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1. UVOD 

Mali preživači imaju sezonsku spolnu aktivnost koja ovisi o fotoperiodu. U 

umjerenom klimatskom pojasu spolna sezona malih preživača počinje od sredine ljeta do 

sredine zime (od kolovoza do prosinca), odnosno sezona obuhvaća dio godine kada su dani 

kraći (ROSA i BRYANT, 2003., SARLOS i sur., 2013.). Naime, u malih preživača, 

sezonska reproduktivna aktivnost regulirana je endogenim hormonskim ritmom, koji je 

sinkroniziran podražajima iz okoliša, od kojih je najvažniji fotoperiod. Stoga je spolni 

ciklus malih preživača reguliran izlučivanjem hormona melatonina iz epifize tijekom 

noćnih sati, a osim toga ovisan je i o genetskim te okolišnim čimbenicima (DELGADILLO 

i sur., 2001., GRIZELJ i sur., 2011.). Dakle, melatonin ima središnju ulogu u prilagodbi 

cirkadijalnog ritma (CAJOCHEN i sur., 2003.) i sezonskih promjena (MALPAUX i sur., 

2001.) zbog povećanja njegove koncentracije tijekom noći u krvi malih preživača (CASAO 

i sur., 2010.a, EGERSZEGI i sur., 2014.).  

Kakvoća je ejakulata u jarčeva značajno smanjena izvan rasplodne sezone (AL-

GHALBAN i sur, 2004). Naime, koncentracija testosterona u jarčeva je znatno niža izvan 

rasplodne sezone što rezultira slabije izraženim libidom, smanjenim obujmom i masom 

testisa što se odražava u slabijoj kakvoći ejakulata jarčeva (AL-GHALBAN i sur, 2004., 

DELGADILLO i sur., 2004., SAMARDŽIJA i sur., 2010.). 

Suvremeno kozarstvo i ovčarstvo, zbog intenzivnog uzgoja teži proizvodnji visoko 

kvalitetnih proizvoda animalnog podrijetla iz organskog uzgoja tijekom cijele godine. 

Upravljanje reproduktivnim svojstvima stada uključuje hormonske i nehormonske metode. 

Tako su u kontroli reprodukcije malih preživača u primjeni sporo otpuštajući implantati 

melatonina više od trideset godina (CASAO i sur., 2010.a, EGERSZEGI i sur., 2014.). 

Nakon aplikacije melatoninskih implantata na bazu uške malih preživača, otpušta se 

dovoljna količina melatonina potrebnog za održavanje njegove fiziološke koncentracije u 

krvi u trajanju od 70 do 90 dana, imitirajući skraćenje dana. U koza i ovaca egzogeni 

melatonin inducira estrus i aktivnost jajnika u razdoblju od 50 do 70 dana nakon aplikacije. 

Dok u ovnova i jarčeva primjena melatoninskih implantata rezultira povećanjem spolne 

aktivnosti izvan rasplodne sezone te povećanjem kakvoće i volumena ejakulata 

(DELGADILLO i sur., 2001., 2004., CASAO i sur., 2010.a, EGERSZEGI i sur., 2014., 

VINCE i sur., 2017.). Dokazano je da melatonin izravno blagotvorno djeluje na gibljivost 

spermija ovnova (CASAO i sur., 2010.b) kao i na ostale karakteristike spermija izvan 
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rasplodne sezone putem smanjenja udjela mrtvih spermija, modulacijom kapacitacije i 

povećanjem plodnosti ovnova (CASAO i sur., 2010.c, EGERSZEGI i sur., 2014.). 

Rutinska procjena spermija standardno uključuje određivanje spermija normalne 

morfologije, koja je značajna, ali subjektivna procjena te ima ograničenu vrijednost za 

praktičnu primjenu (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006.). Naime, u posljednje su vrijeme 

implementirane procjene ejakulata koje koriste računalno potpomognutu analizu slike kako 

bi se smanjila subjektivnost, omogućila ponovljivost i povećala preciznost procjene 

morfologije spermija (WIBOWOA i sur., 2013., SINHA i sur., 2014., MAROTO-

MORALES i sur., 2016.). Razvoj automatskog sustava za obradu fotografije je zamijenio 

standardne metode procjene ejakulata, zbog preciznijih vrijednosti i mogućnosti 

ponavljanja mjerenja morfometrijskih pokazatelja glave spermija u različitih vrsta 

životinja, uključujući i jarčeve (GRAVANCE i sur., 1996.a,b, HIDALGO i sur., 2005., 

HIDALGO i DORADO, 2009.). Računalno potpomognuta analiza morfologije spermija 

zajedno sa multivarijantnim statističkim metodama, uključujući diskriminacijske i klaster 

analize, uspješno se koriste u procjeni morfoloških osobitosti glava spermija u nekoliko 

vrsta (THURSTON i sur., 2001., BUENDIA i sur., 2002., ESTESO i sur., 2006., RUBIO- 

GUILLEN i sur., 2007., HIDALGO i DORADO, 2009., VALVERDE i sur., 2016.).  

Poznato je da se ejakulat sisavaca sastoji od heterogene populacija spermija koje 

uključuju fiziološki i funkcionalne različite subpopulacije spermija (PEÑA i sur., 2005., 

RUBIO-GUILLEN i sur., 2007.). Također je uočena pozitivna korelacija između duljine 

repa i srednjeg dijela spermija, odnosno dulji rep i središnji dio može utjecati na bolju 

dugovječnost/preživljavanje spermija (MALO i sur., 2006., FIRMAN i SIMMONS, 

2009.). No, prema našem saznanju u dostupnoj literaturi nema podataka o analizi 

subpopulacija spermija jarčeva obzirom na cjelokupne morfometrijske pokazatelje kao što 

su mjere glave, srednjeg dijela i repa. Stoga bi identifikacija subpopulacija spermija s 

najoptimalnijim oplodnim osobinama, onima koji će dovesti do oplodnje jajne stanice i 

pravilnim razvitkom ploda, mogla biti od iznimne važnosti u poboljšanju preciznosti 

procjena kakvoće sjemena (MUIÑO i sur., 2008.).  

Mjerenje morfometrijskih osobitosti spermija u domaćih i divljih životinja u 

posljednje se vrijeme intenzivno istražuje. No, utjecaj egzogenog melatonina, tijekom 

rasplodne i izvan rasplodne sezone na morfometrijske osobitosti spermija nisu do sada 

istraživane. Stoga je glavni cilj ovoga rada bio odrediti morfometrijske osobitosti glave i 

repa spermija u jarčeva pasmine francuska alpina. Isto tako cilj je bio istražiti primjenu 

kombinacije multivarijatne statističke analize s računalno potpomognutom analizom za 
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identifikaciju morfometrijskih subpopulacija spermija u ejakulatu jarčeva. Dobivene bi se 

spoznaje mogle primijeniti u odabiru adekvatnih metoda za poboljšanje spermograma 

rasplodnih jarčeva, a u cilju genetskog unapređenja koji se odražava kroz uspješniji 

komercijalni uzgoj stoke odnosno proizvoda animalnog podrijetla.  
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2. PREGLED REZULTATA DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA 

2.1. Muški spolni sustav 

Glavne funkcije muškog spolnog sustava su: proizvodnja muških spolnih hormona 

androgena i testosterona te proizvodnja muških spolnih stanica – spermija (SJAASTAD i 

sur., 2017.). 

Glavne strukture muškog spolnog sustava su: parne žlijezde testisi (muške 

sjemenske žlijezde, testes) koje su smještene u mošnji (scrotum), nuzjaja (epididimis), 

sjemenovodi (ductus deferens), muška mokraćnica (uretra masculina), te akcesorne spolne 

žlijezde: mjehurićaste žlijezde (glandulae vesiculosae), prostata (glandula prostatica), 

bulbouretralne (Cowperove) žlijezde (glandulae bulbourethrales), uretralne (Litreove) 

žlijezde (glandulae urethrales), udo (penis) i prepucij (puzdra, praeputium) (Slika 1.) 

(CERGOLJ i SAMARDŽIJA, 2006.). 

 

Slika1. Shematski prikaz spolnog sustava malih preživača (Izvor: http://slideplayer.com/slide/4746132/). 

Anatomske specifičnosti spolnih organa jarčeva Postoje različiti oblici glansa penisa 

što ovisi o životinjskoj vrsti, pa tako u jarca, ovna i pastuha uretra strši za oko 2,5 cm 

iznad glansa penisa (processus urethralis). Kod jarca, ovna, bika i nerasta penis tvori 

karakterističan sigmoidni zavoj (flexuru sigmoidae) koji se pri erekciji ispravlja što 

produljuje penis. Naime, ove vrste posjeduju parni mišić m. retractor penis koji se hvata 

na repnim kralješcima i s dorzalne strane sigmoidnog zavoja koji svojom relaksacijom 

http://slideplayer.com/slide/4746132/
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omogućava izduljenje penisa pri čemu se ispravlja sigmoidni zavoj. Jedna od osobitosti 

ovna, jarca i bika su i ampullae sjemenovoda koje su nastale ampulastim proširenjem 

proksimalnih dijelova sjemenovoda. Funkcija ampula je kratkotrajno skladištenje 

spermija s mogućnošću brzog pražnjenja jer se u njihovoj stjenki nalaze slojevi glatke 

muskulature što objašnjava brzu ejakulaciju preživača. Sluznica prepucija jarca i ovna 

jako je naborana i ima brojne žlijezde koje izlučuju masni sekret, a miješajući se s 

epitelnim stanicama, bakterijama i urinom čini smegma preputii. Skrotum u jarca, ovna, 

bika i pastuha visi između zadnjih nogu, dok je u nerasta i pasa smješten kaudalno od 

anusa (Slika1.) (CERGOLJ i SAMARDŽIJA, 2006.). 

2.2. Morfološke osobitosti spermija i ejakulata 

Spermiji su muške spolne stanice svojstvenog oblika za svaku vrstu sisavaca te 

zajedno sa sjemenom plazmom čine ejakulat. Za razliku od svih ostalih stanica u 

životinjskom organizmu spermiji nemaju sposobnost rasta i diobe te imaju oskudnu 

citoplazmu. Specifičnog su oblika, a karakterizira ih sposobnost samostalnog gibanja i 

održivosti izvan organizma u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Unatoč prividnoj 

jednostavnosti u građi, spermij je specijalizirana stanica koja pokazuje veliku raznolikost u 

veličini i obliku u različitih životinjskih vrsta (GAGE, 1998., HIDALGO i sur., 2005.). 

Primjerice, spermiji bika i muškaraca, imaju oblik glave koji podsjeća na veslo, spermiji 

glodavaca imaju oblik glave poput kuke, a spermiji pijetlova vretenastu glavu koju je 

uglavnom teško razlikovati od središnjeg djela spermija (Slika 2.). Iako su svojstveni za 

svaku životinjsku vrstu, ipak postoje neke osobine koje su zajedničke svim vrstama 

sisavaca.  

 

 

Slika 2. Spermiji štakora, bika i pijetla. Slike su izrađene na istom povećanju. 
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(Preuzeto od: http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/morph.html) 

Spermij se sastoji od glave, središnjeg dijela (vrat i tijelo) i repa (Slika 3.). Jezgra 

stanice čini veći dio glave te sadrži kompletan genski materijal, a na prednjem dijelu nalazi 

se akrosoma (opna) koja proizlazi iz Golgijevog aparata i sadrži važne hidrolitičke enzime 

(hijaluronidaza i akrozin), koji su važni za postizanje penetracije kroz međustanični 

matriks folikularnih stanica (zona pellucida). Vrat je vrlo kratak građen od devet 

segmenata centriola te središnje i spiralne aksoneme, koje sežu sve do repa. Tijelo 

povezuje glavu sa repom te sadrži mitohondrije pa ga smatramo „motorom“ koji pokreće 

rep jer su mitohondriji važan izvor energije potrebne za gibanje spermija. Rep je najdulji 

dio spermija, a time i najznačajniji organ za njegovu gibljivost. Sastoji se od središnjeg, 

glavnog i završnog dijela koji završava aksonemom nalik kistu, dok u središnjem dijelu 

vrata sadrži središnju aksonemu, spiralno omotana mitohondrijskim omotačem (CERGOLJ 

i SAMARDŽIJA, 2006., ŽURA ŽAJA, 2015.).  

