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POPIS 1 OBJASNJENIJE KRATICA:

CIDR - controlled internal drug device, kontrolirani unutarnji hormonalni uredaj
CASA - computer assisted sperm analysis

CL - corpus luteum, zuto tijelo

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

eCQG - equine chorionic gonadotropin, konjski korionski gonadotropin
ET - embriotransfer

FSH - folikulostimuliraju¢i hormon

GnRH - gonadotropin-releasing hormone

HAPIH - Hrvatska agencija za poljoprivredu 1 hranu

IETS- International Embryo Technology Society

IJ - internacionalna jedinica

LH - luteiniziraju¢i hormon

MOET - multipla ovulacija i embriotransfer

OPU - ovum pick-up

PGF - prostaglandin F

PGF? - prostaglandin F 2 alfa

PRID - progesteron releasing intrvaginal device, progesteron otpustajuci intravaginalni

uredaj
SOFaaBSA - synthetic oviductal fluid with amino acids and bovine serume albumine

UO - umjetno osjemenjivanje
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1. UVOD

Biotehnologija se definira kao znanost koja koristi Zive organizme za stvaranje,
modificiranje ili poboljsanje proizvoda. Sama pojava i brzi razvoj biotehnologije rasplodivanja
je rezultat ekonomske dobiti koja se pojavljuje kada se poveca broj genetski superirornijih
potomaka ¢iji roditelji imaju dobra genetska obiljezja. Unaprjeduje se proizvodnja stoke tako
Sto se poboljSava reprodukcija razliCitim metodama te se smanjuju novcani gubici
smanjivanjem pojave bolesti, omogucava se odrzavanje ugrozenih Zivotinja te je transport

genetskog materijala brzi, laksi i jeftiniji (HADGU 1 FESSEHA, 2020.).

Metode koje spadaju u biotehnologiju rasplodivanja su: umjetno osjemenjivanje (UO),
smrzavanje sperme i1 zametaka, sinkronizacija estrusa, multipla ovulacija i embriotransfer
(MOET), aspiracija jajne stanice (OPU- ovum pick-up), oplodnja in vitro i seksiranje sperme.
Prvi podatci o umjetnom osjemenjivanju datiraju jos iz 14. stoljeca. Prema legendama, jedan
Arap je u kobilu, neposredno prije koitusa, stavio klupko vune koje je upilo ejakulat te ga potom
stavio u vaginu svoje kobile koja je nakon toga ostala gravidna (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.). Tijekom tridesetih 1 Cetrdesetih godina proslog stoljeca pojava razrjedivaca sjemena,
izum elektroejakulatora 1 dodatak antibiotika u spermu dovodi do razvoja umjetnog
osjemenjivanja. Godine 1949., otkricem postupka krioprezervacije sperme, napravljen je
najveci iskorak u umjetnom osjemenjivanju. Tijekom pedesetih i Sezdesetih godina razvijeni su
protokoli za superovulaciju u kojima se koriste gonadotropini i FSH, otkrivena je kapacitacija
spermija, uspjesno je obavljen prvi embriotransfer u goveda 1 izumljen je izolirani spremnik
tekuceg dusika. PoboljSani su razrjedivaci sjemena i staklene ampule za sjeme su zamijenjene
plasticnima. Pocetni uspjesi in vifro razvojem zametaka, rodenja teladi nakon seksiranja,
rodenja blizanaca nakon dijeljenja zametka i1 razvoj raCunalno potpomognute analize sjemena
su obiljezili sedamdesete godine. Tijekom osamdesetih godina proslog stolje¢a razvilo se
odvajanje X 1 Y spermija proto¢nom citometrijom, rodila se telad koja je nastala in vitro
oplodnjom, nastali su klonovi prijenosom nukleusa iz embrionalnih stanica te uzimanje jajne
stanice putem folikularne aspiracije vodene ultrazvukom. U dvadeset prvom stoljecu vidjeli
smo uvodenje najmoénije biotehnologije od razvoja umjetne oplodnje 1 krioprezervacije. Brza
i jeftina analiza genoma 1 Cipovi za genotipizaciju vode revoluciju u industriji rasplodivanja
goveda te uvodenjem tehnologije za uredivanje genoma promjene u razvoju se dogadaju jako

brzo (MOORE i HASLER, 2017.).

Reproduktivne tehnologije koje su primjenjive na goveda su klasificirane u one koje

zahtijevaju nisku, srednju i1 visoku tehnolosku razinu. U kategoriju niske tehnologije ulazi
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odredivanje dobi goveda za prvo parenje, odabir pasmine i krizanje odredenih jedinki, kontrola
teljenja 1 servis perioda te dijagnoza gravidnosti. U srednju kategoriju ulaze opcije kao §to je
sinkronizacija estrusa, a u visoku razinu spada proizvodnja blizanaca, kontrola spola teladi pri

rodenju 1 kloniranje (GORDON, 1996.).

Mapiranje gena i selekcija uz pomo¢ markera mogu omoguciti nove genetske varijacije
koje se prenose iz jedne pasmine u drugu iste vrste. Odabir uz pomo¢ markera moze povecati
toCnost selekcije 1 takoder smanjiti generacijski interval, osobito ako se koristi u kombinaciji s
reproduktivnim tehnologijama koje su u razvoju. Parenje u srodstvu tj. inbreeding se ne moze
izbjeci u potpunosti u stoCarstvu, ali je cilj uzgajivaca njegovo maksimalno ogranicavanje uz

maksimalizaciju napretka (WILMUT i sur., 1992.).

Sto¢na industrija u Europi je dozivjela veliku reorganizaciju nakon pojave govede
spongiformne encefalopatije i epidemije slinavke 1 Sapa 2001. godine. Najveci pokretaci
biotehnologije rasplodivanja su genetske kompanije te uzgajivacke zadruge koje profitiraju od
prodaje genetskog materijala kao Sto je sperma, zametci itd. Veliki problem s kojim se nosi
Europa je 1 negativan stav prema tehnologiji rasplodivanja te je potrebno dokazati pozitivne

strane 1 bitnu ulogu ovih metoda (GALLI i sur., 2003 ).



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Znakovi i otkrivanje estrusa

Otkrivanje estrusa jedan je od najvaznijih ¢imbenika koji utjeCe na reproduktivnu
ucinkovitost u mlijecnih goveda, posebno na farmama gdje vrSe umjetno osjemenjivanje.
Najkarakteristi¢niji znak estrusa u krava je kada stoje i dopustaju da ih se zaskoc¢i (REITH i
HOY, 2018.). Aktivno opasivanje obuhvac¢a njuskanje vulve druge krave i zaskakivanje, a
pasivno dopustanje da ju njuska druga krava i dopustanje zaskakivanja (DOBSON i sur., 2018.).
Krava koja je u estrusu ¢e stajati nepomicno kada se na nju sa straznje strane popne bik ili druga
krava te lagano izvije leda. Takoder ¢e pokusati zaskociti 1 druge krave, ali ako druge krave
nisu u estrusu one ¢e se odmaknuti. Ponekad ¢e krava zaskociti drugu kravu s prednje strane,
gdje je drugoj kravi glava, a ne sa straznje strane. U toj situaciji krava koja je u estrusu je ona
koja je zaskocila drugu, a ne ona koja je zaskoCena. Mogu se vidjeti i ostali znakovi kao §to su:
prozirni iscjedak iz vulve, podizanje 1 prebacivanje repa, lizanje, njuskanje i trljanje o drugu
stoku, oticanje i crvenilo stidnice, nemir i povecana aktivnost te povecana pozornost na
aktivnost ostale stoke i ljudi, mrSenje dlake na korijenu repa i blaga abrazija kao posljedica
zaskakivanja te je Cesto 1 privremeno smanjenje mlijecnosti (GORDON, 1996.). U razdoblju
estrusa krave se vise ukljucuju u agonisticke reakcije nego kada nisu u estrusu. Te reakcije su:
udaranje glavom o glavu, ¢e$¢e pristupanje drugim kravama, poja¢ano hodanje i viSa ocitanja
na pedometrima, pokusavanje zaskakivanja i odgurivanje. Agresivne interakcije su intenzivnije
na dan estrusa u odnosu na druge dane, a najcesce je bilo udaranje glavom u glavu. U usporedbi
onih krava koje nisu u estrusu, krave koje jesu pokazale su smanjenje vremena prezivanja.
Trajanje se postupno smanjivalo pocevsi 2 dana prije pocetka, a minimalno vrijeme prezivanja

utvrdeno je na dan estrusa. (REITH 1 HOY, 2018.).

Otkrivanje estrusa predstavlja ograni¢avaju¢i ¢imbenik za optimalno rasplodivanje i
pravovremeno umjetno osjemenjivanje (TOMASKOVIC i sur., 2007.). Vrijeme umjetnog
osjemenjivanja u odnosu na opazene znakove estrusa u mlijeCnih pasmina goveda je aktivno
podrugje reproduktivnih istrazivanja preko 50 godina jer vrijeme UO u odnosu na ovulaciju ima
znaajan ucinak na ishode gravidnosti (FRICKE 1 sur.,, 2014.). Tehnike koje trebaju dati
ucinkovit odgovor na problem otkrivanja estrusa trebale bi osigurati kontinuirani nadzor
goveda, osigurati tocnu 1 automatsku identifikaciju krava koje su u estrusu, raditi u korist
produktivnosti i zivotnog vijeka krave, zahtijevati minimalne troSkove i biti vrlo to¢ne u
prepoznavanju odgovarajucih fizioloskih 1 bihevioralnih dogadaja koji su povezani s

ovulacijom. Upotreba boja na bazi ulja ili vode nanesenih na korijen repa tj. tocku koja se



najCesce trlja prsima krave ili bika koja je zaskocila je jako ucinkovit nacin otkrivanja, ali se
treba uzeti u obzir da se boja moze skinuti 1 drugim nac¢inima. Bikovi, volovi i1 krave tretirane
hormonima koriste se kao zivotinje markeri. Opremljene su uredajem za oznacavanje na bradi.
Kad zivotinja pritisne dolje s bradom na leda ili zadnjicu krave koju je zaskocila, ventil s
oprugom u uredaju se otvori i ispusti se tekucina markera. Bikovi probali koriste se za
otkrivanje estrusa nakon §to su prvo postali nesposobni za oplodnju krava, primjerice
vazektomijom. Takoder se koriste 1 vaginalne sonde za detekciju promjena u elektri¢nom
otporu tekuéine u vagini koji varira u razliitim fazama ciklusa, a najnize vrijednosti se javljaju
u estrusu. Progesteronski testovi su jako korisni 1 mogu biti klju¢ni za otkrivanje tjeranja
pogotovo kada je prisutno tiho tjeranje (prisutna ovulacija bez znakova estrusa). lako nisu
uoceni znakovi, testiranjem razine progesterona u mlijeku moguce je detektirati niske razine
ovog hormona te posti¢i zadovoljavajuce stope koncepcije. Jos se za otkrivanje estrusa koriste
kamere u nastambama, pracenje tjelesne temperature, promjene u aktivnosti kravai fluktuacije

u mlije¢nosti (GORDON, 1996.).

U posljednjih nekoliko godina postoji jasan trend prema koriStenju tehnoloskih metoda
za to¢nu detekciju estrusa u mlijeCnih goveda pa se montazni detektor koristi za otkrivanje
zaskakivanja, a pedometri (pri¢vrste se za nogu krave i broje korake) 1 akcelerometri (pricvrste
se za ogrlicu 1 mjere horizontalne akceleracije koje se dogadaju zbog pokreta glave krave dok
hoda) se koriste za otkrivanje povecane aktivnosti tijekom proestrusa. Elektronicki uredaji
osjetljivi na pritisak kao §to je HeatWatch, temelje se na otkrivanju pocetka i duljine
zaskakivanja. Sustav se sastoji od odasiljaa osjetljivog na pritisak koji je zalijepljen na
sakralnu regiju ispred korijena repa. Senzor se aktivira pomocu tezine zivotinje koja zajaSe
kravu 1 treba trajati najmanje dvije sekunde da bi se ograni¢io broj laznih potvrda. Putem radio
signala podatci se $alju do prijemnika 1 zabiljezavaju na softveru za upravljanje na racunalu

(REITH i HOY, 2018.).

