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Izvod (12):

Vestacko osemenjavanje (VO) je najznacajnija reproduktivna biotehnologija u
intenzivnoj proizvodnji svinja. Efikasan izbor visoko fertilnih genetski superiornih
nerastova i visok fertilitet vestacki osemenjenih krmaca, ima veliki ekonomski uticaj na
efikasnost prakticne primene ove biotehnologije. Medutim, prethodna istrazivanja
pokazuju da procena klasi¢nih parametara fertiliteta ejakulata (koncentracija, ukupan
broj, pokretljivost i morfologija spermatozoida) nisu dovoljni pokazatelji fertiliteta i
reproduktivne performanse nerastova. Sa druge strane, pokazalo se da je fertilitet
vestacki osemenjenih krmaca, ¢esto, nizi od onog kod prirodno osemenjenih krmaca.
Kao osnovni razlog nizeg fertiliteta kod VO krmaca, navodi se osemenjavanje sa
prekomerno razredenim dozama i/ili dozama dugotrajno ¢uvanim (3 do 5 dana).
Rezultati prethodnih istrazivanja ukazuju da komponente semene plazme imaju kljucni
uticaj na fertilizacioni potencijal spermatozoida in vivo i in vitro, kao i na fizioloSke
procese vazne za uspesnu oplodnju i razvoj embriona u uterusu.

Zbog toga je glavni cilj ovog istrazivanja bio da se: (a) odredi sadrzaj proteina u
spermalnoj plazma nerastova koji se koriste za VO na nekoliko komercijalnih farmi
svinja u Srbiji, (b) oceni uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi na pokretljivost i
morfologija spermatozoida u nativnoj i razredenoj spermi, nakon 3 dana Cuvanja u
razredenom Stanju i (c) ispita uticaj intrauterine infuzije spermalne plazme, pre
aplikacije klasi¢ne VO doze, na fertilitet krmaca.

Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi se kretao izmedu 1% i 6,5%, Sto je
ustanovljeno kod 212 uzoraka, dobijenih iz ejakulata 106 nerastova, koji se koriste za
VO na 6 farmi u AP Vojvodini. Nizak nivo proteina (1-3.5%, prosecno 2,4%) je
ustanovljen kod 69%, a visok nivo proteina (3.6-6.5%, prose¢no 4,2%) kod 31%
ispitivanih nerastova. Nije ustanovljen znacajan (P>0,05) uticaj rase ili starosti nerasta,
kao ni godiSnje sezone, na sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi. CitomorfoloSka
svojstva spermatozoida su testirana sistemom CASA 1 protocnom citometrijom. U
nativnoj spermi testiranih nerastova, prose¢no je bilo 71% Zivih, 13% spermatozoida sa
oste¢enim akrozomom i 32% spermatozoida sa morfoloskim anomalijama. VVolumen
ejakulata, koncentracija, ukupan broj i pokretljivost spermatozoida bili su znacajno
(P<0,01) ve¢i kod nerastova sa visokim, u poredenju sa niskim sadrzajem proteina u
spermalnoj plazmi. Progresivna pokretljivost - PP (64%) i broj Zivih spermatozoida - ZS
(66%) bio je znacajno veci, dok su broj spermatozoida sa oste¢cenom celijskom
membranom - OM (19%), akrozomom - OA (29%) i hromozomima - OH (13%) bili
znacajno (p<0,01) niZi u uzorcima sperme sa visokim sadrZzajem proteina, koji su bili
Cuvani 72h u razredenju 1:4, od ovih vrednosti kod uzoraka sa niskim sadrzajem
proteina (PP = 48%, ZS = 44%, OM = 27% OA = 45% i OH = 22%). Zamena autologne
spermalne plazme iz ejakulata sa niskim sadrzajem proteina od jednog nerasta, sa
homologom spermalnom plazmom iz ejakulata drugog nerasta sa visokim sadrzajem
proteina, znacajno (p<0,01) poveéava progresivnu pokretljivost spermatozoida, sa 52%
na 65%, kod uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:4. Intrauterina infuzija 30 ml semene
plazme, pre aplikacije klasicne VO doze, znacajno (p<0,05) povecava vrednost
prasenja (94%) i proseCan broj Zivo rodene prasadi po leglu (12.3) (p<0,01), u
poredenju sa kontrolom grupom krmaca (83% i 10.5 prasadi).

Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti: (1) postoje znacajne razlike u
sadrzaju proteina u spermalnoj plazmi izmedu pojedinih nerastova, (2) uzorci sperme sa
visokim sadrZzajem proteina, imaju vece vrednosti fertilizacionog potencijala
spermatozoida, od uzoraka sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi, posle 72h
Cuvanja U razredenju 1:4 i (3) infuzija spermalne plazme, pre aplikacije klasi¢ne VO



doze, znaajno povecava fertilitet tako tretiranih krmaca, u poredenju sa kontrolnim
krmaca. Ovi rezultati pokazuju da odredivanje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi,
moze biti korisno sredstvo za predvidanje stepena fertiliteta nerasta, pre njegove
upotrebe za VO, kao i da se spermalna plazma moze koristi za povecanje fertiliteta
vestacki osemenjenih krmaca. Dobijenim rezultatima su, u potpunosti, potvrdene radne
hipoteze i ostvareni postavljeni ciljevi istrazivanja.
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Abstract (AB):

Artificial insemination (Al) is the most important reproductive biotechnology in the
intensive pig production. Effective selection of high fertile genetically superior boars and
high fertility rate in the Al sows has a great economic impact on the efficiency of using
these biotechnology in practice. However, previous studies reported that the evaluation of
classical seminal parameters (spermatozoa concentration, viability, motility and
morphology) are not sufficient indicators of boar fertility and reproductive performance.
On the other hand, it has been shown that artificial insemination often result in lower
fertility rates than those obtained by natural mated sows, mainly as a result of insemination
with overdiluted and/or preservation of liquid Al doses for a longer time (3 to 5 days). The
results of previous studies indicate that the components of seminal plasma has a key
influence on the spermatozoa fertility in vivo and in vitro, as well as on the physiological
processes important for successful fertilization and embryo development in uterus.
Therefore, the main objective of the present study was to: (a) determine the content of
protein in seminal plasma of the Al boars at the commercial pig farm in Serbia, (b)
evaluate the influence of protein content in seminal plasma on sperm motility and
morphology in native and diluted semen after storage for 3 days and (c) investigate the
influence of transcervical seminal plasma infusion into the uterus, prior the classical Al
dose application, on the sows fertility rate.

Content of protein was ranged from 1% to 6.5%, as determined in 212 ejaculates taken
from 106 Al boars. Low protein level (1-3.5%, average 2.4%) has been found in 69%, and
high protein level (3.6-6.5%, average 4.2%) in 31% of tested boars. There are not
significant (P>0.05) influence of boars breed or age, as well of season of the year on the
protein content in seminal plasma. In the native semen of tested boars was found on
average 71% living, 13% of spermatozoa with damaged acrosome and 32% spermatozoa
with morphological anomalies. Ejaculate volume, spermatozoa concentration, total
number and motility percentage was significantly greater in the boars with high, compared
with low protein content boars (p<0.01). Citomorphological properties of spermatozoa
were tested by using CASA system and flow cytometry. Progressive motility - PP (64%)
and living spermatozoa - LS (66%) was greater, while spermatozoa with damaged cell
membrane - DM (19%), acrosome - DA (29%) and chromosome - DH (13%) was
significantly (P<0.01) lower in the liquid semen with high protein content, stored for 72h
in 1:4 dilution rate, compared with low protein content semen sample (PP=48%, LS=44%,
DM=27%, DA=45% and DH=22%). Replacement of autologous seminal plasma from one
boar with a low protein content, with homologous seminal plasma from another boar with
a high protein content, significantly (p<0.01) increase progressive motility from 52% to
65%, in the samples stored for 72h in 1:4 dilution rate. Transcervical infusion of 30 ml
seminal plasma, prior to classical Al dose application, significantly (p<0.05) increase
farroving rate (94%) and live born piglets per litter (12.3) (p<0.01), compared with control
(not infused) sows (83% and 10.5 piglets).

Based on the obtained results, it can be concluded: (1) there are significant variation in
the content of protein in seminal plasma between the boars, (2) semen samples from
ejaculates with high protein content has a greater values of spermatozoa fertilizing
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potential, than samples from ejaculates with low protein content in seminal plasma, after
storage for 72h at 1:4 dilution rate and (3) infusion of seminal plasma, prior to classical Al
dose application, significantly increase sows fertility rate, compared with control sows.
These findings indicate that protein content in seminal plasma can be useful tool for
predicting boar fertility prior their using for Al, and that seminal plasma can be used for
increasing fertility rate in the artificial inseminated sows. By the obtained results the
working hypotheses was confirm and the investigation goals are achieved.
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Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disertacija 1. UVOD

1. UvOD

Savremena intenzivna proizvodnja svinja, skoro da se ne moze zamisliti bez primene
vestackog osemenjavanja. Ova biotehnologija je, tokom poslednjih nekoliko decenija,
nesumnjivo, imala i, jo§ uvek, ima najveéi uticaj na razvoj intenzivne proizvodnje svinja u
svetu (Gadea, 2003; Broekhuijse i sar., 2012). Ovo je pre svega, posledica nekoliko vaznih
prednosti veStackog nad prirodnim osemenjavanjem, medu kojima se isticu: (a) mogucnost
dobijanja znatno veéeg broja potomaka od jednog genetski superiornog nerasta, posto se, od
jednog ejakulata, moze napraviti 10 do 20 inseminacionih doza, (b) moguénost trasporta
inseminacionih doza na velike udaljenosti, (c) mogucnost Cuvanja inseminacionih doza na
duzi period i (d) mogucnost kontrole Sirenja i eradikacije infektivnih bolesti. Zbog toga se, u
mnogim razvijenim drzavama Evrope, vesStacki osemenjava i1 preko 90% nazimica i krmaca
(Almin i sar., 2006).

Sve veca globalna potreba za povec¢anjem proizvodnje svinjskog mesa, zahteva sve brzi
napredak u genetskom poboljsanju produktivnih i reproduktivnih svojstava sadasnjih i novih
rasa i linija svinja. Primarni uslovi za postizanje ovog cilja su: (a) maksimalna reproduktivna
eksploatacija genetski superiornih  nerastova, u savremenoj tehnologiji vestackog
osemenjavanja i (b) visok stepen fertiliteta veStacki osemenjenih krmaca (Koketsu, 2007;
Stancic i sar., 2009; Yung i sar., 2010; Stancic i sar., 2013).

Efikasno reproduktivno iskoriStavanje genetski superiornih nerastova, zahteva formiranje
maksimalnog broja inseminacionih doza po ejakulatu, odnosno po nerastu godisnje.
Konvencionalna, intracervikalna, metoda vestackog osemenjavanja (VO), primenjuje se u
preko 90% farmi intenzivne proizvodnje svinja (Almin i sar., 2006). Za ovo se koriste
inseminacione doze volumena 80 ml do 100 ml te¢ne razredene sperme, koje sadrze oko
3x10° do 6x10° progresivno pokretnih spermatozoida (prosetno 4x10° spermatozoida)
(Johnson i sar., 2000; Khalifa i sar., 2014). Na taj nacin se, od jednog nerasta, godisnje dobija
oko 1.200 do 1.500 VO doza, sa kojima se moze osemeniti godiSnje oko 300 krmaca
(Glossop, 1998, Stancié¢, 2000; Singleton, 2001). Ovaj broj inseminacionih doza po nerastu
godisnje se, sve ¢esce, definiSe kao zootehnoloski nedovoljan, jer ne obezbeduje dovoljan broj
genetski kvalitetnih potomaka, i ekonomski neisplativ (Singleton, 2001; Stancic i sar. 2009).
Zbog toga se, sve ¢eSce, istiCe potreba za povecanjem reproduktivne eksploatacije genetski
superiornih nerastova. U nasoj zemlji je broj (%) vestacki osemenjenih plotkinja znatno manji
od onog u razvijenim evropskim drzavama, ali se, i kod nas, sve viSe istie potreba za
poveéanjem broja dobijenih inseminacionih doza godiSnje, posebno od genetski superiornih
nerastova (Stancic i sar., 2011; Stancic i sar., 2013).
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Iz navedenih razloga, sve su cesca ispitivanja faktora koji uti¢u na odrzavanje visokog
stepena fertiliteta spermatozoida u ejakulatima veceg stepena razredenja i produzenog ¢uvanja
in vitro (Glossop, 2000, Stanci¢, 2000, Stancié¢ i sar., 2008), kao i novih tehnologija VO, koje
omogucavaju inseminaciju dozama znatno redukovanog volumena i broja spermatozoida
(Belstra, 2002; Rath, 2002; Stancic i sar., 2006, Stancic¢ i sar., 2007).

Produkcija i kvalitet sperme nerasta zavise od brojnih faktora (mikroklimat, ishrana,
frekvencija uzimanja ejakulata, genetika, starost i zdravstveno stanje) (Glossop, 2000, Stancic,
2002; Stancié¢ i sar. 2003a; Wolf i Smital, 2009; Stanci¢ i sar. 2012, Oliveira i sar., 2014).
Pokazalo se, takode, da sperma velikog broja nerastova ima nizak stepen tolerancije na veca
razredenja i duze Cuvanje in vitro, zbog ¢ega nije moguée formirati maksimalan broj
inseminacionih doza od ejakulata brojnih nerastova, iako numeric¢ke vrednosti fertilizacionog
kapaciteta datog ejakulata to dozvoljavaju (Waberski i sar., 1994; Kommisurd i sar., 2002;
Stanci¢ i sar. 2003b; Stanci¢ i sar., 2011; Stanci¢ i sar., 2012). Neka istrazivanja, naime,
pokazuju da povecan stepen razredenja i produzen period Cuvanja tako razredene sperme,
dovodi do znacajne redukcije parametara fertilizacionog potencijala spermatozoida, posebno
progresivne pokretljivosti 1 broja spermatozoida sa neoStecenim akrozomom i/ili ¢elijskom
membranom (Kommisurd et al., 2002; Maxwell et al., 2007; BoRenrodt et al., 2008;
Ggczarzewicz et al., 2010; Stanci¢ et al, 2012; Gonzélez-Cadavid et al., 2014). Ovaj
negativan efekt povecanog razredenja inseminacionih doza, povezuje se sa znacajnim
smanjenjem koncentracije specifi¢nih bioaktivnih supstanci u spermalnoj plazmi razredene, u
odnosu na nativnu spermu.

Brojna istrazivanja su pokazala da spermalna plazma ima znacajan uticaj na variranje
stepena progresivne pokretljivosti spermatozoida i odrzavanje fertilizacionog kapaciteta
razredene sperme pojedinih nerastova, tokom cuvanja in vitro (Weitze i sar., 1990b;
Kommisurd i sar., 2002; Stanci¢ i sar., 2002; Wolf i Smital, 2009; Stanci¢ i sar., 2012).
Istrazivanja nekih autora pokazuju da bi proteini spermalne plazme mogli imati znac¢ajnu
ulogu u ovim procesima (Flowers, 1998, Stanci¢, 2002, Stancié, 2005, Garcia i sar., 2009;
Stanci¢ i sar., 2012; Dimitrov, 2012; Stanci¢ i sar., 2014). Osim toga, istrazivanja nekih
autora, takode, pokazuju da postoji znac¢ajno variranje u sadrZaju proteina u spermalnoj plazmi
izmedu pojedinih nerastova (Novak i sar., 2009), te da bi to moglo da se iskoristi za rangiranje
nerastova po stepenu fertiliteta (Flowers, 2001).

Razredivanjem sperme se samanjuje sadrzaj proteina (Flowers, 2001), prirodnih
antioksidanata (Tvrda i sar., 2011) i drugih prirodnih bioaktivnih komponenti semene plazme
(Gadea, 2005), koje su neophodne za odrzavanje visokog stepena progresivne pokretljivosti,
kao i normalnu funkciju i integritet ¢elijske membrane spermatozoida i akrozoma. Osim toga,
proteini spermalne plazme, izgleda, imaju aktivnu ulogu za vreme razvoja i sazrevanja
spermatozoida u muskom reproduktivnom traktu, kao i tokom boravka i prezivljavanja
spermatozoida u Zenskom reproduktivnom traktu (Troedsson i sar., 2005; Strzezek i sar.,
2005; Garcia, i sar., 2009). Pokazalo se da dodavanje razredivaca u nativnu spermu, opada
stepen progresivne pokretljivosti, a povecava se pojava aglutinacije spermatozoida. Zbog toga,
prekomerno razredivanje nativnog ejakulata, u procesu formiranja inseminacionih doza,
smanjuje fertilizacioni potencijal spermatozoida u takvim VO dozama (Rozeboom, 2000;
Stancié 1 sar., 2012). Ovo se, sve ¢eSc¢e, navodi kao razlog smanjenog fertiliteta vestacki, u
odnosu na prirodno osemenjene krmace (Spronk i sar., 1997; Stancié, 2000; Gadea, 2003;
Zveki¢, 2003; Alm i sar., 2006).
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Problem povecanja stepena reproduktivne eksploatacije genetski superiornih nerastova,
mogao bi se reSavati selekcijom nerastova sa visokim sadrzajem proteina u ejakulatu, kao i
primenom tehnologija veStackog osemenjavanja dozama znacajno redukovanog volumena (Sa
sadasnjh 80ml do 100ml na 50ml) i broja spermatozoida (sa sadasnjh 4x10° na 2x10°%)
(Belstra, 2002). Oba ova postupka bi omoguc¢ila formiranje znatno veceg broja inseminacionih
doza po ejakulatu, pri ¢emu se stepen razredenja nebi znac¢ajno povecavao.

Upotrebu inseminacionih doza znatno redukovanog volumena i broja spermatozoida, bez
znaCajnog Smanjenja fertiliteta osemenjenih krmaca, omogucava nova tehnologija
postcervikalne (plitke intrauterine) inseminacije (Roseboom i sar., 2004; Mezalira i sar.,
2005, Stancic i sar., 2006, Stanci¢ i sar., 2007; Radovic¢ i sar., 2007; Stancic¢ i sar., 2010;
Stanci¢ i sar., 2013). Ovaj fenomen se bazira na fizioloskoj ¢injenici da se deponovanjem
sperme u kranijalnije partije Zenskog polnog trakta (telo materice, rogovi materice,
uterotubalni spojevi ili jajovodi), volumen inseminacione doze i broj spermatozoida u dozi
mogu radikalno redukovati (Hunter, 1973), pri ¢emu je fertilitet osemenjenih plotkinja isti ili
veéi U odnosu na klasi¢no intracervikalno osemenjavanje (Kriiger i Rath, 2000; Rath, 2002;
Vansickle, 2002; Grafenau i sar. 2004; Mezalira i sar., 2005; Stanci¢ i sar., 2008; Stancic i
sar., 2013).

Uzimajucéi u obzir ove ¢injenice, primenom metode postcervikalne inseminacije, dozama
duplo redukovanog volumena (50 ml) i broja spermatozoida (2x10°%), u odnosu na doze koje se
koriste kod konvencionalnog (intracervikalnog) osemenjavanja (80 ml do 100 ml, sa 4x10°
spermatozoida) mogao bi se dobiti duplo vec¢i broj inseminacionih doza po ejakulatu, ali pri
duplo manjem stepenu razredenja. Ovo bi, verovatno, znatno povecalo potencijalni
fertilizacioni kapacitet inseminacionih doza, kao i parametre fertiliteta (% praSenja i veli¢ina
legla), krmaca osemenjenih ovom postcervikalnom (plitkom intrauterinom) metodom.
Medutim, na osnovu analize brojne dostupne naucne literature, jasno se moze konstatovati da
su dosadasnji rezultati, u vezi praktiéne primene postcervikalne inseminacije, dosta
nekonzistentni. To je, pre svega, posledica Cinjenice da su istrazivanja vrSena u razli¢itim
Klimatskim i geografskim podruc¢jima, u razli¢itim proizvodnim uslovima, kao i na farmama sa
razli¢itim vrednostima parametara efikasnosti proizvodnje svinja. Sa druge Strane, nisu reseni i
neki prakticni problemi primene postcervikalne inseminacije (nije moguce osemenjavati
nazimice, pove¢ana moguénost infekcije uterusa, upotreba komplikovanije i1 skuplje procedure
same inseminacije, veca struCnost i prakticna obucenost radne snage) (Grafenau, sen. i
Grafenau jr., 2004, Stancic, 20006).

Neka novija istrazivanja, medutim, pokazuju da je moguce povecati parametre fertiliteta
krmaca (vrednost praSenja i veli¢ina legla), primenom tzv. dvofazne inseminacije. Ova metoda
podrazumeva klasi¢nu, intracervikalnu, inseminaciju konvencionalnim dozama (volumena 80
ml do 100 ml, sa oko 4x10° spermatozoida) ili postcervikalnu inseminaciju dozama duplo
redukovanog volumena i broja spermatozoida, uz prethodnu aplikaciju 30 ml sinteticke
spermalne plazme (Martin Rillo i sar., 1996; Lyczynski, i sar, 2000; Garcia Ruvalcaba i sar.,
2008; Garcia Ruvalcaba i sar., 2009; Dimitrov, 2012; Stanci¢ i sar., 2014).

Na osnovu navedenih ¢injenica, jasno se moze zakljuéiti da intenzivna proizvodnja svinja
u svetu, a posebno kod nas, pokazuje nisku zootehnoloSku i ekonomsku efikasnost
iskoriStavanja genetski superiornih nerastova, kao i evidentno smanjenje fertiliteta vestacki
osemenjenih krmaca. Ovo se, sve ceSCe, pripisuje prekomernom razredivanju nativnog
ejakulata, radi formiranja $to veéeg broja VO doza po ejakulatu, odnosno po nerastu godisnje.
Prekomerno razredenje ejakulata ima za posledicu znacajno smanjenje koncentracije
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bioaktivnih supstanci u spermalnoj plazmi, odgovornih za odrzavanje fertilizacionog
kapaciteta spermatozoida tokom in vitro cuvanja, i tokom njihovog boravka u reproduktivnom
traktu krmace, kao i za odvijanje fizioloSkih procesa bitnih za normalnu oplodnju i emrionalni
razvoj. Postoje brojna istrazivanja ove slozene problematike, ali su rezultati dosta
nekonzistentni, zbog razli¢itih uslova i metodologija istrazivanja. S tim u vezi, bolje nau¢no
razumevanje 1 prakticno reSavanje ove aktuelne problematike, podrazumeva originalna
istraZzivanja, u konkretnim i specifi¢nim uslovima intenzivne proizvodnje svinja.