Ejakulat je specifična tekućina koju proizvodi muški spolni sustav od spolne 

zrelosti te se sastoji od spermija i sjemene plazme. Spermiji se stvaraju spermatogenezom i 

spermiogenezom u testisima, dok je sjemena plazma proizvod akcesornih spolnih žlijezda. 

Samo je manji dio sjemene plazme proizvod testisa, sjemenovoda i epididimisa. Tijekom 

ejakulacije kod jarca, ovna i bika koncentrirani se spermiji iz sjemenovoda pomiješaju u 

zdjeličnom dijelu uretre s tekućinom iz akcesornih spolnih žlijezda i tvore ejakulat. 

Nasuprot tome, u pastuha, nerasta i psa miješanje nije potpuno pa ejakulat sadrži odvojene 

frakcije siromašne i bogate spermijima. Najznačajnije funkcije sjemene plazme jesu 

aktivacija, prehrana, zaštita i transport spermija. Na volumen i broj spermija u ejakulata 

preživača utječu: dob, prehrana, tjelesna masa, režim spolnog iskorištavanja, pasmina, 

uvjeti držanja, godišnje doba, način iskorištavanja rasplodnjaka itd. Ejakulat je milječno 

bijele boje sa sivo-žućkastom nijansom, konzistencije vrhnja ili kiselog mlijeka. Osobitosti 

ejakulta jarčeva jesu: mali volumen (0,7 - 2 mL), velika gustoća (2 - 5 milijarde spermija u 

mL) i blago kiselog do neutralnog pH (6,2 - 7). Ejakulat se sastoji od subpopulacija 

spermija koji se razlikuju u zrelosti i fiziološkom stanju, obzirom na sposobnost 

kapacitacije, akrosomske reakcije i oplodnje (AITKEN i sur., 1992., CERGOLJ i 

SAMARDŽIJA, 2006.). 

U svakom ejakulatu uvijek je prisutan udio morfološki patoloških oblika spermija, a 

ukoliko je prisutan prekomjeran udio takvih spermija, oplodna sposobnost rasplodnjaka je 
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smanjena (HIDALGO i DORADO, 2009.). Osim navedenog značajno je utvrditi, odnosno 

klasificirati uočene patološke oblike spermija u pretraživanom uzorku, a obično se koriste 

dvije osnovne podjele, odnosno razlikujemo primarne i sekundarne patološke oblike 

spermija (CERGOLJ i SAMARDŽIJA, 2006.). Nepravilnosti građe spermija može se 

očitovati na glavi, središnjem dijelu i repu, no, neki spermiji mogu imati nepravilnosti na 

više spomenutih dijelova. Naime, jedna od glavnih funkcija specifičnog oblika spermija je 

zaštita i prijenos očinskog haploidnog genoma do jajne stanice. Genetska informacija 

nalazi se unutar glave spermija te čini oko 65% od ukupnog volumena glave spermija 

(SINHA i sur., 2014.). Prethodna su istraživanja pokazala da je smanjenje površine glave 

spermija povezano sa smanjenom plodnošću bikova (BARTH i sur., 1992.). Nadalje, 

nepravilnosti građe glave spermija povezane su s smanjenom plodnosti rasplodnjaka, 

smanjenom sposobnošću spermija da se veže za jajnu stanicu, s smanjenom kakvoćom 

embrija i ranom embrionalnom smrtnošću (AGGARWAL i sur., 2007., YÁNIZ i sur., 

2012., SINHA i sur., 2014., YÁNIZ i sur., 2015., VALVERDE i sur., 2016.). Primarni 

patološki oblici spermija težeg su stupnja i smatra se da nastaju u epitelu zavijenih 

sjemenih kanalića testisa. Sekundarni patološki oblici blažeg su stupnja nepravilnosti te se 

smatra da nastaju tijekom prolaska spermija kroz epididimis i/ili nakon ejakulacije u 

daljnjem postupku sa sjemenom (CERGOLJ i SAMARDŽIJA, 2006.).  

  

Slika 3. Spermij (Preuzeto od: https://www.youtube.com/watch?v=EO8WKtS0qkE). 

Prisutnost različitih subpopulacija spermija u ejakulatu sisavaca danas je opće 

prihvaćena činjenica u znanstvenoj zajednici. Podrijetlo subpopulacija spermija još uvijek 

nije u potpunosti razjašnjeno, no pretpostavlja se da razlike pojedinačnih spermija nastaju 

tijekom spermatogeneze, a i njihovom različitom stupnju sazrijevanja i „životnoj dobi“ 
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nakon što ejakulacijom napuštaju rep epididimisa (ABAIGAR i sur., 1999., PEÑA i sur., 

2005.). Smatra se da se subpopulacije spermija u ejakulatu odlikuju njihovim 

funkcionalnim i strukturnim obilježjima, a udio svake subpopulacije povezan je s 

sposobnošću oplodnje i skladištenja sjemena (MATÁS i sur., 2011.). 

 

2.3. Sezonost spolnog ciklusa koza i jarčeva 

Koze su u umjerenom klimatskom pojasu sezonski poliestrične životinje čija sezona 

spolne aktivnosti počinje sredinom ljeta i traje do sredine zime. Glavni čimbenik koji 

utječe na sezonost koza je količina svjetlosti pri čemu u ovih životinja rasplodna sezona 

počinje skraćivanjem trajanja dana (engl. short day breeders). Zbog toga koze znakove 

spolnog žara iskazuju u pravilnim vremenskim razmacima samo tijekom rasplodne sezone 

(GRIZELJ i sur., 2011.) dok se ostatak godine koze nalaze u razdoblju spolnog mirovanja 

ili anestrusa. Mehanizam bilježenja promjena količine svjetlosti odvija se preko sekrecije 

melatonina iz epifize tijekom noći (tame) što uzrokuje pojačanu aktivnost hipotalamusa i 

pojačano lučenje gonadotropnog otpuštajućeg hormona (engl. gonadotropin-releasing 

hormones; GnRH). Naime, podražaji dnevnog svjetla dolaze do mrežnice i prenose se do 

epifize, gdje se pretvaraju u hormonske podražaje (kinetičko otpuštanje melatonina) 

regulirano endokrinom reproduktivnom osi (GERLACH i AURICHR, 2000., 

ZARAZAGA i sur., 2010.). Osim toga sezonost ovisi i o genetskim (pasmina) te okolišnim 

čimbenicima (DELGADILLO i sur., 2001., GRIZELJ i sur., 2011.). Duljina trajanja dana 

ovisi o zemljopisnoj širini pa se i rasplodna sezona razlikuje među regijama. U tropskim i 

sutropskim područjima u koza vrlo su mala odstupanja u spolnoj aktivnosti tijekom cijele 

godine (engl. non-seasonal breeders) jer nema godišnjih svjetlosnih varijacija. Osim 

svjetlosti na rasplodnu sezonu utječe i genotip (pasmina), način držanja i socijalni 

čimbenici. Primjerice, fizički kontakt i/ili izražena spolna aktivnost mužjaka potiče i 

pojačava spolnu aktivnost ženki i obrnuto (FLORES i sur., 2000.). 

Iako jarčevi posjeduju sposobnosti parenja tijekom cijele godine i u njih je zamijećen 

utjecaj rasplodne sezone na plodnost. Pri čemu je spolna aktivnost najjače izražena tijekom 

jeseni, a ostatak godine slabija zbog manjka testosterona u krvi pa je slabije izražen libido, 

a obujam i masa testisa su manji pa je time i lošija kakvoća ejakulata (SAMARDŽIJA i 

sur., 2010.). 
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2.4. Utjecaj egzogenog melatonina na plodnost ovnova i jarčeva 

Smatra se da je najbolja kakvoća sjemena jarčeva tijekom sezone parenja, odnosno 

u razdoblju kraćeg trajanja dana kada je i lučenje testosterona povećano (AL-GHALBAN i 

sur., 2004., DELGADILLO i sur., 2004.).  

Melatonin se sintetizira u epifizi i ima važnu funkciju u mnoštvo fizioloških 

funkcija živčanog, imunološkog, reproduktivnog, gastrointestinalnog sustava itd. Njegovo 

antioksidativno djelovanje također se opsežno istražuje (REITER i sur, 2009., 

HARDELAND i sur., 2011., CARPENTIERI i sur., 2012., EGERSZEGI i sur., 2014.). Pa 

tako melatonin izravno sudjeluje u „hvatanju“ i prevođenju biološki aktivnih oblika 

slobodnih radikala u neaktivne, te neizravno u povećanju aktivnosti antioksidacijskih 

enzima (DU PLESSIS i sur., 2010., CASAO i sur., 2013.). Tim mehanizmima melatonin 

sprečava lipidnu peroksidaciju u staničnim membranama spermija (GAVELLA i sur., 

2000.) i njihovu apoptozu te štiti DNK i mitohondrije spermija od oštećenja koja mogu 

nastati zbog štetnog djelovanja slobodnih radikala (SHANG i sur., 2004.). Dokazano je da 

melatonin izravno blagotvorno djeluje na gibljivost spermija ovnova (CASAO i sur., 

2010.b) te da ima pozitivan učinak na kakvoću sjemena (povećanje gibljivosti spermija i 

razinu testosterona) ovnova, dok tijekom sezone parenja nisu ustvrđeni pozitivni učinci 

melatonina na kakvoću njihova ejakulta (KAYA i sur., 2000.). Slično tome, RAMADAN i 

sur. (2009.) su ustvrdili pozitivan učinak u nekim reproduktivnim pokazateljima jarčeva 

kao što su: povećanje razine libida, ukupnog funkcionalnog broja spermija i smanjenje 

udjela mrtvih spermija u ejakulatu, nakon njihova izlaganja umjetnom osvjetljenju i 

aplikacije melatoninskih implantata izvan rasplodne sezone.  

 

2.5. Morfometrija 

Sustavi računalno potpomognute morfometrijske analize sperme (engl. computer-

assisted sperm morphometry analysis, ASMA) unaprijedili su procjenu morfologije 

spermija, s precizno ponavljajućim mjerenjima dimenzija glave spermija u različitih 

životinjskih vrsta (GRAVANCE i sur., 1996.), uključujući jarčeve (HIDALGO i sur., 

2006., GRAVANCE i sur., 1996., HIDALGO i sur., 2005.). Nadalje, morfometrijska 

mjerenja glave spermija mogu se koristiti u boljim klasifikacijskim tehnikama primjenom 

postupaka statističkog modeliranja. U tom pogledu, ASMA tehnologija i multivarijatne 

statističke metode, uključujući diskriminacijsku analizu i grupiranje podataka, uspješno su 
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korištene za procjenu morfoloških klasa/podskupina glave spermija u nekoliko životinjskih 

vrsta (THURSTON i sur., 2001., BUENDÍA i sur., 2002., ESTESO i sur., 2006., RUBIO-

GUILLÉN i sur., 2007.). 

Računalna analiza slike sve se više primjenjuje na različitim dijagnostičkim 

postupcima u kliničkim laboratorijima, što omogućuje numeričku ocjenu i najsuptilnijih 

promjena nedostupnih vizualnom pregledu (NAFE, 1991., RUSSACK, 1994.), te time 

omogućuje tako objektivnu kvantifikaciju određenih pokazatelja pa tako i morfometrijskih 

osobitosti spermija. Sustav za analizu slike sastoji se od mikroskopa, kamere visoke 

rezolucije, monitora, računala i podržavajućeg programa za prihvat i analizu slike. Pomoću 

video kamere svjetlosni mikroskop sliku pretvara u analogni električni signal koji se potom 

u računalu digitalizira u elemente slike nazvane pikseli (BARTELS i THOMPSON, 1994.). 

Ljudsko oko u stanju je razlučiti 30-40 nijansi sivila po slici, dok računalo može razlučiti 

256 nijansi po svakom pikselu (KISNER, 1988.). Digitalni signal može se vratiti natrag u 

analogni signal i biti prikazan na monitoru koji ima snažnu rezoluciju kako bi se prepoznali 

istraživani detalji staničnih struktura. Najčešće korištena metoda je interaktivna računalna 

analiza slike, gdje se računalnim mišem dijelom automatski, dijelom ručno, ocrtavaju 

konture struktura koje su od interesa za mjerenje (KARDUM, 2016.).  