2.2. Umjetno osjemenjivanje

Umjetno osjemenjivanje je prva metoda biotehnologije koja se koristila u
rasplodivanju goveda (MOORE 1 HASLER, 2017.). Prvo detaljno znanstveno opisano umjetno
osjemenjivanje proveo je talijanski fiziolog 1 sveenik Lazarro Spallanzani 1780. godine.
Polucio je pseci ejakulat i prenio ga u spolne organe kuje koja je okotila 3 stenca. Njegov pokus
je dvije godine nakon ponovio P. Rossi, ali nakon toga visSe od sto godina nema provodenja

istrazivanja na ovu temu. Krajem 19. stoljeca E. Millais osjemenjuje kuje te istovremeno W.
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Heape, engleski veterinar, umjetno osjemenjuje kuje i kobile. Sand 1 Stribol 1902. u Danskoj
za umjetno osjemenjivanje kobila koriste kondom. Najznac€ajniji istraziva¢ 1 pionir umjetnog
osjemenjivanja bio je E. 1. Ivanov koji je izmedu 1899.1 1912. godine provodio istrazivanja i
uveo nove metode koje su se primjenjivale u praksi za osjemenjavanje kobila, krava, ovaca,
ptica i p&ela (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Primarna pokretatka snaga UO-a je njegov
potencijal povecanja stope genetskog dobitka stoke tako Sto se koriste bikovi sa najboljim

genetskim obiljezjiima (MOORE i HASLER, 2017.).

Mlije¢na industrija ima duboku povijest sustava ispitivanja potomstva zbog
identifikacije elitnih bikova koji ¢e se koristiti u daljnjoj oplodnji plotkinja. Plodnost bikova se
prati putem rane oplodnje u viSe stada te se onda pusta u Siru upotrebu. S druge strane,
profitabilnost komercijalnog mlije¢nog krda ovisi i o sposobnosti individualnih visoko
vrijednih krava da Sto brze budu spremne za idu¢u oplodnju tj. ovisi o trajanju servis perioda.
Upotreba UO je bila od ogromne ekonomske koristi kroz genetsko poboljSanje proizvodnje
mlijeka, kontrolu spolnih i1 drugih bolesti te kroz smanjenje prijenosa smrtonosnih gena

(VISHWANATH, 2003.).

Prva metoda za umjetno osjemenjivanje stoke je bilo polaganje sjemena u vaginu, kao
Sto je slucaj oplodnje 1 prirodnim putem. Zatim je razvijena metoda sa spekulumom (Slika 4)
koja je ukljucivala promatranje cervikalnog otvora sa svjetlom te se plotkinja osjemenjuje tako
S§to se sjeme polozi plitko u grli¢ maternice. Zajedno s ovom metodom uveden je i koncept
inseminacije sa niskim dozama sperme. IzvjeSteno je da su sliCne stope plodnosti nakon
osjemenjivanja sa 0,2 ml 1 4 ml ejakulata. Iako su ove dvije metode jednostavne za koristenje,
nisu bile vrlo u€inkovite zbog koli€ine sperme koja je potrebna, male stope koncepcije te napora
da se odrzi dobra higijena. Transformacija UO se deSava razvojem bimanualne (rektovaginalne)
metode od strane danskih veterinara 1937. koja se 1 danas koristi. Ovom metodom jednom
rukom u rektumu se drzi cerviks te se kroz njega uvodi pistolet za oplodnju koji se nalazi u
drugoj ruci koja ga polagano gura (Slika 1). Primjenom ove metode sjeme se polaze duboko
intracervikalno. Stopa oplodnje ovim putem se povecala te je potreban puno manji broj spermija

(MOORE i HASLER, 2017.).

Prosje¢no trajanje estrusa je 18 sati, a generalno je prihvac¢eno da do ovulacije dolazi 10
do 12 sati nakon zavrSetka estrusa. Plotkinje koje su osjemenjene u periodu izmedu 6 do 24 sata
nakon pocetka estrusa pokazale su zadovoljavajuéu stopu koncepcije, a najbolji rezultati postizu
se kada se krave osjemene sredinom ili krajem estrusa. Ako se detektirao estrus ujutro, treba ju
umjetno osjemeniti popodne, a ako se tjeranje primijetilo poslije podne treba provesti
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osjemenjivanje iduce jutro. UO jednom dnevno je pokazalo zadovoljavajuce stope uspjeha pod
odgovaraju¢im uvjetima. Potrebno je kvalitetno sjeme ili svjeze sjeme, ali mnogo toga moze
utjecati na oplodnju. Faktori koji utjecu na oplodnju su: optimalno vrijeme oplodnje, plodnost
bikova, iskustvo osobe koja provodi inseminaciju te doza sperme. U nekim slucajevima

potrebno je osjemeniti kravu vise puta dnevno (GORDON, 1996.).

Profesor Hoffman je u Stuttgartu konstruirao prvi komplet instrumenata za umjetno
osjemenjivanje 1905. godine (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Veéina umjetnih
osjemenjivanja kod goveda se izvodi pomocu Cassou pistoleta (inseminator po Cassou) od
nehrdajuceg Celika (Slika 2). Provedeno je mnogo istrazivanja kako bi se procijenio ucinak
dubokog osjemenjivanja 1 u vecini sluCajeva nije pronadena znacajna razlika izmedu
inseminacije duboko u cerviks i inseminacije u tijelo maternice. Ghent pistolet (Slika 3) je
razvijen kako bi se olakSalo polaganje sperme u blizini uterotubalnog spoja bez ostecenja
endometrija. Sastoji se od krutog dijela za prolazak cerviksa i savitljivog dijela koji prati zavoje
maternice. Izraden je od netoksi¢nih materijala za jednokratnu upotrebu da bi se sprijecilo
Sirenje bolesti ponovnom uporabom na vise krava te mu je cijena jako niska

(VERBERCKMOES i sur., 2005.).

Slika 1.  Bimanualna  (rektovaginalna)  metoda  umjetmog  osjemenjivanja  —  slika  preuzeta s
https://www.researchgate.net/figure/Rectovaginal-technique-for-artificial-insemination-of-cows-target-of-the-

inseminator fig7 356068675



https://www.researchgate.net/figure/Rectovaginal-technique-for-artificial-insemination-of-cows-target-of-the-inseminator_fig7_356068675
https://www.researchgate.net/figure/Rectovaginal-technique-for-artificial-insemination-of-cows-target-of-the-inseminator_fig7_356068675

s

Slika 2. Cassou pistolet — slika preuzeta shitp://www.livestocktool.com/product/cattle-farming-equipmentsl/veterinary-

instruments-for-cattle/artificial-insemination-gun-in-cattle-equipment. html

Slika 3. Ghent pistolet — slika preuzeta s https:/www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0093691X05001214

Slika 4. Vaginalni spekulum — slika preuzeta s hitp://www.livestocktool.com/product/cattle-farming-equipments I /veterinary-

instruments-for-cattle/vaginal-speculum-for-cattle-cow.html
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https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0093691X05001214
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http://www.livestocktool.com/product/cattle-farming-equipments1/veterinary-instruments-for-cattle/vaginal-speculum-for-cattle-cow.html

2.3. Sinkronizacija estrusa

Otkrivanje estrusa klju¢no je za sinkronizaciju estrusa i zahtjeva dobru praksu uzgoja
krava. Sinkronizacija estrusa je alternativna strategija za zaobilaZenje problema u otkrivanju
estrusa. Ovim procesom zenke se dovode u stanje predovulacijske folikularne aktivnosti
pomoc¢u hormona te se tako povecava vjerojatnost otkrivanja estrusa i stopa koncepcije
(HADGU 1 FESSEHA, 2020.). Sinkronizacija estrusa skracuje sezonu teljenja, povecava
uniformnost teladi 1 olaksava provodenje umjetnog osjemenjivanja (LAMB i sur., 2010.).
Pocetni programi sinkronizacije estrusa nisu uspjeli rijesiti primarno ograni¢enje, a to je
nedostatak normalnih ciklusa kod junica prije ili poslije puberteta te postpartalni anestrus kod
dovodi do manje sinkronizacije sazrijevanja folikula i1 regresije zutog tijela. Kao rezultat,
pocetak estrusa se dogadao tijekom viSe dana u kojem je njegova detekcija bila neophodna.
Nedostatak sinkronizacije estrusa i ovulacije sprjeCava umjetno osjemenjivanje sa fiksnim

vremenom i samim time postizanje prihvatljive stope koncepcije (LAMB i sur., 2010.).

2.4. Protokoli za sinkronizaciju estrusa

Jedan od prvih pokusaja sinkronizacije estrusa bila je aplikacija jedne injekcije PGF-a
za induciranje luteolize u junica nakon Cega je slijedilo otkrivanje estrusa i UO. lzazivanje
luteolize ovim putem moguce je samo aplikacijom dok je Zivotinja u diestrusu, kada je prisutno
zuto tijelo. Ako su u krave 1 junice u metestrusu ubrizgavanje hormona nece imati ucinka jer je

CL refraktoran tijekom ove faze (LAMB i MERCADANTE, 2016.).

Kada su sustavi s jednom injekcijom postali uspjesni, znanstvenici su se usredotocili na
viSestruke injekcije da bi jo§ viSe smanjili vrijeme potrebno za otkrivanje estrusa. Protokol
PGF2, se izvodi pomocu dvije injekcije kojima je doza 25 mg po injekciji, a razmak izmedu
njih 11 do 14 dana. Simultano su provedena istrazivanja gdje su koristeni subkutani implantati
koji sadrze norgestomet koji je spreCavao pojavu estrusa i ovulacije. Sustav trece generacije je
stvoren tek nakon §to je otkriveno da folikuli jajnika rastu u razli¢itim obrascima koji su poput
valova s jednim dominantnim folikulom. Kontrola folikularnih valova jednom injekcijom
GnRH u nasumi¢nim fazama ciklusa potiCe oslobadanje LH §to dovodi do ovulacije ili
luteinizacije dominantnog folikula. Posljedi¢no tome novi val nastupa 1.5 do 2 dana nakon

aplikacije. (LAMB 1 sur., 2010.).



2.4.1. OVSYNCH

Naj¢e§¢i vremenski ograniCen sustav umjetnog osjemenjivanja je sedmodnevni
Ovsynch protokol. Sastoji se od davanja GnRH (100 mg) kako bi se induciralo otpustanje
luteiniziraju¢eg hormona koji uzrokuje ovulaciju. Nakon 5 do 7 dana aplicira se PGF** (jedna
injekcija za sedmodnevni program ili dvije za petodnevni program gdje je razmak izmedu njih
24 sata) da bi doslo do lize zutog tijela. Zatim se aplicira druga doza GnRH (56 sati nakon prve
doze PGF?* za sedmodnevni, a 48 sati nakon druge za petodnevni program) (STEVENSON,
2016.).

Protokol nije uspjesno koriSten za sinkronizaciju mesnih pasmina krava koje su u
postporodajnom anestrusu. Stope graviditeta kod anestri¢nih krava (14,9%) su znatno nize nego
kod krava koje su u ciklusu (46,3%). Koristenje Ovsynch protokola u mesnim stadima
rezultiralo je puno nizim stopama graviditeta (15%) u usporedbi sa stopom koncepcije kod
krava kojima su davani progestin i estradiol (53%). Sto se ti¢e mlije¢nih pasmina krava, ovaj
protokol inducira ovulaciju kod visokog postotka anestri¢nih krava, ali neke posljedi¢no imaju

kratku lutealnu fazu (BO i BARUSELLI 2014.).