Iz navedenih razloga, osnovni predmet istraZzivanja ove doktorske disertacije je da se, u
naSim uslovima intenzivne proizvodnje svinja, primenom savremenih i naucno priznatih
metoda, ustanovi uticaj sadrZaja proteina u spermalnoj plazmi nativnih ejakulata, na parametre
fertilizacionog kapaciteta nativne i razredene sperme nerastova, kao i na parametre fertiliteta
krmaca vestacki osemenjenih konvencionalnom intracervikalnom ili novom postcervikalnom
metodom. Cilj je da se, na osnovu dobijenih rezultata, formuliSe tehnologija efikasnijeg
reproduktivnog iskoristavanja genetski superiornih nerastova i povecéaju parametri fertiliteta
vestacki osemenjenih krmaca na nasim farmama.
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2. CILJ | RADNE HIPOTEZE

Ciljevi istrazivanja:

1. Prikazati sadasSnje stanje reproduktivne eksploatacije nerastova i fertiliteta veStacki
osemenjenih krmaca, u proizvodnim uslovima nekoliko vojvodanskih farmi za
industrijsku (intenzivnu) proizvodnju svinja.

2. lzvrsiti ispitivanje uticaja godiSnje sezone, rase nerastova i sadrzaja proteina u
spermalnoj plazmi, na osnovne parametre fertilizacionog kapaciteta nativnih ejakulata
nerastova, sa nekoliko vojvodanskih farmi intenzivne proizvodnje svinja.

3. lspitati toleranciju sperme nerastova na stepen razredenja i ¢uvanje te¢ne razredene
sperme in vitro, do 72h, na temperaturi 17°C, zavisno od godi$nje sezone, rase
nerastova i sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi.

4. Ustanoviti da li postoji znacajno variranje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi
pojedinih nerastova.

5. Ustanoviti da li razli¢it sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi utice na variranje
progresivne pokretljivosti i broja spermatozoida sa oste¢enom ¢elijskom membranom
i/ili akrozomom, u uzorcima sperme razli¢itog stepena razredenja i trajanja ¢uvanja in
vitro.

6. Ustanoviti da li meSanje spermatozoida jednog nerasta sa spermalnom plazmom
drugog nerasta, koja sadrZi razli¢itu koncentraciju proteina, ima uticaja na promenu
stepena progresivne pokretljivosti i broja spermatozoida sa osteCenom celijskom
membranom i/ili akrozomom, tokom ¢uvanja in vitro.

7. lspitati uticaj konvecionalnog (intracervikalnog) i novog (postcerviklanog) vestackog
osemenjavanja dozama redukovanog volumena i broja spermatozoida, na osnovne
parametre fertiliteta krmaca.

8. lIspitati da li je moguée povecati parametre fertiliteta krmaca osemenjenih
konvencionalnom intracervikalnom metodom, primenom dvofazne inseminacije, koja
podrazumeva aplikaciju odredene koli¢ine nativne spermalne plazme, neposredno pre
aplikacije inseminacione doze.

Ciljevi istrazivanja su postavljeni na osnovu sledecih radnih hipoteza:

1. U industrijskim uslovima proizvodnje, parametri fertiliteta krmaca osemenjenih
konvencionalnom intracervikalnom metodom, sve ¢esc¢e su niZi od onih kod prirodno
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10.

osemenjenih krmaca. Kao jedan od primarnih razloga, navodi se preterano razredenje
nativnin  ejakulata, zbog potrebe formiranje maksimalno moguceg broja
inseminacionih (VO) doza po ejakulatu. Na ovaj nadin se viSestruko redukuje
koncentracija bioaktivnih supstanci u spermalnoj plazmi, §to znacajno smanjuje
fertilizacioni kapacitet VO doze. §to ima za rezultat smanjenu vrednost praSenja i
manji broj prasadi u leglu kod prasenja.

Intenzivno povecanje koli¢ine 1 kvaliteta svinjskog mesa, zahteva maksimalnu
efikasnost reproduktivnog iskoriStavanja genetski superiornih neratova. Sadasnja
produkcija inseminacionih doza po ejakulatu, odnosno po nerastu godisnje,
zootehnoloski nije dovoljna, a ekonomski nije isplativa.

ReSavanje ovog problema se vidi u smanjenju volumena VO doze i broja
spermatozoida u dozi. Na taj nacin bi se dobio isti broj VO doza po ejakulatu, uz
proporcionalno smanjenje stepena razredenja ejakulata.

Smanjen stepen razredenja ejakulata bi imao za rezultat povecanu koncentraciju
bioaktivnih supstanci u VO dozi i, posledi¢no, poveéanje parametara fertiliteta vestacki
osemenjenih plotkinja.

Sadrzaj spermalne plazme u ejakulatu, kao i u VO dozama razredene sperme, sve se
caS¢e navodi kao vazan faktor povecanja potencijalnog fertilizacionog kapaciteta
spermatozoida u te¢noj razredenoj spermi, ¢uvanoj in vitro, tokom nekoliko dana na
17°C.

Ejakulati sa ve¢im sadrzajem proteina imaju vecu sposobnost odrzavanja visokog
fertilizacionog potencijala spermatozoida u dozama razredene sperme, tokom perioda
¢uvanja in vitro.

MesSanjem spermalne plazme sa visokim sadrzajem proteina, sa spermatozoidima
nerastova Cija sperma sadrzi nizak sadrzaj proteina, mogla bi povecati potencijalni
fertilizacioni kapacitet VO doza formiranih od sperme ovih nerastova.

Primenom nove metode postcervikalne (tzv. plitke intrauterine) inseminacije, moguce
je koristit VO doze duplo redukovanog volumena i broja spermatozoida, bez
znaCajnijeg smanjenja parametara fertiliteta tako osemenjih krmaca, u odnosu na
krmace osemenjene konvencionalnom intracervikalnom metodom.

Proteini, kao i druge aktivne supstance spermalne plazme (oksitocin, prostaglandini,
citokini) imaju znacajnu ulogu na prezivljavanje i funkciju spermatozoida u zenskom
polnom traktu. Zbog toga se pretpostavlja da bi dodavanje spermalne plazmne,
neposredno pre aplikacije klasicne VO doze, moglo povecati fertilitet osemenjenih
krmaca. Neki rezultati sa dodavanjem sinteticke spermalne plazme, idu u prilog ovoj
pretpostavci.

Dobijen rezultati bi imali naucni i praktican doprinos reSavanju veoma vaznog pitanja
nedovoljno efikasne eksploatacije genetski superiornih nerastova, kao i problema
smanjenog fertiliteta krmaca osemenjenih konvencionalnom intracervikalnom
metodom, u industrijskim uslovima proizvodnje svinja.
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Osnovni koncept istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je da se, u prvom delu, prikazu
osnovni parametri reproduktivne performanse nerastova i krmacéa na vojvodanskim farmama
intenzivne proizvodnje svinja. A u drugom delu da se prikazu eksperimentalni rezultati uticaja
raznih faktora na kvalitet nativne i razredene sperme nerasta, kao i uticaj dodavanja spermalne
plazme na fertilitet intracervikalno i postcervikalno osemenjenih krmaca. Zbog toga Ce i
dosadasnji rezultati, do kojih su dosli drugi autori, u vezi sa navedenom problematikom, biti
prikazani, prateci ovaj opSti koncept istrazivanja.

3.1. REPRODUKTIVNA PERFORMANSA NERASTOVA
U INTENZIVNOJ PROIZVODNJI

Reproduktivna performansa nerastova, u intenzivnoj proizvodnji svinja, u uzem smislu,
obuhvata parametre reproduktivnog iskoriStavanja nerasta, kao Sto su: frekvencija uzimanja
sperme nedeljno, broj inseminacionih doza po ejakulatu, odnosno po nerastu godisnje, starost
nerasta na pocetku reproduktivnog iskoriStavanja i period reproduktivnog iskoriStavanja. U
Sirem smislu, reproduktivna performansa nerasta obuhvata broj osemenjenih krmaca, broj
oprasenih od broja osemenjenih krmaca, kao i broj proizvedene Zivo rodene prasadi za ceo
period reproduktivnog iskoristavanja (Singleton i Flowers, 2001; Stanci¢, 2006).

Sa stanoviSta intenzivne proizvodnje prasadi, efikasnost reproduktivne eksploatacije
nerastova je znatno vaznija od reproduktivne efikasnosti krmaca (Robinson and Buhr, 2005;
Smital, 2009). Naime, ¢ak i kod prirodnog osemenjavanja, jedan nerast moze dati minimalno
52 ejakulata godiSnje (jedan ejakulat, skok) nedeljno. Sa ovim brojem ejakulata, moguce je
osemeniti oko 10 krmaca (5 ejakulata po krmaci godisnje) 1 dobiti oko 100 do 120 zivo rodene
prasadi. Sa druge strane, jedna krmaca moze godisnje proizvesti oko 20 do 25 zivo rodene
prasadi godi$nje. Kod primene konvencionalnog vestackog osemenjavanja, broj proizvedene
zivo rodene prasadi se viSestruko povecava. Naime, sa prose¢no oko 1200 inseminacionih
doza po nerastu godi$nje, moguce je osemeniti oko 240 krmaca i dobiti 2400 do 2900
zivorodene prasadi. Na ovaj nacin, u tehnologiji vestackog osemenjavanja (VO), nerastovi
vrlo znacajno uticu na ukupan broj proizvedene parasadi na farmi, kao i na unos novih,
superiornih, gena u populaciju zapata (Gerrits i sar., 2005, Stanci¢ i sar., 2006; Maes i sar.,
2011), bez velikog rizika za unos zaraznih bolesti (Maes i sar., 2008).
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Tabela 1. Osnovni parametri kvaliteta ejakulata nerasta

Parametri ejakulata

) . Ukupan br. Progresivna

At Vo(lrl:]rlr)len Konci‘%rg;ra::ua spermatozoida | pokretlivost
(<20%/mb) (x10°) (%)
Katanié¢ (2004) 256 204 52 77
Smital (2009) 280 352 98 75
Stancic¢ i sar. (2011) 278 200 56 84
Stancic¢ i sar. (2012) 253 254 64 78
Stancic¢ i sar. (2013) 265 235 62 77
Wolf i Smital (2014) 260 396 103 76

3.1.1. REPRODUKTIVNA EKSPLOATACIJA

Za problematiku istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji, znacajno je detaljnije prikazati
dosadasSnja saznanja u vezi parametara reproduktivnog iskoriStavanja nerastova na farmama
industrijske proizvodnje svinja, na kojima se primenjuje tehnologija veStackog osemenjavanja.

Vestacko osemenjavanje (VO) je najvaznija biotehnoloska metoda, koja se primenjuje u
intenzivnoj stocarskoj proizvodnji, ve¢ vise od 60 godina (Foote, 2002). Ova tehnologija je,
tokom poslednjih nekoliko decenija, nesumnjivo, imala i ima najve¢i uticaj na razvoj
intenzivne proizvodnje svinja u svetu (Gadea, 2003; Broekhuijse i sar., 2012). To je, pre
svega, posledica veceg broja prednosti primene vestackog nad prirodnim osemenjavanjem.
Medu tim prednostima se isti¢u: (a) dobijanje znatno veceg broja potomaka od genetski
superiornin muzjaka, (b) mogucnost efikasnog sprecavanja Sirenja i eradikacije zaraznih
bolesti, (c) moguénost dugotrajnog ¢uvanja sperme muzjaka sa genetski pozeljnim osobinama,
(d) lak transport sperme na velike udaljenosti, (e) jednostavna tehnika primene u Sirokoj
proizvodnoj praksi i (e) potrebna oprema ima prihvatljivu cenu. Znacaj i obim primene
vestackog osemenjavanja Svinja, dobro ilustruje i ¢injenica da se, u svetu, godiSnje proizvede
preko 90 miliona doza sperme nerastova (Foote, 2002; Stancic¢ i Veselinovi¢, 2002; Thibier i
Wagner, 2002; Stanci¢ i Dragin, 2011).

U mnogim razvijenim drzavama Evrope (Holandija, Francuska, Nemacka, Spanija,
Norveska, Finska, Engleska), preko 99% krmaca i nazimica se veStacki osemenjava
konvencionalnom intracervikalnom metodom (Almin i sar., 2006). Ova metoda podrazumeva
upotrebu doza sveZe razredene sperme, volumena 80 ml do 100 ml, koje sadrze 3 do 6x10°
(prosecno 4x10°% progresivno pokretnih spermatozoida. Doze tetne razredene sperme se
¢uvaju 0 do 5 dana, na 15 do 20°C, (optimalna temperatura ¢uvanja je +17°C). Pri tome se oko
85% doza upotrebi istog ili slede¢eg dana posle uzimanja ejakulata od nerasta, odnosno
formiranja doza. Manje od 1% svih osemenjavanja se izvodi dozama ¢uvanim tehnologijom
dubokog zamrzavanja (U te¢nom azotu, na temperaturi - 196°C). Ovom tehnologijom se
postizu znatno nize vrednosti osemenjenih krmaca, pa se koristi samo u specijalnim
programima gentskog unapredenja postojecih i formiranja novih rasa i linija svinja, u tzv.
nukleus zapatima (Johnson i sar., 2000; Khalifa i sar., 2014), za transport sperme na vece
udaljenosti ili u razli¢itim istraziva¢kim programima (\Wongtawan i sar., 2006; Heise, 2012).
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Singleton (2001) je ustanovio da se sperma uzima prose¢no 4.7 puta mese¢no, odnosno da
se od jednog nerasta dobija 100 inseminacionih doza mesecno (0ko 21 doza nedeljno),
odnosno oko 1200 doza po nerastu godisnje. Ovim brojem doza se, u prosecno dobrim
zapatima, moze osemeniti 220 do 240 krmaca godisnje (prosecno je potrebno 5 doza po
krmaci godisnje) (Singelton, 2001). Medutim, ispitivanjem 1646 nerastova, na nekoliko farmi
u SAD, Rutten i sar. (2000) nalaze da prosecan broj upotrebljivih doza po ejakulatu iznosi 27,
sa prosecno 3x10° fertilnih spermatozoida po dozi, te da je prosecna frekvencija uzimanja
ejakulata 1.2 nedeljno.

U naSoj zemlji je broj (%) vestacki osemenjenih plotkinja znatno manji od onog u
razvijenim evropskim drzavama, ali se, 1 kod nas, sve vise istiCe potreba za povecanjem broja
dobijenih inseminacionih doza godisnje, posebno od genetski superiornih nerastova (Stancic i
sar., 2007; Stanci¢ i sar., 2008; Stancié i sar., 2009). Stancié¢ i sar. (2012) su, na nasim
farmama u Vojvodini, ustanovili da se, po ejakulatu pravi 10 do 20 (prosecno 13)
inseminacionih doza, koje sadrZe oko 5x10° progresivno pokretnih spermatozoida. Medutim,
ranija istrazivanja, koja si izveli Stancic i sar., (2009), pokazuju da bi se prosecan broj doza po
ejakulatu, na naSim farmama, mogao povecati na 15 do 22, kada bi se broj progresivno
pokretnih spermatozoida po dozi smanjio na 3x10° ili 2x10°.

Tabela 2. PoZeljne vrednosti parametara ejakulata, koji ¢e biti koriSteni
za formiranje inseminacionih doza za VO* (Stancié, 2006)

Normalne Grani¢ne

Parametar . .

vrednosti vrednosti

Volumen ejakulata (ml) 100 - 150 min. 120
Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu (x10°) 20 - 100 min. 20
Progresivna pokretljivost spermatozoida (%) 70 - 95 min. 65
Aglutinacija (% pokrivenosti vidnog polja mikroskopa) 0-10 max. 25
Morfoloski abnormalnih spermatozoida (%) 5-15 max. 35
Abnormalnosti akrozoma (%) 5-10 max. 45
Proksimalna citoplazmatska kap (%) 5-10 max. 40
Distalna citoplazmatska kap (%) do 60 max. 80

*Za doze uvane u te¢nom razredenom stanju, na +17°C, tokom maksimalno 72h.
3.1.2. POVECANJE REPRODUKTIVNOG ISKORISTAVANJA NERASTOVA

Upotrebom inseminacionih doza sa oko 5x10° progresivno pokretnih spermatozoida, kako
se to radi u naSoj proizvodnoj praksi (Stanci¢ i sar., 2009), od prose¢nog ejakulata se moze
formirati 11 doza, zavisno od rase nerastova (izmedu 12.6 1 7.8 doza). Redukcijom broja
spermatozoida u dozi na 4x10° broj doza se moze povecati na 14, dok se daljom redukcijom
broja spermatozoida na 2x10°, moZe formirati 28 inseminacionih doza po ejakulatu.

ProseCan broj inseminacionih doza po nerastu godiSnje, koji se dobija u savremenoj
konvencionalnoj tehnologiji intracervikalnog osemenjavanja, nije dovoljan za zootehnoloski
efikasno i ekonomski isplativo iskoriStavanje genetski superiornih nerastova. Naime, ovaj broj
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doza ne obezbeduje dovoljan broj genetski kvalitetnih potomaka od jednog nerasta (Singleton,
2001; Stanci¢ i sar. 2009; Khalifa i sar., 2014). Osim toga, cena jedne inseminacione doze
ucestvuje sa preko 50% u ukupnoj ceni veStackog osemenjavanja.

Zbog toga se, sve cCesce, istiCe potreba za povecanjem reproduktivne eksploatacije
genetski superiornih nerastova. U principu, ovo se moze posti¢i na dva osnovna nacina: (a)
povecanjem produkcije sperme kod nerastova i (b) povecanjem broja inseminacionih doza po
ejakulatu (Flowers, 1998; Glossop, 2000; Stanci¢, 2000, Stancié i sar., 2009). Na prvi naéin
nije moguce posti¢i brz napredak u povecanju reproduktivne efikasnosti nerastova, jer je
produkcija sperme podvrgnuta uticaju brojnih paragenetskih faktora, koje je dosta teSko
kontrolisati u proizvodnoj praksi, sa jedne strane, dok je stepen nasledivosti (heritabilitet, h%)
svih parametara ejakulata vrlo nisko nasledan (See, 2002, Stancié i sar., 2009). Drugi nacin, tj.
povecanje broja VO doza po ejakulatu, povezan je ili sa smanjenjem broja spermatozoida u
dozi, ili sa povecanjem stepena razredenja ejakulata. U oba slucaja, posebno kod povecanog
stepena razredenja ejakulata, dolazi do smanjenog fertilizacionog kapaciteta inseminacione
doze (Waberski i sar., 1994; Kommisurd i sar., 2002; Stanci¢ i sar. 2003b; Stanci¢ i sar.,
2012), odnosno smanjenog fertiliteta tako osemenjenih krmaca (Spronk i sar., 1997, Stancic,
2000; Gadea, 2003; Zveki¢, 2003, Alm i sar., 2006). Ovo, jo$ viSe, komplikuje ¢injenica da
sperma svega 20% do 30% nerastova ima zadovoljavajucu toleranciju na visok stepen
razredenja i duze in vitro Cuvanje (Weitze, 1990; Baltes, 1993). IstraZivanja izvedena na
velikim svinjogojskim farmama u Vojvodini, pokazuju da oko 60% ispitivanih nerastova, svih
vaznijih rasa, podnose stepen razredenja 1:4, tokom 24 sata ¢uvanja na +17°C, te da ovaj broj
opada na svega oko 20%, posle Cuvanja u trajanju od 72 sata, na istoj temperaturi i pri istom
stepenu razredenja (Stanci¢, 2002; Stanci¢ i sar., 2003b). Osim toga, pokazalo se da
progresivna pokretljivost spermatozoida opada sa povecanjem dodavanja razredivaca u
nativnu spermu. Time se smanjuje stepen fertilizacione sposobnosti formiranih inseminacionih
doza (Rozeboom, 2000; Stancic i sar., 2011). Ovo ukazuje na ¢injenicu da semena plazma ima
znaajan uticaj na stepen progresivne pokretljivosti spermatozoida i odrZzavanje njihove
oplodne sposobnosti in vivo i in vitro (Waberski i sar., 1994, Stanci¢, 2002; Kommisrud i sar.,
2002; Wolf i Smital, 2009).

Zbog toga se povecanje stepena reproduktivne eksploatacije genetski superiornih
nerastova, pokusava reSiti primenom novih tehnologija vestatkog osemenjavanja. U osnovi,
ove tehnologije se zasnivaju na smanjivanju broja spermatozoida u dozi za inseminaciju, kako
bi se mogao napraviti ve¢i broj inseminacionih doza od jednog ejakulata, a da se, pri tome, ne
poveéava znacajno stepen razredenja ejakulata (Belstra, 2002). Naime, od jednog prose¢nog
ejakulata volumena 250 ml, sa 50x10° progresivno pokretnih spermatozoida, moZe se
napraviti 12 VO doza volumena 100 ml, sa 4x10° spermatozoida. U tom slucaju, razreden
ejakulat ima 1200 ml, odnosno razreden je u odnosu 1:5. Ako bi se, medutim, volumen doze i
broj spermatozoida duplo redukovali (50 ml sa 2x10° spermatozoida), od istog ejakulata se
moze napraviti duplo veéi broj VO doza (24), pri ¢emu stepen razredenja ostaje isti (Stancic i
sar., 2009; Stanci¢ i sar., 2011). Pri tome se mora voditi ra¢una da inseminacija takvim
dozama, ne smanji stepena postignutog fertiliteta krmaca (Rath, 2002, Stanci¢, 2002, Stancié i
sar., 2003; Roberts i Bilkei, 2005; Stanci¢ i sar., 2010, Stanci¢ i sar., 2013, Rogozarski i sar.,
2013).

Tehnologija VO se permanentno razvija, sa osnovnim ciljem da se: (a) postigne
maksimalan stepen fertiliteta osemenjenih Zenki, (b) maksimalno poveca broj inseminacionih
doza po jednom ejakulatu, (c) da se obezbedi maksimalna higijena primene VO i (d) da se
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postigne maksimalna ekonomska efikasnost tehnologije VO (Ponsart i sar., 2004; Lopez
Rodriguez, 2012). S tim u vezi, savremena istraZivanja su naro€ito usmerena na iznalaZenje
efikasnih metoda ocene kvaliteta sperme, metode efikasnog razredivanja i dugotrajnog
cuvanja inseminacionih doza sperme razli¢itih vrsta zivotinja, tehnike inseminacije Zzenki,
odredivanje optimalnog momenta inseminacije, efikasnih metoda otkrivanja 1 sinhronizacije
estrusa (Foote, 2002).

3.2. REPRODUKTIVNA PERFORMANSA KRMACA
U INTENZIVNOJ PROIZVODNJI

Intenzivna proizvodnja svinja, odnosno svinjskog mesa, u znac¢ajnoj meri direktno zaisi od
reproduktivne efikasnosti krmaca (Stanci¢, 2005; Varley, 2012). Osnovni parametar
reproduktivne efikasnosti krmaca je broj zaluene prasadi po krmaci godisnje (Wilson i
Dewey, 1994; Stanci¢, 1994; Koketsu, 2005, Stanci¢, 2005, Tanaka i Koketsu, 2007). Ova
vrednost je direktan proizvod godiSnjeg indeksa praSenja (tj. broja prasenja po krmaci
godisnje) 1 broja zaluCene prasadi po leglu (Stanci¢, 2005), a zavisi od brojnih faktora, medu
kojima su najznacajniji: (a) trajanje jednog reproduktivnog ciklusa (period izmedu dva
sukcesivna praSenja), (b) paritetna struktura zapata i trajanje perioda reproduktivnog
iskoriStavanja krmaca (broj prasenja po krmaci) i (c) prosean broj zivo rodene prasadi i
stepen mortaliteta prasadi tokom laktacionog perioda (Koketsu, 2005; Tanaka i Koketsu,
2007).