BAAK (1985.) definira morfometriju kao kvantitativni opis geometrijskih struktura 

u svim dimenzijama. Numeričkom objektivizacijom opaženih struktura omogućuje se 

reproducibilnost metode, a od velikog je značenja što se može koristiti standardno obrađeni 

materijal, primjerice razmaz sjemena obojan eozin-nigrozin metodom. Osim toga, rezultati 

mjerenja (primarni podaci) mogu se koristiti za izračun novih podataka (sekundarni 

podatci), a koji se tada mogu statistički obraditi (OBERHOLZER i sur., 1991.). Prednost je 

u tome što je jeftina i tehnički jednostavna, a mogu se određivati različiti planimetrijski 

pokazatelji (BAAK, 1985., VAN DIEST i sur., 1991., KARDUM, 2016.).  

Morfometrijski pokazatelji koji se koriste u određivanju morfometrijskih osobitosti 

spermija mogu se podijeliti na: 1. Jednostavne/primarne pokazatelje (mjerni 

pokazatelji): površina, opseg, duljina, širina, minimalni polumjer, maksimalni polumjer 

(izražavaju se kao jedinične vrijednosti); 2. Pokazatelje oblika (engl. shape parameters) 

koji mjere (ne)pravilnosti objekta, a izražavaju se kao nejedinične vrijednosti: pravilnost 

(engl. regularity), naboranost (engl. rugosity); pokazatelje izduženosti objekta (omjer 

dužine i širine), eliptičnost (engl. ellipticity) i elongacija ili izduljenost (engl. elongation); 

3. Ostali pokazatelji (različite mjere i omjeri): duljina spermija (duljina glave + duljina 

repa); duljina glave / duljina spermija, duljina glave / duljina repa, duljina repa / duljina 
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spermija, opseg glave / duljina spermija, površina glave / duljina spermija, duljina glave x 

širina glave / duljina spermija. 

Rezultati morfometrijskih mjerenja spermija u ejakulatu rasplodnjaka mogu se 

mijenjati ovisno o unutarnjim i vanjskim čimbenicima. U unutarnje čimbenike ubrajaju se 

genetski čimbenici, životna dob i spolna zrelost, a vanjski čimbenici uključuju okolišne 

čimbenike, kao i one vezane uz obradu uzoraka ejakulata i morfometrijske analize 

(ŁĄCKA i sur., 2016.). Varijabilnost morfologije spermija u njihovoj distribuciji 

zabilježene su u različitih životinjskih vrsta između životinja iste vrste, ali i između 

uzoraka sjemena istog mužjaka (HIDALGO i sur., 2008., VICENTE-FIEL i sur., 2013.). 

No, u uzorcima sjemena ovnova utvrđena je ustaljena distribucija morfologije glave 

spermija (SANCHO i sur., 1998.). Nakon što se standardizira morfometrijska analiza 

ejakulata (za svaku životinjsku vrstu te metodologija pripreme i bojenje uzorka), može 

pružiti relevantna saznanja u studijama evolucijske biologije, spermatogeneze i 

spermiogeneze, procjene kakvoće spermija u ejakulatu, uključujući i procjenu oplodnog 

potencijala mužjaka, sposobnost zamrzavanja sjemena i/ili učinka toksičnih tvari na 

reproduktivno zdravlje i učinkovitost (BOERSMA i sur., 1999., YÁNIZ i sur., 2015.).  
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3. MATERIJALI I METODE 

Fakultetsko vijeće Veterinarskoga fakulteta Sveučilišta u Zagrebu temeljem članka 

31. Statuta Veterinarskoga fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, na prijedlog Povjerenstva za 

etiku u veterinarstvu, na 5. redovitoj sjednici održanoj 22. veljače 2017. godine donijelo je 

odluku da se odobrava provođenje ovog istraživanja (klasa:640-01/17-17/9, ur. br.:251-61-

01/139-17-2). 

3.1. Držanje životinja 

Istraživanje je provedeno na 12 klinički zdravih jarčeva pasmine Francuska alpina u 

dobi od 2 do 4 godine, tjelesne mase u rasponu od 40 do 60 kg. Jarčevi su bili smješteni na 

tri obiteljska gospodarstava, međusobno udaljena oko 5 km, u okolici Varaždina, na 

području djelovanja Veterinarske stanice d.d. Varaždin (područna ambulanta Jalžabet). Na 

svakoj se farmi nalazilo osamdesetak mliječnih koza te po četiri jarca. Tijekom pokusnog 

razdoblja jarčevi su bili smješteni u stajama otvorenog tipa zajedno sa kozama, tako da su 

mužjaci mogli osjetilima prepoznati koze u estrusu (Slika 4.). Jarčevi su dnevno dobivali 

približno 1 kg smjese (Tablica 1.) u koju je bilo umiješano 23% komercijalne krmne 

smjese „KzO-Do“; dopunska krmna smjesa za hranidbu koza i ovaca te 2% „Ko-vi dar“; 

dopunske krmne smjese s visokim udjelom vitamina i minerala za koze i ovce (Koka, 

Varaždin, Hrvatska). Livadnom sijenu, mineralnim blokovima (sol) i vodi imali su pristup 

ad libitum. 
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Slika 4. Unutrašnjost staje obiteljskog gospodarstva Kovačić. (fotografirao Velimir Berta, dr. vet. med.) 

Tablica 1. Sastav dnevnog obroka/smjese za jarčeve 

Sastojci smjese Udio (%) 

Kukuruz 25,0 

Ječam 20,0 

Pšenica 15,0 

Zob 15,0 

Dopunska krmna smjesa „KzO-

Do“
a
 

23,0 

Dopunska krmna smjesa „Ko-vi 

dar“
a
 

2,0 

Izračun dopunske krmne smjese  

„KzO-Do“, %  
100 

Sirove bjelančevine 30 

Sirova vlakna 20,9 

Sirova mast 1,7 

Pepeo 10,9 

Natrij 0,7 

Izračun dopunske krmne smjese  

„Ko-vi dar“, %  
100 

Pepeo 11,1 

Ca 29,9 

P 3,0 

Na 2,0 

Mg 2,0 

a
 Navedeni udjeli minerala i vitamina sadržani su u kilogramu krmne smjese: 8,32 mg bakra, 113 mg cinka, 

1,15 mg joda, 75 mg željeza, 75 mg magnezija, 0,23 mg selena, 28 800 IJ vitamina A; 2 950 IJ vitamina D; 

29 mg vitamina E; 150 mg nijacina; 800 mg metionina; 11300 mg antioksidansa 

 

3.2. Dizajn pokusa i postupak sa životinjama 

Jarčevi su bili podijeljeni u pokusnu i kontrolnu skupinu sa po šest jarčeva u svakoj 

i bili su držani u istim bioklimatskim uvjetima. Po dva nasumično odabrana jarca sa svake 

farme  (n=6) krajem ožujka dobili su, aplikatorom potkožno s vanjske strane uške 4 
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melatoninska implantanta; 74 mg melatonina (Melovine
®
, CEVA, Libourne, Francuska) te 

su bili označeni kao pokusna skupina. Kontrolnu su skupinu činila preostala dva jarca na 

svakoj farmi (n=6) kojima nisu umetnuti implantati melatonina. Za svako polučivanje 

ejakulata kao fantom su korištene dvije koze kojima je induciran estrus. Protokol 

sinkronizacije estrusa sastojao se od intavaginalne aplikacije spužvice progestagena (40 

mg; Fluorogestone acetate-FGA, Chronogest®, Intervet, Francuska) u periodu od 11 dana, 

te intramuskularne aplikacije prostaglandina (PGF2α) (75 μg; Estrumate®, Shering-

Plough, Francuska) i konjskog korionskog gonadotropina (engl. equine chorionic 

gonadotropin, eCG), (400 IJ; Folligon®, Intervet, Nizozemska) 48 sati prije vađenja 

spužvice. Detekcija spolnog žara provedena je od 24 do 30 sata nakon vađenja spužvice. 

 

3.3. Polučivanje ejakulata  

Jarčevima je ejakulat polučen pomoću umjetne vagine nakon skoka na fantom 

(koza u estrusu) što je obavljala uvijek ista osoba/veterinar na koju su jarčevi bili 

naviknuti. Ejakulat je polučivan jedanput tjedno u jutarnjim satima od početka ožujka do 

početka lipnja (izvan rasplodne sezone). Iako je melatonin apliciran krajem ožujka (zadnji 

tjedan u ožujku) jarčevi su od početka pokusa bili podijeljeni u skupine kako bi se 

ustanovila eventualna varijacija između skupina prije same aplikacije melatonina. Svakom 

jarcu ejakulat je polučen 4 puta mjesečno, odnosno ukupno 12 puta tijekom pokusnog 

razdoblja od 3 mjeseca. 

 

3.4. Ocjena ejakulata 

Odmah po uzimanju ejakulata načinjena je provjera čistoće i volumena ejakulata, 

zatim makroskopska i mikroskopska procjena ejakulata te određivanje koncentracije 

ejakulata. Volumen ejakulata je određen direktnim očitavanjem u graduiranom 

spermohvataču. Masovno gibanje i gibljivost spermija procjenjena su u nativnom ejakulatu 

pomoću binokularnog mikroskopa Axiostar Plus (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 

Göttingen, Njemačka) s ugrađenim spermotermom. Za procjenu postotka živih i mrtvih 

spermija u razmazima sjemena, korišten je postupak supravitalnog bojanja prema Bloom-u, 

a za određivanje morfološki normalnih i patoloških oblika spermija korišten je postupak 

bojanja prema Farelly-u u kojem su spermiji obojeni gotovim komercijalnim kompletima 

(Minitube, Tiefenbach, Njemačka). Postupak supravitalnog bojanja prema Bloom-u 

uključuje primjenu boja eozina i nigrozina. Pri tome se jedna manja kap sjemena, veća kap 
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eozina i dvije kapi nigrozina nakapavaju na jednu stranu čiste, odmašćene i zagrijane 

predmetnice. Potom se kapljice čistim štapićem pažljivo promiješaju i načini se razmaz, 

koji se suši na toplom mjestu. Mrtvi se spermiji koji nisu imali cjelovitu staničnu 

membranu obojaju eozinom, dok cjelovite stanične membrane živih spermija ne popuštaju 

boje te ostaju neobojani (Slika 5.) 

 

Slika 5. Spermiji jarca („živi i mrtvi“). 

Boja nigrozina odgovorna je za stvaranje tamne pozadine koja olakšava procjenu 

spermija. Osušeni preparati procjenjivani su mikroskopski pod povećanjem od 400 x, a 

pregledano je 200 spermija. Udio živih, odnosno neobojanih spermija izražen u postocima 

(%). Za ocjenu udjela morfološki normalnih i patoloških oblika spermija u ejakulatu prema 

Farelly-u pregledano je također 200 spermija po preparatu koji su pregledani pomoću 

fazno-kontrasnog mikroskopa Olympus BX50F (Olympus, Tokyo, Japan), a rezultati su 

izraženi u postocima (%). Koncentracija spermija u ejakulatu (broj spermija u 1 mL 

ejakulata), utvrđena je elektronskim brojačem „Accucell photometer tip 60CI0394“ (IMV 

technologies, Normandija, Francuska). Ukupan broj spermija u ejakulatu dobiven je 

umnoškom volumena i koncentracije ejakulata, a ukupni funkcionalni broj spermija (engl. 

total functional sperm fraction; TFSF; x 10
9
) umnoškom ukupnog broja spermija u 

ejakulatu, gibljivih spermija i spermija normalne morfologije (RAMADAN i sur., 2009., 

OGNJENOVIĆ, 2016., ŽURA ŽAJA, 2016.). 
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3.5. Morfometrijska analiza spermija 

Računalna analiza slike izvršena je na osobnom računalu korištenjem programa 

„SFORM“ (VAMSTEC, Zagreb, Hrvatska). Sustav se sastoji od kamere u boji visoke 

rezolucije (Donpisha 3CCD) koja sliku pod objektivom povećanja 40 x iz svjetlosnog 

mikroskopa Olympus BX 41 digitalizira i prenosi u osobno računalo. Morfometrijska 

analiza spermija jarčeva provedena je na obojenim razmazima sjemena metodom prema 

Bloom-u jer je ovom metodom bojenja vidljiv središnji dio repa spermija. Ukupno je 

analizirano 144 obojanih razmaza spermija (72 razmaza po skupini ukupno, odnosno 24 

razmaza mjesečno po skupini). Na njima je izmjereno približno 50 spermija po svakom 

obojanom razmazu, odnosno ukupno 7289 spermija (živih i mrtvih). Analizirane su samo 

glave spermija koje se nisu preklapale s drugim spermijima ili nečistoćama i repovi koji 

nisu bili presavijeni. Granice glave, središnjeg djela i repa spermija označavane su 

interaktivno (najprije glava, zatim središnji dio, a potom rep spermija) uz ručnu korekciju 

računalnim mišem (Slika 4.). Za glavu i središnji dio spermija određene su: površina 

(μm
2
), opseg (μm), minimalni i maksimalni polumjer (μm), duljina i širina (μm), a za rep 

spermija određene su duljina u mikrometrima. Pokazatelji oblika za glavu spermija 

izračunati su prema HIDALGO i sur. (2005.) pomoću primarnih pokazatelja i to: pravilnost 

(engl. regularity; π x duljina x širina/4 x površina), naboranost (engl. rugosity; 4π x 

površina/opseg
2
), eliptičnost (engl. ellipticity; duljina/širina) i elongacija (engl. elongation; 

(duljina − širina)/(duljina + širina). Izračunata je i duljina spermija (duljina glave + duljina 

repa spermija) te različiti omjeri primarnih pokazatelja: duljina glave/duljina spermija, 

duljina glave/duljina repa, duljina repa/duljina spermija, opseg glave/duljina spermija, 

površina glave/duljina spermija, duljina glave x širina glave/duljina spermija.  
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Slika 6. Morfometrijska analiza spermija 

 

3.6. Statistička obrada podataka 

Statistička analiza podataka učinjena je pomoću programskog paketa SAS 9.4 

(Statistical Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, SAD). Deskriptivna 

statistika napravljena je pomoću modula PROC MEANS i PROC FREQ.  

