcima Cime se
smanjuje potreba dugotrajnog transporta i aklimatizacije zivih Zivotinja, oCuvanje ugroZenih
vrsta 1 pasmina te primjenu drugih metoda biotehnologije rasplodivanja kao Sto je dijeljenje
zametaka te odredivanje spola zametaka (TOMASKOVIC i sur., 2007.). Treéa je generacija
biotehnologije rasplodivanja proizvodnja govedih zametaka in vitro (IVP) (engl. in vitro
production), sto ukljucuje dobivanje govedih jajnih stanica od Zzivih davateljica ili iz
klaonickog materijala te njihovo in vitro dozrijevanje (IVM) (engl. in vitro maturation) i
oplodnju (IVF) (engl. in vitro fertilization), uzgoj oplodenih jajnih stanica u inkubatoru (IVC)
(engl. in vitro culture) tijekom sedam do osam dana te nekirurski transfer u sinkronizirane
krave primateljice. Za dobivanje jajnih stanica krava danas se najvise koristi metoda
transvaginalne ultrazvuéne aspiracije jajnih stanica (OPU) (engl. ovum pick up) koji ima
prednost nad MOET protokolima time S§to se o€ituje u mogucoj koli€ini proizvedenih
zametaka. Naime, kod MOET-a se davateljica moze ispirati 3-4 puta godi$nje i prosjecno dati
5-8 zametaka dok se primjenom OPU tehnike moZe proizvesti 3-4 puta viSe zametaka,
odnosno do 50 zametaka tijekom 6 mijeseci. Sto se Hrvatske tice, istrazivanja oplodnje i
uzgoja in vitro zapocela su 1997. godine u Laboratoriju za asistiranu reprodukciju Klinike za
porodnstvo 1 reprodukciju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a prvo IVP tele
oteljeno je u travnju 2001. godine. Kao i u drugih postupaka gdje se Covjek ukljucuje u
procese prirodne reprodukcije i provodi postupke kontrole s ciljem smanjenja rizika prijenosa
zaraznih bolesti, tako je i kod IVP tehnike propisan protokol od strane Medunarodnog drustva
za embriotransfer (IETS) (engl. International Embryo Technology Society). Najznacajnije
primjene IVP-a u govedarstvu su zaobilazenje nepredvidivog superovulacijskog odgovora i
nekih poremecaja u spolnim organima davateljica, proizvodnja zametaka iz jajnih stanica
dobiveniih ultrazvu¢nom punkcijom jajnika ili laparoskopski, kontrola i sprijeCavanje Sirenja
zaraznih bolesti, skracivanje generacijskog intervala proizvodnjom zametaka od Zenske teladi
prije puberteta, dobivanje tovne teladi transferom zametaka u mlijeCne krave, dijeljenje

zametaka u svrhu dobivanja blizanaca, utvrdivanje plodnosti bikova koji se koriste za UO,
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ubrzanje postupaka progenog testiranja bikova, proizvodnja transgeni¢nih Zivotinja, odnosno
kloniranje (TOMASKOVIC i sur., 2007.). U manipulaciju genomom, kao postupak &etvrte
generacije biotehnologije rasplodivanja, primjenom in vitro tehnika, ubraja se i odredivanje
spola zametaka (seksiranje), dijeljenje zametaka, kloniranje, transgeneza, koriStenje seksirane

sperme za [VF, proucavanje smrtnosti zametaka, i dr.
2.1. Umjetno osjemenjivanje

Kako je ve¢ spomenuto, UO je prva generacija biotehnologije rasplodivanja, prva je
otkrivena, najduZze se izvodi pa je i na neki nacin postala standard u praksi i redovito se izvodi
na terenu. Osobito medicinsko znacenje UO je u obveznom ginekoloskom pregledu prije
samog postupka Sto omogucuje ranu dijagnostiku mogucéih spolnih zaraza (genitalna
kampilobakterioza, trihomonijaza, bruceloza i dr.), patoloskih stanja organa reproduktivnog
sustava, kao i izlu¢ivanje neplodnih Zivotinja radi smanjenja daljnjih ekonomskih troskova.
Tri su osnovne pretpostavke na kojima se temelji uspjesnost UO: 1.) da spermiji mogu
prezivjeti izvan tijela, 2.) da se nakon toga mogu aplicirati u spolne organe Zenke na nacin
koji ¢e rezultirati prihvatljivim uspjehom koncepcije te 3.) da se moze otkriti plodni period
zenke (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Kod osjemenjivanja vazno je odrediti optimalno
vrijeme u kojem ¢e se ono izvesti. NajceS¢e vlasnik telefonski obavijesti veterinarsku stanicu
ili ambulantu da je zamijetio znakove gonjenja u Zivotinje i Zeli da Se ona osjemeni u njegovoj
Stali. Premda je ta metoda organizacije UO najskuplja, ona prevladava i daje najbolje
rezultate. Ovulacija se u krava i junica zbiva izmedu 1 i 16 (oko 10-12) sati nakon prestanka
vanjskih znakova estrusa, 6 sati je potrebno da jajna stanica prode tre¢inu puta kroz jajovod
prilikom ¢ega je moguca oplodnja, $to ukupno traje oko 30 sati od pojave vanjskih znakova
estrusa. Naime, spermiji postaju plodni nekoliko sati nakon boravka u spolnim organima
zenke, nakon perioda kapacitacije. Shodno tomu, plotkinje ¢ije se gonjenje otkrije ujutro,
osjemenjuju se tog popodneva, a kad se gonjenje primjeti popodne, osjemenjivanje se obavlja
drugi dan u jutarnjim satima. Bez obzira na opazanja i tvrdnje vlasnika o vanjskim znakovima
gonjenja, plotkinje je prije postupka UO potrebno vaginalno i rektalno pregledati te ovisno o
nalazu odluciti o provodenju UO. Prilikom pregleda vazno je obratiti pozornost na prisutnost
hiperemije, otvorenost cerviksa, kvalitetu estrusne sluzi te Graafov folikul. Ukoliko se utvrdi
da je ve¢ doSlo do pucanja folikula 1 ovulacije, UO se moze provesti, no uz upozorenje
vlasniku da ¢e se plotkinja vrlo vjerojatno pregoniti. Ukoliko do pucanja folikula, odnosno
ovulacije dode prilikom samog pregleda, pregon je takoder mogué, no manje je vjerojatan

nego u slucaju ranijeg puknuca Graafovog folikula. Za uspjeh koncepcije, znacajna je i1
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koli¢ina sjemena te mjesto 1 naCin aplikacije sjemena. Bik, poput ovna i jarca, kod prirodnog
pripusta ejakulira u rodnicu plotkinje Sto se naziva vaginalnim tipom polaganja sjemena. Kod
takvog tipa, ejakulati su malog volumena i velike gustoée i samo 5% ukupne koli¢ine
ejakulata dospijeva u cerviks dok ostalih 95% propada u rodnici zbog nepovoljnih uvjeta.
lako su u cerviksu uvjeti za prezivljavanje bolji nego u rodnici, mnogi spermiji propadnu i na
putu od cerviksa do jajovoda ¢ime postotak ejakuliranih spermija s moguénoscu oplodnje
pada na svega 2%. Stoga se u postupku UO, sjeme polaze duboko intracervikalno ili u samo
tijelo maternice da bi se izbjeglo prosipanje sjemena i propadanje brojnih spermija u rodnici.
Sto se tehnika osjemenjivanja tiCe, primjenjuje se nekoliko tehnika i to: vizualno
osjemenjivanje, izvlacenje cerviksa Albrechtsenovim klijeStima, manocervikalna tehnika i
bimanualna metoda s fiksacijom cerviksa. Provjera uspjeha postupka UO vrsi se pregledom
krava na gravidnosti rektalno ili ultrazvucéno, anketom ili non-return metodom, a uspjesnost
samog osjemenjivaca ili ambulante moze se procjeniti temeljem indeksa osjemenjivanja (IP)
koji se izracunava dijeljenjem ukupnog broja utrosenih doza sjemena s brojem steonih krava.
Ukoliko je njegova vrijednost ispod 1,4, smatra ga se vrlo dobrim (TOMASKOVIC i sur.,
2007.).