Trajanje reproduktivnog ciklusa je odredeno trajanjem perioda gestacije (suprasnosti),
perioda laktacije i perioda od zalucenja do fertilnog osemenjavanja. Kako je period gestacije
bioloSka konstanta, a trajanje laktacije se, u proizvodnim uslovima, moze samo ograni¢eno
skracivati ili produzavati, to se, na trajanje jednog reproduktivnog ciklusa, moze znacajnije
uticati biotehnoloskim i veterinarsko medicinskim merama, koje mogu skratiti interval od
zaluCenja do prvog, odnosno do fertilnog estrusa (Stanci¢ i sar., 2000; Timotijevi¢, 2001;
Stanci¢, 2005; Koketsu, 2005). Vecina istrazivanja jasno pokazuje da krmace sa kratkim
intervalom zalucenje - estrus (do 7 dana), imaju veéu vrednost (%) praSenja, tj. uspesnog
osemenjavanja u prvom postlaktacijskom estrusu (80% do 90%), kao 1 da radaju veci broj zivo
rodene prasadi po leglu (11 do 13), u odnosu na krmace kod kojih je ovaj interval prolongiran
(vrednost prasenja (60% do 77%, a broj Zivo rodene prasadi po leglu 8,5 do 10,5) (Le Cozler i
sar., 1997, Stanci¢,1997a; Stanci¢, 1997b; Borchart Netto, 1998; Jotanovi¢, 2000, Stancic i
sar., 2000, Timotijevi¢ i sar., 2003). Trajanje intervala zalucenje - estrus do 7 dana se smatra
normalnim za zdrave krmace, kod kojih laktacija traje 4 do 6 nedelja. Ako je ovaj interval
prolongiran, to ukazuje na mogucnost pojave reproduktivnih poremecaja 1 nizu reproduktivnu
performansu krmaca u narednom reproduktivnom ciklusu. Smatra se da, u dobrim zapatima,
preko 85% krmaca treba da manifestuje znake estrusa unutar prvih 7 dana posle zaluéenja
(Tubbs, 1990; Napel i sar., 1998, Stancic¢ i sar., 2000, Stanci¢, 2005, Koketsu, 2007). Trajanje
intervala zaluCenje — estrus zavisi od veceg broja faktora, od kojih su najuticajniji: paritet
prasenja (Timotijevié¢ i sar., 2003), ishrana krmaca, posebno tokom laktacije, trajanje laktacije
(Tubbs, 1990), godisnja sezona (Stanci¢ i sar., 2010), uslovi smeStaja krmaca (Hemsworth,
1982), tretman egzogenim hormonima (Stanci¢ i sar., 2010) i infektivne bolesti, posebno
uterusa i vimena, (Hogg i Levis, 1997, Waller i sar., 2002; Stanci¢ i sar., 2010; Stanci¢ i sar.,
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2011). Neka istrazivanja pokazuju da postoji moguénost genetske predispozicije krmaca za
trajanje intervala zalucenje — estrus (Hoshino i Koketsu, 2008).

Vrednost praSenja je vazan parametar reproduktivne efikasnosti krmaca, koja se, obi¢no,
iskazuje procentualnim odnosom broja opraSenih od broja osemenjenih krmaca (Koketsu,
2005, Stanci¢, 2005). U zapatima visoke reproduktivne efikasnosti, ova vrednost treba da se
krece izmedu 85% i 90% (L6pez i Milling, 2008; Yuong i sar., 2010). Vrednost praSenja zavisi
od: (a) faktora koji uti¢u na efikasno izvedenu inseminaciju (ta¢no otkrivanje estrusa, kvalitet
upotrebljene sperme, pravilno izvedena tehnika inseminacije i pravilan postupak sa krmacom
neposredno posle inseminacije) (Kemp i Soede, 1996; Spronk i sar., 1997; Stancié¢ i Sahinovic,
1998; Stanci¢ i Radovic, 2004) 1 (b) faktora koji utiCu na ukupno intrauterino (prenatalno)
preZivljavanje embriona i fetusa (Gagrcin i sar., 2003, Stanci¢, 2005, Lopez i Milling, 2008),
Sto je, najcesce, posledica agenasa infektivne etiologije (Vanroose i sar., 2000; Stancicé i sar.,
2004, Stanci¢ i sar., 2010; Stanci¢ i sar., 2011). Vrednost praSenja ispoljava tendenciju
opadanja, u poslednjih 2 do 3 decenije. Tako se ova vrednost kretala, na vojvodanskim farma
80-ih godina proslog veka, izmedu 85% i 95% (Zaja, 1989; Sijacic¢ i sar., 1981; Miskovié i
sar., 1981). Medutim, prema istrazivanjima koje su izveli Stanci¢ i sar. (2011), na nekoliko
ve¢ih vojvodanskih farmi, prose¢na vrednost prasenja je iznosila 77% (65% kod
prvopraskinja, a 74% do 78% kod krmaca visih pariteta prasenja). Do sli¢nih rezultata je
dosao i Maleti¢ (2012), na ve¢im farmama u Srbiji, BiH i Hrvatskoj, gde se vrednost prasenja
kretala izmedu 73% 1 80%.

Broj Zivorodene prasadi u leglu je sledeCi vazan parametar reproduktivne efikasnosti
krmaca u zapatima intenzivne proizvodnje svinja, a zavisi od: (a) ovulacione vrednosti u
fertilnom estrusu, (b) broja oplodenih od broja ovuliranih oocita, (C) stepena intrauterinog
(prenatalnog) prezivljavanje embriona i fetusa i (d) mortaliteta plodova tokom procesa
prasenja (Stancic i sar., 2004; Stanci¢, 2005; Trujillo-Ortega i sar., 2007).

Kod intenzivnih belih rasa svinja, broj zivo rodene prasadi u leglu, varira izmedu 8,5 i
preko 12 prasadi, zavisno od brojnih genetskih (rasa, linija, kombinacija melezenja, stepen
inbredinga) i paragenetskih faktora (paritet praSenja, ishrana, smestaj, zdravstveni status
krmaca i godisnja sezona) (Todd, 2000; Tummaruk i sar., 2000; Stancic i sar., 2002; Gagrcin
i sar., 2002; Radovic i sar., 2003; Radovi¢ i sar., 2006; Kovicin i sar., 2006, Kovicin i sar.,
2008, Smith i sar., 2008, Radovié¢ i sar., 2010, Stancic¢ i sar., 2011; Radovi¢ i sar., 2011).
Prosecan broj zivo rodene prasadi u razvijenim zemljama EU, je znatno veéi: 12,7 (Danska),
12,5 (Francuska), 12,1 (Svedska), 11,9 (Holandija) i 11,2 (Irska) (Pigsys, 2006). Prema
istrazivanjima koje je izveo (Maleti¢, 2012), na naSim farmama, prosecan broj zivo rodene
prasadi je nesto nizi u poredenju sa evropskim razvijenim zemljama, a zavisno od farme i
godine istrazivanja, varira izmedu 9,4 do 10,6 prasadi.

Broj zalucene prasadi po leglu, primarno zavisi od broja zivo rodene i broja uginule
prasadi tokom laktacije. Ovaj broj mozZe znacajno varirati, zavisno od brojnih faktora, kao $to
su tehnoloski i higijenski uslovi smestaja krmaca i legla tokom laktacije, ishrane krmaca u
zadnjoj tre¢ini gestacije 1 tokom laktacije, broja prasadi u leglu, pariteta krmace, raznih
infektivnih i alimentarnih obolenja krmace i prasadi i trajanja laktacije (Stancic, 2005). Na
visoko produktivnim farmama u SAD, prosecano se, po krmaci godis$nje, zaluci 24 prasadi
(Koketsu, 2007). Ovaj broj je, na nasim farmama, znatno nizi i, prema istrazivanjima koje je
izveo Maleti¢ (2012), u periodu od 2000. do 2009. godine, prose¢an broj zaluc¢ene prasadi po
krmaci godisnje se kretao izmedu 17,2 1 21,8 prasadi. Pri tome je, po leglu, prose¢no zalu¢eno
izmedu 8,1 do 9,8 prasadi, dok je ukupan broj legala po krmaci godiSnje (tj. indeks prasenja)
iznosio 2,10 do 2,40. Mortalitet prasadi tokom laktacije se kre¢e izmedu 10% i 15% 1 uzrok je
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vrlo znacajnih ekonomskih gubitaka u intenzivnoj proizvodnji svinja, jer se dogada kod preko
60% legala (KilBride i sar., 2012). Najve¢i broj prasadi ugine zbog ugnjecenja, zatim zbog
izgladnjivanja, diareje i drugih razloga (Hong i sar., 2006; McManus, 2011).

Vrednost izlu¢enih krmaca iz zapata za godinu dana (tzv. godiSnji remont krmaca),
takode je vazan faktor procene reproduktivne efikasnosti zapata (Sasaki i Koketsu, 2008).
Naime, manji godiSnji remont smanjuje cenu proizvodnje, jer se, smanjuje broj potrebnih
suprasnih nazimica, koje treba uvesti u zapat, umesto izlu¢enih krmaca (Koketsu, 2007).
Poremecaji reprodukcije i razlicita oboljenja, su osnovni razlozi, zbog kojih se donosi odluka
o izlucenju krmace (Anil i sar., 2005; Engblom i sar., 2008; Sasaki i Koketsu, 2010). U
razvijenim zemljama sveta, krmace ostvare prosec¢no 4 do 5 prasenja (Engblom i sar., 2007;
Saito i sar., 2011), dok je, na naSim farmama, ova vrednost niZa i iznosi 3.5 praSenja, sa
godisSnjim remontom krmaca izmedu 40% 1 46% (Maleti¢, 2012). Kona¢no, uginuée krmaca,
zbog razliCitih uzroka, takode je znacajan faktor izluCenja iz reproduktivnog zapata i
smanjenja ekonomicnosti proizvodnje svinja (Tubbs i sar., 1993; Karg i Bilkei, 2002; Sasaki i
Koketsu, 2008).

Zdravstveno stanje reproduktivnog zapata (krmace, nerastovi, nazimice), znac¢ajno utice
na reproduktivnu efikasnost (Stancic i sar., 2003; Yeske, 2007).

Tabela 3. Vrednost osnovnih parametara reproduktivne performanse krmaca (Ciz. Api¢, 2014)

Parametri Vred?osti paramet_a_lrg
SAD Srbija
Trajanje laktacije (dani) 21 28
Zivo rodene prasadi po leglu (n) 11,0 10,2
ZaluCene prasadi po osemenjenoj krmaci godiSnje (n) 24,1 18,0
Zaluceno legala po osemenjenoj krmaci godisnje (n) 2,41 2,02
Zalucene prasadi po leglu (n) 10,0 8,4
Mortalitet prasadi od prasenja do zalucenja (%) 9,2 12,1
Tezina legla kod zalu€enja (kg) 60.7 Nije merena
Prosec¢no trajanje intervala zalucenje — estrus (dani) 6,5 7,2
Osemenjeno krmaca unutar prvih 7 dana po zalucenju (%) 89,4 75,3
Vrednost prasenja (%) 86,2 77,6
Izlu¢eno krmaca iz reproduktivnog zapata godisnje (%) 30-40 40-50

"Koketsu (2007); “Prema raznim autorima (od 2005. do 2010. godine).

Minimalne vrednosti nekih osnovnih reproduktivnih parametara, koji bitno uti¢u na
reproduktivnu efikasnost zapata (Hughes, 2004, Stanci¢, 2008):

Nazimica u estrusu do 200 dana starosti - 85%,

Anestriéne nazimice do 8 meseci starosti - do 5%,

Starost nazimica kod fertilnog osemenjavanja - 210 do 240 dana,

Telesna masa nazimica kod fertilnog osemenjavanja - minimalno 130 kg,
Debljina ledne slanine nazimica kod fertilnog osemenjavanja - minimalno 18 mm,
Fertilno osemenjavanje nazimica u drugom postpubertetskom estrusu,

Zivo rodene prasadi u prvom leglu - 10.2,

Zalucene prasadi po krmaci godisnje - 25.2,

ASANENENENENENEN
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v" Godi$nji indeks prasenja (legala po krmaci godiSnje) - 2.45,
v Vrednost prasenja - vise od 87%,

v' Zivo rodene prasadi po leglu krmaca - 11.3 i

v Maksimalna vrednost godi$njeg remonta krmaca - 38%.

3.3. PRODUKCIJA | OSOBINE SPERME NERASTA

Ne postoji jedinstveni parametar, ili metoda kojom bi se direktno odredio fertilizacioni
kapacitet sperme nerasta (Stanci¢, 2006). Medutim, pokazalo se da neke osobine, odnosno
parametri ejakulata (progresivna pokretljivost, morfologija, stepen aktivnosti i koncentracija
spermatozoida u ejakulatu), imaju znacajnog uticaja na fertilizacioni potencijal sperme,
odnosno na fertilitet osemenjenih krmaca (vrednost prasenja, broj zivo rodene prasadi u leglu)
(Popwell i Flowers, 2004; Gadea, 2005). Zbog toga je, za efikasno reproduktivno
iskoriStavanje nerastova, potrebno znati faktore koji uti¢u na produkciju i vrednosti parametara
ejakulata nerasta.

3.3.1. PRODUKCIJA SPERME

Produkcija sperme zavisi od brojnih paragenetskih (godiSnja sezona, posebno
ambijentalna temperatura i trajanje dnevnog fotoperioda (Sernien i sar., 2002; Stancié, 2002;
Stanci¢ i sar., 2003a; Stanci¢ i sar., 2003b; Lipensky i sar., 2010; Lapuste i sar., 2011;
Stanci¢ i sar. 2012), ishrana (Wilson i sar., 2004), starost nerasta (Wolf i Smital, 2009;
Oliveira i sar., 2014; Szostak i Przykaza, 2011), uslovi smestaja, i zdravstveno stanje nerasta
(Glossop, 1998; Glossop, 2000) i genetskih faktora, kao Sto su rasa, linija i individua
(Jankeviciuteé i Zilinskas, 2002; Katanié, 2004; See, 2002, Stancié i sar., 2003a; Smital, 2009).

Spermatozoidi se, prvi put, javljaju u semenim kanali¢ima testisa, kod prepubertetskih
nerastica starih oko 4 meseca. Polno sazrevanje (pubertet) zapocinje sa oko 5 %2 meseci
starosti, kada se spermatozoidi nalaze u ejakulatu. Tokom slede¢ih 6 do 18 meseci, testesi
intenzivno povecavaju svoju veli¢inu, a koncentracija spermatozoida i volumen ejakulata
nastavljaju da se povecavaju. Smatra se da je nerast potpuno polno zreo sa punih 18 meseci
starosti, jer se, posle ovog perioda, ne uocavaju znaCajne promene u parametrima ejakulata
(volumen, koncentracija, ukupan broj spermatozoida, progresivna pokretljivost, broj mrtvih i
patoloski promenjenih spermatozoida). Dnevna produkcija spermatozoida je dosta varijabilna i
kreée se izmedu 12 i 14.5%10°. Nedeljna produkcija sperme po nerastu iznosi 51 do 150x10°,
Sto omogucava da se, nedeljno po nerastu, dobije 20 do 40 VO doza (Knox, 2013). Prosec¢no
se, od jednog nerasta, dobija oko 1.144 inseminacionih doza godiSnje (22 doza po ejakulatu x
52 nedelje, tj. uzimanje sperme jednom nedeljno), $to je dovoljno za uspeSno osemenjavanje
svega oko 230 krmaca godiSnje (u dobrim zapatima je potrebno prose¢no 5 VO doza po
krmaci godiSnje) (Singleton, 2001; Khalifa i sar., 2014). IstraZivanja koje su izveli Rutten i
sar. (2000) pokazuju da se proseCan broj inseminacionih doza po ejakulatu povecava sa 19,
kada je interval izmedu uzimanja ejakulata 1 dan, na 29, kada ovaj intreval iznosi 10 dana. U
istom istrazivanju se pokazalo da se broj fetrtilnih spermatozoida po dozi kre¢e izmedu 2.5 i
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5x10°. Prosedan broj ejakulata je 1.2 nedeljno po nerastu. Pri tome se napravi oko 30
upotrebljivih doza po ejakulatu, sa 3x10° fertilnih spermatozoida.

Tabela 4. Osnovni parametri kvaliteta ejakulata nerasta (Frunza i sar., 2008)*

Osobine Vrednosti
VVolumen ejakulata (ml) 250 (100 -1200)
Koncentracija spermatozoida (x10%/ml) 262 (100 - 600)
Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu (x10°) 56 (10 - 120)
Progresivna pokretljivost spermatozoida (%) 70 (65 - 95)"
Morfoloski abnormalni spermatozoidi (%) 10 do 60
Mrtvi spermatozoidi (%) 10 do 70
Spermatozoidi sa proksimalnom citoplazmatskom kapi (%) 20 do 40
Spermatozoidi sa distalnom citoplazmatskom kapi (%) 30do 70

*Prema raznim autorima. "Kod dobrih ejakulata.
3.3.2. FAKTORI KOJI UTICU NA PARAMETRE EJAKULATA

Iako na parametre ejakulata nerasta uti¢e veci broj genetskih i paragenetskih faktora, ipak
se, u ovom pogledu, isticu frekvencija uzimanja sperme, starost nerasta, rasa 1 godiSnja sezona
(Colenbrander i Kemp, 1990; Gordon, 1997, Stanci¢ i sar., 2003a). Kako navode Smital i sar.
(2004), istrazivanja brojnih autora jasno pokazuju da razlike u fertilitetu nerastova vise zavise
od genetskih nego od paragenetskih (spoljasnjih) faktora. Otkrivanje tih razlika izmedu
pojedinih nerastova je od velike vaznosti za proizvodnju svinja, jer nerastovi imaju veliki
uticaj na reproduktivnu performansu zapata, naroCito ako se radi o primeni veStackog
osemenjavanja (Juonala i sar., 1998).

Frekvencija uzimanja sperme. Za nerastove mlade od 12 meseci, preporucuje se
uzimanje sperme jednom nedeljno, a za one starije od 12 meseci 3 puta u dve nedelje. Kvalitet
ejakulata dosta varira u zavisnosti od frekvencije uzimanja sperme. Optimalna frekvencija
uzimanja sperme znacajno varira individualno, izmedu pojedinih nerastova (PIC Sires, 2013).
Proizvedeni spermatozoidi se ¢uvaju u repu (cauda) epididimisa, koji ima kapacitet od 120 do
160 x10° spermatozoida kod polno zrelog nerasta. Jedan ejakulat, moZe da sadrzi 50% do 60%
od ovog broja spermatozoida. U sluaju da nerast ne ejakulira 1 do 2 dana, visak
spermatozoida iz epididimisa se izbacuje kroz semevode i uretru u spoljasnju sredinu (obic¢no
sa mokracom). U sluéaju duzeg perioda izmedu dve ejakulacije (10 i viSe dana), prvih 3 do 4
ejakulata, uzetih svakih 24h, sadrze dramaticno manju koli¢inu spermatozoida (Singleton i
Flowers, 2001).

Ustanoviljeno je da postoji znaCajan uticaj intervala izmedu uzastopnih uzimanja
ejakulata na koncentraciju spermatozoida. Tako se pokazalo da je prose¢na koncentracija
spermatozoida u ejakulatu manja za 100x10° po ml, kada je ovaj interval bio 2 dana, u
poredenju sa intervalom od 6 dana. Kada je interval uzimanja ejakulata 10 do 21 dan, dobija se
40%10° do 50x10° spermatozoida po 1 ml ejakulata, u odnosu na interval uzimanja od 6 dana.
I volumen ejakulata se povecava sa produzavanjem intervala izmedu sukcesivnih uzimanja
sperme. Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, takode, se povefava sa produzavanjem
intervala izmedu uzimanja sperme do 10 dana. Procent progresivno pokretnih spermatozoida
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opada, a morfoloski abnormalnih raste, sa produzavanjem intervala izmedu dva uzimanja
sperme (Wolf i Smital, 2009).

Starost nerastova ima znacajnog uticaja na variranje vrednosti parametara ejakulata, kao
Sto su volumen, dnevna produkcija spermatozoida, koncentracija, ukupan broj spermatozoida,
progresivna pokretljivost (Stanci¢, 2008; Lopez Rodriguez, 2012; Knox, 2013). Statisticki
znacajan (p<0.05) uticaj starosti nerastova rase Durok i Danski Landras, na volumen ejakulata,
koncentraciju spermatozoida u 1 ml ejakulata i procent patoloski promenjenih spermatozoida,
ustanovili su Jankeviciite i Zilinskas (2002). Ovi autori navode da se volumen ejakulata
smanjuje, a koncentracija spermatozoida poveCava sa povecanjem starosti nerastova.
Progresivna pokretljivost spermatozoida je bila najveca kod nerastova starih 18 do 24 meseca,
a najniZza kod nerastova starijih od 30 meseci. Smital (2009) nalazi da starost nerasta ima
snazan uticaj na dnevnu produkciju spermatozoida. Ovaj autor navodi da se ova vrednost
povecava do starosti od 3.5 godina. Prihvatljiv volumen ejakulata se dobija posle 3 dana pauze
izmedu uzimanja ejakulata, a broj spermatozoida u rezervoaru (rep epididimisa) se potpuno
obnavlja za 7 do 10 dana.

Tabela 5. Uticaj starosti nerasta na parametre ejakulata* (Singleton i Flowers, 2001)

.. Starost nerasta (meseci
Parametri ejakulata 8-12 13- 15.& 16 ) 18
Volumen (ml) 290 381 297
Koncentracija spermatozoida (x10%ml) 117 169 202
Ukupan broj spermatozoida (x10°) 18.8 33.5 35.4
Dnevna produkcija spermatozoida (x10%) | 8.1 14.3 15.2

*Sperma je uzimana 3 puta nedeljno.