Kod testiranja pojedinih podataka morfometrijskih pokazatelja vremensko 

razdoblje trajanja pokusa od 3 mjeseci podijeljeno je na 6 razdoblja, tako da je svaki 

mjesec podijeljen u prvu i drugu polovicu. Dob jarčeva je kategorizirana u tri skupine: 

skupina 1 (1 - 1,5 godina), skupina 2 (>1,5 - 2,5 godine), skupina 3 (>2,5 godine). Pomoću 

primarnih pokazatelja glave spermija (duljina, širina, površina i opseg) izračunata su četiri 

sekundarna pokazatelja oblika glave spermija: eliptičnost = duljina/širina; elongacija = 

[(duljina − širina)/(duljina + širina)]; naboranost = [4π x površina/opseg
2
]; pravilnost = [π 

x duljina x širina/4 x površina]. 
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Normalna raspodjela podataka testirana je pomoću modula PROC TRANSREG. 

Kada su pretpostavke normalne distribucije analiziranih zavisnih varijabli bile narušene te 

kod heterogenosti varijanci, načinjena je transformacija varijabli pomoću BOX-COX 

transformacije. Većina morfometrijskih pokazatelja nije imala normalnu distribuciju 

podataka pa je rađena logaritamska ili eksponencijalna transformacija varijabli. 

Brzo testiranje zavisnih varijabli učinjeno je multivarijantnom analizom varijance 

(MANOVA) temeljene na kriteriju Wilksove lambde pomoću GLM procedure kako bi se 

dobio uvid o mogućoj statističkoj značajnosti razlika između skupina. Glavni model rađen 

je pomoću GLIMMIX procedure te je uključivao fiksni efekt skupine, razdoblja, dobi 

jarčeva i njihove međusobne interakcije te slučajni efekt jarca s ponavljajućim mjerenjima 

ejakulata kroz razdoblje istraživanja. U modelu je osim interakcije skupine s razdobljem 

istraživanja testiran i utjecaj dobi jarčeva na vrijednosti morfometrijskih pokazatelja 

ukupno te između kontrolne i melatoninske skupine u svakom pokusnom razdoblju. 

Rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti najmanjih kvadrata (LSM - least squares 

means) i standardna pogreška koja je u tablicama prikazana kao skupna standardna 

pogreška. Za usporedbu srednjih vrijednosti korištena je Tukey-Kramer-ova metoda 

višestrukih usporedbi na razini statističke značajnosti P<0,05. Podaci su nakon analize, 

ukoliko su bili transformirani, obrnutom transformacijom vraćeni na originalne vrijednosti 

i one su kao takve prikazane u tablicama. Podaci morfometrijskih pokazatelja središnjeg 

dijela i repa spermija testirani su prema gibljivosti spermija (%) analizom varijance (PROC 

GLM) tako da je napravljena kategorizacija jarčeva prema gibljivosti spermija u tri skupine 

(skupina (1)<75 %; skupina (2) 75-85%; skupina (3) ≥85%). 

Osim pojedinačne analize vrijednosti svakog morfometrijskog pokazatelja rađene 

su i multivarijantne analize grupiranja (CLUSTERI) podataka kroz nekoliko koraka, kako 

bi se dobile subpopulacije spermija na osnovu podataka glavnih morfometrijskih 

pokazatelja, zasebno za mjere glave i mjere repa spermija. Prvi korak je bila analiza 

glavnih komponenata (PROC FACTOR) kako bi se dobile karakteristične vrijednosti 

(eigenvalues) morfometrijskih pokazatelja koristeći Kaiserov kriterij (λ≥ 1) pomoću kojih 

bi se odredio broj glavnih komponenata. Drugi korak je bio da se načini grupiranje 

podataka pomoću nehijerarhijske analize (metoda K-srednjih vrijednosti i Euklidove 

udaljenosti) najvažnijih pokazatelja za svaku komponentu iz prethodne analize koristeći 

PROC FASTCLUS modul. U određivanju broja subpopulacija koristila bi se izlazna 

statistika FASTCLUS procedure: pseudo F statistika, očekivani ukupni R2 i kriterij 

kubičnog grupiranja. Kako bi se bolje interpretirali podatci dobivenih subpopulacija 



19 
 

spermija učinjena je postupna diskriminacijska analiza (PROC STEPDISC) i testiranje 

netipičnih vrijednosti (PROC FASTCLUS). Testiranje razlika u distribuciji subpopulacija 

spermija između skupina učinjeno je koristeći Hi-kvadrat i Mantel-Haenszel Hi-kvadrat 

test (PROC FREQ), ali su se zbog visokih varijacija subpopulacija razlike testirane unutar 

mjeseca uzorkovanja, a ne razdoblja pokusa.   
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4. REZULTATI 

4.1. Pojedinačni morfometrijski pokazatelji glave i repa spermija 

 

Morfometrijeska mjerenja su određena na ukupno 7289 spermija. Budući da je 

postojala razlika između morfometrijskih podataka “živih spermija” (neobojanih) i “mrtvih 

spermija” (obojani) koji su bili statistički značajno različiti (veća duljina, širina, površina i 

opseg glave i spojnog dijela repa), za daljnju analizu su uvršteni morfometrijski pokazatelji 

samo živih spermija (N=6567). Zbog toga što se svakom jarcu ejakulat uzimao više puta, 

deskriptivnim podatcima je prikazana varijacija unutar jedinki (jarčeva), između jedinki po 

svakom datumu uzimanja ejakulata te ukupna varijacija morfometrijskih pokazatelja glave 

i repa (Tablica 2, 3 i 4).  

Statističkom analizom pojedinačnih morfometrijskih pokazatelja spermija nije 

nađena statistički značajna razlika između kontrolne i melatoninske skupine jarčeva po 

razdobljima uzorkovanja ejakulata (Tablica 5, 6 i 7). Dob jarčeva je imala statistički 

značajan utjecaj na pojedine morfometrijske pokazatelje ukupno (bez obzira na skupinu i 

razdoblje), ali nije bilo statistički značajnog utjecaja u križanju s skupinom jarčeva i 

razdobljem uzorkovanja ejakulata budući da su obje skupine imale podjednaku prosječnu 

dob životinja.      
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Tablica 2. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti glave spermija jarčeva.  

 

Eliptičnost = duljina / širina  

Elongacija = [(duljina − širina) / (duljina + širina)] 

Naboranost = [4π x površina / opseg
2
]  

Pravilnost = [π x duljina x širina / 4 x površina] 

 

 

Pokazatelji glave 

spermija 

Varijacije unutar istih jarčeva Varijacije između jarčeva (prema datumu uzorkovanja) Ukupno 

Interval 

srednje 

vrijednosti 

Interval 

medijane 

vrijednosti 

Interval 

standardne 

devijacije 

Interval 

koeficijenta 
varijacije 

(%) 

Interval 

srednje 

vrijednosti 

Interval 

medijane 

vrijednosti 

Interval 

standardne 

devijacije 

Interval 

koeficijenta 
varijacije 

(%) 

Srednja 
vrijednost 

Medijan 
Standardna 
devijacija 

Koeficijent 

varijacije 

(%) 

Duljina (µm) 8,79 - 9,28 8,80 - 9,29 0,28 - 0,57 3,18 - 6,16 8,76 - 9,74 8,73 - 9,70 0,35 - 0,55 4.08 - 5,98 9,17 9,11 0,52 5,66 

Širina (µm) 4,76-4,97 4,80-4,98 0,23-0,33 4,64-6,57 4,74-5,23 4,81-5,21 0.19-0.36 3.95-7.31 4,19 4,87 0,29 5,89 

Minimalni 

polumjer (µm) 
2,13-2,24 2,16-2,23 0,13-0,17 5,66-7,55 2,16-2,36 2,16-2,35 0.11-0.18 4.71-8.05 2,21 2,22 0,15 6,87 

Maksimalni 

polumjer (µm) 
4,53-4,79 4,51-4,78 0,15-1,29 3,41-6,24 4,53-5,02 4,51-5,01 0.19-0.28 4.17-5.96 4,74 4,72 0,27 5,65 

Površina (µm2) 34,28-38,44 35,08-38,08 2,35-4,21 6,63-10,99 35,72-41,77 34,69-41,77 1.95-4.15 5.47-10.47 37,35 36,83 3,46 9,27 

Opseg (µm) 23,37-24,75 23,52-24,68 0,79-1,39 3,37-5,47 23,31-25,79 23,37-25,79 0.79-1.25 3.31-4.94 24,43 24,29 1,19 4,89 

Eliptičnost 1,80-1,91 1,85-1,93 0,09-0,12 5,05-6,20 1,85-1,93 1,85-1,93 0.09-0.12 4.62-5.85 1,88 1,87 0,1 5,57 

Elongacija 0,30-0,32 0,30-0,32 0,02-0,03 7,51-9,32 0,30-0,32 0,30-0,32 0.02-0.03 7.05-9.89 0,3 0,3 0,03 8,29 

Naboranost 0,78-0,79 0,78-0,80 0,02-0,02 2,32-3,07 0,78-0,80 0,78-0,80 0.02-0.03 2.32-3.40 0,79 0,79 0,02 2,81 

Pravilnost 0,94-0,96 0,94-0,95 0,02-0,03 2,32-3,00 0,94-0,95 0,94-0,95 0.02-0.03 2.48-3.08 0,95 0,95 0,03 2,69 
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Tablica 3. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti repa spermija jarčeva.  

Pokazatelji 

središnjeg 

dijela repa i 

duljina repa 

spermija 

Varijacije unutar istih jedinki Varijacije između jarčeva (prema datumu uzorkovanja) Ukupno 

Interval srednje 
vrijednosti 

Interval 

medijane 

vrijednosti 

Interval 

standardne 

devijacije 

Interval 

koeficijenta 

varijacije (%) 

Interval 

srednje 

vrijednosti 

Interval 

medijane 

vrijednosti 

Interval 

standardne 

devijacije 

Interval 

koeficijenta 
varijacije 

(%) 

Srednja 

vrijednost 
Medijan 

Standardna 

devijacija 

Koeficijent 

varijacije 

(%) 

Duljina 

središnjeg 

dijela (µm) 

12,41-13,30 12,35-13,45 0,59-0,89 4,64-6,71 12,56-13,75 12,45-13,62 0,45-0,86 3,51-6,74 12,95 2,89 0,74 5,69 

Širina 

središnjeg 

dijela (µm) 

1,80-2,20 1,74-1,87 0,34-0,80 20,02-36,23 1,69-2,18 1,65-2,03 0,31-0,66 18,60-32,00 1,9 1,8 0,47 24,54 

Minimalni 

polumjer 

središnjeg 

dijela (µm) 

0,40-0,49 0,37-0,52 0,14-0,22 31,51-46,06 0,41-0,50 0,41-0,52 0,12-0,19 26,36-44,37 0,46 0,52 0,16 35,34 

Maksimalni 

polumjer  

središnjeg 

dijela (µm) 

6,38-6,84 6,36-6,94 0,32-0,41 4,97-6,08 6,44-7,08 6,39-7,02 0,24-0,44 3,67-6,67 6,65 6,62 0,39 5,89 

Opseg 

središnjeg 

dijela (µm) 

28,51-30,69 28,40-30,69 1,15-1,79 3,97-6,04 28,57-31,49 28,46-31,25 1,05-1,78 3,59-5,69 29,64 29,46 1,65 5,58 

Površina 

središnjeg 

dijela (µm2) 

17,57-19,95 17,63-19,92 1,23-2,91 7,06-15,22 17,70-21,41 17,56-20,39 1,30-2,43 7,30-12,83 18,87 18,55 2,19 11,62 

Duljina repa 

(µm) 
49,12-54,19 49,73-55,12 2,09-2,97 4,16-5,57 49,21-54,73 49,45-55,02 1,18-2,61 2,36-4,88 51,28 50,75 2,75 5,36 
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Tablica 4. Deskriptivni pokazatelji ostalih morfometrijskih pokazatelja glave i repa spermija jarčeva.  