3. SJEME

Proizvodnja kvalitetnog duboko smrznutog sjemena je preduvjet za uspje$no umjetno
osjemenjivanje. Zdravi bikovi su selekcionirani, kako po svojim genotipskim i fenotipskim
karakteristikama, tako i po kvaliteti sjemena koje daju. Uobicajena procjena sjemena Koja se
provodi prije i nakon krioprezervacije ukljucuje odredivanje koncentracije spermija, njihove
pokretljivosti 1 morfologije. Ovi parametri obi¢no su dovoljni za ocjenu fertiliteta, ali ostaje
otvoreno pitanje moze li se pomocu njih predvidjeti fertilnost bikova ¢ija je sperma ocjenjena

kao dobra (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1998.).

Pod pojmom sperma, podrazumijeva se ejakulat koji se stvara i izluCuje od spolne
zrelosti do senilnosti ejakulacijom ili polucijom. To je viSekomponentna tekucéina koja se
sastoji od korpuskularnih elemenata i sjemene plazme te se pod odredenim uvjetima na
mahove izbacuje kroz vanjski otvor, a iznomno kroz unutarnji otvor uretre u mokraéni
mjehur. Koliko je ejakulat slozen i1 zaSto spada medu najslozenije bioloske produkte
organizma govori njegov kemijski sastav. Naime, ejakulat sadrzi jednostavne i slozene
aminokiseline, ugljikohidrate, enzime, organske kiseline, soli te vitamine, dakle sve elemente
koje nalazimo u Zivim organizmima. Sjemena plazma bika sadrZi pet razlicitih vrsta Secera:
ribozu, fruktozu, glukozu, heksuronsku kiselinu i jo§ jedan neidentificirani ugljikohidrat.
Kemijski sastav spermija, sekreta epididimisa 1 sekreta akcesornih spolnih Zlijezda
medusobno se razlikuju. Volumen ejakulata bika kre¢e se od 2 do 12 mL i sadrzi od 300

milijuna do 2 milijarde spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
3.1. Metode polucivanja ejakulata

Preduvjet za uspjeSno konzerviranje sjemena je dobivanje kvalitativno i1 kvantitativno
zadovoljavajuceg ejakulata (CERGOLJ, 1989.). Ejakulat se od bika, u nas, naj¢eS¢e dobiva
pomoc¢u umjetne vagine, no moguce je 1 per rectum masazom ampula sjemenovoda te
elektroejakulacijom. Prije svega, potrebno je umjetno osigurati uvjete koji i prirodno dovode
do ejakulacije - podrazaj taktilnih tjeleSaca na glansu penisa odgovaraju¢om temperaturom i
pritiskom te skliskost koja omoguc¢uje kopulatorne pokrete kada se koristi umjetna vagina.
Kriteriji koji moraju biti zadovoljeni kod polucivanja ejakulata su sljedec¢i: (1) mora se
poluciti cjelokupni ejakulat, (2) ne smije biti oneciS¢en, (3) postupak ne smije oStetiti spermije
1 (4) samo polucivanje mora biti neskodljivo po rasplodnjaka i spermiogenezu. Do ejakulacije
dolazi nakon podrazaja centra za ejakulaciju u kraljezni¢noj moZzdini. S obzirom da u

prepucijalnom ispirku dobro drzanih bikova nema ili ima vrlo malo bakterija i ejakulati se
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uglavnom kontaminiraju prilikom postupaka poluivanja, vazno je da je sav pribor za
polucivanje 1 manipulaciju s ejakulatom steriliziran da ne dode do oneciS¢enja ejakulata, Sto
moze rezultirati infekcijom Zenskih spolnih organa i oSteCenjem spermija te smanjenom

plodnoséu (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
3.1.1. Umjetna vagina

Prva umjetna vagina konstruirana je 1914. godine za psa, a imala je kruskolik oblik,
gumeno tijelo s dvostrukim stijenkama unutar kojih se ulijevala topla voda za postizanje
odgovaraju¢e temperature. Prototip danaSnjih umjetnih vagina konstruirao je 1931. ruski
znanstvenik Milovanov, a bila je primarno namjenjena ovnovima. Umjetne vagine koje se
danas koriste satoje se od dviju gumenih cijevi — vanjske i unutarnje vagine, gdje je vanjska
cijev tvrda, a unutarnja meka. Umjetna vagina za bika duga je 35-55 cm, a Siroka oko 6 cm i
vodom se puni samo do polovice da bi ostalo dovoljno prostora za penis. Da bi doslo do
ejakulacije, umjetna vagina mora zadovojiti potrebne uvjete: temperatura, pritisak i skliskost
(MILJKOVIC i VESELINOVIC, 2005.). Prostor izmedu unutarnje i vanjske vagine koje se
fiksiraju prstenovima, puni se vodom temperature 50-55 °C da bi se unutra$njost zagrijala na
temperaturu izmedu 41 °C i 43 °C, a ujedno i ostvario pritisak na taktilna tjeleSca glansa
penisa od 40-60 mmHg. Temperatura ima najznacajniji utjecaj na glans penisa u bika, kao i u
ovna, jarca te pastuha, zbog Cega je izuzetno vazno odrediti da je ona odgovarajuca prije
samog postupka. Naime, ukoliko je temperatura niza od 40 °C refleks ejakulacije ¢e izostat, a
ukoliko je visa od 43-44 °C nije pogodna, dok temperatura visa od 45 °C osim §to Stetno
djeluje na spermije moze dovesti i do ozlijede penisa. Osim toga, ako se rasplodnjak navikne
na previsoku temperaturu, normalna ga viSe nece podrazivati. Kako je uz temperaturu i
pritisak, znacajna 1 skliskost, prva treina unutraSnje vagine premazuje se steriliziranim
lubrikantom. Ejakulat se hvata u specijaliziranu posudicu koja se pri¢vrsti na nepodmazanu
stranu umjetne vagine — spermohvata¢. Za bikove postoje dvostjencani spermohvataci kod
kojih je prostor izmedu stijenki ispunjen parafinskim uljem pa se prije uporabe zagrije u
termostatu da bi se izbjegao temperaturni Sok spermija, a ujedno i usporilo hladenje prije
daljnjih postupaka s ejakulatom. Sukladno volumenu ejakulata bika, spermohvataci koji se
koriste su volumena 10-15 mL. Da bi se simuirali uvjeti koji prirodno dovode do refleksa
ejakulacije, potrebno je rasplodnjaka na neki nacin potaknuti na skok. Najbolja stimulacija je
zenka u estrusu, no da bi se sprijecila moguénost prirodnog opasivanja prilikom ¢ega moze
do¢i do infekcije rasplodnjaka nekom spolnom zaraznom bolesc¢u, ali i ozljede krave s

obzirom da su rasplodni bikovi najée$ce preteski za veéinu krava, uglavnom se koriste
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fantomi ili drugi bikovi. Vazno je biku oSisati sve dlake oko prepucija 1 sve pripremiti prije
nego ga se izvede i ne mu dopustiti skok odmah da bi mu se pojacao libido. Umjetna vagina
stavlja se s desne strane Zivotinje, odnosno fantoma koji se koristi za skok te se erigirani penis
lijevom rukom usmjerava u otvor vagine s lubricirane strane. Manipulacija penisom mora biti
pravilno i paZzljivo izvedena posto svaka grubost i nepravilnost moze dovesti do usporavanja
ili zaustavljanja spolnih refleksa s posljediénim dobivanjem nekvalitetnog ejakulata ili
rezultirati potpunim izostankom ejakulacije. U pravilnom postupku ejakulacija nastupa nakon
malog broja kopulatornih pokreta za svega nekoliko sekundi poslije ¢ega se umjetna vagina
skida u smijeru penisa uz naginjanje da bi se sav ejakulat slio u spermohvatac. Tako dobivenu

spermu potrebno je zastititi od svjetlosti i hladenja (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
3.1.2. Masaza per rectum ampula sjemenovoda

Druga metoda kojom se moze poluditi sjeme u 75-80% bikova je masaza per rectum
ampula sjemenovoda. Na taj nacin dobije se veca koli¢ina nesto rjedeg ejakulata s manjom
koli¢inom spermija u mililitru. Iako je ta metoda prikladna za pojedinacne terenske pretrage
ejakulata u svrhu dobivanja saznanja ima li rasplodnjak ejakulat 1 jesu li spermiji Zivi, njome
nije moguce dati kona¢nu ocjenu volumena i koncentracije ejakulata te pokretljivosti
spermija. Sto se ti¢e pripreme prije izvodenja ove metode, potrebno je odistiti ampulu rektuma
od fecesa, odstraniti dlake na prepuciju te oprati prepucij vodom i sapunom, dezinficirati ga i
osusiti. Nakon toga, u rektum se ubrizga 1-2 litre vode temperature 40 °C 1 zapo€inje se
masaza. Kombinacija tople vode i masaze kroz nekoliko minuta trebale bi rezultirati
ejakulacijom (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