2.42. Dupli OVSYNCH
Drugi pristup povecanja koncentracije progesterona tijekom Ovsynch protokola
ukljucuje primjenu GnRH 6 ili 7 dana prije pocetka protokola i to se zove Double Ovsynch tj.
Dupli Ovsynch. Zabiljezen je porast u gravidnosti kod visoko proizvodnih mlije¢nih krava. No

navedeni tretmani mogu biti previse komplicirani da bi se primijenili kod tovnih goveda koji se

drze na pasnjacima (BO i BARUSELLL, 2014.).

2.4.3. Intravaginalne spuzvice
Metodom intravaginalnih spuzvica se rjeSavaju razni problemi koji proizlaze iz
ubrizgavanja hormona ili oralne primjene jer se kontinuirano primjenjuje progestagen. Ova
tehnika se prvo koristila u ovaca, a tijekom sedamdesetih se pocela primjenjivati u goveda.
Spuzve su impregnirane s 3 g prirodnog steroida ili 200 mg fluorogeston acetata. Najbolji
rezultati u pogledu sinkronizacije i stope koncepcije postignuti su u zapadnoj Irskoj koriStenjem

navedene metode.

Spuzvice su bile u€inkovite samo u kombinaciji s progestagenom i estradiolom koji se

apliciraju u isto vrijeme umetanja spuzve. Estrogen pojafava regresiju zutog tijela, a

9



progestagen skracuje zivotni vijek novonastalog CL na pocetku intravaginalne primjene

(GORDON, 1996.).

2.44. PRIDi CIDR

Intravaginalni umetci ili spirale koje otpustaju progesteron pojavile su se tijekom
sedamdesetih godina proslog stoljeca s razvojem PRID-a zatim 1 CIDR-a (Slika 5). Oblici mogu
biti razliciti, a njihov dizajn mora omogu¢iti jednostavno umetanje i uklanjanje s minimalnom
nelagodom za zivotinju, osigurati zadrzavanje na odredeno vrijeme bez izazivanja
neprihvatljivih razina iritacije te otpustati dovoljno progesterona za postizanje u¢inkovite razine
u plazmi (DE GRAAFF i GRIMARD, 2017.). Razvijeni su kao alternativa spuzvicama te
omogucavaju aplikaciju vecih koncentracija hormona, uklanjanje smrdljive sluzi koja se
otpusSta pri njihovom uklanjanju te ugradnju sintetskog progesterona sli¢nog po strukturi
prirodnom hormonu (KNIGHTS i SINGH-KNIGHTS, 2016.). Ovi uredaji uspjesno se koriste
za sinkronizaciju estrusa i lijeCenje poremecaja jajnika. Umetanjem dvije spirale otkrila se visa
koncentracija progesterona u plazmi u usporedbi primjene samo jedne spirale te posljedic¢no
tome izrazitija supresija oslobadanja LH (HANDLER 1 sur., 2007.). Koriste se zbog svoje
dokazane ucinkovitosti u lijeCenju anestricnih krava te smanjenju broja krava i junica koje
pokazuju preuranjeni estrus tijekom protokola za umjetno osjemenjivanje. Takoder spirale
poboljSavaju reproduktivne performanse krava koje su u ciklusu i koje nisu. GUMEN i
WILTBANK (2005.) dokazali su da hipotalamus kod krava u laktaciji mora biti izlozen
progesteronu najmanje 3 do 5 dana prije da bi mogao reagirati na estradiol, nakon ¢ega slijedi
normalno otpustanje LH 1 ovulacija. Fizioloski mehanizam blokiranja odgovora anovularnih
krava na visoki estrogen vjerojatno je povezan s nizom ekspresijom estrogenskih receptora u
hipotalamusu. Progesteron moze uspjeSno povecati broj ovih receptora u mozgu (VAN

WERVEN i sur., 2013.).

PRID i CIDR se sastoje od polimerne faze koja sadrzi homogeno disperzirane Cestice
¢vrstog lijeka nanesenog u tankom sloju preko polimernog tijela ili metalne zavojnice
(GRAAFF 1 GRIMARD, 2017.). PRID je metalna spirala koja je presvucena silikonskim
elastomerom koji je impregniran progesteronom. Takoder otpusta ulinkovite kolifine
progesterona tijekom razdoblja od 2-3 tjedna, a uobicajena doza je 1.55 g. Preporucuje se
umetanje PRID-a sa pricvrséenom zelatinskom kapsulom koja sadrzi estrogen te se ostavlja 12
dana (Slika 6). Poznato je da je doza estradiola od 10 mg primijenjena intravaginalno jednako
ucinkovita kao i doza od 5 mg aplicirana injekcijom. CIDR je najlonski uredaj u obliku slova
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Y, dug je oko 15 cm i prekriven je silikonskim elastomerom koji sadrzi progesteron. Uspjesno
se koristi za sinkronizaciju estrusa krava u programima embriotransfera. CIDR je lakSe ukloniti
nego druge intavaginalne naprave (Slika 7), a uobi¢ajeno vrijeme za UO je 48-52 sata nakon

uklanjanja uredaja (GORDON, 1996.).

.

CIDR PRID PRID Delta/E

Slika 5. CIDR, PRID i PRID Delta/E uredaji - slika preuzeta s hitps://quizlet.com/ie/539198733/8-synchronization-of-

oestrus-flash-cards/

Bladder Pelvis
Slika 6. Pozicija PRID — slika preuzeta s https:/www.priddelta.ca/vhp.php

Bladder Pelvis

Slika 7. Pozicija CIDR — slika preuzeta s https.//www.priddelta.ca/vhp.php
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2.4.5. ProgesteronieCG

Konjski korionski gonadotropin ima aktivnost sli¢nu FSH te sli¢nu aktivnost LH kod
goveda s produljenim poluzivotom u cirkulaciji. Time se povecava proizvodnja estrogena kako
bi se osigurao estrus i ovulacija. Gonadotropin se uvodi u protokole na samom kraju u svrhu
poticanja ovulacije kod anestri¢nih krava s dobrim rezultatima na stopu gravidnosti i
prezivljavanja zametaka. Poticanje ovulacije uspijeva povecanjem kapaciteta folikula za
proizvodnju estradiola kako bi se osiguralo zdravije sazrijevanje folikula i1 intrafolikularno
okruzenje 1 zbog toga dolazi do indukcije GnRH i LH vala. Kombinira se koriStenje PRID-a i
progesterona te se eCG aplicira pri vadenju uredaja. Doza gonadotropina varira te ovisi o
proizvodnom sustavu, dobi krave, ciklusu prije tretmana i pasmini. Primjena eCG-a se povezuje
s multiplom ovulacijom 1 blizancima $to nije pozeljno u krava. Doza od 400 1J nije uzrokovala
multiplu ovulaciju, a doza od 500 do 750 1J znaajno su povecale blizanacku trudnocu u

mlije¢nih pasmina krava (GRAAFF 1 GRIMARD, 2017.).

2.4.6. Implatanti s norgestometom

Norgestomet je jedan od sintetskih progestagena koji je 100 do 200 puta jaci od
progesterona. Posto ima samo minimalnu ucinkovitost kada se primjenjuje oralno, koristen je
u obliku implantanta u uhu te se koristi za suzbijanje i sinkronizaciju estrusa (GEARY i sur.,
1997.). Implantat se postavlja potkozno 1 ostavlja se 7 do 9 dana. Sadrzi 6 mg norgestometa i
ima progestacijski u¢inak na reproduktivni trakt 1 hipotalamus supresijom estrusnog ponasanja
i ovulacije. Nakon postavljanja implantata daje se injekcija 3 mg norgestometai 5 mg estrogena.
Krave kojima su aplicirani navedeni hormoni udu u estrus unutar 120 sati nakon uklanjanja
implantata. Usprkos uspjeha tretmana njegovi ucinci na kasniju plodnost su promjenjivi i ovise
o vremenu tretmana u odnosu na raniji porod, prisutnosti teleta, metabolicki 1 prehrambeni

status zivotinje (MOFFAT i sur., 1993)).
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2.5. Plodnost bikova

Plodnost bikova klju¢na je za u€inkovitu, profitabilnu i odrzivu govedarsku industriju.
Unato¢ Cinjenici da koriStenje sperme bikova niske plodnosti uzrokuje velike ekonomske
gubitke, konvencionalne metode koje su dostupne za to¢no predvidanje plodnosti bikova jos$
uvijek su ograniCene. lako rasplodni bikovi proizvode milijarde spermija s uglavnom
normalnom pokretljivos¢u i morfologijom, neki su slabije plodni zbog molekularnih i1 stani¢nih
defekata u spermi. Plodnost je jedini limitirajuci faktor u govedarskoj industriji i moze biti pod

utjecajem okolisa, uvjeta uzgoja te muskih i zenskih faktora (MEMILI i sur., 2020.).

Uzgojna vrijednost se odnosi na sposobnost bika da uspjesno oplodi kravu. Tako 20-
40% bikova imaju smanjenu plodnost, malo ih je koji su potpuno sterilni. Neplodni bikovi
odgadaju koncepciju, produzuju sezonu teljenja, smanjuju tezinu teladi pri odbicu te
povecavaju broj krava koje se izbacuju iz uzgoja. Uzgojni potencijal bikova je utvrden brojem
osjemenjenih steonih krava te pra¢enjem stope gravidnosti ili provodenjem procjene uzgojne
vrijednosti. Ocjena uzgojne vrijednosti bikova ukljuuje procjenu veliCine, miSicavosti,
kondicije te progeno i genomsko testiranje, kao i testiranje na spolno prenosive bolesti. Ne
postoji samo jedno mjerenje koje pouzdano predvida plodnost pa se koristi nekoliko kriterija.
Procjenjuje se vjerojatnost koncepcije u vise od 25 zdravih krava u ciklusu, steonih od 65 do
70 dana. Klasifikacija bikova se temelji na fizickoj evaluaciji 1 prihvatljivim pragovima za
razvoj testisa, pokretljivosti spermija 1 njihovoj morfologiji. Opseg skrotuma u visokoj je
korelaciji sa zajedniCkom tezinom testisa koja je povezana s dnevnom proizvodnjom sperme i
kvalitetom sjemena. Bikovi koji imaju velik opseg daju junice koje ranije idu u pubertet te imaju
vecu plodnost. Mjeri se tako Sto se testisi poguraju na dno skrotuma i savitljivom trakom se
primjeni umjerena napetost na najve¢em opsegu. Skrotum bi trebao imati jasan vrat, testisi bi
trebali pokretni, sli¢ni veli€inom, ¢vrsti 1 elastiéni s normalnim epididimisom i1 sjemenom

vrpcom (KASTELIC i THUNDATHIL, 2008.).

Posto vruéi 1 vlazni uvjeti mogu nepovoljno utjecati na plodnost bikova, trenutni porast
globalne temperature je zabrinjavajuci za buducu stoCarsku proizvodnju. Toplinski stres javlja
se kada se normalni fizioloski mehanizmi za regulaciju tjelesne temperature ne mogu nositi s
vanjskim uvjetima. Oste¢enje DNK spermija, kao i antioksidansa u sjemenoj plazmi, dogada
se pri blagim do umjerenim razinama toplinskog stresa, dok na morfologiju spermija utjece
ekstremniji toplinski stres. Medutim, u¢inci mogu varirati od jedne zivotinje do druge. U¢inci
toplinskog stresa mogu se minimizirati osiguravanjem ventilacije i hladenja kako bi se smanjile

temperature u staji i planiranjem uzgojnih aktivnosti za hladnije mjesece u godini. Gravidnost
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u krava treba tempirati kako bi se izbjegao sr€ani stres u kasnijim mjesecima gestacije, a telad
se treba hraniti kako bi se proizvela optimalna stopa rasta. Pasmine se trebaju odabrati na

temelju njihove prilagodljivosti klimi kako bi se optimizirala plodnost (MORRELL, 2020.).