Tabela 6. Osnovni parametri ejakulata nerastova razlicite starosti na farmama

u AP Vojvodini (Stancié¢ i sar., 2003a)

Parametri Starost nerastova (meseci) Proseéno
<12 | 13-18 | 19-24 | >25

Broj nerastova 29 53 66 139 287

Volumen ejakulata (ml) 254 227 255 276 256

Koncentracija spermatozoida (x10%/ml) 184 188 220 200 204

Ukupan broj spermatozoida (x10°%) 40 42 54 54 50

Progresivna pokretljivost (%) 70 80 80 75 76

Jedan od osnovnih parametara koji znacajno odreduje fertilizacioni potencijal sperme je
progresivna pokretljivost spermatozoida. Ova vrednost se znaCajno povecava sa staroScu
nerastova. Tako su Stanci¢ i sar. (2003a) ustanovili da je broj ejakulata sa progresivnom
pokretljivoséu manjom od 65% bio najveci (22%) kod najmladih nerastova (< 12 meseci), a
najmanji kod nerastova starih 13 do 18 meseci. Sli¢ne rezultate je dobio i Zveki¢ (2003), koji
je ispitao parametre ejakulata 1057 nerastova na vojvodanskim farmama, jer se pokazalo da se
vrednosti osnovnih parametara ejakulata povecavaju sa staro$¢u nerastova. Slicne rezultate su
dobili Flowers (2001) i Serniene i sar. (2002). Statisti¢ki znadajne razlike u parametrima
ejakulata, izmedu nerastova razlicite starosti, ustanovio je i Katanic¢ (2004).
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Nema puno rezultata istrazivanja u vezi sa staroS¢u nerasta, U kojoj pocinje da opada
fertilizacioni potencijal njegovih ejakulata. Istrazivanja koja su izveli (Wolf i Smital, 2009),
sugeriSu da volumen ejakulata, ukupan broj spermatozoida u ejakulatu i broj progresivno
pokretnih (fertilnih) spermatozoida u ejakulatu, dostizu svoj maksimum kod nerastova starih 2
godine. Koncentracija spermatozoida u 1 ml ejakulata se konstantno povecava do 11 meseci
starosti,a zatim postepeno opada do 3 godine starosti nerasta. Procent morfoloski abnormalnih
spermatozoida postepeno raste od 8. do 48. meseca starosti. Procent progresivne pokretljivosti,
medutim, pokazuje tendenciju stalnog, ali blagog opadanja (za 1%), od momenta polne
zrelosti do starosti 3 ili 4 godine.

Rasa nerastova ima znacajnog uticaja na osnovne parametre sperme nerasta (Katanic,
2004). Tako su Jankeviciite i Zilinskas (2002) ustanovili da rasa nerastova ima signifikantno
znacajan (p<0.001) uticaj na volumen ejakulata, koncentraciju spermatozoida u 1 ml ejakulata,
kao i na procent morfoloski (patoloSki) promenjenih spermatozoida u ejakulatu. Signifikantno
znaCajane razlike u procentu progresivne pokretljivosti spermatozoida, nisu ustanovljene
izmedu pojedinih rasa nerastova (Durok i Danski Landras). Ipak, See (2002) navodi da postoje
razlike u stepenu nasledivosti (Heritabilitetu, h?) izmedu pojedinih parametara ejakulata. Tako,
heritabilitet za volumen iznosi 0.41, za ukupan broj spermatozoida 0.42, za progresivnu
pokretljivost 0.55, za koncentraciju spermatozoida u 1 ml sperme 0.26, za morfoloske
anomalije spermatozoida 0.62 i 0.42 za broj inseminacionih doza po ejakulatu. Kennedy i
Wilkins, (1984) su ustanovili da nerastovi rase Veliki JorksSir imaju najbolji stepen progresivne
pokretljivosti spermatozoida, nerastovi rase Hempsir imaju najveéi volumen ejakulata, dok
nerastovi rase Durok imaju najvecu koncentraciju spermatozoida u 1 ml ejakulata i najveci
broj Zivih spermatozoida u ejakulatu. Vrednosti nekih parametara ejakulata nerastova rase
Durok, Hempsir, Veliki Jorksir i Svedski Landras, koje su dobili Katani¢ (2004) i Stanci¢ i
sar. (2009) u istrazivanju na vojvodanskim farmama intenzivne proizvodnje svinja, prikazani
su u tabelama 7 i 8.

Tabela 7. Parametri ejakulata nekih rasa nerastova (Katanic¢, 2004)

Rasa nerastova Prosek

Parametri D H VJ SL (n=287)
(n=39) (n=32) (n=54) (n=44)

Volumen (ml) 183 303 275 292 256
Ukugan broj spermatozoida 39 53 59 55 50
(x10°)
Kon%entracua spermatozoida 244 181 193 101 204
(x10°/ml)
Prog. pokretljivost (%) 73 81 78 75 77
L eI 2 PO T 28.5 42.9 40.6 413 38.7
spermatozoida (x10%)

D-Durok; H-Hempsir; VJ-Veliki Jorksir; SL-Svedski Landras.
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Tabela 8. Parametri ejakulata nekih rasa nerastova (Stancic i sar., 2009)

Rasa nerastova i} Prosek
Parametri D H V)] SL (n=122)
(n=27) (n=21) (n=42) (n=32)
Volumen (m) 212”8 308 289" 291° 278
(75-350) | (200-450) | (120-500) | (110-650) | (75-650)
Ukupan broj 45° 52 54° 59 53
spermatozoida (x10°%) (21-87) (38-76) (12-125) | (23-135) | (12-135)
Koncentracija 2244 174% 190 211 200
spermatozoida (x10%/ml) | (109-483) | (123-243) | (67-361) | (105-460) | (67-483)
Prog. pokretljivost (%) 82 8 84 8 84
' (65-95) (70-90) (65-95) (75-95) (65-95)
Ukupno prog. pokretnih 37 44 46 50 44
spermatozoida (x10°%) a7-71) (32-65) (10-105) | (19-115) | (10-113)

D-Durok; H-Hempsir; VJ-Veliki Jorksir; SL-Svedski Landras. Min. i max. vrednosti u zagradama.
Vrednosti sa razliitim superskriptima su statisticki razligite (* P<0,01; ° P<0,05).

| drugi autori su ustanovili da nerastovi rase Durok daju najmanje volumene ejakulata, ali
najvecu koncentraciju spermatozoida u 1 ml ejakulata, u odnosu na druge savremene rase
nerastova. Tako su Wolf i Smital (2009) ustanovili da volumen ejkulata nerastova rase Durok
(10.691 ispitanih ejakulata) prose¢no iznosi 200 ml, a koncentracija spermatozoida u 1 mm®
iznosi 491. Kod nerastova rase Vreliki JorkSir (46.169 ispitanih ejakulata), ove vrednosti su
obrnute, pa je proseCan volumen 270 ml, a proseéna koncentracija spermatozoida je
461x10%/mm?®. Signifikantno znacajne razlike u volumenu (V), koncentraciji spermatozoida
(Ko), progresivnoj pokretljivosti (Pp), procentu abnormalnih spermatozoida (As), ukupnom
broju spermatozoida u ejakulatu (Ub), kod nerastova rase Durok, Hempsir, Landras i Velc¢iki
Jorksir, ustanovio je Smital (2009). Maksimalne razlike izmedu rasa su bile 95 ml za V,
109x10*/mm?, 9% za Pp, 1.6% za As i 24x10° za Ub. Maksimalni heterozis efekt je postignut
12% za V, 17% za Ko, 4% za Pp, 14% za As i 8% za Ub. Signifikantno znacajne razlike (P<
0.01) izmedu nerastova rase Veliki Jorksir 1 Pietren, u volumenu ejakulata (266 ml prema 158
ml), koncentraciji spermatozoida (373x10%ml prema 548x10%ml) ukupnog broja
spermatozoida u ejakulatu (95x10° prema 85x10%), ustanovili su i Ciereszko i sar. (2000).
Kommisurd i sar. (2002) nalaze da prose¢an volumen ejakulata nerastova rase Durok iznosi
147 ml, rase Landras 265 ml, a rase Veliki Jorksir 245 ml. Dok Johnson i sar. (2000), nalaze
da prosecan ejakulat rase Durok iznosi 170 ml, rase Landras 252 ml, a rase Veliki Jorksir 243
ml.

Rezultati prikazanih istrazivanja dosta konzistentno pokazuju da postoje znacajne razlike
u vrednostima osnovnih parametara fertilizacionog potencijala ejakulata, izmedu pojedinih
rasa nerastova. S tim u vezi, i pored toga Sto je nasledivost (heritabilnost) vrednosti ovih
parametara niska (See, 2000), rasne razlike se mogu iskoristiti u selekcijskim programima za
poveéanje fertiliteta sperme nerastova (Smital i sar., 2004; Wolf i Smital, 2009).

Godisnja sezona. lako nerastovi domacih rasa proizvode fertilnu spermu tokom cele
godine, zapaZza se znaCajno variranje parametara kvaliteta (fertilizacionog potencijala) sperme
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u razli¢itim godiSnjim sezonama. Zbog toga je sezona vrlo znacajan spoljasnji (paragenetski)
faktor, koji utice na fertilitet nerastova (Ciereszko i sar., 2000; Smital, 2009; Lapuste i sar.,
2011; Stancié¢ i sar., 2011; Stanci¢ i sar., 2012; Stanci¢ i sar., 2013, Savi¢ i sar., 2013).
Koncentracija testosterona u krvnoj plazmi varira izmedu godiSnjih sezona (Cheon i sar.,
2002). Medutim, iako povecanje koncentracije steroidnih hormona u telesnoj cirkulaciji nije
uvek prisutno, u periodu jesen - zima se, uvek, konstatuje znatno povecanje dnevne produkcije
spermatozoida u testesima nerasta (Smital i sar., 2004). Ovaj fenomen moZe biti posledica
nasleda domacih rasa od svojih divljih srodnika. Naime, poznato je da su divlji nerastovi
izrazito sezonski polno aktivni, u godiSnjem periodu sa znatno kra¢im dnevnim fotoperiodom i
nizim ambijentalnim temperaturama (Kozdrowski i Dubiel, 2004).

Sezonske varijacije u vrednostima parametara kvaliteta ejakulata, posledica su delovanja
razli¢itog trajanju dnevnog fotoperioda, kao razli¢itih dnevnih ambijentalnih temperatura.
Naime, fotoperiod kontroliSe sintezu i sekreciju androgena (testosterona), tako Sto povecava
osetljivost testisa na delovanje endogenog LH, tokom sezone sa kra¢im trajanjem dnevnog
fotoperioda. Na taj nacin se povecava produkcija androgena i stimuliSe spermatogeneza,
odnosno dnevna produkcija spermatozoida (Kunavongkrit i sar., 2005). Sa druge strane, vrlo
je dobro poznat negativan efekt poviSene ambijentalne temperature na proces spermatogeneze.
Vrlo je dobro poznata fizioloska Cinjenica da spermatogeneza zahteva intratestikularnu
temperaturu nizu za 5°C do 7°C, od normalne telesne temperature (Setshell, 1998). Do
znacajnih oStecenja spermatogenih ¢elija, u procesu spermatogeneze, dolazi kada temperatura
testisa dostigne 40.5°C. Zbog toga, razna obolenja, povezana sa povisenom telesnom
temperaturom, mogu imati za posledicu poremecéaj spermatogeneze, odnosno produkciju
sperme loSeg kvaliteta, sve do infertiliteta ili steriliteta nerasta (Cheon i sar., 2002). Nerastovi
izloZeni toplotnom stresu, imaju povecanu koncentraciju specifi¢nih proteina (nazvanih " heat
shock proteins ili HSPs") u ejakulatu, koji skracuju sposobnost prezivljavanja spermatozoida
Cuvanih in vitro u razredenom stanju na niskim temperaturama (Knox, 2004).

Istrazivanja veceg broja autora konzistentno pokazuju da su parametri kvaliteta sperme
nerasta signifikantno nizi tokom toplije, u odnosu na hladniju sezonu godine (Claus i sar.,
1985; Colenbrander i Kemp, 1990; Liao i sar., 1996; Ciereszko i sar., 2000; Stanci¢ i sar.,
2002; Corcuera i sar., 2002; Stanci¢ i sar., 2003a; Sancho i sar., 2004; Lapuste i sar., 2011;
Kunowska-Slosarz i Makowska, 2011). Volumen ejakulata, obi¢no, nije smanjen pod uticajem
poviSene temperature, ali se smanjuje broj normalnih spermatozoida, broj progresivno
pokretnih spermatozoida, a povecava se broj morfoloski abnormalnih i mrtvih, kao 1 broj
spermatozoida sa nenormalnim akrozomom (Huang i sar., 2000). Broj fertilnih (progresivno
pokretnih) spermatozoida u ejakulatu je najveéi u jesen (75x10°%) i zimu (72x10%), a znadajno
manji u prolece (68x10°% i leto (70x10% (Smital i sar., 2004).

Dugotrajan (hronic¢an) temperaturni stres (duzi od 2 nedelje, na temperaturi preko 30°C)
znaajno smanjuje dnevnu produkciju spermatozoida i broj progresivno pokretnih
spermatozoida u ejakulatu (Knox, 2004). Broj (%) progresivno pokretnih spermatozoida se ne
vra¢a na normalnu vrednost 5 nedelja posle pocetka izlaganja nerasta poviSenoj ambijentalnoj
temperaturi (Wettemann i sar., 1979). Procent morfoloski abnormalnih spermatozoida je
znacajno nizi u hladnoj (19%) u odnosu na toplu sezonu (25%) (Lipensky i sar., 2010). Broj
dobrih ejakulata (progresivna pokretljivost > 65%, volumen ejakulata > 120 ml, koncentracija
spermatozoida > 200x10%ml) znatno je veéi tokom hladne (86.5%), a znatno manji tokom
tople sezone (73.5%) (Stancic i sar., 2012).
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Istrazivanja naSih autora (Stanci¢ i sar., 2002; Stanci¢ i sar., 2003a; Katani¢, 2004,
Stanci¢ 1 sar., 2006, Stanci¢ i sar., 2012; Stanci¢ i sar., 2013), takode, jasno pokazuju
znaCajane razlike u osnovnim parametrima kvaliteta ejakulata (volumen, koncentracija,
ukupan broj i progresivna pokretljivost spermatozoida) izmedu tople i hladne godis$nje sezone.

Tabela 9. Uticaj sezone na parametre kvaliteta ejakulata nerasta

Topla sezona' Hladna sezona’

Izvor (autori) \Y, Ko Ub |Pp| V Ko Ub | Pp

(ml) | (x20%ml) | (x10% | (%) | (ml) | (x10%ml) | (x10%) | (%)
Stanci¢ i sar. (2003a) 229 208 476 | 72 | 265 214 56.7 | 80
Katanic (2004) 222 202 450 | 72 | 271 211 572 | 79
Okere i sar. (2005) 261 - - 81 | 408 - - 87
Kondracki i sar. (2009) | 274 343 93.7 | 72 | 275 89.8 323 | 71
Stancié i sar. (2012) 226 215 56.0 | 85 | 290 301 87.3 | 73
Stancic i sar. (2013) 224 210 47.0 | 80 | 269 260 70.0 | 72

Maj - Oktobar,  Novembar - April. V- Volumen ejakulata, Ko - koncentracija, Ub - ukupan broj i
Pp - progresivna pokretljivost spermatozoida u ejakulatu.

3.3.3. TECNA RAZREDENA SPERMA

U tehnologiji vestackog osemenjavanja svinja, upotrebljavaju se inseminacione doze te¢ne
razredene sperme, u preko 99% slucajeva, koje se iskoriste istog dana ili se ¢uvaju in vitro 1
do 5 dana (Johnson i sar., 2000; Maes i sar., 2011).

Nativna sperma (ejakulat) se razreduje iz dva osnovna razloga: (1) da se poveca volumen
nativnog ejakulata, kako bi se mogao formirati odreden broj inseminacionih doza od datog
ejakulata i (2) da se, u nativnu spermu, dodaju neophodne supstance za odrzavanje vitalnosti i
fertilizacione sposobnosti spermatozoida, u periodu od momenta razredenja, tj. formiranja
inseminacionih doza, do momenta njihove upotrebe (Stancié, 2006).

Za Cuvanje spermatozoida nerasta in vitro, posebno su vazna dva faktora: (1) temperatura
cuvanja i (2) sastav medijuma (razredivaca) koji je upotrebljen za razredivanje nativnog
ejakulata (Johnson i sar., 2000). Pokazalo se da optimalna temperatura ¢uvanja razredene
sperme nerasta iznosi +17°C. Hladenje ispod +15°C dovodi do hladnog $oka spermatozoida,
zbog destabilizacije éelijske membrane, dok temperature iznad +17°C, dovode do prebrzog
metabolizma, troSenja glukoze (Althouse i sar., 1998), kao i do povecanog rasta i razvoja
bakterija (Althouse i Lu, 2005).

Klasi¢ni razrediva¢i za cuvanje teCne razredene sperme in vitro sadrze: glukozu
(hranljiva, energetska materija), elektrolite (odrzavaju izoosmotski pritisak), pufere (odrzavaju
fizioloski pH, oko 6.9 - 7.2), antibiotike i EDTA - Ethylenediamine-tetra-acetic acid, koji
spreCavaju prekomeran rast i razvoj bakterija (Johnson i sar., 2000). Danas postoji veci broj
fabricki proizvedenih razredivada za Cuvanje tecne razredene sperme (BTS, Kiev, IVT,
Zorlesco, Androhep). Ovi razredivaci obezbeduju uspesno Cuvanje teCne razredene sperme
kratkotrajno (1-3 dana) ili dugotrajno (4-14 dana) (Stancic, 2006).

Uspeh in vitro ¢uvanja teéne razredene sperme zavisi i od stepena razredenja nativnog
ejakulata, kao 1 od perioda ¢uvanja inseminacionih doza. Povecanje stepena razredenja, kao i
produzavanje Cuvanja tako razredene sperme, smanjuje progresivnu pokretljivost
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spermatozoida (Stancié¢ i sar., 2003b; Katani¢, 2004: Rozeboom, 2000, Stanci¢ i sar., 2012).
Time se smanjuje fertilizacioni kapacitet VO doza, odnosno fertilitet osemenjenih krmaca
(Tummaruk i sar., 2000). Tako su, na primer, Stanci¢ i sar. (2012) ustanovili da se broj doza
razredene sperme, koje su zadrzale progresivnu pokretljivost >65%, znacajno smanjuje i
iznosi 60.8% posle 24h, 42.7% posle 48h i 20.3% posle 72h ¢uvanja in vitro na +17°C.
Prekomernim razredenjem nativne sperme se smanjuje koncentracija prirodnih (fizioloskih)
supstanci spermalne plazme, koje imaju znaCajan uticaj na odrzavanje fertilizacionog
potencijala spermatozoida in vitro, na prezivljavanje i funkciju spermatozoida u Zenskom
reproduktivnom traktu, kao i na funkcije Zenskog reproduktivnog trakta, koje su vazne za
uspesnu fertilizaciju oocita i rani embrionalni razvoj (detaljnije videti u narednom poglavlju).

Iako danas postoji vec¢i broj medijuma (razredivaca) za spermu nerasta, kKoji mogu odrZati
fertilizacionu sposobnost spermatozoida u razredenom stanju vise dana, ipak, proces
smanjivanja fertilizacione sposobnosti spermatozoida, tokom vremena ¢uvanja in vitro, nije
moguce zaustaviti, bez obzira na vrstu razrediva¢a. Povecanje broja spermatozoida u dozi,
smanjenje stepena razredenja ejakulata i dodavanje spermalne palzme u doze razredene
sperme, moze povecati njihov fertilizacioni kapacitet (Johnson i sar., 2000, Stancié, 2006,
Novak i sar., 2010). Ustanovljen je statisticki znacajan uticaj godiSnje sezone na broj
upotrebljivih doza po ejakulatu i broj fertilnih spermatozoida po dozi (veéi su tokom hladne, a
manji tokom tople godisnje sezone) (Rutten i sar., 2000).

3.3.4. KONTROLA KVALITETA SPERME

Fertilizacioni potencijal, kao i broj inseminacionih doza, koji se moze formirati od jednog
ejakulata, primarno zavise od kvaliteta spermatozoida (Vyt i sar., 2008; Tsakmakidis i sar.,
2010). Zbog toga je ispitivanje kvaliteta svakog ejakulata, pre njegove upotrebe za vestacko
osemenjavanje, apsolutno potrebno (Roseboom, 2000; Knox, 2004, Milovanovié i sar., 2012).
Narocito u situacijama kada je potrebno definisati nerastove visokog fertiliteta, koji ¢e biti
upotrebljeni za poboljsanje fertiliteta veStacki osemenjenih krmaca (LOpez Rodriguez, 2012),
jer postoji znacajno variranje u parametrima kvaliteta ejakulata izmedu pojedinih nerastova,
ali i individualno variranje pojedinih ejakulata (Maes i sar., 2011).

Klasi¢no ispitivanje kvaliteta ejakulata obuhvata odredivanje makroskopskih i
mikroskopskih vrednosti parametara (Stancic¢, 2006).

A. Makroskopski parametri ejakulata:
v" Volumen,

v Gustina,

v Bojai

v Miris.

Volumen ejakulata se meri neposredno po uzimanju od nerasta, u graduisanom
spermosabiracu ili menzurom u laboratoriji za kontrolu kvaliteta sperme. Volumen ejakula se,
obi¢no, krece izmedu 200 ml i 300 ml. Znacajno varira pod uticajem mnogih faktora, medu
kojima su najznacajniji rasa i starost nerasta, frekvencija uzimanja ejakulata, kao i godisnja
sezona (Stanci¢ i sar., 2000, Smital, 2009). Dobar ejakulat bi trebao da ima volumen 120 ml
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do 150 ml (Roseboom, 2000). Volumen ejakulata znaCajno utie na stepen razredenja,
potreban da se formira ustanovljen broj mogu¢ih VO doza od datog ejakulata (LOpez
Rodriguez, 2012).

Gustina ejakulata zavisi od koncentracije spermatozoida u 1 ml sperme. Krece se od vrlo
retke do vrlo guste sperme. Kod guste sperme se uocava turbulentno kretanje spermalne mase,
zbog velikog broja pokretnih spermatozoida (Stancic i sar., 2006).

Boja ejakulata nerasta se kre¢e od plavkasto-bele (retka sperma) do Zuckasto-bele (gusta
sperma). Prose¢no dobar ejakulat treba da ima mlec¢no-belu boju (Roseboom, 2000). Boja
moZe biti i promenjena, u zavisnosti od prisustva stranih (neprirodnih) materija u ejakulatu.
Tako, sivkasto-prljava ili zuc¢kasto-prljava boja poti¢e od prisustva prljavstine, prasine, fecesa,
urina ili gnoja. Prisustvo gnoja ukazuje na upalne procese u organima uro-genitalnog trakta.
Crvenkasto-braun boja ukazuje na prisustvo razorenih eritrocita ili infekcije prostate.
Crvenkasto-rozikasta boja ukazuje na prisustvo krvi, kao posledice lezija u genitalnom traktu,
dok zelenkasto-plavicasta boja ukazuje na oligospermiju (Frunza i sar., 2008).

Miris ejakulata treba da podseca na prirodan miris nerasta i da nije suviSe intenzivan.
Razli¢iti drugi, intenzivni mirisi poti¢u od prisustva raznih neprirodnih materija u spermi, kao
i od mirisa koji se razvijaju kod necistih nerastova i u necistim (prljavim i neprovetrenim)
stajama za smestaj nerastova (Stanci¢ i sar., 2006).