3.1.3. Elektroejakulacija

Ukoliko nijedna od ovih metoda ne rezultira uspjehom, moZe se primjeniti
elektroejakulacija. U tom slucaju se zapravo ne postize ejakulacija ve¢ polucija s obzirom da
se elektricnom strujom podrazuje samo centar za ejakulaciju u lumbosakralnom dijelu
kraljeznicne mozdine i vegetativni zivCani sustav, a ne i centar za erekciju te nisu zastupljeni
svi spolni refleksi. Postupak je bolan i nesiguran, a ejakulat je cesto onec¢is¢en i pomijeSan s
mokracom 1 krvlju. Sperma polu¢ena na taj nacin je razliite kakvoce, a koli¢ina ejakulata je
mala (CERGOLYJ, 1989.). Dva su nacina postizanja elektroejakulacije: pomocu dvije elektrode
1 pomocu jedne bipolarne elektrode. Prema postupku se bik prvo fiksira u stojnici, o$iSaju mu
se dlake na i oko prepucija, prepucij se ispere s 200 mL fizioloSke otopine pa se jo§ 250-500

mL fizioloske otopine irigatorom ulije u rektum zbog bolje elektricne provodljivosti. Nakon
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takve pripreme, u rektum se ugura elektroda i pusta se struja napona 10-20 V, jakosti 0,13-
0,15 A kroz 5-6 sekundi s pauzama iste duljine trajanja. Bik reagira savijanjem kraljeznice i
podrhtavanjem misi¢a te se nakon nekog vremena opusti i dolazi do istjecanja ejakulata

(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
3.2. Postupak s ejakulatom nakon polucivanja

Za dobivanje Sto objektivnije ocjene, ejakulat se po polucivanju mora zastititi od Stetnih
utjecaja — nagle promjene temperature, izravne svjetlosti, hipotonije, hipertonije, itd., $to se
postize stavljanjem zaéepljenog spermohvataca u vodenu kupelj na 35-37 °C. Neposredno
nakon polucivanja, rade se usporedno sanitarna i makroskopska ocjena ejakulata. Osim
makroskopske i sanitarne ocjene ejakulata, procjenjuje se i kvaliteta samih spermija. Za
ocjenu sperme, najbolje je koristiti ejakulat dobiven umjetnom vaginom, no uzorak se moze
uzeti 1 neposredno nakon pripusta iz vagine zive Zivotinje ili masazom ampula sjemenovoda
per rectum, no u tim slufajevima ocjena nece biti potpuna. Sperma se ocjenjuje radi
odredivanja svojstava dobivenog ejakulata, kontrole prezivljavanja spermija poslije pohrane,
konzerviranja i prije osjemenjivanja te da bi se ocjenila plodnost ili ustvrdila neplodnost
rasplodnjaka (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Ukoliko je poluceno sjeme namjenjeno dubokom zamrzavanju da bi se kasnije koristilo
za UO, najceSce se koristi ejakulat dobiven umjetnom vaginom i ocjenjuje ga se po najstrozim
kriterijima. Sperma moze biti ocjenjena kao izvrsna, vrlo dobra i dobra. Prvi korak u
ocjenjivanju su sanitarna i makroskopska ocjena ejakulata koje se provode usporedno, nakon
Gega se pristupa mikroskopskoj pretrazi i ocjeni kvalitete spermija (SAMARDZIJA i
CERGOLJ, 2012.).

3.2.1. Makroskopska pretraga ejakulata

Makroskopska pretraga obuhvaca volumen, boju, miris, konzistenciju i pH ejakulata.
Svrha joj je ustanoviti prikladnost ejakulata za razrjedivanje, konzerviranje 1 UO. Usprkos
primjeni niza fizikalnih, kemijskih i biokemijskih ocjena da bi se utvrdio potencijal sperme za
daljnje, navedene postupke, objektivna procjena sposobnosti spermija da oplode jajnu stanicu,
moze se dokazati isklju¢ivo bioloskim pokusom. Tako primjerice sperma bikova ima
fizioloski volumen izmedu 5 i 7 mL, boja joj je slabo Zuckasto-bijela do krem nijanse, miris
se u literaturi navodi kao miris pecenog kestena, no u praksi se najceSce osjeti miris gume

zbog umjetne vagine. Medutim, vazno je samo da ejakulat nema miris mokrace, trulezi ili



neki drugi neugodan miris, jer ga se u tom slucaju odbacuje. Konzistencija ejakulata odgovara
onoj vrhnja dok mu je pH 6,2-6,8. Svako odstupanje od fizioloskih vrijednosti upuéuju na
odredena stanja u organimu kojima se onda pridaje dodatna paznja kod sanitarne ocjene

(SAMARDZIJA i CERGOLYJ, 2012.).
3.2.2. Sanitarna ocjena ejakulata

U sanitarnoj ocjeni, osim ejakulatu, pridaje se paznja i opéem stanju rasplodnjaka, tj.
obavljaju se klinicke pretrage s obzirom da se za UO moze koristiti isklju¢ivo sjeme potpuno
zdravih rasplodnjaka. lako nema direktnog kontakta rasplodnjaka i plotkinje, spolne zarazne
bolesti mogu se prenijeti i UO ukoliko se sve pripremne radnje ne provedu po pravilima
struke. 1z tog su razloga obvezne pretrage rasplodnjaka primarno na zarazne spolne bolesti,
poput genitalne kampilobakterioze i trihomonijaze, ali i na brucelozu, tuberkulozu i leukozu
(HERAK, 1991.). Makroskopska pretraga ejakulata upucuje na odredene promjene unutarnjih
spolnih organa, odnosno upalna zariSta u njima, kao §to su primjerice upale sjemenih vrecica,
prostate ili epididimisa, Sto takoder moze biti opasno za plotkinje. Takve promjene otkrivaju
se androloSkim pretragama koje obuhvacaju inspekciju vanjskih spolnih organa, palpaciju
testisa, epididimisa, koze skrotuma, pomi¢nosti testisa u skrotumu i funiculusa spermaticusa,
pretragu prepucija, otvora prepucija i njegove sluznice te pomic¢nost spolnog uda u prepuciju.
Takoder, potrebno je utvrditi odgovara li veli€ina skrotuma 1 testisa pasmini i dobi Zivotinje,
jesu li lijeva 1 desna strana skrotuma simetricne i ima li eventualno nekih patoloskih promjena
na skrotumu. Ejakulat s primjesama krvi, mokrace ili nekih vanjskih oneciS¢enja nastalih
nepravilnim postupkom prilikom polucivanja, nije za uporabu i1 kao takav se odbacuje

(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
3.2.3. Mikroskopska ocjena ejakulata

Sto se mikroskopske ocjene ejakulata tice, ona obuhvaéa ocjenu pokretljivosti, gustoéu,
postotak zivih 1 patoloSki oSteCenih speratozoida. Vazno je da se kap sperme koju se
pretrazuje stavlja na unaprijed zagrijano stakalce posto je metabolizam spermija smanjen na
nizim temperaturama. Stakalce se zagrije na 35-40 °C na spermotermu ili biotermu ili,
ukoliko to nije dostupno, na direktnom plamenu ili trljanjem rukama. Spermiji se mogu kretati
progresivno, manjezno ili kruzno, retrogradno, ili mogu biti u stanju mirovanja, odnosno
postupno bez gibanja. S obzirom da se nepomicne i spermije koji se ne pokre¢u progresivno
unaprijed smatra nesposobnima za oplodnju, ocjena pokretljivosti obuhvaca samo spermije

koji se pokrecu progresivno prema naprijed. Ukoliko takvih spermija nema u uzorku, a