2.5.1. Polucivanje ejakulata

Rani pokusaji polucivanja ejakulata od bikova bili su zamaraju¢i s velikim gubicima i
visokim rizikom od prijenosa bolesti. Nakon §to je bik zajahao kravu i1 ejakulirao u vaginu,
spuzvice ili vre¢ice su se uklanjale iz rodnice nakon §to su tamo ve¢ bile postavljene te se sjeme
uklanjalo iz njih sa Zlicom ili §pricom. Kao alternativa, sjeme je polu¢eno masazom per rectum
ampula sjemenovoda u bikova, ali kontaminacija uzorka urinom i niske koncentracije sperme
su bili ucestali problemi. Umjetna vagina bila je veliki napredak u polucivanju Cistog ejakulata.
Amantea ju je razvila 1914. za pse, a 1930. je modificirana u Rusiji za upotrebu kod bikova.
Bikovi zajasu fantom 1 ejakuliraju u umjetnu vaginu §to omogucuje prikupljanje ¢istih uzoraka
koji nisu oneciSc¢eni vaginalnim sekretom. Elektroejakulatori su izumljeni tijekom tridesetih
godina proslog stoljeca te se tehnika koristi kod bikova koji nisu prikladni za koristenje umjetne
vagine. Dulje vrijeme provedeno sa Zenkama i1 lazno zaskakivanje pokazalo je povecanje
koncentracije 1 pokretljivosti spermija. Uzorci se prikupljaju 2-3 puta dnevno u intervalima od

3 do 4 dana (MOORE i HASLER, 2017.).

2.5.2. Ocjena ejakulata i spermija

Sperma se ocjenjuje zbog odredivanja svojstava ejakulata, kontrole prezivljavanja
spermija nakon pohrane, konzerviranja i prije osjemenjivanja te zbog ocjene plodnosti. Postoji
sanitarna 1 makroskopska ocjena ejakulata, a ocjena sperme moze biti izvrsna, vrlo dobra 1
dobra. Makroskopska ocjena obuhvaca ocjenu volumena, boje, konzistencije i mirisa ejakulata.
Prosjecni volumen ejakulata bika je 5 do 7 ml, fizioloska konzistencija odgovara konzistenciji
vrhnja, boja je bijela do zuckasta ako je ejakulat gus¢i. Ima miris peCenog kestena, ali ako je
polucen pomoc¢u umjetne vagine osjeti se specifican miris gume. Nakon makroskopske ocjene
odreduje se Ph koji bi fiziolo§ki trebao biti od 6,2 do 6,8. Mikroskopskom ocjenom ocjenjujemo
pokretljivost ili motilitet spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). U mnogim centrima
za umjetno osjemenjivanje pokretljivost spermija se procjenjuje vizualno nakon §to se kapljica
sjemena stavi na stakalce koje je zagrijano na temperaturu tijela, ali je ova metoda vrlo

subjektivna (GORDON, 1996.). Ocjena koncentracije spermija u ejakulatu se broji u komorici
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po Thoma-i, a spermiji se broje u 4 velika kvadrata dijagonalno odozgo prema dolje te u petom
koji je u suprotnom lijevom ili desnom kutu (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Ove procjene
daju vazne informacije o prikladnosti ejakulata za obradu, reproduktivnoj sposobnosti oceva,
broju doza koje se mogu proizvesti 1 koje su potrebne za toCno razrjedivanje i pakiranje
sjemena. Kriterije za procjenu morfologije spermija razvio je Williams 1920. godine, takoder
je otkrio povezanost izmedu abnormalne sperme i plodnosti. Zbog toga se morfologija spermija
rutinski procjenjuje u komercijalnim laboratorijima za obradu sjemena, a ejakulati obi¢no
moraju imati jednako ili vise od 65% morfoloski normalne sperme koja se obraduje (MOORE
1 HASLER, 2017.). Abnormalnosti se dijele prema mjestu nastanka. Glava moze biti premala,
prevelika, kruskasta, uska, kijacasta, deformirana i moze nedostajati u potpunosti. Kapa moze
biti granulirana, kosa, otpala, deformirana, a vrat prelomljen ili zakrzljao. Spojni dio moze biti
tanak, kratak, debeo, spiralno zavijen, deformiran, prelomljen ili presavijen. Rep se moze
prikazati kao prebaCen u petlju, zavrnut, smotan oko glave ili rudimentiran. Preparati za
morfolosku ocjenu spermija su najceSce najobicniji tzv. tus preparati ili nigrozinski preparati, a
za ocjenu finijih promjena u gradi koriste se posebne metode fiksiranja i bojanja kao §to su
metoda bojanja po Blumenscheinu i po Karrasu (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
Razvojem protocne citometrije, tijekom Sezdesetih godina, razvrstavanje stanica postalo je
izvedivo. Sposobnost sortiranja, brojanja i procjene stanice spermija, centrima za obradu
sjemena pruzila je glavni poticaj za automatizaciju aspekata kvalitete kontrolnih postupaka. To
je bilo klju¢no za seksiranje sperme. Kombinira se bojanje 1 proto¢na citometrija kako bi se
procijenili razli¢iti aspekti kvalitete sperme, a danas se koristi za procjenu integriteta
membrane, statusa akrosoma, energije i1 integriteta DNK sperme (MOORE 1 HASLER, 2017.).
Pokretljivost spermija tradicionalno se procjenjuje svjetlosnim mikroskopom, no procjena je
subjektivna. Ova metoda otkriva velike abnormalnosti, ali ne 1 suptilne varijacije u motilitetu
koje mogu utjecati na plodnost. RaCunalom potpomognuta analiza sperme (CASA) mnogo je
objektivnija metoda. Mjeri specificne karakteristike kretanja povezane s funkcionalno§¢u
sperme, frekvenciju, prosjecni put spermija, brzinu i linearnost (KASTELIC i THUNDATHIL,
2008.).
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2.6. Razrjedivadi i zamrzavanje sperme

Osnovne komponente razrjedivaca za zamrzavanje sjemena u biti su iste kao i one koje
se koriste za skladiStenje sperme na temperaturi okoline. Moraju sadrzavati ionske ili neionske
tvari za odrzavanje osmolarnosti 1 puferiranja medija, izvor lipoproteina ili materijal visoke
molekularne tezine za sprecavanje hladnog Soka, krioprotektant, glukozu ili fruktozu kao izvor
energije te druge dodatke kao Sto su antibiotici (VISHWANATH 1 SHANNON, 2000.).
Istrazivaima je rano postalo jasno da jedan ejakulat sadrzi dovoljno sperme za tisuce
inseminacija, a samo 10 do 20 doza za osjemenjivanje moglo se dobiti od nerazrijedenog
(MOORE i HASLER, 2017.). Od prijelaza stoljeca, bilo je mnogo izvjestaja o razrjedivaima
sjemena za stoku, a vec¢ina radova potjeCe iz Rusije. Svaki razrjedivac, bila to jednostavna
otopina soli ili sloZeniji puferirani medij, imao je svoje prednosti. Prihva¢eno nacelo tehnologije
razrjedivanja bilo je da je prezivljavanje spermija tijekom duljeg razdoblja obrnuto
proporcionalno njihovoj metaboli¢koj aktivnosti. Kako bi sjeme bilo korisno za UO moralo je
imati minimalni rok trajanja izmedu 2 do 4 dana da bi se omogucio lak transport 1 koristenje na
udaljenim lokacijama. To je bio vodeéi princip koji je doveo do pocetne temperature
skladi$tenja od 5°C. Ucinak skladiStenja na ovoj temperaturi je smanjenje brzine metabolizma,
Sto pridonosi produZenju opstanka. Na prve razrjedivace znacajno je utjecalo otkri¢e zumanjka
kao korisnog aditiva, a primarna puferska komponenta u njima bio je fosfat. Kasnije je utvrdeno
da citrat ima odgovarajucu sposobnost puferiranja s produzenim prezivljavanjem spermija te je
tada postao prvi izbor soli jer su njegova svojstva poboljsala topljivost proteinskih frakcija u
sumanjku jajeta. Zumanjak je &e$éi dodatak, no za oduvanje plodnosti spermija koriteni su jo§
1 homogenizirano punomasno mlijeko, svjeze ili obrano mlijeko te kokosovo mlijeko. Vazan
aspekt skladiStenja u razrjedivaCima na bazi mlijeka bila je inaktivacija laktenina (toksi¢nog
¢imbenika) zagrijavanjem, a dodavanje glicerola mlijeku imalo je prednost u odrzavanju
plodnosti. Dodavanjem zumanjka mlijeku inaktivira se laktenin, ovaj proces prevladava
problem zagrijavanja prije dodavanja sjemenu (VISHWANATH i SHANNON, 2000.).
Tijekom 1940-ih povecala se svijest o mikroorganizmima u ejakulatu obogac¢enog zumanjkom
1 njihovog utjecaja na plodnost. Negativan u¢inak nekih mikroorganizama na plodnost jasno je
utvrden kada je dodavanje antibiotika, kao §to su penicilin 1 streptomicin, u razrijeden ejakulat
smanjilo rast bakterija te pospjeSilo plodnost. Dodavanje antibiotika od tada je standardna
praksa. U kombinaciji s poboljSanim sanitarnim postupcima antibiotici su znac¢ajno doprinijeli

iskorjenjivanju spolnih bolesti (MOORE 1 HASLER, 2017.).
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U nedostatku krioprotektora, dva mehanizma putem kojih proces zamrzavanja i
odmrzavanja osteCuje spermu su stvaranje unutarnjih kristala leda koji utjeCu na strukturu
sperme i povecanje osmotskog tlaka (MOORE 1 HASLER, 2017.). Navedeni proces smanjuje
integritet plazmatske membrane 1 akrosoma, pokretljivost, metabolicku i mitohondrijsku
aktivnost te povecava proizvodnju reaktivnih vrsta kisika (YANEZ-ORTIZ 1 sur., 2022)).
Krioprotektivna svojstva glicerola objavljena su 1949. godine. Sperma peradi smrznuta na
—79°C (temperatura krutog uglji¢nog dioksida) imala je normalnu pokretljivost nakon
odmrzavanja, a isti uspjeh kasnije je pokazan i s govedom spermom. Pogodnost glicerola se u
velikoj mjeri pripisuje njegovoj sposobnosti puferiranja elektrolita u spermi (MOORE i

HASLER, 2017.).

Krioprezervacija sjemena sastoji se od razliitih koraka medu kojima su hladenje i
zamrzavanje Cije stope znacajno utjeCu na kvalitetu odmrznute sperme. Razliditi sustavi s
promjenjivim stupnjevima smrzavanja koriste se na terenu za spermu bikova, a njihove stope
uspjeha variraju. Na terenu se opcenito koriste jednostavni materijali za generiranje krivulje
hladenja kao §to su toplinske kutije s ledom ili hladnjaci 1 kutije od stiropora sa teku¢im
dusikom. Unato¢ njihovoj niskoj cijeni, problem ovih metoda je nedostatak standardizacije
hladenja zbog §irokih varijacija u veli€ini i debljini opreme, vremenu koristenja, marke, modela,
uvjeta koriStenja hladnjaka ili kutije od stiropora te to rezultira varijacijama rezultata (DIAS i
sur.,, 2018.). Sporo hladenje tijekom razdoblja od nekoliko sati poboljSava pokretljivost 1
plodnost spermija nakon otapanja jer dopusta spermi prilagodbu niskim temperaturama prije
krioprezervacije (MOORE 1 HASLER, 2017.). Zamrzavanje sjemena bika u pajetama
kapaciteta od 0,25 ml u uobiCajenoj je uporabi od ranih sedamdesetih godina. Iako se ¢ini da
nema razlike u uspje$nosti oplodnje ako se pakira u pajete od 0,50 ml, ve¢i broj doza se moze
dobiti koriste¢i mini pajete (GORDON, 1996.). U izvornom radu Polgea i Rowsona 1952. sjeme
s glicerolom je zamrznuto s krutim ugljikovim dioksidom 1 alkoholom, ali je bilo glomazno 1
spermiji su osteceni kristalima. Cuvanje sjemena u tekuéem dusiku bilo je tesko dok staklene
vakuumske posude nisu zamijenili izolirani spremnici tekuceg dusika (Slika 8). Kasnije je
proces zamrzavanja modificiran tako da je sjeme zamrznuto parama tekuceg dusika na —196°C.
Dusik je postao preferirano rashladno sredstvo jer je odrzivost spermija nakon odmrzavanja
bila veca. Time je olakSano skladistenje na duze vrijeme te je smanjeno odrzavanje u usporedbi

s krutim ugljikovim dioksidom (MOORE i HASLER, 2017.).