B. Mikroskopski parametri ejakulata:

v" Koncentracija spermatozoida u 1 ml i ukupan broj spermatozoida u ejakulatu,
v Morfologija i vitalnost spermatozoida,

v Pokretljivost spermatozoida i
v"Integritet akrozomalne membrane.

Koncentracija spermatozoida se izrazava brojem spermatozoida u 1 ml ejakulata, dok je
ukupan broj spermatozoida u ejakulatu proizvod koncentracije spermatozoida i volumena
ejakluala, izrazenog u ml. Tako se koncentracija spermatozoida kreée od 100x10° do 600x10°
spermatozoida po 1 ml ejakulata. Za veStaCko osemenjavanje se uzimaju ejakulati koji imaju
minimalno >120x10° spermatozoida u 1 ml (Roseboom, 2000, Knox, 2004). Ovo je vaZan
parameter kvaliteta ejakulata, jer primarno odreduje broj inseminacionih doza, koji se moze
napraviti od jednog ejakulata. Osim toga, permanentno pracenje ovog parametra ukazuje na
efikasnost i kontinuiranost produkcije sperme kod nerasta (Maes i sar., 2011; Ldpez
Rodriguez, 2012). Koncentracija, odnosno ukupan broj spermatozoida u ejakulatu se moze
odrediti primenom nekoliko metoda: (a) hemocitometrija, (b) fotometrija, (c) protocna
citometrija i (d) kompjuterizovana analiza sperme (CASA - computer assisted semen analysis
(Maes i sar., 2011).

Hemocitometrijska metoda koristi staklenu komoricu (hemocitometar) za brojanje krvnih
elemenata i melanzer za leukocite, u kome se vr$i razredenje nativne sperme 3% vodenim
rastvorom NaCl, u odnosu 1:10 ili 1:20. Postoji nekoliko vrsta hemocitometara (Neubauer,
Thoma 1 Birker-Turk). Ovo je klasi¢na metoda odredivanja koncentracije spermatozoida i
daje dovoljno precizne rezultate za svakodnevnu primenu (Christensen i sar., 2005). Rezultati
dobijeni ovom metodom dosta variraju (4% do 20%), zavisno od preciznosti pripreme uzorka
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(tanost odnosa nativne sperme i razredivaca - 3% NaCl u melenZeru), ko i od preciznosti
tehni¢ara, koji vrsi brojanje pod mikroskopom (LOpez Rodriguez, 2012).

Fotometrijskom metodom se meri opti¢ka gustina, odnosno relativna apsorpcija i rasipanje
svetlosnog snopa, koji je prosao kroz uzorak sperme. Apsorpcija i rasipanje su proporcionalni
koncentraciji spermatozida u uzorku. Medutim, pored koncentracije spermatozoida, na
preciznost merenja uti¢u i gel Cestice u spermalnoj plazmi ili razredivacu, zatim eventualne
necistoce u kiveti sa uzorkom, kao i stepen, odnosno ta¢nost razredenja uzorka (Knox, 2004). |
ova metoda se uobicajeno koriste u praksi, jer je brza i jednostavna za izvodenje (Maes i sar.,
2011).

Protocna citometrija koristi fluorescentne boje, koje razli¢ito prebojavaju intaktne i
oSte¢ene spermatozoida. Proto¢nom citometrijom se meri distribucija razli¢itih boja u
populaciji spermatozoida u uzorku. Na taj nacin se meri odnos intaktnih i oSte¢enih
spermatozoida, odnosno ukupna koncentracija spermatozoida u uzorku, odnosno ejakulatu.
Ova metoda ima osnovnu prednost Sto moze brojati veliki broj spermatozoida u vrlo kratkom
vremenu (za manje od 1 minut). Glavni nedostatak ove metode je taj Sto nije sposobna da
pravi razliku izmedu kapljica gela 1 partikula debrisa u spermi, kao i neobojenih
spermatozoida (LOpez Rodriguez, 2012). Medutim, ova metoda je dosta skupa i zahteva
kvalifikovano osoblje, pa nije pogodna za Siroku prakticnu upotrebu (Christensen i sar.,
2004).

Kompjuterizovana analiza sperme (CASA - computer assisted semen analysis) koristi
analizu slike u komorici za brojanja, na osnovu koje odreduje broj, odnosno koncentraciju
spermatozoida. Tacnost ovog sistema ne zavisi samo od opti¢kih svojstava i podeSenosti
softvera, nego i od vrste komorice za brojanje koja se koristi (Kuster, 2005). Ipak, ova metoda
se smatra objektivnom i pouzdanom, ali relativno skupom, pa se koristi u velikim centrima za
vestacko osemenjavanje, odnosno proizvodnju inseminacionih doza od genetski superiornih
nerastova (Maes i sar., 2011).

Morfologija i vitalnost spermatozoida. Sperma sa loSom morfologijom spermatozoida
daje niske rezultate veStacki osemenjenih krmaca (LOpez Rodriguez, 2012). Mikroskopskim
pregledom se moze utvrditi morfologija (normalno i abnormalno gradeni spermatozoidi),
integritet ¢elijske membrane spermatozoida i abnormalnosti akrozoma. Ovo su tri osnovna
parametra koji primarno uticu na fertilizacioni potencijal spermatozoida. (Maes i sar., 2011).
Jovicin i sar. (2012) navode da 1 odredivanje broja (%) spermatozoida sa protoplazmatskom
kapi ima uticaja na fertilitet ejakulata, te da i ovaj parametar treba ukljuciti kod selekcije
nerastova za veStacko osemenjavanje. Proksimalna i distalna citoplazmatska kap se ubraja u
sekundarne anomalije grade spermatozoida (LOpez Rodriguez, 2012). Razli¢itim histoloskim
metodama bojenja, mogu se, pod mikroskopom, ustanoviti razli¢ite anomalije morfologije
spermatozoida, ¢elijske membrane i akrozoma. Najcesce se koristi jednostavna metoda bojenja
po Blom-u (eozin-nigrozin bojenje), na osnovu kojeg se mogu odrediti zivi i mrtvi, odnosno
morfoloSki promenjeni spermatozoidi. Ove metode nisu skupe i ne zahtevaju visoko
kvalifikovanu radnu snagu, pa se redovno koriste za rutinsko odredivanje kvaliteta ejakulata u
VO centrima i laboratorijama. Morfoloski normalnih spermatozoida, u ejakulatima koji se
koriste za VO, treba da bude najmanje 70% (Tsakmakidis i sar., 2010). Preciznija morfoloSka
ispitivanja je moguce izvrsiti primenom CASA sistema, ali je loSa strana ove metode njeno
dugo trajanje. Postoji nekoliko metoda fluorescentnog bojenja, radi ispitivanja integriteta
¢elijske membrane spermatozoida, a ova metoda moze biti kombinovana sa proto¢nom
citometrijom. Mogu se koristiti i metoda osmostske rezistencije i celijskog volumena
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spermatozoida. Osmotska rezistencija spermatozoida nerasta je u korelaciji sa rezultatima
fertiliteta (Pérez-Llano i sar., 2001).

Pokretljivost (motilitet) spermatozoida je veoma vazna za uspesnu penetraciju zone
pelucide oocita, u procesu oplodnje. Zbog toga je odredivanje stepena (%) progresivne
pokretljivosti primarni faktor procene fertilizacionog potencijala ejakulata (Gadea, 2005).
Stepen progresivne pokretljivosti spermatozoida se mozZze odrediti: (a) vizuelnim
posmatranjem pod svetlosnim mikroskopom (uvelicanje x400 do x1000), (b) CASA
sistemom, (c) opremom za analizu kvaliteta sperme (Sperm Quality analyzer - SQA). Vizuelna
ocena je jednostavan i jevtin metod, ali rezultati znacajno variraju, zavisno od individualne
interpretacije tehnicara koji vrsi pregled.

Integritet akrozomalne membrane. Akrozomalna membrana pokriva 2/3 glave
spermatozoida i sadrzi enzime, potrebne za penetraciju oocita, tokom procesa oplodnje. Zbog
toga, dobri ejakulati moraju imati viSe od 51% spermatozoida sa normalnim akrozomom
(Roseboom, 2000). Anomalije grade akrozoma se mogu ispitivati primenom razli¢itih metoda
bojenja i pregledom takvih preparata fazno-kontrastnom mikroskopijom (Maes i sar., 2011) ili
proto¢nom citometrijom (de Andrade i sar., 2007). Duboko zamrzavanje znacajno povecava
broj zivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom (Jovicin, 1991).

Akcesorni spermatozoidi u zoni pelucidi oocita su veoma vazni za uspesSnu oplodnju.
Zbog toga je brojanje ovih spermatozoida u zoni pelucidi, dosta precizan metod ocene njihove
vitalnosti i fertilizacionog kapaciteta. Obi¢no se broj akcesornih spermatozoida kre¢e izmedu
20 i 40 (Lopez Rodriguez, 2012). Ovo ispitivanje se izvodi, u osnovi, tako Sto se ovulirani
oociti, isprani iz jajovoda nazimica ili krmaca, inkubiraju in vitro sa kapacitiranim
spermatozoidima. Nakon 24h inkubacije, pod mikroskopom se vrsi brojanje spermatozoida u
zoni pelucidi. Samo spermatozoidi sa intaktnim akrozomom mogu da izvrSe penetraciju zone
pelucide oocita (Waberski i sar., 2005).

3.4. ZNACAJ SPERMALNE PLAZME

Semena plazma je visoko specijalizovana telesna te¢nost. Biohemijske komponente
spermalne plazme su sekreti akcesornih polnih Zljezda (glandulae vesiculares, glandula
prostatica i glandulae bulbourethrales), rete testis-a i epididimis-a. Preko 90% volumena
semene plazme poti¢e iz akcesornih polnih zljezda, od cega je najveci deo iz vezikularnih
zljezda. Prilikom ejakulacije, sekret akcesornih polnih zljezda se meSa sa spermatozoidima, na
koji nacin nastaje sperma (Nasrini Calogero, 2012).

Osnovna uloga spermalne plazme je da obezbedi te¢ni medium za spermatozoide, kao i da
spermatozoidima  obezbedi energetske materije  (fruktoza, aromati¢ni  alkoholi,
glicerilfosforilholin), elektrolite (mineralne materije), osmotski pritisak, tj. izotoni¢an
(fizioloski) rastvor (0.9% vodeni rastvor NaCl), puferne sisteme (za odrZavanje pH),
specifi¢ne proteine i druge bioaktivne supstance (hormone i fermente).
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Tabela 10. Neke fizi¢ko-hemijske osobine sperme nerasta (Frunza i sar., 2008)*

Osobine Vrednosti
Voda (%) 90

pH 6.69 - 7.69"
Boja plavkasto-bela do Zuc¢kasto-bela’
Organske materije (%) 8
Neorganske materije (%) 2
Ukupno suve materije (%) 10
Fruktoza (mg%/ml) 40
Ukupni proteini (%) 1.84-45
Sorbitol (mg%/ml) 8-16
Inositol (mg%/ml) 600 - 725
Limunska kiselina (mg%/ml) 110 - 260
Lipoproteini (mg%/ml) 404
Glicerilfosforilholin, GPC (mg%/ml) 110 - 240
Na (mg%/ml) 280 - 840
Ca (mg%/ml) 3-9

P (mg%/ml) 69 - 300
Mg (mg%/ml) 5-14
Hloridi (mg%/ml) 220 - 450

*Prema raznim autorima. "pH preko 8 ukazuje na neko bolesno stanje.

?Zavisno od gustine ejakulata; Crvenkasto-braun boja ukazuje na prisustvo razorenih eritrocita ili
infekcije prostate;Crvenkasto-rozikasta boja ukazuje na prisustvo krvi, kao posledice lezija u
genitalnom traktu; Zelenkasto-plavicasta boja ukazuje na oligospermiju.

Sperma nerasta sadrZi jo$ i hormone (androgene, estrogene, prostaglandin F,, - PGFy, i
oksitocin), veci broj fermenata (katalaza, fosfataza, mucinaza, hialuronidaza, tripsin, amilaza,
lipaza i holinesteraza), antioksidanse, kao i neke druge bioaktivne supstance (Watson, 1990;
Frunza i sar., 2008).

Generalno, spermalna plazma je kompleksna meSavina proteina, hormona, elektrolita,
hranljivih supstanci, vitamina i drugih bioaktivnih supstanci (Centurion i sar., 2003; Garcia i
sar., 2010). Svi ovi sastojci omogucavaju normalno prezivljavanje i funkciju spermatozoida
izvan muskog reproduktivnog trakta (u zenskom reproduktivnom traktu ili tokom boravka (in
vitro), kao i normalne fizioloSke funkcije Zenskog polnog trakta, vaznih za uspesnu oplodnju i
rani embrionalni razvoj (Stancié, 2005; Stanci¢, 2006, Muirio-Blanco i sar., 2008; Rodriguez-
Martinez i sar., 2011; Lépez Rodriguez, 2012; Nasrini Calogero, 2012).

U poslednje vreme se povecava interes za detaljnim izuCavanjem sastava i funkcije
spermalne plazme nerasta, jer je ustanovljeno da ona sadrzi veci broj bioaktivnih supstanci,
medu kojima se isticu specificni proteini. Ove supstance imaju znacajan uticaj na fertilitet
sperme nerasta in vitro i in vivo, kao i na neke vazne funkcije repoduktivnog sistema, koje
uticu na fertilitet Zenke (O’Leary et al. 2002). U spermi nerasta, preko 90% proteina pripada
grupi spermadhezina, koja se sastoji od pet ¢lanova (AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-I, and PSP-
I1). Svaki od ovih ¢lanova ima razli¢itu bioloSku aktivnost (Topfer-Petersen, 1998; Centurion
I sar., 2003).
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3.4.1. UTICAJ SPERMALNE PLAZME NA FERTILITET NERASTA

Spermalna plazma sadrzi nekoliko biomarkera, kao Sto su peptidi i proteini, koji mogu biti
povezani sa fertilizacionim kapacitetom sperme nerasta (Rodriguez-Martinez i sar., 2011;
Dyck i sar., 2011; L6opez Rodriguez, 2012). Detekcija sadrZaja proteina u spermalnoj plazmi je
znacajan indikator fertiliteta spermatozoida nerasta (Mogielnicka-Brzozowska i Kordan,
2011). Naime, joS je Flowers (1998) ustanovio visoku pozitivnu korelaciju relativne
koncentracije proteina u spermalnoj plazmi, sa fertilitetom sperme nerasta in vitro, te da ovo
moze biti znaCajan faktor rangiranja nerastova prema stepenu njihovog fertiliteta prilikom
osemenjavanja krmaca. U kasnijim istraZzivanjima ovog autora (Flowers, 2001), ova
pretpostavka je, i potvrdena. Naime, vrednost praSenja i prosecan broj zivo rodene prasadi u
leglu, bili su znacajno veci kod krmaca osemenjenih spermom koja sadrzi veéu koncentraciju
specifi¢nih proteina.

Proteini spermalne plazme nerasta utiCu na stepen progresivne pokretljivosti
spermatozoida (Strzezek i sar., 2005). Spermatozoidi nerasta redukuju progresivnu
pokretljivost, sposobnost prezZivljavanja, fertilizacioni kapacitet, aktivnost mitohondrija,
stabilnost celijske membrane ili, ¢ak, uginjavaju, ako se nadu u sredini sa znacajno
redukovanom koncentracijom spermalne plazme, na primer, zbog prevelikog razredenja
nativnog ejakulata (Maxwell i sar. 2007; Caballero i sar., 2008, Stanci¢ i sar., 2012). U
tehnologiji veStaCkog osemenjavanja, formiranje inseminacionih doza zahteva veliko
razredenje nativnog ejakulata. Prekomerno razredenje ejakulata, znacajno smanjenje
koncentraciju spermalne plazme u VO dozama, ¢ime se samnjuje i njihov fertilizacioni
potencijal (Rozeboom, 2000; Caballero i sar., 2004; Stanci¢ i sar., 2012). Ovo ima za
posledicu nizu vrednost fertiliteta vestacki, u odnosu na prirodno osemenjene krmace
(Tummaruk i sar., 2000). Novak i sar. (2010) su koristili 2 nerasta niskog fertiliteta i 2 nerasta
visokog fertiliteta, za ispitivanje uloge proteina spermalne plazme. Pokazalo se da specifi¢ni
proteini spermalne plazme imaju znacajnu ulogu u modifikovanju stepena fertiliteta
osemenjenih krmaca. Istrazivanja koja su izveli Novak i sar. (2009), pokazuju da postoji
znacajno variranje sadrzaja proteina u semenoj plazmi izmedu pojedinih nerastova. Zbog toga,
1 ovi autori zakljucuju da detekcija specificnih proteina u spermalnoj plazmi, moze biti siguran
marker za procenu stepena fertiliteta nerastova, koji se koriste u tehnologiji veStackog
osemenjavanja. Ova Cinjenica se moze iskoristiti za genetsku selekciju nerastova sa veé¢im
sadrzajem proteina u semenoj plazmi, radi dobijanja nerastova veceg fertilizacionog
potencijala (Flowers, 2001).

Dodavanje spermalne plazme u jako razredenu spermu nerasta, povecava progresivnu
pokretljivost i prezivljavanje spermatozoida in vivo i in vitro (Caballero i sar., 2004). Ovo
sugeriSe da semena plazma ima znaCajan uticaj na stepen progresivne pokretljivosti i
prezivljavanje spermatozoida, tokom ¢uvanja in vitro u teénom razredenom stanju (Waberski i
sar., 1994, Stanci¢, 2002; Kommisrud i sar., 2002; Wolf i Smital, 2009), te da proteini
spermalne plazme igraju klju¢nu aktivnu ulogu u ovim procesima (Garcia i sar., 2009).

Iz navedenih ¢injenica, moze se zakljuciti da nivo odrzavanja progresivne pokretljivosti i
prezivljavanja spermatozoida u razredenenom stanju, znacajno zavisi od stepena razredenja
nativnog ejakulata i duzine ¢uvanja doza razredene sperme in vitro. Tako su Stanci¢ i sar.
(2003b) | Katani¢ (2004) ustanovili da uzorci sperme razredene u odnosu 1:4, od samo oko
20% ispitivanih nerastova (n=276), zadrzava progresivnu pokretljivost > 65%, posle 72h
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¢uvanja in vitro, na temperaturi +17°C. Waberski i sar. (1994) su ustanovili da postoji
znacajna razlika izmedu pojedinih nerastova u stepenu tolerancije njihove sperme na stepen
razredenja i period Cuvanja in vitro. U evropskoj populaciji nerastova, koji se koriste u
vestackom osemenjavanju, ejakulati samo oko 20% nerastova toleriSu visok stepen razredenja
I 72 sata Cuvanja u razredenom stanju (Weitze, 1990b). Kod nas su Stanci¢ i sar. (2003b)
ispitivali ejakulate 276 nerastova, koji se koriste za VO na vojvodanskim farmama. Ustanovili
su da ejakulati 19% nerastova zadrZava progresivnu pokretljivost > 65% u razredenju 1:4,
posle 72h Cuvanja. Pokretljivost i integritet akrozomalne membrane, znacajno opadaju sa
povecanjem stepena razredenja 1 produzavanjem vremena Cuvanja teCne razredene sperme
(Komisurd i sar., 2002). Koncentracija spermatozoida u nativnom ejakulatu ima znacajnog
uticaja na odrzavanje odredenog stepena progresivne pokretljivosti tokom 72h ¢uvanja u
razredenom stanju (Stancic¢ i sar., 2012). Ovi autori su ustanovili da 27% uzoraka razredene
sperme, od ejakulata sa koncentracijom spermatozoida < 150x10%ml zadrzava progresivnu
pokretljivost > 65% u razredenju 1:4, posle 72h cuvanja. Ista ova vrednost iznosi svega 14.6%,
kod uzoraka razredene sperme napravljenih od ejakulata kod kojih je koncentracija
spermatozoida bila > 303x10%/ml. Ovo je direktna posledica smanjene koli¢ine spermalne
plazme po jednom spermatozoidu, kod uzoraka nacinjenih od ejakulata sa velikom
koncentracijom spermatozoida (Komisurd i sar., 2002; Boe-Hansen i sar., 2005). Vreme
Cuvanja tecne razredene sperme 1 stepen razredenja nativnog ejakulata, su u negativnoj
korelaciji sa fertilitetom inseminacionih doza, odnosno osemenjenih krmaca (vrednost
prasenja i broj Zivo rodene prasadi u leglu su manji posle osemenjavanja dozama ¢uvanih 56h
u odnosu na doze ¢uvane 14h) (Haugan i sar., 2005).

Chutia 1 sar. (2014) su ispitivali progresivnu pokretljivost, broj Zivih spermatozoida i
integritet akrozomalne membrane, u uzorcima razredene sperme, nacinjenih razredivanjem
nativne sperme ili razredivanjem spermatozoida koji su, pre razredenja bili isprani (odvojena
je spermalna plazma). Svi navedeni parametri fertilizacionog kapaciteta su bili znacajno veéi u
uzorcima napravljenim od nativne sperme (pokretljivost 76%, Zivih spermatozoida 83% i
spermatozoida sa nepovredenim integritetom akrozomalne membrane 77%) u odnosu na
uzorke sa ispranim spermatozoidima (pokretljivost 31%, Zivih spermatozoida 76% i
spermatozoida sa nepovredenim integritetom akrozomalne membrane 67%). Ovi autori
zakljuCuju da je znacajna redukcija vrednosti navedenih parametara, posledica ispiranje
(odvajanje) spermalne plazme od spermatozoida. Ulogu semene plazme na poveéanje in vitro
fertiliteta spermatozoida, u visoko razredenim uzorcima sperme, ustanovili su i Maxwell i
Johnson (1999).

Dodavanje spermalne plazme u uzorke visoko razredene sperme, povecava prezivljavanje
spermatozoida. Pokazalo se da, u ovom pogledu, postoji znacajna razlika izmedu spermalne
plazme pojedinih nerastova. Naime, spermalna plazma nekih nerastova znacajno povecava
prezivljavanje 1 motilitet spermatozoida u visoko razredenim uzorcima, ¢ak i1 poniStava
negativan uticaj autologne sperme. Medutim, sperma nekih drugih nerastova ne ispoljava ovaj
efekt, ¢ak smanjuje stepen prezivljavanja spermatozoida, u odnosu na uzorke razredene
sperme, kojima je dodata sopstvena (autologna) spermalna plazma (Caballero i sar., 2004).
Slicne rezultate su dobili Stanci¢ i sar. (2012). Ovi autori su ustanovili da dodavanje
spermalne plazme sa visokom koncentracijom proteina, u spermatozoide nerasta Ccija
spermalna plazma sadrzi nisku koncentraciju proteina, znafajno povecava stepen (%)
progresivne pokretljivosti ovih spermatozoida u razredenjima 1:2 i 1:4, cuvanih tokom 72h, na
temperaturi +17°C. Obrnuto, ako se se, u spermatozoide, koji potic¢u iz ejakulata sa visokim
sadrzajem proteina, doda spermalna plazma sa niskim sadrzajem proteina, dolazi do
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smanjenog potencijala odrzavanja zadovoljavajuceg stepena progresivne pokretljivosti (>65%)
ovih spermatozoida, u navedenim uslovima ¢uvanja in vitro.