10



spermiji se krecu na druge nacine ili titraju u mjestu, sperma dobiva oznaku K, §to predstavlja
kolebljivo kretanje, dok se sperma bez pokretnih spermija oznacava s N, Sto predstavlja
nepokretne spermije. Ocjene Kkojima se oznaCava sperma s progresivno pokretljivim
spermijima su od 1-5 i ovise o postotku istih u uzorku, pri ¢emu ocjena 5 oznaava najveci
postotak takvih spermija, odnosno vise od 90% u uzorku i najpogodnija je za daljnju
manipulaciju i koristenje za UO (SAMARDZIJA i sur., 2003.). U bika se za daljnji postupak
obrade i zamrzavanje koristi sperma s minimalnom ocjenom 4 S$to je 80% progresivno
pokretljivih spermija, a samo izuzetno 70%, isklju¢ivo u bikova ¢iji ejakulati dobro podnose
zamrzavanje (PRKA, 2010.). S obzirom na visoku koncentraciju spermija, u ejakulatu bika
moze se ustvrditi tzv. masovno gibanje koje moze biti vihorenje, jako valovito, valovito ili
slabo valovito. Masovno gibanje moze izostati uz ipak zamjetne pokrete ili ejakulat moze
potpuno mirovati. Osim pokretljivosti, od oka se procjenjuje i gustoc¢a odnosno koncentracija
ejakulata te kategorizira kao gusta, srednje gusta i rijetka. Gusta sperma ili sperma densum
oznacava se slovom G i predstavlja ejakulat s vise od 800 milijuna spermija u mililitru, a
prepoznaje se tako Sto u vidnom polju ima toliki broj spermija da izmedu njih ne moze stati
glava spermija po Sirini. Ukoliko je prostor izmedu spermija dovoljne Sirine za glavu spermija
smatra se da je u takvom ejakulatu izmedu 500 i 800 milijuna spermija i on dobiva oznaku SG
— semidensum. Sperma rarum, s oznakom R, ima vidljive veée razmake izmedu spermija i
sadrzi manje od 500 milijuna spermija po mililitru. Osim od oka, na temelju razmaka medu
spermijima, gusto¢u sperme, tj. koncentraciju spermija u ejakulatu, preciznije se moZe
odrediti brojanjem spermija u odredenoj koncentraciji ejakulata u komorici po Thoma-i koja
inace sluzi za brojanje eritrocita. Postoji i najjednostavniji nacin, uporabom elektronskog
aparata (CASA) koji automatski razrjeduje spermu i daje najpreciznije podatke o njenoj
gusto¢i (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

3.2.4. Ocjena integriteta stanicne membrane spermija

osim $to im daje oblik, njezina kvaliteta direktno utjece na vitalnst i sposobnost spermija da
oplode jajnu stanicu. Mnogi autori smatraju da se najbolja procjena plodnosti postize upravo
ocjenom integriteta staniéne membrane spermija. Osim toga, CERGOLJ i SAMARDZIJA
(2006.) spominju bioloske metode — ocjenu rezistencije spermija i otpornost integriteta prema
1% NaCl, naglim temperaturnim promjenama te prezivljavanje pri niskim odnosno visokim
temperaturama, a od ostalih metoda i supravitalno bojenje po Bloom-u, fluorescentne testove
CFDA, Calcein AM (CAM) i SYBR-14 s propidij jodidom za ocjenu strukturalnog identiteta
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stanicne membrane spermija te test hipoosmotskog bubrenja (HOS test) za ocjenu

funkcionalnog integriteta staniéne membrane spermija(SAMARDZIJA i sur., 2006.).
3.2.5. Ocjena statusa akrosome

Prednji dio spermija pokriva opna koja je formirana iz Golgijevog aparata, a zove se
akrosoma i sadrzi nekoliko enzima od kojih su najznacajniji akrozin i hijaluronidaza. Ocjena
statusa akrosome predstavlja znacajni kriterij za procjenu sposobnosti spermija da oplodi
jajnu stanicu. Kod dobro pokretljivih spermija bika, brojni istrazivaci su uocili na glavi
spermija oStar apikalni rub dok su na nepokretnima jasno vidljive promjene akrosomalnog
dijela. Opisana je i pojava kod koje su se neki nepokretni spermiji s o$trim akrosomalnim
rubom, a bez oste¢enja, nakon nekog vremena ponovno poceli gibati, ali su pronadeni i mrtvi
spermiji neoStecene akrosome. Neke od metoda koje se koriste za ocjenu akrosome spermija
su: 1. test dvostrukog bojanja — tripansko modrilo-Giemsa, 2. Fast green FCF/Eozin B, 3.
Eosin B — anilinsko modrilo i 4. testovi lektinskog modrila (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.).

3.2.6. Morfoloske pretrage ejakulata

Morfoloske pretrage ejakulata na prisutnost patoloskih spermija vrse se pod povecanjem
od 400 do 1000 puta (PRKA, 2010.). Razli¢ite su metode pripreme preparata, a
najuobicajeniji su tzv. tus-preparati ili nigrozinski preparati. Kada se ocjenjuju finije promjene
u gradi spermija, u nas se najcesce koriste metode bojanja po Blumenschein-u i Karras-u.
Patoloski oblici spermija dijele se na viSe nacina. PatoloSke promjene mogu biti primarne 1
sekundarne, ovisno jesu li nastale kao posljedica poremecaja u spermiogenezi ili u
epididimisu ili jo§ kasnije. Ovisno o mjestu nastanka dijele se na abnormalnosti glave,
akrosome, vrata, spojnog dijela ili repa. Moguc¢i su i teratomni oblici spermija koji se o€ituju
viSestrukim glavama 1 repovima, samo repovima ili repovima poput meduze. DopusSteni
postotak patoloskih oblika spermija u ejakulatu bika iznosi 18%. Neke od vecih
abnormalnosti oblika spermija su nerazvijene stanice, krunasto oStecenje, spiralno oStecenje
srednjeg dijela, protoplazmatska kapljica, pseudokapljica, deformacija repa ukljucujudi
nabiranje 1 zavrnuce srednjeg dijela spermija tzv. ,,dag defect i dr., dok u manje spadaju
nepravilne veliCine glava ili otpale normalne glave, presavijeni ili zavrnuti rep 1 dr. U
pretrazenom uzorku mogu se pronaci i ostali stani¢ni elementi kao §to su epitelne stanice,

eritrociti, zdjelaste stanice, mononuklearne stanice i neutrofili. Kod morfoloske pretrage,
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veliku ulogu ima napredak tehnologije pa se u centrima za UO koristi CASA koja daje tocan

uvid u karakteristike ejakulata (NOAKES i sur., 2009.).
3.3. Razrjedivanje i konzerviranje ejakulata

Ukoliko je ejakulat zadovoljio kvalitetom prilikom ocjenjivanja, pristupa se
razrjedivanju i konzerviranju ejakulata da bi ga se kasnije koristilo za UO i to $to prije s
obzirom na intenzivne metaboli¢ke procese koji se pocinju odvijati odmah po ejakulaciji.
Sposobnost oplodnje 1 prezivljavanja spermija ovise o opéem zdravstvenom stanju
rasplodnjaka, zdravstvenom stanju spolnih organa, pravilnoj i kvalitetnoj prehrani, vrsti,
pasmini i starosti, klimi i godiSnjem dobu, zoohigijenskim uvjetima te ucestalosti spolnog
iskori$tavanja. Medutim, za oCuvanje spermija na zivotu u trenutku kad je sperma polucena i
ocjenjena te ¢e se dalje obradivati, koriste se razne metode kojima se stvaraju bolji uvjeti za
zivot spermija. U ejakulat se dodaju tvari koje spermiji najviSe troSe i odstranjuju se ili
neutraliziraju Stetni produkti metabolizma. Spermije se moze o€uvati zivima i pothladivanjem
ili snizavanjem pH ejakulata ¢ime se intenzitet procesa stani¢nog disanja i glikolize smanjuje
na najmanju mjeru. Spermije se prilikom svih postupaka mora zastititi od naglih
temperaturnih promijena i promjena pH, ukljucujuéi i razrjedivace koji moraju osigurati
izotoniju i odgovaraju¢i pH. Svrha razrjedivaca je povecanje volumena ejakulata da bi se
mogao podijeliti na vise doza te da bi se njime moglo oploditi §to veci broj plotkinja s ciljem
unaprijedenja genetike 1 dobivanja velikog broja kvalitetnog podmlatka. Razrjedivaéi su
vodene otopine ili emulzije elektrolita, neelektrolita i ostalih aditiva koji poboljsavaju
bioloske karakteristike spermija, imaju svojstva pufera te osiguravaju izotoniju za spermije.
Dijele se na sinteticke 1 prirodne. Sinteticki razrjedivaci mogu biti obi¢ni ili distenderi, zastitni
ili protektori, bioaktivni ili implementori te tzv. specijalni razrjedivaci koji se koriste pri
specijalnim metodama konzerviranja sperme, kao §to je duboko smrzavanje te kiselinska i
kemijska inaktivacija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Najpoznatiji prirodni razrjediva¢
za spermu je kravlje mlijeko. Ono ima istu depresiju ledista kao i sperma domacih Zivotinja.
Mlijeko sadrzi mlijecni Secer i cijeli niz bioloski aktivnih tvari koje spermiji mogu koristiti u

stani¢nom metabolizmu (CERGOLJ, 1989.).
3.3.1. Duboko smrzavanje sperme

Spermij, visoko polarizirana i specijalizirana stanica tijekom zavrSne faze
spermatogeneze gubi sposobnost biosinteze, oporavka, rasta i diobe stanica (YOSHIDA,