Op¢a teorija ukazuje da je brzo odmrzavanje sjemena korisno za sprjeCavanje Stete

tijekom ponovnog zagrijavanja. Mazur 1984. primjecuje da brzo otapanje sprjeCava mogucnost
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ponovne kristalizacije molekula vode Sto bi moglo biti Stetno za staniéne membrane.

Potencijalni problem kod sporog odmrzavanja je osmotska promjena zbog ulaska vode tijekom

odmrzavanja $to se smatra Stetnijim od izlaska vode tijekom smrzavanja (VISHWANATH i

SHANNON, 2000.). Sjeme u pajetama bi se trebalo odmrzavati na temperaturi od 35°C i mora

se drzati na toj temperaturi sve do inseminacije (GORDON, 1996.).

Zamrznuto sjeme donijelo je mnoge prednosti ukljuujuéi neograni¢eno skladistenje

sperme, jednostavnost transporta, veci izbor bikova 1 medunarodnu trgovinu sjemenom elitnih

bikova. Medutim proces zamrzavanja i odmrzavanja rezultira o§teCenjem oko 50% sperme

te

je posljedi¢no plodnost ovog sjemena losija od tekuceg i svijezeg sjemena (MOORE i

HASLER, 2017.).
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Slika 8. Spremnik sa tekuéim dusikom — slika preuzeta s https://www.cncderyogenictank.com/cryogenic-liquid-tank/liquid-
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18


https://www.cncdcryogenictank.com/cryogenic-liquid-tank/liquid-nitrogen-tank/20l-small-capacity-freezing-bull-semen-tank.html
https://www.cncdcryogenictank.com/cryogenic-liquid-tank/liquid-nitrogen-tank/20l-small-capacity-freezing-bull-semen-tank.html

2.7. Seksiranje sperme

Selekcija potomaka promjenom omjera spolova stoljeima je prioritet. Glavni cilj
proizvodata u stotarskoj industriji generacijama je predodredivanje spolova. Zenke su
neophodne za mlijeCne proizvode 1 proizvodnju teladi, dok su muZzjaci potrebni za mesnu
industriju zbog bolje ucinkovitosti pretvorbe hrane, omjera mesa 1 masti. Takoder, muzjaci
visoke genetske vrijednosti su potrebni u programima umjetnog osjemenjivanja. Razvoj
najsuvremenijih reproduktivnih tehnika omogucio je odredivanje spola $to ukljucuje odvajanje
spermija s X kromosomom od onih sa Y kromosomom te koristenje navedene sperme za UQ,
in vitro oplodnju 1 embriotransfer. Nekoliko je znanstvenika poku$alo razdvojiti spermije po
spolu koristenjem razli¢itih tehnika koje su se temeljile na razliitoj masi, pokretljivosti,
obrascima plivanja, volumske razlike, centrifugalne distribucije protustruje i imunoloski
relevantnih svojstava. Medutim, niti jedna od ovih metoda nije uspjela dati statisticki znacajne
rezultate (ESPINOSA-CERVANTES i CORDOVA-IZQUIERDQO, 2012.). Prvi veliki napredak
u seksiranju sperme do$ao je otkricem da spermij koji nosi X kromosom ima 3-4% vise DNK
od onoga koji nosi Y. Iako je ova razlika vrlo mala, ipak je dovoljna da se razvije metoda koja
bi omogucila odvajanje sperme na temelju spola (MORRIS 1 sur., 2001.). Jedina dokazana
metoda za seksiranje sperme je odabir 1 odvajanje spermija Cija je DNK obojena
fluorokromovima kao §to su akridin naranCasta, etijev bromid ili mitramicin. Kasnije su
bisbenzimidazol boje uvedene kao kvantitativne fluorescentne boje za DNK. Tocna
identifikacija nositelja X 1 Y kromosoma prvi put je postignuta pomocu proto¢ne citometrije od
strane Garnera 1 suradnika 1983. godine, a kasnije ju je potvrdio Johnson 1989. s prvim
zivorodenim potomkom koji je nastao putem predvidanja spola. Ova metoda funkcionira jer je
X kromosom veci od Y kromosoma pa posljedi¢no prima vise boje. Obojeni spermiji se zatim
stavljaju u protocni citometar te jedan po jedan ulaze u proto¢nu komoru, a zatim se svaki
pojedinacno procjenjuje. Obojeni spermiji podvrgavaju se laserskoj zraci. Spermiji koji nose X
kromosome emitiraju intenzivniju svjetlost zbog visoke apsorpcije fluorescentne boje.
Racunalo prepoznaje intenzitet svjetla te moze odvojiti spermu kao XY ili neodredenu. Zatim
sperma pada kroz ovratnik aparata za punjenje kapljica gdje im se dodjeljuje pozitivan i
negativan naboj. Spermiji sekvencionalno prolaze kroz elektromagnetsko polje gdje su
privuceni ili na pozitivnu ili negativnu stranu na temelju dodijeljenog naboja (Slika 9)

(ESPINOSA-CERVANTES i CORDOVA-IZQUIERDO, 2012)).

Unato¢ ekonomskim prednostima koristenja ovakve sperme, rutinska upotreba je bila

ograni¢ena. Jedan od razloga je Sto je stopa koncepcije obi¢no 25% niza u usporedbi s
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konvencionalnom spermom. Kod in vifro oplodnje i proizvodnje zametaka, koriStenje spermija
s odredenim spolom rezultira s razli¢itim stopama ugrojenih blastocista te posljedi¢no kasnijim
stopama steonosti u rasponu od 26 do 40%. Takoder kod superovuliranih krava rezultira znatno
manjim brojem zametaka koji se mogu iskoristiti, ali telad koja je rodena ne pokazuje nikakve
abnormalnosti te ih je 89% rodeno s onim spolom koji je i predodreden. Postoje naznake o vecoj
ucestalosti mrtvorodenosti kod teladi pogresnog spola, a ova telad proizvodi manje mlijeka,
masti 1 proteina u svojoj prvoj laktaciji. Odredivanje spola povezano je i1 s brojnim
molekularnim promjenama kao Sto su povecane razine reaktivnih vrsta kisika, povecana
propusnost membrane 1 smanjenje unutarstani¢ne razine ATP-a §to uzrokuje smanjenu
pokretljivost, odrzivost i dugovjecnost sperme. UoCeno je da reaktivne vrste kisika induciraju
fragmentaciju DNK $§to dovodi do poremecene fuzije membrana i niske stope oplodnje. Analiza
kromatinske strukture spermija otkrila je da goveda seksirana sperma ima viSe oSte¢enja DNK
od uobiCajene sa smanjenom homogenos¢u kromatina 1 visim indeksom fragmentacije
(STEELE 1 sur., 2020.). Alternativni pristup razvoju isplative i prakticne metode nudi
proteomika. Proteini specifi¢ni za spolne kromosome su identificirani na povrSini spermija te
to omogucuje razvoj manje invazivnog imunoloskog pristupa za odredivanje spola koji bi manje
oftetio spermu. U ovoj metodi antitijelo uzrokuje aglutinaciju tj. sljepljivanje spermija jednog
spola te se slobodna sperma suprotnog spola moze lako odvojiti 1 obraditi za upotrebu u

umjetnoj oplodnji (MORRIS i sur., 2001.).
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Slika 9. Seksivanje sperme- slika preuzeta s hitps://ansci.wisc.edw/jjpl/equine/technology/spsex.html
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2.8. Multipla ovulacija 1 embriotransfer (MOET)

MOET je dobro uhodana tehnologija 1 koristi se za dobivanje preko 80% zametaka
proizvedenih u komercijalne svrhe (GALLI i sur., 2003.). Embriotransfer je postupak kojim se
kravama davateljicama u ranoj gravidnosti ispiru zametci iz maternice koji se zatim premjeStaju
u maternicu sinkronizirane primateljice kako bi se nastavio razvoj. Takvi zametci imaju
prednost nad odraslim zivotinjama jer primaju pasivni imunitet preko kolostruma, a imaju
fiziolosku i prirodnu adaptaciju novoj sredini (LOJKIC i sur., 2018.). To je najéesce koristena
biotehnologija nakon umjetne oplodnje i sinkronizacije estrusa. Embriotransfer je vrlo koristan
uzgajivacima Cistokrvnih zivotinja jer genetski visokokvatitetnim plotkinjama omogucuje da
imaju viSe potomaka nego Sto bi to bile u moguénosti posti¢i prirodnom reprodukcijom.
Tijekom ovog procesa postupci koji trebaju biti ukljuceni su priprema davateljica, ispiranje
zametaka, rukovanje, procjena 1 skladiStenje zametaka, odabir 1 priprema primateljica te

prijenos (transfer) zametaka u maternicu primateljice (HADGU 1 FESSEHA, 2020.).

Slijed dogadaja koji dovede do transfera zametaka obi¢no pocinje superovulacijom
(MOORE 1 HASLER, 2017)). Cilj tretmana za induciranje superovulacije u programima
embriotransfera je dobivanje maksimalnog broja zametaka koji se mogu prenijeti u maternicu
primateljica, §to rezultira uspje$nijom stopom graviditeta (BO i MAPLETOFT, 2014.). U ranim
pokusSajima superovulacije goveda tijekom 1970-ih koristen je eCG sve dok nije postao
dostupan FSH. Konjski korionski gonadotropin imao je brojne nedostatke kao Sto su dugo
vrijeme poluraspada, visoka tvorba antigena i potrebno reproduktivno mirovanje nakon
njegovog koristenja. Kada se FSH pojavio na trzistu bio je svinjskog porijekla. Hipofizni
ekstrakt FSH kontaminiran je LH hormonom u razli¢itom omjeru, a utvrdeno je da povecane
razine LH u FSH proizvodima zapravo smanjuju superovulacijski odgovor i odrzivost zametka.
Medutim, smatra se da su endogene razine luteiniziraj¢eg hormona primjerene za uspjeh. Drugo
stajaliSte pokazalo je da FSH s razli¢itim razinama LH na kraju protokola povecava stope
ovulacije. Krave davateljice se uvode u superovulacijski raspored najranije 45 dana nakon
teljenja. Pocetak superovulacijskog protokola ovisi o induciranju ciklusa i ovulacije u
davateljice s formiranjem zutog tijela 9 do 13 dana nakon ovulacije. Posto svinjski FSH ima
vrlo kratko vrijeme poluraspada (oko 5 sati) potrebna mu je primjena dva puta dnevno tijekom
protokola. Tijekom vremena razvijene su mnoge druge metode. NajCes¢e se koristio protokol
opadajuée doze s primjenom PGF?* istodobno s FSH na kraju, ali ova vrsta protokola u
potpunosti ovisi o normalnom ciklusu krave ili junice u vrijeme ovulacije (PHILIPS i JAHNKE,

2016.). Superovulacijski odgovor je smanjen kada se FSH poc¢ne aplicirati u prisutnosti
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dominantnog folikula (GORDON, 1996.). Nedavno su razvijeni protokoli koji su povecavaju
stopu uspjesnosti prikupljanja i kvalitete zametaka upotrebom egzogenih progestagena kao §to
je CIDR 1 uklanjanje dominantnog folikula. Ovo je omoguéilo fleksibilnost zapocinjanja
procesa superovulacije bilo kada tijekom ciklusa krave. Uklanjanje dominantnog folikula
omogucuje razvoj antralnih folikula te superovulacijski odgovor nakon primjene FSH rezultira
ve¢im brojem predovulacijskih folikula (PHILIPS 1 JAHNKE, 2016.). Krava davateljica se
moze osjemeniti prirodnim ili umjetnim putem, a zametci se ispiru iz maternice davateljice
nekirurskim putem 6 do 8 dana nakon osjemenjivanja (HADGU 1 FESSEHA, 2020.).