Različite 

mjere glave i 

repa spermija 

Varijacije unutar istih jedinki Varijacije između jarčeva (prema datumu uzorkovanja) Ukupno 

Interval 
srednje 

vrijednosti 

Interval 
medijane 

vrijednosti 

Interval 
standardne 

devijacije 

Interval 
koeficijenta 

varijacije (%) 

Interval 
srednje 

vrijednosti 

Interval 
medijane 

vrijednosti 

Interval 
standardne 

devijacije 

Interval 
koeficijenta 

varijacije (%) 

Srednja 

vrijednost 
Medijan 

Standardna 

devijacija 

Koeficijent 

varijacije 

(%) 

Duljina 

spermija 

(µm)  

57,91-63,63 58,25-64,65 2,22-3,83 3,74-6,19 58,00-64,47 58,25-64,88 1,22-2,90 2,08-4,74 60,48 59,85 3,02 4,99 

Duljina glave 

/ Duljina 

spermija 

0,15-0,15 0,15-0,15 0,01-0,01 4,13-5,61 0,15-0,16 0,15-0,16 0,01-0,01 4,26-5,33 0,15 0,15 0,01 4,98 

Duljina glave 

/ Duljina repa 
0,17-0,18 0,17-0,18 0,01-0,01 4,87-6,66 0,18-0,19 0,17-0,19 0,01-0,01 5,02-6,31 0,18 0,18 0,01 5,90 

Duljina repa / 

Duljina 

spermija 

0,85-0,85 0,84-0,85 0,01-0,01 0,72-1,01 0,84-0,85 0,84-0,85 0,01-0,01 0,75-0,91 0,85 0,85 0,01 0,89 

Opseg glave / 

Duljina 

spermija 

0,39-0,41 0,39-0,41 0,01-0,02 3,86-5,93 0,40-0,42 0,39-0,42 0,01-0,02 3,52-5,27 0,41 0,4 0,02 4,65 

Površina 

glave / 

Duljina 

spermija 

0,59-0,63 0,60-0,63 0,04-0,05 6.03-8,85 0,60-0,65 0,60-0,64 0,03-0,06 6,01-9,66 0,62 0,62 0,05 7,74 

Duljina glave 

x Širina glave 

/ Duljina 

spermija 

0,72-0,76 0,71-0,76 0,05-0,07 6,94-10,26 0,72-0,78 0,72-0,78 0,05-0,08 6,71-10,44 0,75 0,74 0,07 8,7 

Duljina spermija = duljina glave + duljina repa 



24 
 

Tablica 5. Srednja vrijednost i skupna standardna pogreška morfometrijskih pokazatelja glave spermija između kontrolne i melatoninske skupine 

jarčeva u šest pokusnih razdoblja uzimanja ejakulata te između tri dobne kategorije jarčeva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Različiti slovni natpisi unutar istog reda ukazuju na statistički značajnu razliku (p<0,05) između dobnih kategorija jarčeva 

stderr - skupna standardna pogreška 

Eliptičnost = duljina / širina; Elongacija = [(duljina − širina) / (duljina + širina)]; Naboranost = [4π x površina / opseg
2
]; Pravilnost = [π x duljina x širina / 4 x površina] 

Pokazatelji glave spermija 

Skupina x Razdoblje 

  

Dob jarčeva (godine) 

  

Skupina  1/2 ožujak 2/2 ožujak 1/2 travanj 2/2 travanj 1/2 svibanj 2/2 svibanj stderr 1-1,5 >1,5-2,5 >2,5 stderr 

Površina (µm2) Kontrolna 35,33 34,54 34,40 35,69 37,99 34,80 2,848 
37,58 37,21 36,83 0,958 

Melatonin 36,40 35,61 35,29 35,10 39,94 36,19 2,332 

 
  

       
  

   

Opseg (µm) Kontrolna 
24,06 23,83 23,54 24,09 25,63 24,07 0,845 

24,53 24,39 24,19 0,296 
Melatonin 24,45 24,19 24,18 24,18 25,68 24,44 0,671 

 
  

       
  

   

Duljina (µm) Kontrolna 8,95 8,79 8,66 9,01 9,74 9,11 0,366 
9,23 9,14 9,09 0,102 

Melatonin 9,17 9,04 9,05 9,10 9,69 9,21 0,261 

 
  

       
  

   

Širina (µm) Kontrolna 4,86 4,82 4,80 4,86 5,08 4,85 0,259 
4,88 4,89 4,90 0,067 

Melatonin 4,87 4,89 4,84 4,84 5,23 4,99 0,181 

 
  

       
  

   

Eliptičnost Kontrolna 1,83 1,85 1,81 1,85 1,92 1,88 0,059 
1,89a 1,87ab 1,85b 0,019 

Melatonin 1,88 1,84 1,86 1,87 1,86 1,85 0,057 

 
  

       
  

   

Elongacija Kontrolna 0,29 0,29 0,28 0,29 0,31 0,30 0,021 
0,31a 0,30b 0,29c 0,001 

Melatonin 0,30 0,29 0,30 0,30 0,30 0,29 0,015 

 
  

       
  

   

Naboranost Kontrolna 0,79 0,78 0,79 0,79 0,77 0,78 0,010 
0,78a 0,78a 0,79b 0,001 

Melatonin 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,79 0,010 

 
  

       
  

   

Pravilnost Kontrolna 0,94 0,94 0,93 0,94 0,94 0,95 0,014 
0,94 0,94 0,95 0,004 

Melatonin 0,93 0,94 0,94 0,94 0,95 0,95 0,010 
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Tablica 6. Srednja vrijednost i skupna standardna pogreška morfometrijskih pokazatelja repa spermija između kontrolne i melatoninske skupine 

jarčeva u šest pokusnih razdoblja uzimanja ejakulata te između tri dobne kategorije jarčeva. 

Pokazatelji središnjeg dijela repa i duljina 

repa spermija 

Skupina x Razdoblje 

  

Dob jarčeva (godine) 

  

Skupina  1/2 ožujak 2/2 ožujak 1/2 travanj 2/2 travanj 1/2 svibanj 2/2 svibanj stderr 1-1,5 1,5-2.5 >2,5 stderr 

Površina središnjeg dijela repa (µm2) 
Kontrolna 17,13 15,73 16,92 17,86 20,84 18,06 1,839 

19,17 18,66 18,56 0,405 

Melatonin 18,76 17,54 17,16 18,27 21,34 19,17 1,353 

 
  

       
  

   

Opseg središnjeg dijela repa (µm) 
Kontrolna 

29,28 29,01 28,95 28,59 30,93 29,14 1,421 
30,09a 29,22b 29,29b 0,430 

Melatonin 
28,22 29,01 28,35 29,50 31,79 29,41 1,055 

 
  

       
  

   

Duljina središnjeg dijela repa (µm) 
Kontrolna 12,87 12,79 12,75 12,50 13,56 12,75 0,662 

13,13a 12,74b 12,83b 0,194 
Melatonin 12,29 12,72 12,42 12,93 13,84 12,85 0,486 

 
  

       
  

   

Širina središnjeg dijela repa (µm) 
Kontrolna 1,73 1,48 1,65 1,79 1,97 1,93 0,220 

1,91 1,90 1,92 0,105 
Melatonin 1,87 1,63 1,78 1,75 1,93 1,92 0,177 

 
  

       
  

   

Duljina repa (µm) 
Kontrolna 49,24 49,95 50,23 50,71 54,38 50,69 1,803 

52,11 50,73 50,76 1,190 

Melatonin 48,95 49,93 49,62 51,07 54,49 50,42 1,327 

Različiti slovni natpisi unutar istog reda ukazuju na statistički značajnu razliku (p<0,05) između dobnih kategorija jarčeva 

stderr - skupna standardna pogreška 
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Tablica 7. Srednja vrijednost i skupna standardna pogreška morfometrijskih pokazatelja repa spermija između kontrolne i melatoninske skupine 

jarčeva u šest pokusnih razdoblja uzimanja ejakulata te između tri dobne kategorije jarčeva. 

Različiti pokazatelji glave i repa spermija 
Skupina x Razdoblje 

  

Starost jarčeva 

(godine) 

  

  1/2 ožujak 2/2 ožujak 1/2 travanj 2/2 travanj 1/2 svibanj 2/2 svibanj stderr 1-1,5 1,5-2.5 >2,5 stderr 

Duljina spermija (µm) 
Kontrolna 58,20 58,74 58,89 59,72 64,11 59,79 2,015 

61,40 59,90 59,86 1,295 

Melatonin 58,12 58,99 58,67 60,15 64,19 59,63 1,494 

 
  

       
  

   

Duljina glave / Duljina spermija 
Kontrolna 

0,15 0,14 0,14 0,15 0,15 0,15 0,004 
0,15 0,15 0,15 0,001 

Melatonin 
0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,003 

 
  

       
  

   

Duljina glave / Duljina repa 
Kontrolna 0,18 0,17 0,17 0,18 0,18 0,18 0,005 

0,17 0,18 0,18 0,002 
Melatonin 0,18 0,18 0,18 0,17 0,17 0,18 0,004 

 
  

       
  

   

Duljina repa / Duljina spermija 
Kontrolna 0,84 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,004 

0,84 0,84 0,84 0,001 
Melatonin 0,84 0,85 0,84 0,85 0,85 0,84 0,003 

 
  

       
  

   

Opseg glave / Duljina spermija 
Kontrolna 0,41 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,012 

0,40 0,40 0,40 0,004 
Melatonin 0,42 0,41 0,41 0,40 0,40 0,41 0,009 

 
  

       
  

   

Površina glave / Duljina spermija 
Kontrolna 0,62 0,60 0,59 0,61 0,63 0,61 0,035 

0,61 0,62 0,61 0,008 
Melatonin 0,64 0,62 0,62 0,60 0,64 0,63 0,026 

 
  

       
  

   

Duljina glave x Širina glave / Duljina 

spermija 
Kontrolna 

0,75 0,72 0,71 0,73 0,77 0,74 0,047 

0,74 0,75 0,75 0,009 

Melatonin 
0,76 0,75 0,74 0,73 0,78 0,77 0,036 

Duljina spermija = duljina glave + duljina repa 
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Podjelom jarčeva u skupine prema ocjeni gibljivosti spermija (%) nađene su statistički 

značajne razlike u vrijednostima svih morfometrijskih pokazatelja repa spermija (Tablica 8). 