2000.). Konzerviranje podrazumijeva smanjenje ili potpuno zaustavljanje metabolizma
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spermija, ali se time produzava njihov zivotni vijek. Snizavanjem temperature na 4 °C
smanjuje se stani¢ni metabolizam i time produzuje zivotni vijek spermija. Naime, spermiji
imaju veoma ograni¢enu biosintetiCku aktivnost i ovisni su uglavnom o katabolickim
procesima, stoga preostala metabolicka aktivnost neodlozivo dovodi do smrti stanice uslijed
unutrasnjih procesa starenja (HAMMERSTEDT i ANDREWS, 1997.). Od tri poznate metode
konzerviranja sperme — duboko smrzavanje, kiselinska inaktivacija i kemijska inaktivacija,

metoda izbora za bi¢ju spermu je duboko smrzavanje.

Zamrzavanje se definira kao postupak ocCuvanja bioloSkog materijala u zamrznutom
stanju na temperaturi od oko - 80 °C, no u praksi je materijal zamrznut na temperaturi tekuceg
dusika, tj. -196°C. Tehnologija zamrzavanja sjemena, otkricem glicerola kao Krioprotektora
prije vise od 50 godina, usla je u Siroku uporabu nakon S$to je postignuta zadovoljavajuca
plodnost uporabom bicje sperme razrijedene u zumanj¢ano-citratnom razrjedivacu (POLGE i
sur.,, 1949., POLGE i ROWSON, 1952.). Proces krioprezervacije ukljucuje postepeno
smanjivanje temperature, stani¢nu dehidraciju 1 zamrzavanje. OSte¢enje 1 oksidativni stres
spermija posljedica su temperaturnih promjena tijekom hladenja, Stetnog djelovanja
sastavnica razrjedivaca i samog krioprotektora te Stetnog djelovanja postupka odmrzavanja
(VISHWANATH i SHANNON, 2000.). Razaranje i smrt stanice prilikom zamrzavanja ovisi
o veli¢ini, mjestu 1 brzini stvaranja kristala leda koji mogu razoriti strukturu stanice. Hladenje
treba biti dovoljno sporo da se iz stanice osmozom izvuée Sto vise vode. Zbog toga se
klasi¢nom ,,sporom‘ metodom smrzavanja razrjedeni ejakulati hlade postupno (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006.). No, unato¢ optimalnim tehnikama zamrzavanja ovaj postupak ne
prezivi oko 50% populacije spermija pokretnih prije smrzavanja. Unutar preostale pokretne
populacije, subletalna oStecenja narusavaju funkcionalnu aktivnost spermija u usporedbi s
nativnim sjemenom (SHANNON i VISHWANATH, 1995.). To su razlozi zbog kojih se za
krioprezervaciju koristi samo najkvalitetnija sperma s najve¢im postotkom pokretnih

spermija.
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4. VANJSKI UTJECAJI NA KVALITETU SIEMENA

Nakon §to je opisano na koje nacine se dolazi do sjemena, kako mu se procjenjuje
kvaliteta i koliko je ona vazna za kasniju manipulaciju njime, koji su postupci sa sjemenom u
svrhu unaprijedenja genetike i dobivanja visokovrijednog podmlatka s ciljem podizanja
stoCarske proizvodnje na viSu razinu, namecée se povratak na sam pocetak — kvalitetnu
spermu. Jasno je da postoje parametri po kojima sperma ima visu ili nizu ocjenu pa se time
smatra boljom ili loSijom, 1 koristi za UO. Medutim, postavlja se pitanje moze li se i kako
utjecati na rasplodnjaka da bi ta sperma bila Sto vrijednija to jest, da bi rasplodna sposobnost
bika ¢ije se karakteristike trebaju ispoljiti na potomstvu bila §to veca. Sezonske prilagodbe u
reprodukciji prezivaca odgovor su na milijune godina okoli$nih ¢imbenika kojima su Zivotinje
izlozene ve¢ od davno prije domestifikacije i agrarne reforme. Usprkos 11000 godina
ljudskog utjecaja na okolis i odabir rasplodnjaka, mnoge su karakteristike steCene evolucijski i

dalje prisutne (MARTIN i sur., 2010.).
4.1. Utjecaj klimatskih faktora

TUCKER I OXENDER (1980.) analizirali su sezonske u¢inke na plodnost muzjaka. U
hladnijim klimatskim uvjetima plodnost je niza zimi, i to u bikova starijih od Sest godina. No,
u bikova mladih od cetiri godine plodnost je najniza ljeti, Sto upucuje na to da su mladi bikovi
vanjskim temperaturama pa su tako dobiveni slijedec¢i rezultati: na temperaturama ve¢im od
29 °C nije uocena promjena u volumenu ejakulata, dok je pokretljivost, postotak zivih i
ukupan broj spermatozoida opadao s povecanjem vanjske temperature. Spermatogeneza pada
s temperaturama ve¢im od 30 °C. Non-return vrijednosti bile su najmanje za sjeme uzimano
od bikova tijekom kolovoza i rujna, a propadanje spermatozoida koji su prosli zamrzavanje
bilo je brZe ljeti nego u sjemena koje je uzimano tijekom kasne jeseni do proljeca. Postotak
koncepcije bio je nizi kada je sjeme uzimano i zamrzavano pri vanjskoj temperaturi vec¢oj od
26 °C i u krava koje su osjemenjivane pri temperaturama ve¢im od 26 °C, u odnosu na sjeme
koje je uzimano i zamrzavano kada je vanjska temperatura bila manja od 26 °C, a
osjemenjivanja obavljana pri temperaturama manjim od 26 °C. Osim oslabljene

spermatogeneze, prilikom izlaganja hipotermiji, niza je 1 razina testosterona
(GWAZDAUSKAS, 1985.).
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4.2. Utjecaj hranidbe

Uzrast i masa kada nastupa pubertet ovise 0 pasmini i razini prehrane tijekom razvoja.
Utjecaj hranidbe, odnosno osjetljivost organizma na unos hranjivih tvari jedan je od opcenito
najznacajnijih faktora u razvoju sisavaca, primarno zato Sto je opskrba hranjivim tvarima
esencijalna za laktaciju (MARTIN i sur., 2010.). Postoji puno podataka o utjecaju hranidbe na
vrijeme ulaska u pubertet i veli¢inu testisa u teladi. Opseg testisa jednogodisnjih bikova cije
majke su bile prvotelke manji je nego u podmlatka krava koje su se vise puta telile. To moze
biti posljedica nize proizvodnje mlijeka kod prvotelki, intrauterinih uvjeta ili kombinacije
ovih faktora (BARTH i sur., 2008.). Takoder, pretpostavlja se kako razlike u hranidbi bikova
prije ulaska u pubertet (BRITO i sur., 2007.a, ¢, d), pa ¢ak i u hranidbi njihovih majki
(SULLIVAN i sur., 2010., JAQUIREY i sur., 2012.) mogu utjecati na njihov razvoj u
kasnijim stadijima zivota. Unos visokoenergetske hrane majki za vrijeme prvog tromjesecja
ima negativne posljedice na reproduktivne performanse njihovog podmlatka (BOLLWEIN i
sur., 2017.). Poznato je da postoji veza izmedu tjelesne mase 1 spolnog razvoja (BRITO 1 sur.,
2012.) stoga se na viSe nacina radilo na poboljSanju intenziteta rasta muske teladi, medutim
dobiveni su kontradiktorni rezultati koji su ovisili o koriStenim dodatcima prehrani
(BOLLWEIN i sur, 2017.). Postoje ¢ak i izvjeS¢a o negativnom utjecaju visokoenergetske
hranibe u periodu puberteta na zdravlje i reproduktivnu sposobnost bikova (COULTER i
KOZUB, 1984., COULTER i sur., 1987.). Hranidba ima dvojak utjecaj na fiziologiju
reproduktivnog sustava rasplodnjaka; na metabolicke i reproduktivne centre u mozgu i na
neovisne mehanizme §to posljedicno dovodi do promjena u otpuStanju gonadotropin-
oslobadaju¢eg hormona (GnRH) (HOTZEL i sur., 1995.). Rezultat dovodi do promjena u
masi testisa 1 efikasnosti spermatogeneze. SETCHELL i sur. (1965.) poceli su otkrivati
fizioloSke procese metabolizma glukoze u testisima 1 otkrili da pothranjenost smanjuje
metaboliCku aktivnost i cirkulaciju krvi u samim testisima (SETCHELL i sur., 1965.,
SETCHELL i HINKS, 1967.).