Prikupljanje zametaka se prvo izvodilo kirurS§kim putem, ali je zahvat bio invazivan,
skup, vremenski zahtjevan 1 rad je bio naporan za ljude. Za to su bili potrebni kirurski objekti 1
nije se moglo izvoditi na farmi te veliko vime mlije¢nih krava je otezavalo vadenje zametaka.
Osim toga Cest je razvoj ozbiljnih priraslica jajnika 1 fimbrija kod zivotinja u oporavku nakon
kirurSkog zahvata (MOORE i HASLER, 2017.). Tijekom sedamdesetih godina prelazi se na
nekirurski nacin prikupljanja zametaka ispiranjem maternice krava davateljica. Danas se koriste
posebno proizvedeni silikonski kateteri koji imaju promjer i1 duzinu koja odgovara svim
pasminama goveda. Oni se mogu viSekratno koristiti 1 sterilizirati u autoklavu za razliku od
izvorno koristenog Foleyevog katetera. Postoje dva nalina prikupljanja. Prvi je gravitacijski
sustav pri kojem se s 1 do 2 litre specijaliziranog medija, kao §to je Dulbeccova fizioloska
otopina s fosfatnim puferom, njezno ispire svaki rog maternice s 50 ili 200 ml odjednom te
ispirak maternice prolazi kroz sistem s filterom u kojem se sakupljaju zametci. Drugi nacin je
sa Strcaljkom gdje se medij ubrizgava u svaki rog i vraca preko §trcaljke u filter. Za uspjesno
prikupljanje 1 kasnije uspostavljanje graviditeta kljucno je osigurati netoksi¢nost 1 sterilnost
svih povrsina 1 proizvoda koji mogu do¢i u dodir sa zametcima ili medijem (PHILLIPS 1
JAHNKE, 2016.).

Nakon prikupljanja zametci se moraju identificirati, ocijeniti i ¢uvati u prikladnom
mediju prije transfera. U ovom trenutku mogu biti podvrgnuti mikromanipulaciji kao sto su
dijeljenje 1 odredivanje spola (HADGU 1 FESSEHA, 2020.). Prema Medunarodnom drustvu za
prijenos zametaka treba ih morfoloski procijeniti pod mikroskopom s povecanjem od 50 puta
kako bi se identificirale bilo kakve abnormalnosti kao §to je napuknuta zona pellucida
(PHILLIPS 1 JAHNKE, 2016.). Kvaliteta zametaka je jedan od klju¢nih ¢imbenika koji utjeCe
na uspjeh postupka pa je potrebno razviti objektivne metode koje je mogucée primijeniti u
terenskim uvjetima (LOJKIC i sur., 2018.). ET se ne mora izvrsiti odmah. Zametci se mogu

zamrznuti konvencionalno sporim zamrzavanjem etilen glikolom ili vitrifikacijom koristeci
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visoke koncentracije krioprotektora te zatim potapanjem u teku¢i dusik (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2012.).

Jedan od najvaznijih, ali nedovoljno cijenjenih aspekata za uspjeSan MOET program su
krave primateljice. Potencijalne primateljice su krave koje su reproduktivno zdrave, lako se
tele, dobro se muzu te imaju dobru majcinsku sposobnost. Moraju biti na pravilnoj razini
prehrane 1 uklju€ene u program zdravog stada. Kako bi se maksimalno povecalo prezivljavanje
zametka u primateljici nakon prijenosa, uvjeti u reproduktivnom traktu trebali bi biti vrlo sli¢ni
onima u donoru, §to zahtjeva sinkronizaciju estrusa izmedu donora i primateljice (optimalno u

razmaku od jednog dana) (HADGU i FESSEHA, 2020.).

2.9. Ovum pick-up

Pieterse je razvio metodu aspiracije jajnih stanica (OPU) za dobivanje jajnih stanica iz
zivih davateljica (MOORE 1 HASLER, 2017.). Koristio je humanu endovaginalnu sondu koja
je prilagodena za primjenu kod goveda. Stopa uspjesnosti aspiracije bila je 55%, postupak se
mogao ponavljati i nije bilo nikakvih nuspojava. lako su postupci u to doba jos uvijek zahtijevali
velika pobolj$anja, osnove su iste koje se koriste i danas. Stope uspjesnosti su podignute za vise
od 70% zahvaljujuéi upotrebi bolje ultrazvuéne opreme s konveksinim sondama od 6 ili 7 MHz
koje pruzaju bolju rezoluciju manjih folikula (Slika 10). Primjenja gonadotropina povecava
veli¢inu folikula te se iz tog razloga koristi u njihovoj pripremi za aspiraciju (GALLI i sur.,
2014.). Najznacajnije tehnolosko pobolj$anje bila je zamjena izvorne igle od nehrdajuceg Celika
duge 50 cm s kratkim, jednokratnim, standardnim iglama koje su sterilne i lako zamjenjive ¢ime
se smanjuje rizik kontaminacije tj. prijenos patogena s jedne na drugu kravu. Dodatna prednost
im je §to su jeftine, ne trebaju CiSenje, ne tupe se lako, jednostavno je rukovati s njima te se
smanjuje vrijeme tijekom kojeg su kumulusni kompleksi oocita izlozeni nepovoljnom utjecaju
okolisa (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006.). Igla je spojena na cjev¢icu 1 epruvetu
koje su spojene na vakuumsku pumpu. Vakuum je postavljen na brzinu protoka izmedu 15125
ml po minuti kako bi se osigurao maksimalni broj prikupljenih oocita uz najmanje ostecenja.
Danas se za OPU koriste jednostavni mediji za ispiranje 1 prijenos zametka nadopunjeni

heparinom kako bi se izbjeglo zgruSavanje folikularne tekucine ili krvi (GALLI 1 sur., 2014.).

Najznacajnije poboljsanje u pogledu prinosa i bolje kvalitete jajnih stanica, a time 1
kasnije proizvodnje zametaka je hormonska predstimulacija prije aspiracije primjenom
gonadotropina (GETZ, 2004., VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006.). U odraslih goveda

stimulacija s FSH ¢e pospjesiti razvoj folikula promjera oko 2 mm ili viSe i potaknuti njihov
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rast, no ne povecava ukupan broj folikula dostupnih za OPU. Medutim, primjena FSH u teladi
staroj 5 mjeseci pospjesuje rast folikula promjera manjeg od 2 mm i znac€ajno povecava ukupan
broj folikula dostupan za OPU (FRY, 2020.). Nedostatak koristenja gonadotropina je ponovno
uvodenje hormona, a izostanak potrebe za hormonima kod izvodenja OPU-a se smatra
prednosc¢u u usporedbi s MOET-om (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006.). Da bi se
dobili folikuli od 4 do 10 mm cesto se koristi jedna doza FSH 2 dana prije zahvata ili dvodnevna
FSH stimulacija s ili bez progesterona, no zbog ucestalosti zahvata intravaginalni
progesteronski umetci se ne koriste Cesto. Stimulacija jajnika s FSH 1 aspiracija jajnih stanica
svaki drugi tjedan je najCesce koristeni protokoli za dobivanje maksimalnog broja zametaka u

Sto kra¢em roku (FRY, 2020.).

OPU bez hormonske predstimulacije se rutinski radi dva puta tjedno i moze se provoditi
dulje vrijeme bez ikakvih Stetnih posljedica na kravu davateljicu. Izvodenje 2 puta tjedno
rezultirati ¢e ve¢im brojem proizvedenih zametaka po kravi nego kada se izvodi jednom tjedno.
Najbolji rezultati postizu se kada je interval izmedu aspiracija3 14 ili 21 5 dana. S obzirom da
se dominantni folikul pojavljuje otprilike 3 dana nakon OPU-a, interval od 2 1 3 dana sprijeciti
¢e negativni ucinak dominantnog folikula na razvojnu sposobnost oocita iz manjih folikula
(VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006.). Tijekom posljednjih nekoliko desetljeca,
laparoskopska aspiracija jajne stanice je zlatni standard kod zivih zivotinja koje su premale za

transvaginalnu aspiraciju jajne stanice pomocu ultrazvuka (BALDASSARRE, 2021.).

TRANSVAGINAL OOCYTE RECOVERY

Slika 10. Transvaginalna aspivacija jajnih stanica - slika preuzeta s https://transova.com/2017/07/in-vitro-fertilization-

embrvo-transfer-a-comparison
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2.10. Invitro oplodnja i proizvodnja zametaka

In vitro proizvodnja zametaka objedinjuje postupak in vifro dozrijevanja jajnih stanica,
in vitro oplodnje 1 prve dane in vitro kulture zametaka. Kod domacih zivotinja nezrele jajne
stanice naj¢eS¢e uzimamo iz jajnika bilo nakon normalne kastracije pri kojoj su uklonjeni
jajnici, u OPU postupku kod zivih zivotinja ili nakon smrti Zivotinje (zbog klanja, eutanazije ili
fatalne traume). Prema Medunarodnom drustvu za tehnologiju zametaka (IETS) 2017. godine
u cijelom svijetu proizvedeno je milijun in vifro zametaka za transfer. Nazalost sve zemlje

svijeta ne pridonose ovom izvjes¢u pa su ti brojevi podcijenjeni (SJUNNESSON, 2020.).

Morfoloski dogadaji povezani s in vitro dozrijevanjem oocita vrlo su sli¢ni onima in
vivo osim §to je proces in vitro brzi. In vitro sazrijevanje uglavnom rezultira jajnim stanicama
s manjim potencijalom za razvojni kapacitet u usporedbi s onima koje sazrijevaju in vivo
(GREVE 1 MADISON, 1991.). U ovim uvjetima jajna stanica dovrSava nuklearno sazrijevanje
unutar razdoblja od 20 do 24 sata te ¢e biti spremna za oplodnju. Uz nuklearno sazrijevanje,
jajne stanice dovrSavaju i citoplazmatsko sazrijevanje, ali su u uvjetima in vifro primijecene
promjene u preciznoj migraciji kortikalnih granula koje su vazne za sprjeavanje oplodnje s
vise spermija (FERRE i sur., 2020.). KATSKA i SMORAG (1985.) sugerirali su da temperatura
inkubacije od 35 do 37°C osigurava vecu odrzivost govedih oocita, no trenutno gotovo svi
odrzavaju temperaturu od 39°C. Ph medija treba biti od 7,2 do 7,4 1 osmolarnost od 285-300
Osm/l. Uzgajaju se u atmosferi koja sadrzava 5% COz. Tijekom procesa sazrijevanja od najvece
vaznosti je da hormonsko okruzenje (osobito steroidi) bude dobro uravnotezeno. Kako bi se
postigao navedeni cilj, u medij su dodani razli¢iti hormoni kao §to su FSH, LH, estradiol te ¢ak
i progesteron. Dodavanje seruma je jedan od uvjeta za postizanje ekspanzije kumulusa,
potpunog sazrijevanja oocita i normalnog embrionalnog razvoja (GREVE i MADISON, 1991.).
NajceSce se dodaje fetalni govedi serum, nadomjesci za serum ili govedi serumski albumin

(FERRE i sur., 2020.).