Istrazivanja koja su izveli Centurion i sar. (2003), pokazuju da specificni proteini
spermalne plazme (iz grupe spermadhezina, koji predstavljaju preko 90% ukupnih proteina
spermalne plazme), povecavaju stepen prezivljavanja, pokretljivost i aktivnost mitohondrija
spermatozoida u uzorcima ekstremno razredene sperme, Cuvanih 5h na fizioloskoj temperaturi.
Autori zakljuuju da bi dodavanje spermalne plazme bio dobar biotehnoloski metod ¢uvanja
spermatozoida u ekstremno razredenoj spermi. Sli¢ne rezultate su dobili i Garcia i sar. (2006),
jer su pokazali da dodavanje spermadhezina semene plazme, znacajno poboljSava
funkcionalne parametre spermatozoida u visoko razredenim uzorcima sperme nerasta. Garcia
i sar. (2009) su ispitivali uticaj raznih frakcija proteina spermalne plazme na funkcionalne
parametre spermatozoida in vitro. Pokazalo se da razlicite frakcije proteina spermalne plazme
imaju uticaj na razliCite parametre fertiliteta spermatozoida. Tako, neke frakcije (1 do 3)
povecavaju prezivljavanje 1 funkciju spermatozoida, dok su neke druge frakcije (4 do 6) vrlo
Stetne za Cuvanje spermatozoida u visoko razredenom stanju.

U poslednje vreme sve se viSe posvecuje paznja istrazivanjima moguénosti povecanja
fertiliteta spermatozoida Cuvanih dubokim zamrzavanjem. Naime, znafajno nizi fertilitet
krmaca osemenjenih doboko zamrznutim, pa otopljenim inseminacionim dozama, posledica je
(@) znatno redukovanog stepena (%) prezZivljavanja spermatozoida posle otapanja i (b)
smanjenog perioda prezivljavanja spermatozoida u zenskom reproduktivnom traktu, zbog sub-
letalnih oSte¢enja spermatozoida, nastalih tokom ¢uvanja u duboko zamrznutom stanju
(Johnson i sar., 2000; Roca i sar., 2003).

Pokazalo se da dodavanje spermalne plazme u medijume za otapanje duboko zamrznute
sperme nerasta, predstavlja klju¢ni faktor postizanja veéeg fertiliteta krmaca osemenjenih
dozama zamrznute pa otopljene sperme nerasata (Okazaki i sar., 2012). Tako su Cremades i
sar. (2004) pokazali da dodavanje spermalne plazme u medium za duboko zamrzavanje,
povecava stepen prezivljavanja spermatozoida posle otapanja inseminacionih doza. Vrednosti
progresivne pokretljivosti, broja spermatozoida sa nepovredenim integritetom Ccelijske i
akrosomalne membrane, bili su signifikantno vefe u uzorcima sa dodatom spermalnom
plazmom. Rezultati ovih autora, medutim, pokazuju da postoji razlika u ovom efektu
spermalne plazme, izmedu pojedinih nerastova. Naime, sperma nekih nerastova ima visok
efekt, dok spermalna plazma nekih drugih nerastova ima nizak ili uopsSte ne ispoljava ovaj
stimulativni efekt. Autori pretpostavljaju da je ovo posledica razli¢itog odnosa sadzaja
pojedinih frakcija proteina u spermalnoj plazmi pojedinih nerastova. Zamrzavanje
inseminacionih doza sperme nerasta sa 10% ili 20% spermalne plazme, uspeSno smanjuje
ostecenja i povecava fertilizacioni kapacitet spermatozoida posle otapanja (Vadnais i Roberts,
2007). Otapanjem duboko zamrznutih inseminacionih doza, u medijumu sa dodatkom 50%
spermalne plazme, =znacCajno povecava prezivljavanje 1 progresivnu pokretljivost
spermatozoida. Moguce je da ovako otopljeni spermatozoidi imaju duzi period prezivljavanja
u zenskim reproduktivnim organima i da se, na taj nacin, povecava fertilitet (% praSenja i broj
zivo rodene prasadi po leglu) krmaca osemenjenih ovakvim dozama (Garcia i sar., 2010).

Istrazivanja koje je izveo Stankovi¢ (2012), u svojoj doktorskoj disertaciji, pokazuju da
postoje znacajne razlike izmedu nerastova, u pogledu otpornosti spermatozoida nativne
sperme, izlozene uticaju razli¢itih stresora (hipoosmotski pritisak, kontrolisano povecanje
temperature, do +41°C, stepen razredenja i period Cuvanja razredene sperme in Vitro).
Pokazalo se da su parametri dobijeni testiranjem nativne sperme, u pozitivnoj korelaciji sa
uspehom dubokog zamrzavanja. Naime, sperma sa boljim parametrima testiranja pre
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zamrzavanja pokazuje i bolje parametre fertiliteta posle odmrzavanja. Tako je progresivna
pokretljivost, posle odmrzavanje duboko zamrznutih uzoraka iznosila 33.3% kod nerastova sa
boljim parametrima testiranja nativne sperme pre zamrzavanja, dok je ova vrednost bila
znacajno niza kod nerastova sa lo$ijim vrednostima testa pre zamrzavanja i iznosila je, svega,
19.2%. Ovi rezultati pokazuju da je, za uspeSno konzerviranje sperme nerastova putem
dubokog zamrzavanja, neophodna prethodna selekcija potencijalnih donora. Izbor nerastova -
donora treba obaviti na osnovu rezultata ispitivanja standardnih parametara kvaliteta sperme i
testova opterec¢enja u kojima se spermatozoidi in vitro kontrolisano izlazu razli¢itim vidovima
stresa.

3.4.2. UTICAJ SPERMALNE PLAZME NA FERTILITET KRMACE

Specifiéni proteini spermalne plazme, povezani su sa molekularnim mehanizmima
transporta spermatozoida kroz uterus krmace (Strzezek i sar., 2005). Ovi proteini se absorbuju
na ¢elijsku membranu spermatozoida, tokom ejakulacije, gde se zadrzavaju i tokom prolaska
spermatozoida kroz uterus krmace, sve do kaudalnog istmusa. Tamo se ovi proteini skidaju sa
¢elijske membrane (tzv. denudacija spermatozoida), kako bi zapocela reakcije akrosoma, u
procesu kapacitacije spermatozoida, neposredno pre fertilizacije oocita u ampuli jajovoda
(Muifio-Blanco i sar., 2008).

Proteini spermalne plazme inhibiraju imuni odgovor uterusa (stimulacijom pro-
inflamatornih citokina) na antigene spermatozoida (tzv. postinseminaciona inflamacija
uterusa, izazvana infiltracijom polimorfonuklearnih granulocita u lumen uterusa) (Roseboom i
sar., 2000). Imunomodulatorno svojstvo specifi¢nih protein spermalne plazme, ustanovili su i
(Madej i sar., 2013).

Uspostavljanje interakcije preimplantacionih ebriona i uterusa, kao i indukcija factora
rasta embriona, takode se povezuje sa delovanjem specifi¢nih proteina spermalne palzme
(Robertson i Sharkey, 2001). Tretman krmaca dodavanjem spermalne plazme u uterus,
stimuliSe ekspresiju citokina (faktora koji stimuliSu kolonizaciju uterusa makrofagnim
granulocitima), §to se povezuje sa povecanjem broja Zivih embriona (O’Leary i sar., 2004).

Neka istrazivanja pokazuju da proteini spermalne plazme imaju uticaj na koordinaciju
ovulacije i prispeca spermatozoida u utero-tubalni spoj, odnosno u kaudalni istmus (O’Leary i
sar., 2002). Ova koordinacija obezbeduje da se oociti i kapacitirani spermatozoidi nadu u
ampuli jajovoda, u optimalno vreme za oplodnju (Gomeida i sar., 1998), tj. unutar 6 do 8 sati
posle ovulacije (Hunter, 1986, Radovi¢ i sar., 2006). Tacan mehanizam ubrzanja ovulacije
nije potpuno jasan, ali se smatra da proteini spermalne plazme stimuliSu sekreciju
prostaglandina F,, (PGF,,) u endometriumu, koji je sposoban da prelaskom iz uteroovarijalne
vene u uteroovarijalnu arteriju, dode do ovariuma (Claus, 1990). Istrazivanja koja su izveli
Waberski i sar. (2000), pokazuju da spermalna plazma ubrzava process ovulacije. Kasnije su
Waberski i sar. (2006) ustanovili da proteini spermalne plazme indukuju povecanje
koncentracije citokina u limfi uterus, koji prelaze iz uterusne vene u ovarijalnu arteriju. Na taj
nacin dospevaju do jajnika, gde ubrzavaju dozrevanje predovulatornih folikula.

Spermalna plazma nerasta sadrzi oksitocin (Frunza 1 sar., 2008), koji stimuliSe
kontrakcije uterusa tokom i neposredno posle osemenjavanja (Willenburg i sar., 2004). Ove
kontrakcije su veoma vaZzne za pravilan i brz pasivan transport spermatozoida od mesta
depozicije (cerviks) do uterotubalnih spojeva i formiranje adekvatne populacije spermatozoida
u kaudalnom istmusu jajovoda (Langedijak i sar., 2002). Prisustvo dovoljnog broja
sperermatozoida u kaudalnom istmusu (fizioloSki rezervoar spermatozoida), unutar 24h pre
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ovulacije (Hunter, 1981), je od primarne vaznosti za postizanje uspesne oplodnje (Soede i sar.,
1995). Neadekvatan transport spermatozoida kroz lumen uterusa, znacajno smanjuje fertilitet
osemenjenih krmaca (Spronk i sar., 1997). Smanjen fertilitet vestacki osemenjenih krmaca,
naro¢ito dozama formiranim posle enormnog stepena razredenja ejakulata, ili dozama
redukovanog volumena (kod intrauterine inseminacije) (Roseboom i sar., 2004, Stancic¢ i sar.,
2010), povezuje se sa neadekvatnim kontrakcijama miometriuma. Ovo je direktna posledica
izostanka adekvatne stimulacije ovih kontrakcija prisustvom nerasta (Kemp i sar., 2005;
Stancié i sar., 2013) i/ili smanjene koncentracije oksitocina i estrogena u enormno razredenim
inseminacionim dozama (Langedijak i sar., 2003; Mezalira i sar., 2005). Kontrakcije
miometrijuma se mogu poboljSati dodavanjem oksitocina u inseminacione doze, injekcijom
oksitocina u vulvu, neposredno pre inseminacije, i prisustvom nerasta neposreno pre, tokom i
posle inseminacije (Pefia i sar., 1998; Gibson i sar., 2004; Pelaez, i sar., 2006, Stanci¢ i sar.,
2006, Stancié i sar., 2013).

Kada se spermalna plazma deponuje u uterus neposredno pre klasi¢ne inseminacione
doze, dolazi do povecanja stepena (%) oplodenih oocita (95.8%) 1 broja akcesornih
spermatozoida u zoni pelucidi oocita (74.7), u odnosu na krmacée osemenjene bez pre-infuzije
spermalne plazme (84.7% oplodenih oocita i 8 akcesornih spermatozoida u zoni pelucidi).
Ovaj efekt se moze povezati sa delovanjem sastojaka spermalne plazme na ubrzanje pasivnog
transporta spermatozoida kroz uterus i direktnog uticaja spermalne plazme na povecanje
fertilizacione sposobnosti samih spermatozoida (Johnson i sar., 2000).

Navedeni rezultati ukazuju na kljuénu ulogu spermalne plazme u procesima povezanim sa
funkcijom spermatozoida in vivo i in vitro, sa transportom, prezivljavanjem i funkcijom
spermatozoida u Zenskom reproduktivnom traktu, kao i sa procesima fertilizacije i razvoja
embriona u zenskom reproduktivnom traktu (Nasrin i Calogero, 2012). Ovo su i osnovni
faktori postizanja visokog stepena fertiliteta veStacki osemenjenih plotkinja. S tim u vezi,
interesantna su istrazivanja u vezi sa moguénosti povecanja fertiliteta krmaca, osemenjenih
konvencionalnim ili dozama redukovanog volumena i broja spermatozoida, uz dodatak
nativne ili sinteticke spermalne plazme (tzv. dvofazna inseminacija).

Garcia i sar. (2009) su osemenjavali krmace konvencionalnim dozama (80 ml sa 3x10°
spermatozoida) (I grupa) i istim ovim dozama, uz prethodnu aplikaciju 30 ml sinteticke
spermalne plazme (Predil-MRA®) (Il grupa). Vrednost prasenja je bila znatajno niza (61.9%)
kod prve (kontrolne) grupe, u odnosu drugu (tretmansku) grupu (74.1%). Prosecan broj rodene
prasadi po leglu je bio znacajno veci (za 1.28 prasadi) kod tretiranih, u odnosu na kontrolne
krmace. NarocCito su interesantni rezultati koje se, ovi autori dobili posle postcervikalne
inseminacije dozama redukovanog broja spermatozoida (1.5x10°), u kombinaciji sa 30 ml
sintetiCke spermalne plazme. Postignuta vrednost praSenja je iznosila 92.3%, a veli¢ina legla
13.2 praseta. Dimitrov i sar. (2012) su osemenjavali krmacée postcervikalnom (plitkom
intrauterinom) metodom, dozama sa 1.5x10° spermatozoida, uz dodatak 20 ml sintetidke
spermalne plazme (Predil-MRA®), tretmanska grupa ili bez dodatka ovog preparata (kontrolna
grupa). [ ovi autori su ustanovili da dodavanje sinteticke spermalne plazme povecava fertilitet
krmaca (vredndnost prasenja 83%, a broj zivo rodene prasadi po leglu 10.75) u odnosu na
kontrolne krmace (vrednost praSenja 76%, a broj Zivo rodene prasadi po leglu 10.07).
Rezultati istrazivanja koja su izveli Stancié¢ i sar. (2014), primenom konvencionalne metode
intracervikalne inseminacije, dozama volumena 100 ml sa 4x10° spermatozoida, sa ili bez
prethodne aplikacije 30 ml sintetike spermalne plazme (Predil-MRA®), pokazuju da ovo
moze biti korisna metoda povecanja feretiliteta krmaca osemenjenih tokom toplijeg perioda
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godine. Naime, ovi autori su pokazali da je vrednost praSenja, posle osemenjavanja u toploj
sezoni, znacajno veca (82%) kod krmaca osemenjenih sa dodatkom sinteticke semene plazme,
u odnosu na krmace osemenjene bez dodatka ovog preparata (72%). U hladnoj sezoni su ove
vrednosti bile neSto vise (88% 1 84%), ali se nisu statisticki znacajno razlikovale. Broj zivo
rodene prasadi po leglu se kretao izmedu 14.65 1 15.61, a razlike nisu bile signifikantne ni u
zavisnosti od godisnje sezone, kao ni u zavisnosti od toga da li je osemenjavanje izvrSenu sa
ili bez aplikacije sinteticke spermalne plazme. I rezultati drugih autora (Martin Rillo i sar.,
1996, Lyczynski, i sar., 2000, Ramirez Ovalle, 2002; Garcia Ruvalcaba i sar.,2008, Garcia
Ruvalcaba i sar.,2009) pokazuju da primena tzv. dvofazne inseminacije (dodatak sintetiCke
spermalne  plazme), klasicnom (intracervikalnom) ili novom (postcervikalnom)
inseminacijom, ima stimulativan efekt na fertilitet (vrednost praSenja i velicina legla)
osemenjenih krmaca. Ovaj efekt se pripisuje svojstvu preparata sintetiCke spermalne plazme
(Predil-MRA®), da stimulise kontrakcije uterusa i poveéava prezivljavanje i fertilizacioni
kapacitet spermatozoida u uterus (Martin Rillo i sar., 1996, Levis, 2002, Castaneda Morreno,
2002; Dimitrov i sar., 2012). Kasetrtut i Kaeoket (2010) su osemenjavali krmace dozama
otopljenim posle Cuvanja dubokim zamrzavanjem, u koje su dodali 60 ml nativne spermalne
plazme ili 60 ml klasi¢nog razredivata za spermu nerasta (Modena™). Vrednost uspesne
koncepcije je iznosila 100% kod krmaca osemenjenih dozama sa spermalnom plazmom 1 60%
kod krmaca osemenjenih dozama sa klasiénim razredivaCem za spermu nerasta.
Transcervikalna infuzija 50 ml spermalne plazme, neposredno pre aplikacije inseminacione
doze, ubrzava ovulaciju, povecava stepen oplodivosti ovuliranih jajnih celija i prezivljavanje
ranih embriona (Waberski i sar., 1996).

Znacajno povecanje vrednosti prasenja i velicine legla, posle osemenjavanja krmaca
dozama odmrznutim u medijumu sa dodatkom spermalne plazme, u odnosu na osemenjavanje
bez ovog dodatka, ustanovili su Okazaki i sar. (2009b) i Garcia i sar. (2010). Dodavanje 15%
nativne spermalne plazme u medijum za otapanje duboko zamrznutih inseminacionih doza,
znaCajno smanjuje procent spermatozoida Sa abnormalnim akrozomom 1 povecava
progresivnu pokretljivost. Osim toga, osemenjavanje dozama otopljenih u medijumu sa
dodatkom spermalne plazme, znacajno je povecalo vrednost prasenja i veli¢inu legla, u odnosu
na krmace osemenjene dozama otopljenim bez dodatka spermalne plazme (Okazaki i sar.,
2012).

Opisane biofizicke i biohemijske karakteristike sperme mogu biti vazni kriterijumi za
procenu i poboljSanje parametara fertilizacionog potencijala sperme nerasta, kao i jedna od
metoda dijagnostikovanja reproduktivnih poremec¢aja muzjaka. Odredivanje sastava spermalne
plazme treba da bude ustaljeno i korisno sredstvo u izboru nerastova dobrog fertiliteta za
donatore sperme. I, konacno, spermalna plazma moZe korisno posluziti za unapredenje
fertiliteta vestacki osemenjenih krmaca (Caballero i sar., 2008). Medutim, precizni
mehanizmi delovanja aktivnih sastojaka spermalne plazme, na fertilitet nerastova i krmaca,
ipak, ostaju predmet daljih istrazivanja (Nasrin i Calogero, 2012).

31



Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disertacija 3. PREGLED LITERATURE

3.5. POSTCERVIKALNO OSEMENJAVANJE KRMACA

U poglavlju 3.1.1. (Reproduktivna eksploatacija nerastova), istaknuto je da sadasnja
produkcija oko 20 inseminacionih doza po ejakulatu, nije dovoljna za efikasnu reproduktivnu
eksploataciju genetski superiornih nerastova u tehnologiji klasi¢nog veStackog osemenjavanja,
te da ovo uzrokuje znacajne ekonomske gubitke u intenzivnoj proizvodnji svinja. Takode je
istaknuto da je ovo moguce prevazi¢i upotrebom inseminacionih doza redukovanog volumena
i broja spermatozoida. Naime, na taj na¢in je moguce dobiti veci broj VO doza po ejakulatu,
ali bez povecanja stepena razredenja, Sto znacajno smanjuje fertilizacioni kapacitet
spermatozoida.

Postoje dve inseminacione procedure, koje dozvoljavaju upotrebu doza sa znatno
redukovanim brojem spermatozoida, a da se, pri tome, ne redukuje vrednost fertiliteta
osemenjenih krmaca, u odnosu na inseminaciju klasi¢énim dozama (Heise, 2012; Hernandez-
Caravaca i sar., 2012). Radi se o novijim metodama postcervikalne (plitke intrauterine) i
duboke intrauterine inseminacije. Prva metoda podrazumeva depoziciju sperme u telo
materice (za razliku od klasi¢ne intracervikalne inseminacije, gde se doza deponuje u cerviks),
dok druga metoda podrazumeva depoziciju inseminacione doze u proksimalnu (kranijalnu)
tre¢inu roga materice (bliZe utero-tubalnim spojevima) (Martinez i sar., 2005).

Slika 1. Mesta depozicije inseminacione doze transcervikalnom inseminacijom:
a - intracervikalno, b - postcervikalno (plitko intrauterino) i ¢ - duboko
intrauterino (levo). Dubljom depozicijom sperme u Zenski genitalni trakt
znacajno Se smanjuj potreban volumen i broj spermatozoida u VO dozi (desno)
(A — u cerviks: V=80 - 100ml, sa 2 do 5x10° spermatozoida; B — u telo materice: V=20 - 50ml,
sa 0,5 do 2,0x10° spermatozoida; C — duboko u rog materice: V=10 - 20ml, sa 1 do 5x10®

spermatozoida i D — hirurskom injekcijom u vrh roga materice: V=0,5 - 2ml, sa 1 do 5x10°
spermatozoida). Belstra, 2002.
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Primenom postcervikalne (plitke intrauterine - PIUI), sa 1 do 1.5x10° spermatozoida u
dozi, ili posle duboke intrauterine inseminacije (DIUI), sa 6x10° spermatozoida u dozi, mogu
se dobiti rezultati fertiliteta sli¢ni onima koji se postiZzu posle osemenjavanja krmac¢a metodom
konvencionalne intracervikalne inseminacije (ICI), sa 3x10° spermatozoida u VO dozi (Roca
et al., 2003; Roca et al., 2006). Depozicijom doze sa 10x10° spermatozoida, u blizinu utero-
tubalnih spojeva, moze se posti¢i 89% vrednosti prasenja (Heise, 2012), dok se dobri rezultati
sa joS manjim brojem spermatozoida, postizu depozicijom doze u jajovod, laparoskopskim
pristupom spermatozoa (Vazquez i sar., 2008).

Postcervikalna (plitka intrauterina) inseminacija podrazumeva deponovanje VO doze
znatno nizeg volumena i broja spermatozoida (na primer, doza volumena 50 ml, sa 2x10°
spermatozoida) u telo materice. To je oko 20 cm do 30 cm dublje (kranijalnije) od mesta
(cerviks) u koje se ubacuje klasi¢na VO doza, volumena 80 ml do 100 ml, sa prose¢no 4x10°
spermatozoida (Belstra, 2002; Stanci¢ i sar., 2007). Za plitku intrauterinu inseminaciju,
potrebni su specijalni katetri, kojima je moguce proci kroz ceo cerviks, tako da vrh katetera
dospe do tela materice, tj. u blizinu razdvajanja levog i desnog roga materice (bifurcatio
cornua uteri). Tako su dizajnirani kateteri slicni onima koji se koriste za klasicnu
inracervikalnu inseminaciju, ali je kroz njih provuen jo§ jedan, tanji, kateter. Prilikom
inseminacije, vrh osnovnog katetera se plasira u cervikalni kanal (kao kod klasi¢ne
intracervikalne inseminacije), a zatim se tanji kateter gura do tela materice, gde se izvrsi
deponovanje VO doze (Belstra, 2004; Grafenau i sar., 2004).