Jasno je da Zivotinja mora uci u pubertet da bi se moglo govoriti o plodnosti iste.
Istrazivanja na razli¢itim pasminama pokazala su da je prakti¢ni pokazatelj puberteta obujam
testisa izmedu 27 1 29 cm (MUKHOPADHYAY i sur., 2011.) odnosno obujam testisa min. 28
cm, a koncentracija spermija 50 milijuna po mililitru ejakulata s minimalno 10% progresivno
pokretnih spemija (WOLF i sur., 1965.). No, ¢injenica da je bik u pubertetu te da proizvodi
spermu ne znaci nuzno i da je ona visokofertilna (PRKA, 2015.). Kvaliteta i koli¢ina sperme

nastavljaju rasti kroz nekoliko mjeseci poslije po¢etka proizvodnje. Samo oko 35%, 60% i
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95% bikova starosti 12, 14 i 16 mjeseci, reproduktivno sazrije i proizvodi sjeme dobre
kvalitete (BARTH, 2000.). COLLINS i sur. (1962.), su u svom istrazivanju obuhvatili 90
bikova Holstein i Guernsey pasmine, podijeljene u dvije skupine. U prvoj skupini su imali
mlade netestirane bikove, koji su dostizali maksimum s 2 godine pa padali s plodno$¢u, a u
drugoj progeno testirane bikove stare 5 do 6 godina. U obje pasmine zamijecen je isti trend
nakon postizanja vrhunca plodnosti s 2 godine, a to je vidljiv pad vrijednosti non-returna koji

se nastavlja sve do iskljucenja bika.

Koncentracija fruktoze i citrata u sjemenoj plazmi, od najranijih je istrazivanja temeljni
pokazatelj utjecaja hranidbe na proizvodnju testosterona. Testiranjem jednog bika, MANN i
WALTON (1953.) dokazali su kako pothranjenost utjeCe na smanjenje proizvodnje
testosterona, Sto su potvrdili DAVIES i sur. (1957.) na temelju istrazivanja skupine mladih
bikova. Takav utjecaj na bikovima u fazi rasta potvrden je mjerenjem koncentracije
testosterona u samom testisu (MANN i sur., 1967.) i koncentracije testosterona u plazmi
(GAUTHIER i BERBIGIER, 1982.).

Na temelju koncentracije gonadotropina i testosterona u krvnoj plazmi, spolni razvoj
bikova moze se podijeliti na tri razdoblja: infantilno, predpubertetsko 1 pubertetsko. U
infantilnom, koje traje od rodenja do osam tjedana starosti, koncentracije gonadotropina i
testosterona su niske (AMANN i sur., 1986., RAWLINGS i sur., 2008.). U predpubertetskom,
od osmog tjedna do dvadesetog tjedna starosti istovremeno dolazi do prolaznog porasta
koncentracije gonadotropina i povecane sekrecije testosterona (AMANN 1 WALKER, 1983.,
BARTH i sur., 2008., RAWLINGS i sur., 2008.). Koncentracija luteiniziraju¢eg hormona
(LH) pocinje rasti u bikova starosti 4-5 tjedana i doseze svoj maksimum kada bikovi dosegnu
12-16 tjedana nakon cega pada i doseZe osnovicu u 25. tjednu starosti (AMANN 1 WALKER,
1983., BARTH 1 sur., 2008.). Rani postnatalni rast sekrecije LH ocito je potaknut pojacanom
sekrecijom GnRH (RODRIGUEZ i WISE, 1989.). Visoke koncentracije LH u
predpubertetskom razdoblju imaju pozitivan utjecaj na spolni razvoj (SECCHIARI i sur.,
1976.). Takoder, telad s viSom sekrecijom LH u tom razdoblju, prije ulazi u pubertet
(AMANN i WALKER, 1983., EVANS i sur., 1995.). Osim LH, u predpubertetskom
razdoblju povisena je i koncentracija folikulstimuliraju¢eg hormona (FSH), no razlike u
koncentracijama FSH manje su izrazene. Od teladi s viS§im koncentracijama FSH tokom
razvoja se oc¢ekuje da razviju vece testise i prije udu u pubertet. Dokazano je da je telad iz
skupine kojoj je apliciran FSH prije dosegnula opseg testisa od 28 cm od teladi iz kontrolne

skupine. Kao 1 kod LH, kona¢na koncentracija FSH postize se s otprilike 25 tjedana starosti
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zivotinje (MIYAMOTO i sur., 1989., EVANS i sur., 1996., BAGU i sur., 2006.). Serumske
koncentracije testosterona rastu polako do nekih 20 tjedana starosti, nakon ¢ega slijedi ubrzan
rast do 35 tjedana (SECCHIARI i sur., 1976., LACROIX i sur., 1977., SUNDBY i VELLE,
1980., MIYAMOTO i sur., 1989., RAWLINGS i EVANS, 1995., EVANS i sur., 1996.).
Slijedeci znacajan porast koncentracije testosterona u zivotinja starijih od dvadeset tjedana,
dogada se u periodu brzog rasta testisa, no §to je zanimljivo, takoder i u razdoblju niske
sekrecije gonadotropina (BAGU i sur., 2006.). Spermatogeneza je u bikova najaktivnija na
kraju rane postnatalne poviSene sekrecije LH 1 u predpubertetskom razdoblju kad
koncentracija FSH po¢ne padati (RAWLINGS i sur., 2008.). BRITO i sur. (2007.b) postavili
su hipotezu da endogeni hormoni poput leptina, inzulina, hormona rasta (GH) i inzulinu
slicnog C¢imbenika rasta I (IGF-I), ¢ije se koncentracije izrazito promijene u razdoblju
puberteta, mogu utjecati na spolni razvoj bikova. Autori su prikazali karakteristicne promjene
u koncentracijama leptina, inzulina, GH, IGF-1 i testosterona te njihovu korelaciju s tjelesnom
masom, debljinom ledne masti,opsegom skrotuma i obujmom testisa. Konentracije leptina,
inzulina, GH i IGF-1 zajedno su iznosile 63% varijacije u opsegu skrotuma i 59% varijacije
obujma testisa. Pretpostavlja se da bi ovi hormoni mogli imati utjecaj na razvoj testisa i u fazi

puberteta.