Nakon dozrijevanja dolazi red na oplodnju in vifro. Spermiji se obi¢no ispiru i odabiru
pomoc¢u metode isplivavanja tj. aktivnom migracijom spermija u mediju kako bi se uklonili
sjemena plazma, medij za smrzavanje, ostatci 1 mrtvi spermiji te kako bi se odabrali pokretljivi
spermiji za oplodnju in vitro. Takoder moraju biti tretirani faktorima kapacitacije kako bi stekli
sposobnost prodiranja u zonu pellucidu. Minimalni broj spermija nije definiran zbog velikih
razlika izmedu bikova i pasmina. NajCeS¢e se koristi doza od 1 do 2 milijuna spermija po

mililitru. Uzgoj in vitro u ko-kulturi s epitelnim stanicama govedeg jajovoda uzgojenih u obliku
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jednostani¢ne kulture stanica izazvalo je spontano vezanje spermija za navedene stanice,

otpustanje progesterona i veéi potencijal oplodnje od onih koji nisu vezani (FERRE, 2020.).

Oplodene jajne stanice uzgajaju se 7 dana dok ne dosegnu stadij blastociste. Nakon toga
prijenos zametka provodi se sli€énim postupcima kao 1 kod in vivo blastocista ili se zamrzavaju
(FERRE, 2020.). Za uzgoj in vitro govedih zametaka postoji nekoliko protokola. Oni ukljuduju
razliite sustave ko-kulture i sustave bez stanica te takoder in vivo postupak kulture u
surogatnom jajovodu ovaca. Zadnji sustav daje zametke kvalitete usporedive s MOET
zametcima, posebice ako se moraju zamrznuti i odmrznuti prije transfera. Ovaj postupak
zahtijeva posebnu kirurSku stru¢nost i odgovaraju¢u opremu, ali je opravdan kvalitetom
proizvedenih zametaka. Koristi se uglavnom u istrazivaCkim okruZenjima, a manje u
komercijalnim okruzenjima. Ovom metodom im se obi¢no dopusta brazdanje in vifro 1 48-72
sata nakon oplodnje se prijenos u ov¢ji jajovod. S prakticnog 1 ekonomi¢nog gledista
najjednostavnija opcija je nastavak kulture in vifro. U novije vrijeme uporaba definiranih
medija uz dodatak ili bez dodanog seruma u uvjetima s niskim udjelom kisika gotovo je u
potpunosti zamijenila uzgoj zametaka u ko-kulturi s razli¢itim somatskim stanicama (GALLI i

sur., 2003.).

2.11. Kloniranje, mikromanipulacija i dijeljenje zametaka

Kloniranje kao tehnika umnozavanja koristi se u malih prezivata od kasnih
sedamdesetih (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2012.). Kloniranje se odnosi na proizvodnju
identi¢ne jedinke koriste¢i stanice donora i kopiranjem gena, $to podrazumijeva stvaranje
jedinke koja sve svoje gene dobija od jedne jedinke, a takoder se naziva i1 aseksualna
reprodukcija. Dijeljenje zametka i prijenos jezgre su metode kloniranja (HADGU 1 FESSEHA,
2020.). Dijeljenje zametka tj. splitting odnosi se na stvaranje blizanaca umjetnim
mikrokirurs§kim dijeljenjem zametaka. Nakon odvajanja, genetski identi¢ni zametci mogu se
nastaviti razvijati. Stadij morule ili blastociste moze se prerezati na dvije jednake polovice
pomocu invertnog mikroskopa povezanog s mikromanipulatorom 1 mikrokirurskim nozem prije
prijenosa surogat zenki. Ovom se metodom mogu proizvesti genetski identicne zivotinje te ovaj

proces kopira prirodni proces proizvodnje jednojajcanih blizanaca (SAID i sur., 2020.).

Kloniranje se moze, zajedno s drugim oblicima asistirane reprodukcije, koristiti za
o¢uvanje autohtonih pasmina stoke koje imaju dobru proizvodnu sposobnost 1 prilagodljivost

lokalnim sredinama. Omogucuje brzo §irenje superiornih genotipova iz uzgoja i ima potencijal
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potaknuti razvoj zZivotinjske biotehnoloske industrije u mnogim nerazvijenim zemljama svijeta.
Takoder moze posluziti kao dodatni alat u o€uvanju kriticno ugrozenih vrsta svijeta (HADGU

1 FESSEHA, 2020.).

2.12. UgroZene pasmine goveda u Republici Hrvatskoj

Ugrozene 1 zaStiCene pasmine stvarane su tisu¢ama godina te su neponovljive i Cine
jedinstveno genetsko nasljede. Njihovim nestajanjem bioloska raznolikost u ekolo§kom sustavu
se smanjuje. Njihovo oCuvanje bitno je zbog kulturnih, gospodarskih i znanstvenih razloga.
Zbog nesigurnosti §to donose klimatske promjene i razvoji bolesti posjedovanje originalnih
genoma u in vivo ili in vitro obliku daje sigurnost zbog njihove sposobnosti prilagodbe na
izazove u kojima su se razvijale. Brzo ih mozemo ukljuciti u proizvodni proces. Hrvatska ima
3 pasmine goveda koje su ugrozene 1 zasti¢ene. Istarsko govedo 1 slavonsko-srijemski podolac
su ukljuceni u programe o€uvanja tijekom devedesetih godina, a busa je pod programom zastite
od 2003. godine. Trenutni stupanj ugrozenosti istarskog govedai slavonsko-srijemskog podolca
je ugrozen, a buse ranjiv. Nacin njihove zastite odreden je ,,Nacionalnim programom ocuvanja
izvornih 1 ugrozenih pasmina domacih zivotinja u Republici Hrvatskoj 2021-2025“ (APPRRR,
2021.). Osim uzgojnih udruzenja (Udruga uzgajivaca buse, Savez uzgajivaca istarskog goveda
i Udruga uzgajivaca slavonsko-srijemskog podolca), specificne aktivnosti iz uzgojnog
programa provodi 1 Centar za stoCarstvo Hrvatske agencije za poljoprivredu u hranu, HAPIH
(IVKIC i sur., 2024.). Simentalska pasmina krava je najbrojnija u Hrvatskoj, holstein je druga
najzastupljenija, a treca po brojnosti je smeda pasmina. Broj krava mesnih pasmina se
kontinuirano povecava u nasoj zemlji, a najbrojnije su: Angus, Limousine, Charolais 1 Salers

(IVKIC i sur., 2024.).

Za oCuvanje populacije autohtonih pasmina domacih zivotinja u Republici Hrvatskoj
poduzimaju se razliciti znanstveno stru¢ni postupci koji su sukladni najnovijim znanstvenim
spoznajama. Potreban je multidisciplinarni pristup i timski rad za optimizaciju rezultata
primjenjivih postupaka. Autohtone pasmine moguce je zastititi pomocu banke gena (ex sifu) ili
postupcima in situ (PRVANOVIC BABIC i sur., 2023.). Zastita in situ zna&i ouvanje Zivih
zivotinja u okolini prilagodenoj njihovim potrebama. Ne zahtijeva skupu i1 visoko
specijaliziranu opremu, ali je potreban prostor i radna snaga, §to je Cesto ograniCavajuéi
¢imbenik (GETZ 1 sur., 2004.). Razvoj i1 koriStenje genetskog resursa je najracionalnija
strategija oCuvanja. Medutim postoje slucajevi gdje su ex sifu pristupi jedina alternativa (REGE,
1995.). Ex situ znadi oCuvanje izvan njihovih prirodnih stani§ta. Ocuvanje ex sifu je bitno jer je
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glavni razlog smanjenja broja ili Cak izumiranja pojedine pasmine temeljito 1 korjenito
nestajanje sredine iz koje je pasmina potekla i za koju je uzgajana (PRVANOVIC BABIC i
sur.,, 2023.). Ovakav oblik ocuvanja ukljucuje odrzavanje malih populacija u zooloskim
vrtovima, krioprezervaciju sjemena, jajnih stanica i zametaka te kombinacije ovih metoda.
Krioprezervacija spolnih stanica, zametaka ili segmenata DNK moze biti vrlo u¢inkovit 1
siguran pristup za pasmine ili sojeve €ije su populacije premale da bi se mogle konzervirati na
bilo koji drugi nacin (REGE, 1995.). Uspostava sustavne pohrane uzoraka u banci gena radi
ocuvanja Sto vece bioloske raznolikosti je kljucna i trebala bi se koristiti kad god je to moguce
(PRVANOVIC BABIC i sur., 2023.). Akreditirani laboratorij HAPIH-a u Osijeku pruZa uslugu
genotipizacije 1 potvrdivanja roditeljstva domacih zivotinja. Tijekom 2023. godine zaprimio je
2800 bioloskih uzoraka domacih zivotinja. Rezultati laboratorijske analitike doprinose
poboljSanju uzgoja u provedbe uzgojnih programa u Republici Hrvatskoj. Potvrdivanje
roditeljstva na molekularnoj razini u skladu s uzgojnim programima priznatith uzgojnih

udruZenja poveéava to¢nost podataka u banci gena (IVKIC i sur., 2024.).

2.13. Biotehnologija rasplodivanja u Republici Hrvatskoj

U nasSoj zemlji, stru¢njaci s Klinike za porodnistvo i1 reprodukciju domacih zivotinja
izveli su prvo umjetno osjemenjivanje krave jos 1943. godine. To potvrduje Zahvalnica stoCara
iz Remeta Bozidaru Okljesi, predstojniku klinike, nakon poroda te krave. Rad i rezultate u
lije€enju i suzbijanju neplodnosti krava i junica te iskoriStavanju bikova u Hrvatsko; mozemo
pratiti tek od 1948. godine jer od tada postoje sustavni podatci o umjetnom osjemenjivanju

(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006., TOMASKOVIC i sur., 2007.).

Ministarstvo znanosti 1 tehnologije je financiralo projekt "Embriotransfer u krava" koji
je trajao od 1992. do 1996. godine, a glavni istrazivac je bio prof. dr.sc. Zdenko Makek.
Pocetkom ovog projekta, s radom zapocCinje Laboratorij za asistiranu reprodukciju na Klinici
za porodnistvo 1 reprodukciju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu. U sklopu projekta bili su
istrazivani postupci superovulacije 1 superovulacijski odgovor, duboko smrzavanje sperme i
zametaka te embriotransfer (GETZ 1 sur., 2001.). Rup¢i¢ 1 suradnici 1990. godine istrazuju
utjecaj prirodne 1 kirurske inseminacije kod ovaca pasmine domada pramenka tijekom
izvodenja embriotransfera (GETZ 1 sur., 2004.). U rujnu 1995. godine je rodeno prvo tele nakon
embriotransfera u Hrvatskoj (MAKEK i sur., 1996.). Zatim je u Krizevatkom LemeSu rodeno
prvo vitalno zensko tele nakon in vitro oplodnje 3. svibnja 2001. godine (MAKEK i sur., 2001.).
Laboratorij danas obuhvaca mogucénost izvodenja MOET-a, in vitro proizvodnje zametaka iz
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klaoni¢kog materijala, OPU superovuliranih krava ili onih u ciklusu, embriotransfer,
krioprezervaciju sperme 1 zametaka, ranu dijagnostiku graviditeta putem ultrazvuka
(MATKOVIC i sur., 2000.), proizvodnju medija za in vitro uzgoj, krioprezervaciju te

morfolosku ocjenu zametaka prema standardima IETS-a (GETZ 1 sur., 2001.).

Standardni protokol za dozrijevanje, oplodnju i uzgoj in vitro govedih zametaka
postavljen je u Laboratoriju za asistiranu reprodukciju te su rezultati u nizu postupaka u skladu
1 ujednaceni s rezultatima koje postizu 1 drugi svjetski laboratoriji. Ultrazvu¢nom aspiracijom
jajnika krava simentalske pasmine dobivene su prosjecno 6.3 kvalitetne jajne stanice koje su
isle u proces in vitro oplodnje od onih krava koje su bile stimulirane s FSH te prosjecno 4.1
jajnih stanica od nestimuliranih krava. Broj zametaka dobivenih u ovom procesu je bio 3 kod

stimuliranih te 2 kod nestimuliranih plotkinja (GETZ i sur., 2004.).