Tablica 8. Srednja vrijednost i skupna standardna pogreška morfometrijskih pokazatelja repa 

spermija u tri skupine jarčeva dobivene prema udjelu gibljivosti spermija   

Morfometrijski pokazatelji 

središnjeg dijela i repa spermija 

Skupine jarčeva prema gibljivosti 

spermija 

<75 % 75 - 85% ≥85% stderr 

Duljina središnjeg dijela (µm)  12,80
a
 12,85

a
 13,11

b
 0,04 

Širina središnjeg dijela (µm) 1,83
a
 1,92

b
 1,91

b
 0,02 

Površina središnjeg dijela (µm2) 18,42
a
 18,80

b
 19,16

c
 0,11 

Opseg središnjeg dijela (µm) 29,24
a
 29,45

b
 30,00

c
 0,08 

Duljina repa (µm) 50,52
a
 51,00

b
 51,89

c
 0,15 

Različiti slovni natpisi unutar istog reda ukazuju na statistički značajnu razliku (p<0,05) između skupina 

stderr - skupna standardna pogreška 

 

4.2. Subpopulacije spermija na osnovu morfometrijskih pokazatelja glave i repa 

spermija 

 

Analizom glavnih komponenata prije grupiranja morfometrijskih pokazatelja spermija 

dobivene su dvije karakteristične vrijednosti (λ≥ 1) odnosno dvije komponente koje 

objašnjavaju ukupno 85% varijance morfometrijskih pokazatelja glave i 78,5% varijance 

morfometrijskih pokazatelja repa spermija (Tablica 9).  
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Tablica 9. Karakteristične vrijednosti (eigenvalues) morfometrijskih pokazatelja glave i repa 

spermija u analizi glavnih komponenata (zadržane su dvije komponente - faktor 1 i 2 s 

karakterističnim korijenom  λ≥ 1 - Kaiserov kriterij) 

Pokazatelji 

glave spermija 
Faktor 1 Faktor 2 

Pokazatelji 

repa spermija 
Faktor 1 Faktor 2 

Duljina (µm) 0,98* -0,04 Duljina 

spojnog dijela 
0,89* -0,22 

Širina (µm) 0,58 0,81* 

Površina (µm2) 0,87* 0,39 Širina spojnog 

dijela 
0,17 0,95* 

Opseg (µm) 0,96* 0,16 

Eliptičnost 0,39 -0,90* Površina 

spojnog dijela 
0,79* 0,29 

Naboranost -0,49 0,70* 

Elongacija 0,39 -0,90* Opseg spojnog 

dijela 
0,92* -0,06 

Pravilnost 0,35 0,36 

      Duljina repa 0,71* -0,20 

Karakteristični 

korijen (λ) i 

objašnjena 

varijanca (%) 

3,70 (46,3) 3,07 (38,7) 

Karakteristični 

korijen (λ) i 

objašnjena 

varijanca (%) 

2,83 (56,6) 1,09 (21,9) 

* Najvažniji pokazatelji za svaku komponentu (≥ 0,70) 

Prva komponenta morfometrijskih pokazatelja glave spermija više je usmjerena na 

mjere glave (duljina, opseg, površina) dok je druga komponenta morfometrijskih pokazatelja 

glave više usmjerena na oblik glave (eliptičnost, naboranost, elongacija) u korelaciji sa 

širinom glave. Prva komponenta morfometrijskih pokazatelja repa spermija usmjerena je više 

na mjere duljine (duljina središnjeg dijela, duljina repa) u korelaciji s površinom i opsegom 

spojnog dijela repa dok je druga komponenta morfometrijskih pokazatelja repa usmjerena na 

širinu središnjeg dijela repa.   

Analizom grupiranja dobivene su četiri dobro definirane subpopulacije spermija na 

osnovu morfometrijskih pokazatelja glave spermija i četiri dobro definirane subpopulacije 

spermija na osnovu morfometrijskih pokazatelja repa spermija (Tablica 10 i 11, Grafikon 1 i 

2). 
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Tablica 10. Subpopulacije spermija jarčeva (S1 – S4) dobivene pomoću analize grupiranja morfometrijskih pokazatelja glave (podaci su izraženi 

kao srednja vrijednost i standardna devijacija).  

 

 

 

 

 

Podebljane vrijednosti morfometrijskih pokazatelja glave spermija pokazuju karakteristične značajke pojedine populacije (najniže ili najviše vrijednosti) 

(S1) - sačinjavaju veličinom mali i naborani spermiji; (S2) - veličinom najveći spermiji; (S3) - eliptični i elongirani spermiji; (S4) - čine spermiji koji po svim pokazateljima spadaju u neke prosječne vrijednosti po 

veličini i obliku. 

 

Tablica 11. Subopulacije spermija jarčeva (R1 – R4) dobivene pomoću analize grupiranja morfometrijskih pokazatelja repa (podaci su izraženi 

kao srednja vrijednost i standardna devijacija).  

Subpopulacije  

spermija 

  Pokazatelji repa spermija 

N (%) 
Duljina 

središnjeg dijela 
(µm) 

Širina  

središnjeg dijela 
(µm) 

Površina 

središnjeg dijela 
(µm2) 

Opseg 

središnjeg dijela 
(µm) 

Duljina repa 
(µm) 

R1 4111 (63,0) 12,69±0,52 1,80±0,39 17,84±1,41 28,95±1,14 50,40±1,30 

R2 711 (10,9) 12,72±0,67 2,21±0,70 18,83±1,49 29,33±1,30 47,75±1,35 

R3 1410 (21,6) 13,67±0,57 1,92±0,32 21,18±1,80 31,38±1,34 53,30±1,45 

R4 290 (4,5) 13,82±0,80 2,15±0,44 22,30±1,53 31,92±1,64 50,94±1,55 

Podebljane vrijednosti morfometrijskih pokazatelja repa spermija pokazuju karakteristične značajke pojedine populacije (najniže ili najviše vrijednosti) 

(R1) - spermiji s najmanjom veličinom središnjeg dijela repa po svim pokazateljima; (R2) - spermiji s najširim središnjim dijelom, ali najkraćim repom; (R3) - spermiji s najduljim repom; (R4) - spermiji s najvećom 

duljinom, površinom i opsegom središnjeg dijela repa. 

Subpopulacije  

spermija 

  Pokazatelji glave spermija 

N (%) Duljina  
(µm) 

Širina 
(µm)  

Površina  
(µm2) 

Opseg 
(µm) 

Eliptičnost Naboranost Elongacija 

S1 1133 (17,3) 8,59±0,24 4,58±0,17 32,98±1,10 22,90±0,46 1,88±0,09 0,79±0,02 0,30±0,02 

S2 313 (4,8) 10,27±0,28 5,54±0,20 46,44±1,68 27,25±0,54 1,85±0,08 0,78±0,01 0,29±0,02 

S3 1595 (24,5) 9,65±0,30 5,11±0,20 40,75±1,43 25,59±0,53 1,89±0,10 0,78±0,02 0,31±0,02 

S4 3481 (53,4) 9,05±0,31 4,85±0,18 36,42±1,22 24,13±0,55 1,86±0,10 0,78±0,02 0,30±0,02 
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Grafikon 1. Grafički prikaz subpopulacija spermija jarčeva prema morfometrijskim 

pokazateljima glave.  

(S1) - veličinom mali i naborani spermiji; (S2) - veličinom najveći spermiji; (S3) - eliptični i elongirani spermiji; (S4) - spermiji koji po 

svim pokazateljima spadaju u neke prosječne vrijednosti po veličini i obliku. 

 

Grafikon 2. Grafički prikaz subpopulacija spermija jarčeva prema morfometrijskim 

pokazateljima repa. 

(S1) - veličinom mali i naborani spermiji; (S2) - veličinom najveći spermiji; (S3) - eliptični i elongirani spermiji; (S4) - spermiji koji po 

svim pokazateljima spadaju u neke prosječne vrijednosti po veličini i obliku. 



31 
 

Prema podatcima morfometrijskih pokazateljia glave spermija prvu subpopulaciju 

spermija (S1) sačinjavaju veličinom mali i naborani spermiji, drugu subpopulaciju (S2) 

veličinom najveći spermiji, treću subpopulaciju (S3) eliptični i elongirani spermiji te 

četvrtu subpopulaciju (S4) čine spermiji koji po svim pokazateljima spadaju u neke 

prosječne vrijednosti po veličini i obliku. Prema podatcima morfometrijskih pokazateljia 

repa spermija prvu subpopulaciju (R1) sačinjavaju spermiji s najmanjom veličinom 

središnjeg dijela repa po svim pokazateljima, drugu subpopulaciju (R2) spermiji s najširim 

središnjim dijelom ali najkraćim repom, treću subpopulaciju (R3) spermiji s najduljim 

repom te četvrtu subpopulaciju (R4) čine spermiji s najvećom duljinom, površinom i 

opsegom središnjeg dijela repa.  

Testiranjem distribucija subpopulacija spermija prema morfometrijskim 

pokazateljima glave između kontrolne i melatoninske skupine jarčeva nađena je razlika u 

posljednjem mjesecu pokusa za udjel spermija u S1 i S4 subpopulaciji (Grafikon 3).  

 

Grafikon 3. Udio spermija prema subpopulacijama dobivenim temeljem vrijednosti 

morfometrijskih pokazatelja glave spermija jarčeva u kontrolnoj i melatoninskoj skupini 

tijekom pokusnog razdoblja u trajanju od tri mjeseca. (* - statistički značajna razlika u 

udjelu spermija određene subpopulacije između kontrolne i melatoninske skupine). 

(S1) - veličinom mali i naborani spermiji; (S2) - veličinom najveći spermiji; (S3) - eliptični i elongirani spermiji; (S4) - spermiji koji po 

svim pokazateljima spadaju u neke prosječne vrijednosti po veličini i obliku. 
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Testiranjem distribucija subpopulacija spermija prema morfometrijskim 

pokazateljima repa između kontrolne i melatoninske skupine jarčeva nađena je značajna 

razlika u mjesecu travnju za udjel spermija u R1 i R3 subpopulaciji (grafikon 4).  

 

Grafikon 4. Udio spermija prema subpopulacijama dobivenim temeljem vrijednosti 

morfometrijskih pokazatelja repa spermija jarčeva u kontrolnoj i melatoninskoj skupini 

tijekom pokusnog razdoblja u trajanju od tri mjeseca. (* - statistički značajna razlika u 

udjelu spermija određene subpopulacije između kontrolne i melatoninske skupine). 

(R1) - spermiji s najmanjom veličinom središnjeg dijela repa po svim pokazateljima; (R2) - spermiji s najširim središnjim dijelom, ali 

najkraćim repom; (R3) - spermiji s najduljim repom; (R4) - spermiji s najvećom duljinom, površinom i opsegom središnjeg dijela repa.  
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5. RASPRAVA 

 

Saznanje da u sjemenu postoje subpopulacije spermija, koje se razlikuju u 

morfološkim, fiziološkim i funkcionalnim karakteristikama potaknulo je razvoj velikog 

broja metoda kojima bi se izdvojili spermiji s boljim funkcionalnim sposobnostima. 

Temeljem teorije da su razlike u oplodnoj sposobnosti i kakvoći između pojedinih spermija 

povezane s razlikama u njihovoj gibljivosti, razvile su se metode za izdvajanje spermija 

najveće gibljivosti, i to centrifugiranjem sjemena u različitom gradijentu gustoće 

(primjerice „swim-up“ i Percoll gradient) (SAMARDŽIJA i sur., 2006.). Gibljivost 

spermija nije jedini pokazatelj plodnosti spermija, već je pravilna morfologija spermija 

ključna za oplodnju jajne stanice i za pravilan razvoj embrija. Udio spermija normalne 

morfologije je direktno povezan s plodnošću rasplodnjaka (BOERSMA i sur., 1999.). 