Vecina starije literature opisuje istrazivanje na mladim bikovima do 2 godine starosti i u
postpubertetskom razdoblju s jo§ uvijek prisutnim ubrzanim rastom (BROWN, 1994.). U
takvih zivotinja, hranidba ima o¢it utjecaj na razvoj testisa i proizvodnju spermija §to je slucaj
1u ovnova i jarCeva (DAVIES 1 sur., 1957., FLIPSE i ALMQUIST, 1961., VAN DEMARK i
MAUGER, 1964., VAN DEMARK i sur., 1964., GAUTHIER i BERBIGIER, 1982.).
Medutim, nakon razdoblja ubrzanog rasta, hranidba ima slab do nikakav utjecaj (FLIPSE i
ALMQUIST, 1961., VAN DEMARK i MAUGER, 1964., VAN DEMARK i sur., 1964.,
COULTER i sur., 1987.). S obzirom na pristup i dobivene rezultate, potreban je oprez u
tumacenju tih starijih istrazivanja, naime s jedne strane je dobiveno da niskoenergetska
hranidba ima nizak utjecaj na tjelesnu masu, veli¢inu testisa te dovodi do smanjene produkcije
spermija (VAN DEMARK i MAUGER, 1964., VAN DEMARK i sur., 1964.), a s druge, unos
visokoenergetske hrane dovodi do nize produkcije spermija u odnosu na unos srednje i

niskoenergetske hrane (COULTER i sur., 1987., MWANSA i MAKARECHIAN, 1991.).
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4.2.1. Intrauterini razvoj

SULLIVAN i sur. (2010.) potvrdili su hipotezu da na razvoj testisa i osovinu
hipotalamus-hipofiza te sintezu gonadotropina utjece hranidba majke za vrijeme graviditeta i
genotip u korelaciji s koncentracijama IGF-I i leptina. U tu su svrhu gravidne plotkinje u prva
tri mjeseca graviditeta podijeljene u dvije skupine. hranjene visoko ili nisko proteinskim i
energetskim obrocima. Nakon tri mjeseca, svaka je skupina ponovno podijeljena na dvije —
visoko i nisko proteinske te po razini energije, tako da su dobivene skupine bile nisko-nisko,
nisko-visoko, visoko-visoko 1 visoko-nisko proteinskim i energetskim obrocima. U
posljednjoj tre¢ini graviditeta sve su plotkinje hranjene jednakim, standardnim obrocima.
Posljedi¢no tome, telad iz visoko-niske skupine imala je manji volumen testisa, ali i viSu
koncentraciju LH od teladi iz nisko-visoke i imala je nizu koncentraciju FSH od onih iz nisko-
niske. Koncentracija testosterona nije povezana s razlikama u hranidbi po skupinama. Nize
koncentracije FSH 1 niZa testikularna masa bikova prije puberteta Cije su majke hranjene
visokoenergetskim obrocima u ranim stadijima gestacije ukazuju na osjetljivost reproduktivne
osovine bikova na in utero hranidbu (SULLIVAN i sur., 2010.). Dakle, rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na Stetan utjecaj visokoenergetske hranidbe plotkinja u prvom

tromjesecju gestacije na reproduktivni razvoj muskog potomstva (BOLLWEIN i sur., 2017.).
4.2.2. Infantilni period

U istrazivanju BRATTONA 1 sur. (1956.) restriktivna hranidba muske teladi pasmine
Holstein izmedu 1 i1 80 tjedana starosti pokazala je negativan utjecaj na nastup puberteta.
Prehrana s izuzetno niskim sadrzajem energije moZe odgoditi pubertet i potencijalnu
proizvodnju sperme. Osim toga, bikovi koji su izgladnjivani u mladosti nikada se ne mogu
adekvatno razviti u usporedbi s bikovima koji su adekvatno hranjeni (RAO i RAO, 1995.). U
novijim istraZivanjima, ispitivan je utjecaj hranidbe u ranoj dobi na reproduktivni razvoj
Holstein bikova. Slu¢ajnim odabirom rasporedeno je 26 Holstein bikova starih tjedan dana u 3
skupine i sukladno tome hranjeno nisko, srednje ili visokoenergetskim obrocima kroz 2-31
tjedna starosti. Nakon toga, sve su zZivotinje hranjene srednjeenergetskim obrocima. Srednje
vrijednosti koncentracije LH bile su vise u bikova hranjenih visokoenergetskim obrocima
nego kod bikova iz druge dvije skupine, dok promjene u koncentraciji FSH ovisne o na¢inu
hranidbe nisu uocene. Nadalje, bikovi iz skupine hranjene visokoenergetskim obrokom, imali
su 1 viSe koncentracije testosterona izmedu 11. 1 27. tjedna te su ranije dosegli obujam

skrotuma od 28 cm, a i ranije su usli u pubertet od bikova iz drugih dviju skupina (DANCE 1

19



sur., 2015.,2016.). Sli¢no je istrazivanje provedeno i na Holstein-frizijskim i Jersey govedima
starosti izmedu 3 1 49 tjedana gdje su potvrdeni prethodno navedeni rezultati (BYRNE i sur.,
2017.).DANCE i suradnici (2015., 2016.) u svojim su istrazivanjima ustvrdili kako su bikovi
hranjeni visokoenergetskim obrocima sa 72 tjedna imali i veéu teZinu testisa te 9% veci broj
spermija od onih iz skupine hranjene srednjeenergetskim obrocima, a ¢ak 30% veci od bikova
hranjenih niskoenergetskim obrocima. Sto se ti¢e razlike u kvaliteti sjemena ovisno o nadinu
hranidbe, ona u ovom istrazivanju nije uocena. lako navedena istrazivanja pokazuju da
hranidba prije ulaska u pubertet ima znacajan utjecaj na spolni razvoj i kasniju reproduktivnu
sposobnost, ni jedno od istrazivanja nije ograni¢eno iskljuivo na infantilan period ve¢
obuhvaca i predpubertetski period pa nije u potpunosti razjasnjeno bi li modulacije hranidbe i
u kraéem razdoblju bile dovoljne. Sto se samog infantilnog perioda tide, istrazivanje je
provedeno na 48 teladi Holsteinske pasmine podijeljene u dvije skupine, od kojih je jedna
hranjena mlijekom ad libitum, a druga restriktivno te su u starosti od 2-3 tjedna smjesteni u
zajednicki obor s jednakim uvjetima drzanja i rezimom hranidbe. Na raspolaganju su im bile
ograni¢ene koli¢ine mlije¢ne zamjene, kombiniranog obroka sijena i koncentrata te voda ad
libitum. Prosje¢ni dnevni prirast teladi koja je prvih tjedana bila restriktivno hranjena iznosio
je 380 g, dok je u teladi hranjene ad libitum on iznosio ¢ak 1280 g. Posljedi¢no razli¢itim
rezimima hranidbe, telad hranjena ad libitum je do Cetvrtog tjedna postigla tjelesnu masu od
preko 80 kg, dok restriktivno hranjena telad nije dosegla ni 60 kg. U prosjeku, telad hranjena
ad libitum je s 22 dana starosti bila 20 kg teza od restriktivno hranjene teladi. Takoder,
restriktivno hranjena telad imala je nize koncentracije testosterona u dobi od 10 tjedana, Sto
nas navodi na zakljuak da je spolni razvoj u pozitivnoj korelaciji s primjenom pojacane

hranidbe u prva tri tjedna zivota (MACCARI i sur., 2015., PROKOP 1 sur., 2015.).
4.2.3. Predpubertetski period

U nekoliko je istrazivanja dokazano da visokoenergetska hranidba u predpubertetskom
periodu rezultira kontinuiranim rastom lu¢enja LH 1 veéim testisima u odrasloj dobi (BRITO 1
sur., 2007.a, ¢, d). Stoga lucenje LH ima glavnu ulogu u razvoju testisa prije puberteta i
odreduje kona¢nu veli¢inu testisa. Hranidba je takoder utjecala na koncentraciju testosterona,
Sto sugerira utjecaj na broj Leydigovih stanica, njithovu funkciju ili oboje. Zamijeceno je da se
koncentracije leptina, inzulina i GH nisu razlikovale medu skupinama s razli¢itim reZimom
hranidbe za vrijeme ranog porasta gonadotropina pa stoga nisu imale utjecaj na razlicito

lu¢enje LH. Medutim,u nekim istrazivanjima vidljiva je umjerena do dobra korelacija izmedu
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leptina i inzulina s obujmom testisa, $to ukazuje da ti hormoni mogu imati pozitivan utjecaj na
njihov razvoj (BARTH i sur., 2008.).