Slika 2. Kateri za plitku intrauterinu inseminaciju, sa razli¢itim osnovnim vrhom (gore)
kateter za duboku intrauterinu inseminaciju (dole)

Duboka intrauterina inseminacija se moze izvesti hirurSkim putem, pri ¢emu se metodom
laparotomije ili laparoskopije, pristupa do vrhova rogova uterusa, u koje se deponuju
inseminacione doze razredene sperme, vrlo malog volumena (0,5 ml do 2 ml), sa svega
nekoliko miliona, do nekoliko stotina miliona spermatozoida. U poslednje vreme se
primenjuje nehirurSka metoda duboke intrauterine inseminacije, za koju se koristi dugacak
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(oko 1 m) fleksibilni, tanji, kateter za depoziciju sperme. Obe metode imaju za cilj da se
inseminaciona doza deponuje Sto blize vrhu roga meterice, tj. utero-tubalnom spoju (Rath,
2002; Grafenau i sar., 2004). Neka istrazivanja pokazuju da je dovoljno uvesti fleksibilni
kateter 30 cm do 40 cm u rog, kranijalno od bifurkacije uterusa, da bi se dobili dobri rezultati
fertiliteta krmada, osemenjenih dozama volumena 10 ml do 20 ml, koje sadrze 1x10® do 5x10°
spermatozoida (Wolken i sar., 2002; Roca i sar., 2003; Wongtawan i sar., 2005).

Intrauterina inseminacija ima prednosti i nedostatke u odnosu na klasi¢nu intracervikalnu
inseminaciju (Grafenau i sar., 2004, Stancic¢ i sar., 2006).

Prednosti intrauterine inseminacije:

v

v

v
v

Moguce je koristiti inseminacione doze znatno manjeg volumena, sa znatno manjim
brojem spermatozoida.

Na ovaj nacin se povecava broj inseminacionih doza, koje se mogu dobiti od jednog
ejakulata, odnosno moguce je osemeniti znatno veci broj plotkinja.

Znatno se smanjuje cena koStanja jedne inseminacije.

Tehnika samog izvodenja transcervikalne intrauterine inseminacije je relativno laka i
traje priblizno isto koliko i klasi¢na intracervikalna inseminacija.

Smanjen je transvaginalni refluks sperme, posle inseminacije i bolji transport
spermatozoida do utero-tubalnih spojeva (fizioloSkog rezervoara spermatozoida).

Pri tome je fertilitet osemenjenih plotkinja sli¢an ili ve¢i od onog koji se postize
klasi¢nom intracervikalnom inseminacijom.

Nedostaci intrauterine inseminacije:

v

Nije moguée osemenjavati nazimice, posebno ne u prvom ili drugom pubertetskom
estrusu, zbog malih dimenzija njihovih reproduktivnih organa (posebno cerviks, telo i
rogovi uterusa). Naime, depozicijom intrauterinog katetera, ¢esto dolazi do ozleda ovih
organ i postinseminacionih krvavljenja.

Nije moguce intrauterino osemenjavati ni odrasle krmace, koje su, prethodno, imale
tezak porodaj, sa povredama (priraslicama) na unutraSnjim polnim organima. Takve
promene mogu onemoguciti prolaz katetera, ili kateter moze izazvati njihovu ponovnu
povredu. To moZe imati za posledicu postinseminaciono krvavljenje i dalje
komplikacije.

Primenom nesterilisanih katetera, vrsi su unoSenje infektivnih agenasa u dublje partije
materice.

Potrebna je primena skupljih katetera, posebno dizajniranih za intrauterinu
inseminaciju, kao i dodatna edukacija stru¢njaka.

3.5.1. FIZIOLOSKA OSNOVA POSTCERVIKALNE INSEMINACIJE

Kod prirodnog ili konvencionalnog vestackog osemenjavanja, spermatozoidi se deponuju
u cervikalni kanal. Od ovog mesta depozicije, spermatozoidi se, antiperistaltickim
kontrakcijama miometriuma, pasivno transportuju do utero-tubalnih spojeva (Langedijak i
sar., 2002) i, dalje, do kaudalnog istmusa jajovoda, koji predstavlja fizioloSki rezervoar
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spermatozoida (Hunter, 1981). Posle kapacitacije, iz kaudalnog istmusa, do ampule jajovoda
(mesto fertilizacije oocita), spermatozoidi dospevaju sopstvenim hiperaktivnim kretanjem (Ho
i Suarez, 2001). U normalnim, fizioloskim, uslovima (period standing estrusa i dominacija
visoke koncentracije estrogena u telesnoj cirkulaciji), adekvatna populacija spermatozoida
dospeva do utero-tubalnih spojeva i rezervoara spermatozoida u kaudalnom istmusu, za 1 do 2
sata posle inseminacije. Ovo je vrlo bitno za odrzavanje vitalnosti, integriteta i kapacitaciju
spermatozoida, tokom 24h do 42h, te njihovu zavrsnu migraciju do ampule jajovoda, gde se
vrsi proces oplodnje (Hunter, 1981; Hunter, 1984; Yanagimachi, 1994; Rath, 2002).

Prilikom prirodnog osemenjavanja, u cerviks se deponuje ejakulat prose¢nog volumena
250 ml, sa oko 50x10° spermatozoida, ili prilikom konvencionalnog VO doza volumena 80 do
100 ml, sa oko 4x10° spermatozoida. Tokom prolaska spermatozoida kroz uterus, ovaj broj
deponovan volumen sperme i spermatozoida se radikalno smanjuje. Tako da se, unutar 1 do 2
sata posle osemenjavanija, u utero-tubalnim spojevima nalazi 100 do 200x10° spermatozoida, a
u ampuli jajovoda (mesto oplodnje) se formira populacija od nekoliko hiljada spermatozoida
(Hunter 1995). Ova redukcija se vrsi antiperistaltickim kontrakcijama uterusa unutar 30 do 45
minuta posle osemenjavanja, na koji nacin se, u spoljasnju sredinu, izbaci (tzv.
postinseminacioni refluks sperme) oko 75% deponovanog volumena ejakulata ili
inseminacione doze, sa oko 25% do 30% deponovanih spermatozoida (Steverink i sar., 1998).
Znatno manji deo spermatozoida biva uniSten in utero, fagocitozom polimorfonuklearnim
leukocitima (Hernandez-Caravaca i sar., 2012). Postinseminacioni refluks je znacajan
mehanizam redukcije deponovanog broja spermatozoida, prilikom osemenjavanja, kojim se
obezbeduje formiranje adekvatnog broja spermatozoida na mestu oplodnje. Ovaj refluks nema
znacajnog uticaja na fertilitet krmace, kada se intracervikalno osemenjavanje (prirodno ili
vestadko) izvrsi sa vise od 1x10° spermatozoida, u dozi volumena veéeg od 80 ml (Rath,
2002). Selektivnom propustljivoséu utero-tubalnih spojeva, vrSi se konac¢na redukcija i
formiranje optimalnog broja spermatozoida u kaudalnom istmusu i ampuli jajovoda (Hunter,
1995).

Uzimaju¢i u obzir navedene Ccinjencie, istrazivanja brojnih autora, pokazuju da se
volumen inseminacione doze i broj spermatozoida u dozi, mogu radikalno smanjivati sa
deponovanjem doze u kranijalnije partije uterusa (telo, rogovi, uterotubalni spojevi) ili
jajovod, a da se fertiltet tako osemenjenih krmaca bitno ne smanji u odnosu na onaj koji se
postize konvencionalnim intracervikalnim osemenjavanjem (Mezalira i sar., 2005; Stancic¢ i
sar., 2006; Cordova-Izquerdo i sar., 2008; Dimitrov i Zmudzki, 2009; Buranaamnuay i sar.,
2010; Stanci¢ i sar., 2010; Hernandez-Caravaca i sar., 2012; Heise, 2012, Stanci¢ i sar.,
2013).

3.5.2. REZULTATI FERILITETA KRMACA OSEMENJENIH
POSTCERVIKALNOM METODOM

U Sirokoj prakti¢noj proizvodnji, sve ¢eSc¢e je moguce posti¢i visoke vrednosti fertiliteta
(> 85% prasenja i > 10 zivo rodene prasadi po leglu), klasicnom intracervikalnom

inseminacijom, dozama sa redukovanim brojem spermatozoida (oko 2 x 10%). Medutim, jo$
uvek se Siroko primenjuju doze klasi¢nog volumena 80 ml do 100 ml i broja spermatozoida 3
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do 4 x10°. Ovo je, naime relativno jevtin na¢in da se pokriju eventualno loSiji kvalitet
upotrebljene sperme, kao i greSke u optimalnom vremenu i tehnici osemenjavanja (Belstra,
2002). Primena doza ovako velikog volumena i broja spermatozoida, smanjuje efikasnost
reproduktivnog iskoriStavanja genetski superiornih nerastova, jer se, od jednog nerasta moze
dobiti oko 1200 VO doza. Osim toga, formiranje takvih doza, Cesto, zahteva prekomerno
razredenje nativnog ejakulata, Sto smanjuje fertilizacioni potencijal takvih doza, odnosno
fertilitet osemenjenih krmaca (Rozeboom, 2000; Tummaruk i sar., 2000; Stanci¢ i sar., 2009,
Stancié i sar., 2012).

S tim u vezi, povecanje broja inseminacionih doza po nerastu godiSnje, moguce je posti¢i
redukcijom volumena doze (na primer sa klasicnih 80 ml do 100 ml, na 50 ml) i broja
spermatozoida (sa 3x10° do 5x10° na 1x10° do 2x10% (Belstra, 2002, Stancié i sar., 2007).
reproduktivnog iskoriStavanja genetski superiornih nerastova, moze biti izvedeno upotrebom
inseminacionih doza manjeg volumena (sa 100 ml na 50 ml), sa redukovanim brojem
spermatozoida. Pri tome je vazno da fertilitet osemenjenih krmaca ne bude nizi od onog koji
se postize tehnologijom klasi¢nog vestaCkog osemenjavanja (Rath, 2002; Stancié, 2002;
Stancié¢ i sar., 2003; 1zco, 2004; Stancié¢ i sar., 2009; Arujo i sar., 2009; Stanci¢ i sar., 2010;
Sbardella i sar., 2014).

Istrazivanja brojnih autora pokazuju da je primenom nove tehnologije postcervikalne
(plitke intrauterine) inseminacije, dozama redukovanog volumena i broja spermatozoida,
moguce posti¢i slicne ili vete vrednosti fertiliteta krmaca, u odnosu na Klasi¢nu
intracervikalnu inseminaciju (Vansickle, 2002; Watson i Behan, 2002; Belstra, 2004;
Roseboom i sar., 2004; Mezalira i sar., 2005; Stanci¢ i sar., 2006, Stanci¢ i sar., 2007;
Radovié 1 sar., 2006, Radovi¢ | sar., 2007, Stancié¢ i sar., 2010, Stanci¢ i sar., 2013;
RogoZarski i sar., 2013). Tako, na primer, ako se plitka intrauterina inseminacija izvede
dozama koje sadrze 0,5x10° do 1,0x10° spermatozoida, rezultati fertiliteta krmaca su vrlo
sli¢ni onima koji se dobijaju kod klasi¢ne intracervikalne inseminacije (Watson i sar., 2002;
Belstra, 2004; Mezalira i sar., 2005). Neka istraZzivanja (Stanci¢ i sar., 2009) pokazuju da
duplo redukovan broj spermatozoida u inseminacionoj dozi (2x10%), u odnosu na uobi¢ajen
broj u dozi (4x10°%), nema znadajnog uticaja na vrednost praenja i veli¢inu legla. Medutim,
duplo manji volumen doze (50ml, u odnosu na 100 ml), bez obzira na broj spermatozoida u
njoj, ima uticaja na smanjenje vrednosti prasenja, ali ne i na znacajnije razlike u prose¢nom
broju zivorodene prasadi po leglu (Stanci¢ i sar., 2009). Tako je vrednost praSenja, posle
osemenjavanja sa 4x10° i 2x10° spermatozoida u dozi od 100 ml, iznosila 83.3% i 80.0% (nije
znacajno razli¢ita), dok su ove vrednosti, posle osemenjavanja istim brojem spermatozoida, ali
u dozama duplo redukovanog volumena (50 ml) bile znacajno nize (73.3% 1 70.0%), iako se
nisu medusobno znacajno razlikovale. Prosean broj Zivo rodene prasadi u leglu nije bio
znacajno razli€iti, ni u zavisnosti od volumena doze, ni u zavisnosti od broja spermatozoida u
dozi i iznosio je 10.16, 10,21, 10.27 i 9,85. Rezultati fertiliteta postcervikalno osemenjenih
krmaca, prikazani su u tabeli 11.

Rezultati prikazani u tabeli 11, jasno pokazuju da se primenom plitke intrauterine
inseminacije (postcervikalne), dozama znatno redukovanog volumena i broja spermatozoida,
postize fertilitet (vrednost, % praSenja i veli¢ina legla) krmaca vrlo slican onom, koji se
postiZe posle konvencionalnog intracervikalnog osemenjavanja.
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Tabela 11. Fertilitet krmaca posle postcervikalne (plitke intrauterine) inseminacije

Inseminaciona doza Fertilitet krmaca
Autor Volumen | Broj sptz. u % Zivorodene
(ml) dozi prasenja | prasadi u leglu (n)

100 3,0x10° 96,7 12,23
Vansickle (2002) 50 1,5x10° 92,8 11,61
30 1,0x10° 94,1 10,44

85 0,5x10° 78,0 8,6

Rozeboom i sar. (2004) 85 1,0x10° 87,0 9,3
85 4,0x10° 94,4 10,5

Izco (2004) 30 1,5%x10° 79.1 10.9
50 2x10° 80.7 10.3

Serret i sar. (2005) 50 1x10° 83.1 11.0
50 0,5x10° 74.7 10.4
20 0,25x10° 78,6° 11,8°

Mezalira i sar. (2005) 20 0,5x10° 85,7 13,0
20 1x10° 88,9 12,8
100 5x10° 88,0 10,77
s 50 5x10° 86,6 10,50
Stancic i sar. (2006) 100 2 5x10° 933 10.42
50 2,5x10° 88,0 11,86
100! 4x10° 83,3 10,16
L 50" 4x10° 73,3 10,27
Stancic i sar. (2009) 100" %107 80,0 1021
50° 2x10° 70,0 9,85

Aratjo i sar. (2009) 50 1x10° 95.5 11.6
Dimitrov i Zmudski (2009) 50 1,5%x10° 92.5 10.05
50 4x10° 83.3 10.27

Stancié i sar. (2010) 50 2x10° 76.7 9.85
50 1x10° 66.7 9.67
Sbardella i sar. (2014) 45 1,5x10° 91.5 12.5°

Klasi¢na intracervikalna inseminacija; ®\/rednost koncepcije i broj Zivih embriona, ustanovljeno
srtvovanjem krmaca, 34 do 41 dan posle inseminacije.’Ukupno rodene prasadi u leglu.

Pored kvaliteta upotrebljenih doza, za postizanje visoke vrednosti fertiliteta krmaca
osemenjenih intrauterinom metodom, naro€ito je vazno precizno ustanoviti optimalno vreme
osemenjavanja, u odnosu na pocetak manifestacije standing estrusa (Spronk i sar., 1997;
Kaeoket i sar., 2005; Radovi¢ i sar., 2006, Stancic¢ i sar., 2007, Stancic¢ i sar., 2007, Stancic i
sar., 2008; Stanci¢ i sar., 2009, Stanci¢ i sar., 2010). Osim toga, neka istrazivanja (Fulop i
sar., 1992; Nebesni i sar., 1998; Grafenau i sar., 2005, Kragi¢, 2014) pokazuju da i dizajn
inseminacionog Kkatetera, posebno njegov oblik i tvrdo¢a, mogu znacajno uticati na fertilitet
postcervikalno osemenjenih krmaca.
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Celokupno istrazivanje je podeljeno u dva osnovna dela.

U prvom delu je izvrSen prikaz reproduktivne performanse nerastova i krmaca u
proizvodnim uslovima, na osnovu reproduktivne evidencije tri klasi¢ne farme za
intenzivnu proizvodnju svinja u AP Vojvodini, kao i na osnovu podataka Glavne
odgajivacke organizacije AP Vojvodine, za sve registrovane farme u AP Vojvodini. Cilj
je bio da se, prvenstveno, prikazu osnovni parametri efikasnosti reproduktivnog
iskoriStavanja nerastova u tehnologiji konvencionalnog intracervikalnog osemenjavanja,
kao i da se prikazu osnovni paramteri reproduktivne efikasnosti krmaca u naSim
proizvodnim uslovima.

U drugom delu, su izvr$ena sledeca eksperimentalna istrazivanja:

1.

Kvalitet nativne 1 razredene sperme, u laboratorijskim uslovima, zavisno od
uticaja godisSnje sezone, rase ispitivanih nerastova i sadrzaja proteina u nativnoj
spermalnoj plazmi

Variranje progresivne pokretljivosti (pp) u svim ispitivanim uzorcima, kao i u
dobrim uzorcima (pp >65%) sperme Cuvane in vitro do 72h, u razredenju 1:2 i
1:4, zavisno od godiSnje sezone, rase nerastova i sadrzaja proteina u spermalnoj
plazmi.

Uticaj meSanja autologne ili homologne spermalne plazme na progresivnu
pokretljivost spermatozoida u razredenoj spermi.

Uticaj primene inseminacionih doza razli¢itog volumena i broja spermatozoida,
na parametre fertiliteta intracervikalno i postcervikalno (plitko intrauterino)
osemenjenih krmaca.

Uticaj dodavanja nativne spermalne plazme neposredno pre intracervikalne
aplikacije konvencionalne VO doze, na fertilitet osemenjenih krmaca (% prasenja
1 velicina legla).
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4.1. REPRODUKTIVNA PERFORMANSA NERASTOVA
I KRMACA U PROIZVODNIM ZAPATIMA

4.1.1. REPRODUKTIVNA PERFORMANSA NERASTOVA

Podaci o reproduktivnoj eksploataciji i produktivnosti nerastova, prikupljeni su iz
sledec¢ih izvora:

a) Baze podatka reproduktivne evidencije tri ispitivane farme i

b) Godisnji izvestaji za 2013. i 2104. godinu iz baza podataka Glavne odgajivacke
organizacije za AP Vojvodinu, sa sediStem na Poljoprivrednom fakultetu u
Novom Sadu, Departmana za stocarstvo.

Efiksnost reproduktivne eksploatacije nerastova, prikazana je na osnovu podataka
prikupljenih iz reproduktivne evidencije tri klasi¢ne farme intenzivne proizvodnje svinja,
svaka sa viSe od 1.000 krmaca u priplodnom zapatu. To su farme: (1) “Pobeda” Pobeda,
Gunaros, (2) PIK “Bedej” u Bedeju i (3) AD IM “Neoplanta”, farma svinja u Ceneju.
Radi zaStite proizvodnih podataka, ove farme ¢e, u daljem tekstu, biti oznacene kao:
farma A, farma B i farma C, ali ne redosledom kako su navedene u gornjem tekstu. Na
svakoj farmi su uzeti podaci za 9 do 10 nerastova, koji su bili koriSteni tokom cele godine
(2013. ili 2014. godine), odnosno od kojih je uzimana sperma za veStacko osemenjavanje
(VO), prosecno jednom nedeljno u toku svakog mesca u godini.

Prikazani su sledeci parametri ocene reproduktivne eksploatacije nerastova:

1. broj uzetih ejakulata po nerastu godisnje,

2. frekvencija uzimanja uzastopnih ejakulata,

3. volumen ejakulata,

4. progresivna pokretljivost,

5. broj formiranih inseminacionih (VO) doza po ejakulatu,

6. stepen razredenja ejakulata,

7. broj VO doza po nerastu godisnje,

8. broj (%) zivih i spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom,

9. broj (%) spermatozoida sa morfoloSkim anomalijama glave i/ili repa i
10. broj (%) inseminacionih doza "van klase", tj, koje nisu za upotrebu u VO.

Parametri od rednog broja 1 do 7 su odredivani na farmi i preuzeti su iz farmske
reproduktivne evidencije. Parametri od rednog broja 8 do 10 su odredeni u VO dozama
razredene sperme, koje su, sa farmi, donete u laboratoriju za reprodukciju, Naucnog
instituta za veterinarstvo u Novom Sadu. Broj zivih i1 spermatozoida sa oSta¢enim i
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intaktnim akrozomom, odreden je CASA metodom (computer-assisted semen analysis),
dok je broj spermatozoida sa morfoloSkim anomalijama glave i1 repa, odreden metodom
proto¢ne citometrije. Inseminacione doze su Klasifikovane kao: "prva klasa", "druga
klasa", "treca klasa" i "van klase", tj. nisu za upotrebu u VO. Klasifikacija je izvrSena na
osnovu cito-morfoloskih nalaza, po internoj metodi Instituta, kao i po internacionalnoj
klasifikaciji, na osnovu broja (%) progresivno pokretnih spermatozoida u VO dozi
razredene sperme. Doze u kategoriji "van klase”, imaju: manje od 50% Zivih
spermatozoida, visSe od 30% spermatozoida sa oSteCenim akrozomom, vise od 60%
spermatozoida sa morfoloskim anomalijama i manje od 65% progresivno pokretnih
spermatozoida (Milovanovic¢ et al., 2013).

Slika 3. Oprema za citomorfoloski pregled sperme
CASA (levo) i protocna citometrija (desno)
Nauchni institut za veterinarstvo u Novom Sadu, Odelenje za reprodukciju

Rezultati zvani¢ne kontrole produktivnosti nerastova i krmaca, sa ukupno 51
umati¢ene (registrovane) farme u AP Vojvodini, prikazni su na osnovu lzveStaja o
produktivnosti umaticenih nerastova i krmaca (za 2014. godinu), koji je uradila Glavna
odgajivacka organizacija za AP Vojvodinu, sa sediStem na Poljoprivrednom fakultetu u
Novom Sadu (Departman za stocarstvo). Ukupno je kontrolisano 34001 umaticenih
krmaca 1 461 umati¢enih nerastova.

4.1.2. REPRODUKTIVNA PERFORMANSA KRMACA
U PROIZVODNIM ZAPATIMA

Podaci su prikupljeni od ukupno 34.001 kontrolisanih krmaca, sa 51 registrovane
industrijske farme u AP Vojvodini, za 2014. godinu. Posebno su prikazani podaci o
prosecnom broju zZivo, mrtvo i ukupno rodene prasadi, kao i o broju zalucene prasadi po
leglu, za ukupno 14.428 krmaca, sa 10 odbranih (po proizvodnji boljih) farmi, koje imaju
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preko 600 krmaca u reproduktivnom zapatu. Te farme su: (1) ,,Carnex®, Vrbas, (2) PIK
,.Bedej“, Betej, (3) AD IM ,,Neoplanta“, farma svinja Cenej, (4) ,,Dinamika”, Kamendin,
Sirig, (5) ,,Stari Tami§”, Pancevo, (6) ,,Delta vet-med”, doo farma Stara Pazova, (7)
»Essentico”, farma Mokrin, (8) ,,Pobeda”, Pobeda, (9) ,,Doza Djerdj”, Backa Topola i
(10) ,,Delta vet-med”, doo farma ,,Kozara®, Banatsko Veliko Selo. Prikazani su i podaci
za prosecan broj zivo rodene 1 zaluc¢ene prasadi po leglu, za 11.377 krmaca nerastovskih
majki, u periodu od 2005. do 2013. godine.