U Republici Hrvatskoj sjeme bikova se ¢uva iskljuivo dubokim smrzavanjem pa se
uvodenjem ove tehnologije 1 organizacija UO uvelike promijenila. U centrima za proizvodnju
i/ili skladistenje sjemena se nalaze bikovi europske kvalitete te se u njima vrsi ocjena,
razrjedivanje 1 smrzavanje sperme, a duboko zamrznuto sjeme bikova Cuva se u velikim
specijalnim posudama za tekuéi dusik tj. depo kontejnerima (IVKIC i sur., 2024.). Takoder
svaka ambulanta i veterinarska stanica mora raspolagati kontejnerima manjeg volumena od 15

do 201 u kojima je pohranjeno sjeme (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

U Hrvatskoj se metode asistirane reprodukcije koriste 1 za o€uvanje genoma ugrozenih
divljih 1 autohtonih pasmina. Tijekom 2000. godine uspjes$no je zamrznuto sjeme muzjaka
crvenog jelena u Hrvatskoj. Ispiranjem epididimisa 8 do 14 sati nakon odstrela polu¢ivano je
sjeme 1 zamrznuto je u komercijalnom razrjedivacu Tryladil. Po muzjaku je dobiveno od jedne
do Sest doza, a nakon sinkronizacije koSute su osjemenjenje bimanualnom metodom duboko u
cerviks, ali nije dobiveno potomstvo. Kada se sjeme apliciralo direktno u rog maternice
laparoskopskom metodom dobili su se zadovoljavajué¢i rezultati. Takoder su uspjesno
laparoskopski osjemenjene i ovce ugrozene autohtone pasmine istarske pramenke tijekom
2001. godine. Nas istrazivacki tim je izvrSio laparoskopski transfer kod 4 koSute crvenog jelena
uvezenim zametcima. Anestezirali su ih ksilazinom, zolazepamom 1 tiletaminom. Uveli su
troakar i laparoskop u podrudju bijele linije te su kontrolirali zuto tijelo 1 ako je ono bilo prisutno
izvrSen je embriotransfer nakon Sto su zametci ocijenjeni po kvaliteti (GETZ 1 sur., 2004.).
Programom zastite madarske vlade koji je uklju¢ivao embriotransfer, smrzavanje sjemena i
zametaka spasena je autohtona pasmina madarski sivi podolac, koji je srodnik naseg slavonsko-
srijemskog podolca koji trenutno broji 1000 jedinki. Godine 1993. Varga i suradnici su oplodili
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i uzgojili prosjecno 1.7 zametaka od plotkinja madarskog sivog podolca te su izvrsili
embriotransfer u primateljice drugih pasmina i otelila se vitalna telad (VARGA i sur., 1993.).
U posljednih tridesetak godina, uzgoj autohtonih i zastiCenih pasmina u Hrvatskoj potice se
sustavom poticaja. Poticaji su ve¢ dali rezultate jer broj jedinki eksponencijalno raste. Neke
uzgojne organizacije uspjele su provesti 1 takozvano brendiranje pa je meso istarskog boskarina
sve viSe trazeno na trziStu Europske Unije. U farmaceutskoj 1 kozmeti¢koj industriji vrlo je
velika potraznja za magare¢im mlijekom, a velik broj zdrebadi 1 mladih konja sa posavskih
pasnjaka se izvozi u Italiju. Tako su usvojeni novi zakoni i planovi kojima se uspostavlja banka
gena autohtonih pasmina te su osigurana sredstva, situacija je losija prije 30 do 40 godina u
praksi. Zbog jacanja trziSne ekonomije, globalizacije prometa robe i usluga te strozih uvjeta
kojima trebaju udovoljavati, znac¢ajno pada broj centara za UO, laboratorija za reprodukciju i

stru¢njaka koji rade u tom podru&ju (PRVANOVIC BABIC i sur., 2021.).

Tijekom perioda od 10 godina (od 2000. do 2010.) u Hrvatskoj je izvedeno 230
aspiracija jajnih stanica kod ukupno 63 krave i junice nakon prethodne superovulacije jajnika
ili u ciklusu (GETZ 1 sur, 2011.). Koristeni su razli¢iti protokoli sinkronizacije, a to su:
aplikacija PGF**s ili bez aspiracije dominantnog folikula te implantant koji sadrzi norgestomet
koji je bio apliciran u uho. Standardni protokol uzgoja govedih zametaka in vifro Laboratorija
za asistiranu reprodukciju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu podrazumijeva
pripremu sperme za oplodnju na gradijentu BoviPure® te primjenu definiranog SOFaaBSA
medija. U desetogodiS$njem razdoblju rezultat su 578 govedih zametaka uzgojenih in vifro

pogodnih za transfer (GETZ i sur., 2011.).

Lojki¢ i1 suradnici provode istrazivanje o utjecaju pasmine na ucinkovitost aspiracije
jajnih stanica i kasniji uzgoj govedih zametaka u Republici Hrvatskoj. U istrazivanju je
sudjelovalo 14 krava, a od toga 4 krave su bile simentalske pasmine, 5 ih je bilo Charolais
pasmine i 5 holstein- frizijska. Kravama je sinkroniziran estrus tako §to su aplicirali dva puta
PGF?* kroz period od 11 dana. Gonadotropin su aplicirali izmedu 9. i 10. dana nakon
induciranog estrusa. Provedene su 4 aspiracije po kravi te je provedena klasifikacija jajnih
stanica. One jajne stanice koje su spadale u 1. razred (jajna stanica kompletno okruzena sa vise
od 3 sloja kumulusnih stanica 1 prisutna ujednacena granulacija plazme koja potpuno ispunjava
zonu pellucidu) 1 2. razred (jajne stanice sa 1 do 3 sloja stanica sa ujednaCenom granulacijom
plazme) su uzgajane in vifro. Zakljucili su da pasmina utjee na proces. Krave simentalske i
Charolais pasmine dale su viSe aspiriranih jajnih stanica od holstein-frizijskih, no pasmina nije

utjecala na in vitro oplodnju i daljnji uzgoj zametaka (LOJKIC i sur., 2013.).
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Pomocu biotehnologije rasplodivanja postoji moguénost odabiranja i §irenja genoma
najkvalitetnijih zivotinja, kontroliranje zdravlja ljudi i1 zivotinja zbog sanitarnih kontrola koje

rizik prijenosa bolesti svode na minimum (GETZ i sur., 2001.).

3. ZAKLJUCCI

1. Razlicite metode biotehnologije rasplodivanja omogucuju lakSu manipulaciju
genetskim materijalom, biranje elitnih grla za daljnje razmnozavanje, svode prijenos
bolesti na minimum zbog sanitarnih kontrola i mjera opreza u izvodenju nekog
postupka, a transport jajnih stanica, sperme i zametaka je laksi, jeftiniji 1 brzi od
transporta jedinki. Zbog Sirokog spektra ovih metoda svatko moze izabrati
najprihvatljiviju opciju koja odgovara njegovim potrebama.

2. Ekonomski znacCaj sinkronizacije estrusa, testiranja bikova, umjetnog osjemenjivanja,
MOET-a, smrzavanja sperme i zametaka, seksiranja sperme, oplodnje in vitro 1 ostalih
postupaka je neizmjeran, jer omogucuje biranje genetskih svojstava i goveda koje daju
najbolje rezultate ovisno o potrebama uzgajivaca bilo zbog mesne i mlije¢ne industrije
ili zbog znanstvenih istrazivanja.

3. U Republici Hrvatskoj se metode biotehnologije razmnozavanja koriste jako dugo, a
uspostavljeni su i1 centri za primjenu metoda asistirane reprodukcije te se mogu koristiti
u svrhu ofuvanja zastienih 1 ugrozenih pasmina. Bez spomenutih centara bilo bi
iznimno tesko provesti sve potrebne postupke asistirane reprodukcije za Sto bolju
kvalitetu banke gena, a potrebno je i strateSko planiranje svih njegovih aspekata te
ulaganje u veterinarsku struku.

4. NasSe ugrozene 1 zastiCene pasmine, kao Sto su istarsko govedo, slavonsko-srijemski
podolac i1 busa, prilagodene su naSem podneblju i prilagodile su klimatskim i prirodnim
promjenama kojima svjedofimo. Osim ekonomskog potencijala u spaSavanju ovih
pasminai njihovom ¢es¢em koristenju u poljoprivredi i prehrambenoj industriji ne smije
se zanemariti da su dio naSe kulturne bastine.

5. Veterinarska struka jedina posjeduje znanja i tehnike koje su neophodne za oCuvanje

autohtonih pasmina te je potreban multidisciplinarni pristup ovom problemu.
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5. SAZETAK

METODE BIOTEHNOLOGIJE RASPLODIVANJA U GOVEDARSTVU REPUBLIKE
HRVATSKE

Tea Iveli¢

Biotehnologija rasplodivanja je naziv koji objedinjuje metode koje koriste zive organizme kako
bi napravili, modificirali i poboljSali proizvod. U kontroliranim uvjetima se rasploduju zivotinje
i tako se kontrolira genetska selekcija prema zeljenim svojstvima proizvodnje. Metode kao
umjetno osjemenjivanje, smrzavanje sperme 1 zametaka, sinkronizacija estrusa, multipla
ovulacija i embriotransfer (MOET), aspiraciju jajne stanice (OPU- ovum pick-up), oplodnja in
vitro, seksiranje sperme se konstantno koriste u uzgoju u cijelom svijetu jer omogucuju kontrolu
prijenosa bolesti, smanjuju troS§kove proizvodnje 1 transporta, skracuju generacijski interval,
omogucuju razmnozavanje i dobivanje grla sa elitnim genetskim svojstvima te su brze i
efikasne. Jos jedna od mogucnosti je i trgovina genetskim materijalom te pristupacnost ponude
visokokvalitetne sperme i zametaka u zemljama u kojima nije moguce dovesti stoku. Ove
metode imaju velik potencijal u oCuvanju zasti¢enih 1 ugrozenih vrsta zbog kulturne bastine i
zbog ekonomskih razloga. U Hrvatskoj se ove metode koriste jako dugo te je pionir u njihovom
koristenju Laboratorij za asistiranu reprodukciju na Klinici za porodniStvo i reprodukciju na

Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.

Kljuéne rijeci: biotehnologija rasplodivanja, umjetno osjemenjivanje, MOET, oplodnja in vitro,

smrzavanje sperme, smrzavanje zametaka, estrus, plodnost bikova
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6. SUMMARY

METHODS OF BIOTECHNOLOGY OF PROPAGATION IN CATTLE BREEDING
OF THE REPUBLIC OF CROATIA

Tea Iveli¢

Reproductive biotechnology is a name that brings together methods that use living organisms
to make, modify and improve a product. Animals are bred under controlled conditions of
selection and thus genetic selection is controlled according to the desired production
characteristics. Methods such as artificial insemination, freezing of sperm and embryos,
synchronization of estrus, multiple ovulation and embryo transfer (MOET), ovum pick-up
(OPU), in vitro fertilization, sperm sexing are constantly used in breeding all over the world
because they enable control disease transmission, reduce production and transportation costs,
shorten the generation interval, enable breeding and obtaining cattle with elite genetic
properties, and are faster and more efficient. Another possibility is the trade in genetic material
and the availability of high-quality sperm and embryos in countries where it is not possible to
bring livestock. These methods have great potential in the preservation of protected and
endangered species for cultural heritage and economic reasons. In Croatia, these methods have
been used for a very long time, and the Laboratory for assisted reproduction at the Reproduction
and obstetrics clinic at the Faculty of Veterinary Medicine of the University of Zagreb is a

pioneer in their use.

Key words: reproductive biotechnology, artificial insemination, MOET, in vitro fertilization,

sperm freezing, embryo freezing, estrus, bull fertility
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