4.2.4. Pubertetski period

Vecina istrazivanja o utjecaju hranidbe na spolni razvoj provedena su po odbi¢u muske
teladi (PRUITT i sur., 1986., COULTER i sur., 1987., MWANSA i MAKARECHIAN, 1991.,
OHL 1 sur., 1996., BRITO i sur., 2012.). Vrijeme odbic¢a bikova je uglavnom sa 7 do 8
mjeseci starosti (BRITO i sur., 2012.), $to znaci da alteracije u hranidbi nastupaju nakon
prolaznog porasta koncentracije gonadotropina. Hranidba visokoenergetskim obrocima za
vrijeme puberteta u veéini sluc¢ajeva je pokazala pozitivan utjecaj na opseg skrotuma i tezinu
testisa bikova starosti od 12 do 15 myjeseci, no izostao je ili je ¢ak bio negativan utjecaj na
proizvodnju sperme i njezinu kvalitetu (WOLF i sur., 1965., SECCHIARI i sur., 1976.,
AMANN i sur., 1986.). Stetni ucinci prekomjernog dnevnog prirasta nakon odbica, posljedica
su nakupljanja masnog tkiva oko testisa Sto uzrokuje temperaturni stres kod spermiogeneze
(COULTER i sur., 1997.). Nadalje, dokazano je i da pretjerani unos visokoenergetske hrane u
mladih bikova moze prouzrociti laminitis (GREENOUGH i sur., 1990.), abnormalan rast
kostiju 1 hrskavica s posljedicnom ukocenos¢u i hromos¢u (BOLLWEIN i sur., 2017.) Sto
onemogucava skok i time negativno djeluje na spolni nagon. U istrazivanju gdje su bikovi
izmedu 6 i 16 mjeseci starosti hranjeni razliCitim rezimom - nisko, srednje i
visokoenergetskim obrocima, nije utvrdena povezanost dnevnog prirasta i spolnog razvoja
(BRITO i sur., 2012.) sto je sukladno s hipotezom da je utjecaj visokoenergetske hranidbe,
rano nakon porasta koncentracije gonadotropina, neznatan (BRITO i sur., 2007.d,
RAWLINGS i sur., 2008.).

4.2.5. Povezanost metabolizma hranjivih tvari i reprodukcije

U istrazivanju utjecaja hranidbe na reproduktivnu sposobnost, naglasak je oduvijek bio
na osovini hipotalamus-hipofiza-gonade, no u novije vrijeme spoznaje se i vaznost gusterace,
jetre te masnog tkiva. Promjene u shvacanju uloge masnog tkiva dovele su do zakljucka da
0Nno nije samo pasivni rezervoar energije ve¢ vitalni endokrini organ koji proizvodi velik broj
signala. Sto se probavnog sustava ti¢e, s obzirom na njegov endokrini zna¢aj, njega se smatra
dijelom regulatornih procesa kroz koje hranidba utjeCe na reprodukciju, a prenosi i
metabolicke informacije stvaraju¢i energetske metabolite - glukozu, masne Kkiseline i
aminokiseline. Svako tkivo koje sudjeluje u regulaciji metabolickog statusa, sudjeluje i u

regulaciji reproduktivne aktivnosti. Energija iskoristiva za reproduktivne potrebe ovisi 0
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odnosu energije iskoriStene za uzdrzne potrebe, dodatne aktivnosti te o ukupnoj koli¢ini
dostupne energije. Dostupna energija podrazumijeva energiju dobivenu hranom i zalihe
energije u tkivima, posebice masnom tkivu, jetri i miSi¢ima. Sustavi Kkoji reguliraju
reproduktivnu osovinu moraju biti u mogucnosti odreagirati na promjene metabolickog
statusa Sto se postize hranidbom, endokrinoloski 1 neuroloski (MARTIN 1 sur., 2010.). U
svijetu postoji sve veca potraznja za proizvodima animalnog podrijetla koji su uzgojeni u
eticnim uvjetima proizvodnje, bez rezidua i ekoloski prihvatljivi za okoli§. Eti¢ni uvjeti
podrazumijevaju dobrobit zivotinja, Sto ukljucuje sve sudionike u uzgoju, a ne iskljucivo
farmere. Rezidue se odnose na lijekove te kemijska sredstva i hormone, dok ckoloska
komponenta predstavlja minimaliziranje negativnog ucinka proizvodnje na okoli§. Odnos
izmedu hranidbe i reprodukcije na proizvodnju u tom smislu se o€ituje ciljanom hranidbom,
odnosno pojacanim unosom hrane u periodima kada to ima najveée znacenjeza reproduktivna

svojstva (MARTIN i sur., 1994.).

22



5. ZAKLJUCCI

S obzirom na zahtjeve trziSta, konstantno je potrebno raditi na zdovoljavanju istih,
odnosno intenziviranju proizvodnje. U govedarskoj proizvodniji, isti¢u se bikovi kao osnovica
kvalitetne proizvodnje. Budu¢i da se od jednog kvalitetnog rasplodnjaka pri jednoj ejakulaciji
moze dobiti 150-200 doza sjemena za UO, a samim time i potencijalno 150-200 teladi,
genetski kvalitetni bikovi vezan su preduvjet dobre i kvalitetne proizvodnje. Upravo zato se
velika paznja pridaje rasplodnjacima i stvaranju optimalnih uvjeta za njihovo iskoriStavanje
do fizioloskog optimuma. Treba uzeti u obzir i sve vecu svijest potroSaca o dobrobiti
zivotinja, nac¢inu drzanja, ali i eventualnom prisutstvu rezidua u konacnom proizvodu pa se tu
javlja jedan paradoks gdje se s jedne strane ocekuje drzanje zivotinja u uvjetima Sto
prirodnijima vrsti, pasmini, razni ekoloski uzgoji, slobodna drzanja sa §to manje uplitanja od
strane Covjeka dok s druge strane stalno raste potraznja opcenito, a ocekuje se i profitabilnost
uzgoja odnosno minimaliziranje gubitaka. Hranidba u takvom obliku proizvodnje ima
izuzetno vaznu ulogu, jer se njome na prirodan nac¢in moze utjecati na rasplodne performanse

Zivotinja.

Dosada je ve¢ dokazana uloga hranidbe u razli¢itim stadijima razvoja Zivotinja na
njihovu reproduktivnu sposobnost, i to od ujecaja hranidbe majke ¢ak prije graviditeta pa sve
do utjecaja hranidbe ve¢ odraslih rasplodnih zivotinja na kvalitetu njihova rasplodnog
materijala. Ono $to je potrebno dodatno razjasniti i precizirati je Sto kraci period u kojem ce

intenzivnija hranidba poluciti Zeljene rezultate.
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6. SAZETAK

Govedarstvo kao najvaznija sastavnica stoarstva moze se smatrati temeljem razvoja
ukupne stocarske proizvodnje. 1z tog se razloga ulazu veliki napori na unaprjedenje iste kroz
stru¢no djelovanje raznih djelatnosti pa tako i veterinarske. Stru¢njaci iz raznih podrucja rade
na otkrivanju novih i1 poboljSanju postojec¢ih postupaka u uzgoju. Biotehnologija rasplodivanja
do te je mjere napredovala da u govedarstvu viSe gotovo i nema prirodnog pripusta. Poveznica
hranidbe i reprodukcije je u utjecaju hranidbe na fizioloske procese ve¢ od najranijih faza
razvoja rasplodnih bikova pa do same kvalitete sjemena. Naime, na razvoj buduceg
rasplodnjaka moze se utjecati ve¢ hranidbom njegove majke za vrijeme graviditeta, hranidba
moze imati utjecaj i na vrijeme ulaska u pubertet i postizanja spolne zrelosti, kroz utjecaj na

stvaranje i otpustanje hormona te veliinu testisa, a u odrasloj dobi i na rasplodne pokazatelje.

Klju¢ne rijeci: hranidba, metabolizam, reprodukcija, bik
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7. SUMMARY
Influence of nutrition on reproductive efficiency in bulls

The cattle breeding as the most important component of animal husbandry may be
considered the basis for development of a total animal husbandry production. Accordingly,
the great efforts have been made in order to further improve such production through
professional expertise by different professions, including veterinary profession. The experts
belonging to different fields are working on invention of novel and on improvement of
existing procedures in animal breeding. Biotechnology of reproduction advanced to such
extent that in the cattle breeding natural insemination has been almost banned. The connection
between nutrition and reproduction is apparent as the feeding regimes are influencing
physiological processes from the earliest stages of breeding bulls development up to the
quality of their semen. Namely, the development of a future breeding bull may be already
influenced by the nutrition of its mother during gravidity, but also feeding regime may have
influence on the time of entering the puberty and reaching of sexual maturity, particularly by
influencing the synthesis and releasing of hormons, size of testis as well as the reproductive

efficiency in adult breeders.

Keywords:nutrition, metabolism, reproduction, bull
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