Uobičajeno se pretrage ejakulata u razmatranju populacije spermija jarčeva rade vizualnim 

metodama gdje se procjenjuje broj normalnih i broj abnormalnih spermija na osnovu 

izgleda glave i repa spermija što bi značilo da se populacija spermija u ejakulatu dijelila na 

udio normalnih spermija i udio abnormalnih spermija. Standardnim procjenama 

morfologije spermija se ne može temeljito procijeniti rasplodna sposobnost mužjaka, jer ne 

omogućuje objektivnu analizu malih, ali značajnih razlika koje postoje između spermija u 

različitim uzorcima. Upotrebom različitih programa računalne analize slike (spermija) 

dobile su se mnogo preciznije i detaljnije morfometrijske mjere što je uvelike pomoglo u 

boljoj procjeni morfologije spermija, a čime se smanjuju varijacije u procjeni građe 

spermija te u detekciji suptilnih razlika između pojedinih spermija koje se ne mogu 

detektirati subjektivnim metodama (SANCHO i sur., 1998., HIDALGO i DORADO, 

2009.). Obzirom da u dostupnoj literaturi postoji tek nekoliko studija u kojima je 

provedena morfometrijska analiza spermija u jarčeva te zbog mogućnosti velike varijacije 

u podacima pokazatelja spermija izmjerenih morfometrijskom analizom između različitih 

laboratorija (podatak koji se navodi u literaturi) neophodno je dobivene rezultate ovog 

istraživanja usporediti s dostupnima iz literature. Tako su SINHA i sur. (2014.) u jarčeva 

iste dobi kao i u ovom istraživanju (2 do 4 godina), koristeći također računalno 

potpomognutu morfometrijsku analizu sperme, istu metodu bojanja razmaza, ali različitu 

pasminu jarčeva („Barbari bucks“) dobili sljedeće vrijednosti morfometrijskih pokazatelja 

spermija izraženih kao srednja vrijednost i standardna devijacija koje smo usporedili s 
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podacima dobivenim u ovom istraživanju (podebljane vrijednosti): površina glave 29,40 ± 

0,16 vs. 37,35 ± 3,46 (μm
2
), duljina glave 7,89 ± 0,06 vs. 9,17 ± 0,52 (μm), širina glave 

4,26 ± 0,04 vs. 4,19 ± 0,29 (μm), opseg glave 24,90 ± 0,14 vs. 24,43 ± 1,19 (μm), 

eliptičnost glave 1,86 ± 0,02 vs. 1,88 ± 0,1, naboranost glave 0,60 ± 0,01 vs. 0,79 ± 0,02, 

elongacija glave 0,30 ± 0,01 vs. 0,3 ± 0,03, pravilnost glave 0,90 ± 0,01 vs. 0,95 ± 0,03, 

površina središnjeg dijela repa 8,54 ± 0,05 vs. 18,87 ± 2,19 (µm
2
), duljina središnjeg dijela 

repa (µm) 12,48 ± 0,06 vs. 12,95 ± 0,74, širina središnjeg dijela repa 0,66 ± 0,01 vs. 1,9 ± 

0,47 (µm), duljina repa 48,14 ± 0,23 vs. 51,28 ± 2,75 (µm). Usporedbom podataka ovog 

istraživanja s podacima iz istraživanja SINHA i sur. (2014.) uočljivo je da su se srednje 

vrijednosti površine glave te površina i širina središnjeg dijela repa najviše razlikovale, dok 

je u vrijednostima svih ostalih prethodno navedenih morfometrijskih pokazatelja spermija 

bilo minimalnih razlika. Nepodudarnost u vrijednostima nekih pokazatelja između ovog 

istraživanja i SINHA i sur. (2014.) moguća je zbog pasminske razlike jarčeva, vremenskih 

i klimatskih razlika u uzorkovanju, greški u prijepisu rezultata analize. Nasuprot tome, 

vrijednosti jednostavnih morfometrijskih pokazatelja glave i repa spermija jarčeva u ovom 

istraživanju gotovo su istovjetna s vrijednostima istih pokazatelja dobivenih u istraživanju 

WIBOWOA i sur. (2013.), koji su istraživali razlike u morfometrijskim pokazateljima 

spermija između četiri lokalno uzgajane pasmine jarčeva. 

HIDALGO i DORADO, (2009.) su proveli računalno potpomognutu 

morfometrijsku analizu razmaza sjemena jarčeva pasmine „Florida goats“ u dobi od 2 

godine obojenih s „Diff-Quik“ metodom te su dobili sljedeće vrijednosti morfometrijskih 

pokazatelja spermija izraženih kao srednje vrijednosti i standardna devijacija koje smo 

usporedili s podacima dobivenim u ovom istraživanju (podebljane vrijednosti): površina 

glave 28,50 – 29,80 ± 0,07 - 0,05 0,16 vs. 37,35 ± 3,46 (μm
2
), duljina glave 8,40 - 8,58 ± 

0,01 - 0,01 vs. 9,17 ± 0,52 (μm), širina glave 4,09 - 4,21 ± 0,01 vs. 4,19 ± 0,29 (μm), opseg 

glave 22,08 - 22,50 ± 0,0 - 0,032 vs. 24,43 ± 1,19 (μm). Prethodno navedeni autori nisu 

određivali morfometrijske pokazatelje središnjih dijelova repa, ali vrijednosti pokazatelja 

glave bile su podjednake izmjerenim u ovom istraživanju, jedino se vrijednost površine 

glave malo više razlikovala. Mogući razlog za nepodudaranje podataka o površini glave 

spermija u potpunosti, mogao bi biti u mogućem učinku melatonina koji je uzrokovao 

povećanje površine glave, obzirom da su prethodno navedeni podaci ovog istraživanja 

prikazani skupno za kontrolnu i melatoninsku skupinu.  
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Dobivene morfometrijske vrijednosti spermija u ejakulatu su najčešće analizirane 

standardnim statističkim analizama temeljenim na analizama varijance budući da se 

pretpostavljalo kako je populacija spermija uniformna odnosno da je morfološka 

distribucija spermija unimodalna (distribucija s najčešćim vrijednostima). Često su takve 

analize pretpostavljale normalnost distribucije i homogenost varijance ili su korištene neke 

od neparametrijskih analiza (GALLEGO-CALVO i sur., 2015.). Zaključci dobiveni takvim 

analizama su bili upitni zbog toga što je snaga statističkog testiranja bila niska budući da je 

svaki pokazatelj analiziran pojedinačno te su se rezultati teško mogli ispravno protumačiti. 

Isto tako pokazalo se da postoje visoke varijacije morfometrijskih pokazatelja kako unutar 

iste jedinke (između dva ejakulata) tako i između životinja što je bio slučaj i u ovom 

istraživanju. Osim toga veliki broj morfometrijskih parametara zahtijeva puno tablica i 

grafikona za prikaz (VALVERDE i sur., 2016.). U ovom radu korištena je nešto 

kompleksnija analiza varijance gdje su se pojedine varijable prije same analize 

transformirale ako nisu imale normalnu distribuciju te je u analizu osim fiksnih efekata 

skupine i starosti jarčeva bio uključen i slučajni efekt životinje koja je korištena u 

ponavljajućim mjerenjima. Nakon višestrukih usporedbi srednjih vrijednosti po Tukey-u 

nije nađena statistički značajna razlika između skupina dok je starost jarčeva ukupno imala 

utjecaja na pojedine pokazatelje oblika glave ta na opseg i duljinu srednjeg dijela repa. 

Analizirajući srednje vrijednosti i njihove varijance za svaki pojedinačni morfometrijski 

pokazatelj ne može se steći uvid u različiti subpopulacijski sastav ejakulata. U novije 

vrijeme multivarijantne analize temeljene na analizi glavnih komponenata, 

diskriminacijkoj analizi i analizi grupiranja morfometrijskih pokazatelja se uspješno 

upotrebljavaju kako bi se proučile dobivene subpopulacije spermija temeljene na 

morfometrijskim pokazateljima glave u više vrsta životinja (THURSTON i sur., 2001., 

BUENDÍA i sur., 2002., ESTESO i sur., 2006., RUBIO-GUILLÉN i sur., 2007.). U ovom 

istraživanju istom statističkom analizom se po prvi puta pokušao analizirati utjecaj 

melatonina na morfometrijske pokazatelje spermija. Analiza grupiranja jasno je razlučila 

četiri subpopulacije spermija na osnovu morfometrijskih pokazatelja glave. Kako bi se 

dodatno istražio utjecaj melatonina na cijeli spermij analizirani su i morfometrijski 

pokazatelji repa te su isto tako nađene četiri jasno razlučene subopulacije spermija na 

osnovu morfometrijskih pokazatelja repa. U dostupnoj literaturi ne postoje podaci da su 

provedena grupiranja spermija prema pokazateljima repa ni u jedne životinjske vrste. 

Rezultati većine istraživanja vezanih za subpopulacije spermija dokazali su kako postoji 

različita distribucija pojedinih udjela subpopulacije spermija prema veličini glave između 
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životinja ukazujući na postojanje utjecaja genetike (VALLE i sur., 2012.), ali i između 

ejakulata iste životinje što pokazuje na mogući zajednički utjecaj genetike i fiziološkog 

statusa životinje (VALVERDE i sur., 2016.). U ovom istraživanju došlo se do istog 

saznanja pokušavajući analizirati udjele pojedinih subpopulacija spermija između skupina 

po svakom uzimanju ejakulata i po svakom periodu koji je uključivao pola mjeseca 

pokusnog razdoblja. Analizirajući podatke po svakom mjesecu eksperimentalnog perioda, 

varijacije između udjela pojedinih populacija su bile puno manje vjerojatno zbog toga što 

se ovakvim pristupom analize kroz dulji period uspio umanjiti utjecaj genetike i 

fiziološkog statusa same jedinke. Unatoč tome nađeno je da pokusna skupina jarčeva 

tijekom 4. mjeseca pokusnog razdoblja ima značajno veći udio spermija s najduljim repom 

i značajno manji udio spermija s najmanjom veličinom središnjeg dijela repa u svim 

pokazateljima te tijekom 5. mjeseca pokusnog razdoblja značajno manji udio 

subpopulacije spermija s najmanjom veličinom glave spermija u svim primarnim 

pokazateljima. Ovakav nalaz bi se mogao pripisati utjecaju melatonina budući da nije 

nađena razlika između pojedinih subpopulacija spermija u trećem mjesecu pokusnog 

razdoblja kada melatonin još nije bio apliciran. Pozitivan utjecaj melatonina na prethodno 

iskazane udjele subpopulacija spermija mogao bi se temeljiti na rezultatima prethodnih 

istraživanja gdje je ustanovljena pozitivna korelacija duljine repa s brzinom gibanja 

spermija (NOORAFSHAN i KARBALAY-DOUST, 2010.), duljine središnjeg dijela 

spermija s plodnošću (SHAHANI i sur., 2010.) kao i rezultatima istraživanjima gdje se 

duljina središnjeg dijela spermija povezuje s razinom energije proizvedenoj u 

mitohondrijima (BIERŁA i sur., 2007.). Nadalje u ovom istraživanju, kategorizacijom 

jarčeva prema udjelu gibljivih spermija nađeno je da su jarčevi s najvećom gibljivošću 

spermija imali spermije s najduljim repom i najvećim vrijednostima morfometrijskih 

pokazatelja središnjeg dijela repa. Time su potvrđene pretpostavke da dulji središnji dio 

repa te ukupna duljina repa spermija utječu na veću gibljivost spermija koji tako mogu 

prije stići do jajne stanice i izvršiti oplodnju (NOORAFSHAN i KARBALAY-DOUST, 

2010.). Što se tiče rezultata na osnovu subpopulacija spermija prema morfometrijskim 

pokazateljima glave u ovom radu pozitivni utjecaj melatonina na spermije mogao bi se 

temeljiti prema istraživanju gdje je ustanovljena povezanost manje površine glave spermija 

s manjom plodnošću (BARTH i sur., 1992.). No s druge strane autori poput BELETTI-a i 

sur. (2005.) te GRAVANCE-a i sur. (2009.) navode da izrazito plodni bikovi proizvode 

izduženije i suženije glave spermija. Nadalje, spermiji sa izduljenijom glavom također 

postižu veću brzinu gibanja zbog veće hidrodinamičke učinkovitosti (YÁNIZ i sur., 2015.). 
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Osim toga, pojedine uočene razlike u obliku jezgre spermija mogle bi biti povezane s 

različitim stupnjem stabilnosti kromatina (OSTERMEIER i sur., 2001., VALVERDE i 

sur., 2016.). U ovom istraživanju kako je već spomenuto utvrđen je utjecaj dobi jarčeva na 

morfometrijske pokazatelje oblika glave, odnosno utvrđena je značajno veća eliptičnost i 

elongacija glave spermija mlađih jarčeva te veća naboranost glave spermija u starijih 

jarčeva. Iz tog razloga dobiveni rezultati ovog istraživanja ukazuju da bi mlađi jarčevi 

mogli imati poželjnije osobine morfometrijskih pokazatelja spermija. Jedno drugo 

istraživanje rađeno na nerastima pokazalo je da su nerasti s visokom koncentracijom 

spermija u ejakulatu, što se također smatra pozitivnim u ocjeni kvalitete ejakulata, imali 

značajno manje dimenzije glave (WYSOKIŃSKA i sur., 2009.). To sve bi moglo značiti 

kako bi se pozitivni ili negativni utjecaj nekog morfometrijskog pokazatelja spermija 

mogao razlikovati između vrsta pa čak i različitih pasmina. Iz tog razloga potrebno je 

dakako obaviti još detaljnije analize morfometrijskih pokazatelja u što više vrsta i pasmina 

životinja, a svakako bi najbolje bilo kada bi se udjeli pojedinih subpopulacija spermija 

mogli direktno povezati s plodnošću istog ejakulata. Isto tako u daljnjim je istraživanjima 

potrebno istražiti odnos između duljine središnjeg dijela repa, njegovog mitohondrijskog 

volumena i učinkovitosti oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima. Dokazano je da 

melatonin antioksidacijskim mehanizmima zaštite sprječava lipidnu peroksidaciju lipida 

staničnih membrana spermija (GAVELLA i sur., 2000.) te njihovu apoptozu i štiti DNK i 

mitohondrije spermija od oštećenja koja mogu nastati zbog štetnog djelovanja slobodnih 

radikala (SHANG i sur., 2004.). Nadalje, melatonin izravno blagotvorno djeluje na 

gibljivost spermija ovnova (CASAO i sur., 2010.b) kao i na ostale karakteristike spermija 

izvan rasplodne sezone putem smanjenja apoptotičnih promjena, modulacijom kapacitacije 

i povećanjem plodnosti ovnova (CASAO i sur., 2010.c, EGERSZEGI i sur., 2014.). 

Dobiveni rezultati upućuju da bi spermiji melatoninom tretiranih jarčeva mogli imati veću 

plodnost, biti izdržljiviji i brži, no u dostupnoj literaturi nema podataka o učinku 

egzogenog melatonina na morfometrijske osobitosti spermija jarčeva u rasplodnoj sezoni 

kao ni izvan nje te dobivene rezultate nije moguće usporediti.  
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6. ZAKLJUČCI 

Rezultati dobiveni u ovom istraživanju pokazuju da: 

Tradicionalnom statističkom analizom (usporedba srednjih vrijednosti i varijance) 

podataka pojedinačnih pokazatelja glave i repa spermija dobivenih morfometrijskom 

analizom spermija, nisu utvrđene statistički značajne razlike između kontrolne i pokusne 

skupine jarčeva u svakom istraživanom razdoblju tijekom pokusa. 

 Prethodno navedena statistička obrada podataka morfometrijskih pokazatelja 

spermija ima nedostatke u smislu neovisnog razmatranja svake varijable zasebno te zato 

što pretpostavlja uniformnost u populaciji koja nije stvarna u heteromorfnih vrsta 

(primjerice u jarčeva) pa postoje visoke varijacije vrijednosti morfometrijskih pokazatelja 

unutar iste jedinke.  

Primjenom multivarijatne statističke analize grupiranja morfometrijskih pokazatelja 

glave i repa spermija u subpopulacije spermija dobivene su statistički značajne razlike u 

udjelu pojedinih subpopulacija spermija između kontrolne i pokusne skupine.  

Grupiranjem spermija u subpopulacije utvrđeno je da pokusna skupina jarčeva 

tijekom 4. mjeseca pokusnog razdoblja ima značajno veći udio spermija s najduljim repom 

i značajno manji udio spermija s najmanjom veličinom središnjeg dijela repa u svim 

pokazateljima te tijekom 5. mjeseca pokusnog razdoblja značajno manji udio 

subpopulacije spermija s najmanjom veličinom glave spermija u svim primarnim 

pokazateljima. 

 Pozitivan utjecaj melatonina na prethodno iskazane udjele subpopulacija spermija 

mogao bi se temeljiti na rezultatima prethodnih istraživanja u kojima je ustanovljena 

povezanost manje površine glave spermija s manjom plodnošću te rezultatima istraživanja 

gdje je ustanovljena pozitivna korelacija duljine repa s brzinom gibanja spermija, duljine 

središnjeg dijela spermija s plodnošću kao i rezultatima istraživanjima gdje se duljina 

središnjeg dijela spermija povezuje s razinom energije proizvedenoj u mitohondrijima. 

Kategorizacijom jarčeva prema udjelu gibljivih spermija utvrđeno je da su jarčevi s 

najvećom gibljivošću spermija imali spermije s najduljim repom i najvećim vrijednostima 

pokazatelja središnjeg dijela repa. Time su potvrđene pretpostavke da dulji središnji dio 

repa te ukupna duljina repa spermija utječu na veću gibljivost spermija. Međutim, 
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najpreciznija bi analiza u te svrhe bila kada bi se za svaki pojedini spermij procijenila 

njegova gibljivost i vrijednosti morfometrijskih pokazatelja.   

Standardizirana morfometrijska analiza ejakulata jarčeva uz primjenu multivarijatne 

statističke analize, mogla bi pružiti relevantna saznanja o pravilnosti spermatogeneze i 

spermiogeneze u jarčeva, procjeni kakvoće spermija u ejakulatu, uključujući i procjenu 

oplodnog potencijala mužjaka te sposobnost zamrzavanja sjemena, dok bi se primjena 

egzogenog melatonina mogla koristiti u poboljšanju spermograma rasplodnih jarčeva izvan 

rasplodne sezone.  
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8. SAŽETAK 

U umjerenom klimatskom pojasu rasplodna sezona malih preživača traje od sredine 

ljeta do sredine zime te je stoga dostupnost proizvoda animalnog porijekla sezonska. 

Ukoliko proizvođači žele odgovoriti zahtjevima tržišta, nužno je upravljanje 

reproduktivnim svojstvima stada. U kontroli reprodukcije malih preživača u primjeni su 

između ostalih i sporo otpuštajući implantati melatonina. Naime, kakvoća ejakulata jarčeva 

je znatno lošija izvan rasplodne sezone. Nepravilnosti građe glave i repa spermija te udio 

pojedine subpopulacije spermija u ejakulatu povezane su s smanjenom plodnosti 

rasplodnjaka, ranom embrionalnom smrtnošću i skladištenjem sjemena. Morfometrijska 

mjerenja osobitosti spermija u domaćih životinja intenzivno se istražuju u novije vrijeme, 

no u dostupnoj literaturi nema podataka o učinku egzogenog melatonina na morfometrijske 

osobitosti spermija jarčeva u rasplodnoj sezoni kao ni izvan nje. Ciljevi ovoga rada bili su: 

1). odrediti i usporediti vrijednosti pokazatelja morfometrijskih osobitosti spermija između 

kontrolne i pokusne skupine jarčeva tijekom pokusnog razdoblja (izvan rasplodne sezone); 

2). analizirati dobivene podatke pokazatelja morfometrijskih osobitosti spermija 

istraživanih skupina jarčeva različitim statističkim metodama; 3). utvrditi subpopulacije 

spermija prema morfometrijskim pokazateljima glave i repa spermija te utvrditi razlike u 

udjelu pojedinih subpopulacije između istraživanih skupina; 4). istražiti povezanost 

morfometrijskih pokazatelja repa spermija s udjelom gibljivosti spermija u ejakulatu. 

Jarčevi pasmine Francuska alpina (n=12) u dobi od 2 do 4 godine podijeljeni su u pokusnu 

i kontrolnu skupinu. Pokusnu su skupinu činili jarčevi (n=6) kojima je krajem ožujka 

aplicirano 4 melatoninska implantanta, a kontrolnu jarčevi (n=6) bez melatoninskih 

implantata. Uzorci ejakulata uzimani su pomoću umjetne vagine jednom tjedno od ožujka 

do kraja svibnja. Na obojenim razmazima sjemena metodom po Bloom-u (n=144) 

provedena je morfometrijska analiza na 7289 spermija. Određeni su morfometrijska 

pokazatelji glave i repa spermija: površina, opseg, minimalni i maksimalni polumjer, 

duljina i širina te su izračunati pokazatelji oblika glave spermija: pravilnost, naboranost, 

eliptičnost i elongacija. Grupiranjem spermija u subpopulacije utvrđeno je da melatoninska 

skupina jarčeva tijekom 4. mjeseca pokusnog razdoblja ima značajno veći udio spermija s 

najduljim repom i značajno manji udio spermija s najmanjom veličinom središnjeg dijela 

repa u svim pokazateljima te tijekom 5. mjeseca pokusnog razdoblja značajno manji udio 

subpopulacije spermija s najmanjom veličinom glave spermija u svim pokazateljima. 

Kategorizacijom jarčeva prema udjelu gibljivih spermija utvrđeno je da su jarčevi s 
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najvećom gibljivošću spermija imali spermije s najduljim repom i najvećim vrijednostima 

pokazatelja središnjeg dijela repa. Iz dobivenih rezultata može se zaključiti da se 

primjenom multivarijatne statističke analize grupiranja morfometrijskih pokazatelja glave i 

repa spermija dobiju subpopulacije spermija, koje se statistički značajno razlikuju u udjelu 

pojedinih subpopulacija spermija između kontrolne i pokusne skupine. Pozitivan utjecaj 

melatonina na prethodno iskazane udjele subpopulacija spermija odražava se sa 

smanjenjem udjela subpopulacija spermija s najmanjom veličinom glave spermija, udjela 

spermija s najmanjom veličinom središnjeg dijela repa i povećanjem udjela spermija s 

najduljim repom u ejakulatu jarčeva. Na veću gibljivost spermija jarčeva utječu dulji 

središnji dio repa te ukupna duljina repa spermija. Egzogeni melatonin mogao bi se 

koristiti u poboljšanju spermograma rasplodnih jarčeva izvan rasplodne sezone. 

Ključne riječi: jarčevi, melatonin, izvan rasplodne sezone, morfometrijska analiza, 

subpopulacije spermija  
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9. SUMMARY 

Impact of exogenous melatonin on morphometric characteristics of spermatozoa in 

bucks during non-breeding season 

 

In the moderate climate zone duration of reproductive season in small ruminants is 

from mid-summer to mid-winter and, thus, the availability of food products of animal 

origin is seasonal. Considering that producers intend to respond to demands of market it is 

necessary to manage reproductive characteristics of their herd. For control of reproduction 

of small ruminants in use are among others also slow realeasing melatonin implants. 

Namely, quality of bucks ejaculate is significantly lower during non-breeding season. The 

irregularities in spermatozoa shape of head and tail and proportion of particular 

subpopulation of spermatozoa in ejaculate are associated with decreased fertility, early 

embryonic deaths and semen cryopreservation. More recently there is intensive research on 

morphometric characteristics of spermatozoa in domestic animals but in available literature 

there are no data regarding impact of exogenous melatonin on morphometric 

characteristics buck spermatozoa during breeding and non-breeding seasons. The 

objectives of this study were to: (1) determine and compare values of morphometric 

characteristic parameters of spermatozoa between control and treated groups of bucks 

during the experimental period (non-breeding season); (2) analyze obtained data regarding 

parameters of spermatozoa morphometric characteristics  in studied groups of bucks by 

different statistical methods; (3) establish spermatozoa subpopulations in accordance to 

morphometric parameters of spermatozoa head and tail and detect differences in 

proportions of particular subpopulation between studied groups; (4) investigate relation 

between morphometric parameters of spermatozoa tail with proportion of spermatozoa 

motility in ejaculate. Bucks of French alpine breed (n=12) aged from 2 to 4 years were 

assigned into experimental and control groups. The experimental group comprised bucks 

(n=6) with 4 melatonin implants inserted by the end of March and control bucks (n=6) 

without melatonin implants. The samples of ejaculate were taken by artificial vagina on 

weekly basis from March to the end of May. Morphometric analyses were performed on 

7289 spermatozoa in smears of semen stained by method after Bloom (n=144). Following 

morphometric parameters were determined for spermatozoa head and tail: area, diameter, 

minimal and maximal radius, length and width as well as following calculated parameters 

of spermatozoa for head shape: regularity, rugosity, ellipticity and elongation. By 
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clustering of spermatozoa in subpopulations it was established that melatonin-treated group 

of bucks during fourth month of the experimental period had significantly higher 

proportion of spermatozoa with the longest tail and significantly lower proportion of 

spermatozoa with lowest size of middle  part of tail in all parameters as well as during fifth 

month of the experimental period significantly lower proportion of spermatozoa 

subpopulation with the lowest size of head in all size parameters. By categorization of 

bucks according to proportion of motile spermatozoa it was established that the bucks with 

the highest motility of spermatozoa had spermatozoa with the longest tail and the highest 

values of middle part of tail parameters. Based on obtained data it can be concluded that 

the use of multivariate statistical analysis of clustering spermatozoa by morphometric 

parameters resulting in subpopulations of spermatozoa which were statistically different in 

proportion of particular subpopulations of spermatozoa between control and experimental 

groups. The positive impact of melatonin on abovementioned proportions of spermatozoa 

subpopulations was reflected with decreased proportion of spermatozoa subpopulation 

with the lowest size of head, proportion of spermatozoa subpopulation with the lowest size 

of middle part of tail and increased proportion of spermatozoa subpopulation with the 

longest tail in buck ejaculates. Higher motility of buck spermatozoa was influenced by 

longer middle part of tail and total length of tail. Thus, exogenous melatonin could be used 

for the improvement of spermogram in breeding bucks during non-breeding season. 

 

Key words: bucks, melatonin, non-breeding season, morphometric analysis, spermatozoa 

subpopulations  
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