Prikazani su sledeé¢i osnovni parametri reproduktivne performanse krmaca:

prose€an broj prasenja po krmaci,

prose¢an indeks prasenja (broj prasenja po krmaci godisnje),

vrednost prasenja (postotak oprasenih od broja osemenjenih krmaca godisnje),
prosecan broj prasadi u leglu kod rodenja (zivih, mrtvih, ukupno)

prosecan broj zalu€ene prasadi po leglu

ISAE I

4.2. EKSPERIMENTALNA ISTRAZIVANJA

Istrazivanja su obavljena u ¢etiri odvojena eksperimenta.

Prvi eksperiment je obuhvatio ispitivanje uticaja godiSnje sezone, rase nerastova i
sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, na osnovne parametre fertilizacionog potencijala
ejakulata (nativne sperme) nerastova.

Drugi ekspriment je obuhvatio ispitivanje uticaja godiSnje sezone, rase nerastova i
sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, na progresivnu pokretljivost spermatozoida u
spermi razli¢itog stepen razredenja i perioda ¢uvanja in vitro. lzvrSeno je i ispitivanje
uticaja sadrzaja spermalne plazme u ejaklatu, na status akrozoma, hromozoma i ¢elijske
membrane spermatozoida.

Treéi eksperiment. 1zvrSeno je istrazivanje uticaja meSanja spermatozoida nerastova
sa visokim sadrZzajem proteina u spermalnoj plazmi, sa spermalnom plazmom nerastova
sa niskim sadrzajem proteina i obrnuto, na stepen progresivne pokretljivosti
spermatozoida u razredenoj spermi. Cilj je bio da se ustanovi da li postoji uticaj sadrzaja
proteina u spermalnoj plazmi na odrzavanje minimalno potrebnog procenta progresivne
pokretljivosti spermatozoida u spermi razli¢itog stepena razredenja i perioda ¢uvanja in
vitro.

Cetvrti eksperiment je imao za cilj da se ustanovi uticaj dodavanja nativne spermalne
plazme, neposredno pre aplikacije klasi¢ne inseminacione doze (tzv. dvofazna
inseminacija), na prametre fertiliteta krmaca osemenjenih konvencionalnom
intracervikalnom metodom.
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Eksperimentalna istraZivanja su izvedena u:

a) Laboratoriji za reprodukciju domacih Zivotinja, Poljoprivredni fakultet u Novom
Sadu (Departman za stocarstvo i Departman za veterinarsku medicinu),

b) Laboratoriji za reprodukciju domacih zivotinja, Naucni institut za veterinarstvo u
Novom Sadu,

c) Laboratoriji za hemisjke analize sto¢ne hrane i materijala animalnog porekla,
Poljoprivredni fakultet u Novom Sadu (Departman za stocarstvi),

d) Laboratoriji odeljenja za ispitivanje kvaliteta namirnica i hrane za Zivotinje,
Naucni institut za veterinarstvo u Novom Sadu i

e) Na tri velike farme za industrijsku proizvodnju svinja u AP Vojvodini.

4.2.1. PRVI EKSPERIMENT

Dobijanje uzoraka ejakulata za analizu. Ejakulati pojedinih nerastova su uzimani
na pojedinim farmama, uobi¢ajenom metodom manuelne fiksacije penisa i skokom
nerasta na fantom. Uziman je ejakulat bez gel-frakcije. Sva oprema, koriStena prilikom
uzimanja sperme (rukavice, polictilenski spermosabira¢, filter-gaza), bila je sterilna i za
jednokratnu upotrebu. Na farmi je izmeren volumen dobijenog ejakulata, a uzorak
ejakulata, oko 60 ml do 70 ml je stavljen u sterilnu polietilensku flaSicu za spermu.
Ovako pripremljen uzorak ili uzorci, stavljen je u termo-box na temperaturu od +17°C i
transportovan od farme do odredene laboratorije na Poljoprivrednom fakultetu ili
Naucnom institutu za veterinarstvo U Novom Sadu. Od uzimanja ejakulata, do pristizanja
uzoraka u laboratoriju, prolazilo je 2 do 4 sata. Svaki uzorak ejakulata je, na flasici,
obelezen tetovir brojem nerasta od koga je uzeta sperma. Osim toga, u propratnoj
dokumentaciji je navedena farma sa koje uzorci dolaze, datum uzimanja sperme,
volumen ejakulata od koga je uzet uzorak, kao i rasa i starost nerasta.

Slika 4. Uzimanje sperme metodom manuelne fiksacije penisa (A i B); menzure sa
nativnom i razredenom spermom (C i D) (origonalne fotogtrafije)
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Postupak sa uzorkom nativne sperme u laboratoriji. Sve flaSice sa uzorcima
prispele sperme, stavljene su u vodeno kupatilo. Tokom oko 60 minuta, uzorci su,
postepeno, zagrevani na +37°C. Na ovoj temperaturi su uzorci drZani tokom perioda
kontrole kvaliteta.

Kontrola kvaliteta nativne sperme. lzvrSena je makroskopska i mikroskopska
kontrola i odredivanje osnovnih parametara fertilizacionog potencijala svakog uzorka.

Makroskopska ocena je obuhvatila, pored volumena, koji je odreden na farmi, jos$ i
izgled, boju, gustinu, prisustvo stranih materija (necistoca, krv i gnoj).

Mikroskopska ocena nativne sperme je obuhvatila: odredivanje progresivne
pokretljivosti (%), ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, broj Zivih, mrtvih i morfoloski
abnormalnih spermatozoida.

Progresivna pokretljivost spermatozoida, svakog uzorka, odredivana je vizuelnom
mikroskopskom metodom (faznokontrastni mikroskop, uveli¢anje 100x). Mikroskopski
sto, predmetna ploc¢ica i pokrovna ljuspica zagrejani su na 35°C. Ocenu progresivne
pokretljivosti su vrSila dva iskusna istrazivaca, istovremeno ali nezavisno, u 3 razlicita
vidna polja mikroskopa, u dve razlicite kapi sperme (kako su opisali Komisurd i sar.,
2002). Tako je dobijeno ukupno 6 vrednosti progresivne pokretljivosti za svaki uzorak.
Njihova srednja vrednost je uzeta za dalju analizu. Vrednost progresivne pokretljivosti je
izraZzene u % od ukupno procenjenog broja spermatozoida u vidnom polju.

Koncentracija spermatozoida (x10° u jednom ml ejakulata) i ukupan broj
spermatozoida u ejakulatu (x10°%), odredeni su fotometrijskom metodom, primenom
digitalnog fotometra SDM-5 (Minitib, Tifenbach, Germany). Aparat je, ujedno, odredio
broj mogucih inseminacionih doza, koji se moze napraviti od ejakulata ¢iji se uzorak
ispituje, kao 1 potrebnu koli¢inu razredivaca, koja se mora dodati u nativni ejakulat, kako
bi se mogao formirati odreden broj doza. Time je, prakticno, definisan stepen razredenja
nativnog ejakulata.

Broj Zivih, mrtvih i morfoloski promenjenih spermatozoida, odreden je metodom
bojenja po Blom-u i brojanjem pod svetlosnim mikroskopom (uvelicanje x 1.000).

Slika 5. Fotometar SDM-5 za fotometrijsko brojanje spermatozoida (levo).
Laboratorija za reprodukciju i VO domacih Zivotinja, Poljoprivredni
fakultet, Novi Sad (desno)
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Dobri ejakulati. Za dobre ejakulate su smatrani ejakulati volumena >120 ml;
koncentracija spermatozoida > 200x10%ml ejakulata 1 progresivne pokretljivosti >65%
(Stancié, 2005; Lopez Rodriguez, 2012).

Svi dobijeni rezultati su uredno evidentirani za svaki uzorak nativne sperme, za
svakog nerasta i za svaku farmu.

Uticaj godisnje sezone na kvalitet ejakulata. Ispitano je ukupno 270 uzoraka
ejakulata od 10 nerastova. Od svakog nerasta je kontrolisano 14 ejakulata u hladnoj
(ukupno 140 ejakulata) i 13 ejakulata u toploj godisnjoj sezoni (ukupno 130 ejakulata).

Hladna sezona je obuhvatila mesece Novembar-Decembar-Januar-Februar-Mart-
April, a topla sezona mesece Maj-Jun-Jul-Avgust-Septembar-Oktobar. Broj ispitanih
ejakulata u pojedinim mesecima, tokom hladne i tople godidnje sezone, kao i ukupan broj
ispitanih ejakulata, prikazani su u tabeli 12.

Tabela 12. Broj ispitanih ejakulata po mesecima u hladnoj i toploj sezoni godine

Hladna sezona Topla sezona
Mesec Broj ejakulata Mesec Broj ejakulata
Novembar 35 Maj 20
Decembar 21 Jun 22
Januar 19 Jul 20
Februar 21 Avgust 20
Mart 26 Septmbar 20
April 18 Oktobar 28
Ukupno 140 Ukupno 130
Ukupno za celu godinu: 270 ejakulata

Uticaj rase nerastova na kvalitet ejakulata. 1zvrSeno je ispitivanje kvaliteta ukupno
168 ejakulata od 24 nerasta. Za ispitivanje su uzete tri rase nerastova, koje se najcesce
koriste u industrijskoj proizvodnji svinja na vojvodanskom farmama: Svedski Landras,
Veliki JorkSir i Durok.

Broj ispitinih nerastova, broj ejakulata po nerastu i starost ispitivanih nerastova,
prikazani su u tabeli 13.

Tabela 13. Broj ispitanih ejakulata i starost nerastova po rasama

_ Rasa nerasta

Svedski Veliki Durok Ukupno

Landras Jorksir
Ukupno nerastova (n) 8 8 8 24
Ukupno ejakulata (n) 40 72 56 168
Ejakulata po nerastu (n) 5 9 7 7

: 21 23 24 23

Starost nerastova (meseci) (9-57) (7-75) (11-48) (7-75)
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Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi na kvalitet ejakulata. Ispitano je
ukupno 12 nerastova sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (2.30%) i 12
nerastova sa visokim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (4.22%). Od svakog
nerasta je ispitano po 8 ejakulata. Nerastovi su klasifikovani u grupu sa niskim ili sa
visokim sadrzajem proteina, na osnovu analize prva dva ejakulata uzeta od svakog
nerasta. (Tabela 14).

Tabela 14. SadrZaj proteina u semenoj plazmi i broj ispitanih ejakulata

Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Visok Nizak
Broj ispitanih nerastova 12 12
Broj ejakulata po nerastu 8 8
Ukupan broj ejakulata 96 96
Ukupno ispitanih ejakulata 192
Broj ejakulata u kojima je utvrden sadrzaj o4 o
proteina u spermalnoj plazmi
Prosec¢an sadrzaj proteina u spermalnoj
olazmi (%) 4.22 (3.81-4.81) | 2.30(1.31-3.01)

Dobijanje uzoraka nativnih ejakulata, postupak sa uzorcima po prispecu u
laboratoriju, kao i metode odredivanja parametara kvaliteta nativne sperme, uradeni su
kako je opisano na pocetku ovog podpoglavlja (4.2.1.).

Distribucija nerastova prema sadrzaju proteina u spermalnoj plazmi
Ovo ispitvanje je izvrSeno kod ukupno 106 nerastova, sa 7 velikih vojvodanskih farmi
za industrijsku proizvodnju svinja. Od ovih nerastova je ispitano ukupno 212 ejakulata

(po 2 ejekulata od svakog nerasta) (Tabela 15).

Tabela 15. Broj farmi i nerastova od kojih su uzimani ejakulati za
odredivanje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi

Broj farmi sa kojih su uzimani ejakulati nerastova 7
Ukupan broj nerastova od kojih su uzeti ejakulati 106
Ukupan broj ispitanih ejakulta 212
Landras 38
Broj ispitanih nerastova pojedinih rasa Veliki Jorksir 44
Durok 24
Prosecna starost nerastova (meseci) 23.8
Prose¢ne vrednosti Volumen (ml) 234
osnovnih parametera Progresivna pokretljivost (%) 77
ejakulata ispitivanih Koncentracija spermatozoida (x10%/ml) 322
nerastova Ukupan broj spermatozoida (x10°) 73
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Odredivanje sadrZaja proteina u uzorcima spermalne plazme.

Dobijanje uzoraka nativne sperme, kao i postupak sa ovim uzorcima do momenta
formiranje uzoraka spermalne plazme, opisani su u prvom eksperimentu (podpoglavlje
4.2.1).

Dobijanje uzoraka spermalne plazme. Uzorak od 20 ml svakog sveZzeg ejakulata je
centrifugiran na 1000 obrtaja (0) u minuti (min), i na temperaturi 4°C, tokom 15 minuta,
da se izvrsi razdvajanje spermatozoida i spermalne plazme. Zatim je dobijeni supernatant
(spermalna plazma) pazljivo odliven u novu, ¢istu, epruvetu i ponovo centrifugiran na
3000 o/min i 4°C, da se spermalna plazma precisti od eventualno zaostalih spermatozoida
ili drugih organskih partikula. Tako dobijeni uzorci spermalne plazme su cuvani
maksimalno 24h u frizideru na 4°C, do momenta pocetka hemijske analize.

Slika 6. Centrifuga sa hladenjem ili grejanjem

Nauchni institut za veterinarstvo u Novom Sdau, Odelenje za reprodukciju

Hemijska analiza sadrZaja proteina u uzorcima spermalne plazme, izvrSena je u
Laboratoriji za kontrolu kvaliteta hrane za Zivotinje i animalnih proizvoda, Departman za
stocarstvo, Poljoprivredni fakultet u Novom Sadu. SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi
je utvrden hemijskom metodom AOAC (Official Method 2001.11). Dobijene vrednosti su
iskazane u procentima sadrzaja ukupnih protein u spermalnoj plazmi.
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4.2.2. DRUGI EKSPERIMENT

Dobijanje uzoraka nativnih ejakulata, postupak sa uzorcima po prispecu u
laboratoriju, kao i metode odredivanja parametara kvaliteta nativne sperme, uradeni su
kako je opisano na pocetku ovog podpoglavlja (4.2.1.).

Priprema uzoraka razredene sperme je izvrSena u laboratoriji za Reprodukciju
Zivotinja, Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, posle kontrole kvaliteta uzoraka
nativne sperme, koji su dopremljeni sa ispitivanih farmi.

Uzorci razredene sperme od svakog ejakulata, pripremljeni su tako S§to je, u dve
sterilne staklene epruvete, zapremine 20 ml, usuto 10 puta manji volumen (ml) nativne
sperme, od punog volumena ejakulata od koga se pravi uzorak. Na primer, ako je
volumen ejakulata bio 200 ml, u svaku epruvetu je usuto po 2 ml nativhe sperme tog
ejakulata. Zatim je, u jednu epruvetu usuto dva puta ve¢i volumen razredivaca (4 ml), a u
drugu epruvetu je usuto 4 puta veéi volume (8 ml) razredivaca. Tako je, prvi uzorak
razreden u odnosu 1:2, a drugi uzorak u odnosu 1:4. Zatim je svaki od ovih uzoraka
podeljen u tri epruvete, u jednakoj zapremini. Svaki od njih je sluzio za kontrolu posle
Cuvanja 24h, 48h ili 72h u razredenom stanju. KoriSten je razrediva¢ BTS-1, za
kratkotrajno in vitro ¢uvanje razredene sperme nerasta (Minitiib, Tifenbach, Germany).
Fabricki razredivac, u praskastom obliku, rastvoren je u 1 litru redestilovane vode i drzan
u vodenom kupatilu, na +35°, minimalno 60 minuta pre upotrebe.

Ovako pripremljeni uzorci razredene sperme, odmah su stavljeni u termo-box
(Minitub, Tifenbach, Germany), u kome su ¢uvani 72 sata, na konstantnoj temperaturi od
+17°C. Svaka epruveta sa uzorkom je promesana svakih oko 12h.

Kontrola progresivne pokretljivosti (%), vrSena je neposredno pre razredivanja, 24h,
48h 1 72h po razredenju. Svaki uzorak razredene sperme je, neposredno pre kontrole,
reaktiviran u dva koraka: prvo je izvrSena redisperzija spermatozoida, blagim ru¢nim
muékanjem uzorka, a zatim je takav uzorak zagrejan u vodenom kupatilu na +35°C,
tokm 30 minuta. Ocena progresivne pokretljivosti je izvrSena vizuelnom metodom, na
istovetan nacin kako je ve¢ opisano u prvom eksperimenu (podpoglavlje 4.2.1.).

Dobri uzorci razredene sperme. Za dobre uzorke, smatrani su oni, koji su, posle
odredenog perioda cCuvanja u razredenju 1:2 ili 1:4, zadrzali >65% progresivne
pokretljivosti. Smatra se, naime, da je ovo minimalna vrednost progresivne poketljivosti
razredene sperme, koja se moze koristiti za veStacko osemenjavanje svinja (Stancic,
2005; Lopez Rodriguez, 2012).
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Uticaj godiSnje sezone na progresivnu pokretljivost razredene sperme. Uzorci
sperme razredene 1:2 i 1:4, nainjeni su od istih nativnih ejakulata, nerastova koristenih
za ispitivanje uticaja godiSnje sezone na parametre nativnih ejakulata, u eksperimentu 1
(4.2.1). Ukupan broj ispitanih uzoraka razredene sperme, po mesecima i za celu godinu,
prikazan je u tabeli 16.

Tabela 16. Broj ispitanih uzoraka razredene sperme po mesecima,
u hladnoj i toploj sezoni godine

Hladna sezona Topla sezona
Mesec Stepen razredenja Mesec Stepen razredenja

1:2 1:4 1:2 1:4
Novembar 35 35 Maj 20 20
Decembar 21 21 Jun 22 22
Januar 19 19 Jul 20 20
Februar 21 21 Avgust 20 20
Mart 26 26 Septembar 20 20
April 18 18 Oktobar 28 28
Ukupno 140 140 | Ukupno 130 130

Ukupno za celu godinu: (140+140) + (130+130) = 540 uzoraka razr. sperme

Uticaj rase nerastova na progresivnu pokretljivost razredene sperme. UZzorci
razredene sperme su nadinjeni od ejakulata po 5 nerastova rase Svedski Landras, Veliki
Jorksir i Durok. Od svakog nerasta je uzeto po 4 ejakulata (1 ejakulat nedeljno), u
mesecima: April, Avgust i Oktobar. Tako je, od jedne rase, dobijeno ukupno 60 ejakulata,
od kojih je napravljeno i ispitano 60 uzoraka sperme razredenene u odnosu 1:2 i 60
uzoraka sperme razredenene u odnosu 1:4 (ukupno 120 uzoraka).

Za sve tri rase, ispitano je 180 uzoraka sperme razredene u odnosu 1:2 i 180 uzoraka
sperme razredene u odnosu 1:4 (ukupno za sve tri rase, ispitano je 360 uzoraka razredene
sperme). Broj uzetih ejakulata i napravljenih uzoraka razredene sperme, po mesecima i
ukupno za nerastove tri ispitivane rase, prikazani su u tabeli 17.
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Tabela 17. Broj ispitanih uzoraka razredene sperme po rasama nerastova,

Rase nerastova
Mesec Broj Stepen | Svedski | Veliki Durok Ukupno
ispitivanja | uzoraka | razredenja | Landras | Jorksir (n=5) (n=15)
(n=5) | (n=3)
Nativnih ejakulata 4x5=20 | 4x5=20 | 4x5=20 | 4x15=60
: 1:2 20 20 20 60
April ?pfrrrf]‘zene 1:4 20 20 20 60
ukupno 40 40 40 120
Nativnih ejakulata 4x5=20 | 4x5=20 | 4x5=20 | 4x15=60
1:2 20 20 20 60
Avgust Rgggﬁr’fne;w 1:4 20 20 20 60
ukupno 40 40 40 120
Nativnih ejakulata 4x5=20 | 4x5=20 | 4x5=20 | 4x15=60
1:2 20 20 20 60
Oktobar R:;;ffne;“e 1:4 20 20 20 60
ukupno 40 40 40 120
Nativnih ejakulata 60 60 60 3x60=180
Ukupno | Razredene 1:2 60 60 60 3x60=180
sperme 1:4 60 60 60 3x60=180
ukupno 120 120 120 3%120=360

Uticaj sadrZaja proteina u nativnoj spermi na progresivau pokretljivost razredene
sperme. Za pripremanje uzoraka razredene sperme, koristeno je 4 nerasta sa visokim i 4
nerasta sa niskim sadrzajem proteina u semenoj plazmi (n=12). Kod prva tri ejakulata,
uzetih od svakog nerasta, utvrden je sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi. Od svakog
nerasta je ispitano po 8 ejakulata, a od svakog ejkulata je napravljeno po 3 uzorka
razredene sperme za ispitivanje.

Ukupan broj ispitanih uzoraka sperme iznosio je 192 (po 96 uzoraka od nerastova sa
visokim i po 96 uzoraka od nerastova sa niskim sadrZzajem proteina u spermalnoj plazmi.
Svi nerastovi su poticali sa iste farme, a bili su rase Veliki Jorksir (n=4), Svedski Landras
(n=2) i Durok (n=2). Od svakog uzorka nativne sperme, na¢injeno je po tri uzorka
sperme razredene u odnosu 1:2 i po tri uzorka sperme razredene u odnosu 1:4. (Tabela
18).
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Tabela 18. Broj ispitivanih uzoraka nativne i razredene sperme nerastova
sa visokim i niskim sadrzajem proteina u spermalnoj palzmi

Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi
Visok Nizak

ProseCan sadrzaj proteinau | 4 ng3 70 4o 4.31) | 2.19 (1.52 do 2.60)
semenoj plazmi (%)
Broj ispitanih nerastova 4 4
Broj ispitanih ejakulata po 8 8
nerastu
Broj ispitanih uzoraka po

: 3 3
ejakulatu
Ukupno uzoraka nativne 96 96
sperme 192
Ukupno uzoraka 1:2 96x3=288 96x3=288
razredene sperme 1:4 96x3=288 96x3=288
(n) Ukupno 2%x288=576 2x288=576
Ukupno 2x576=1,152

Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi i duZine ¢uvanja razredene sperme,
na status akrozoma, hromozoma i Celijske membrane spermatozoida, ispitan je
metodom protocne citometrije.

Priprema uzoraka sperme na farmi. Na jednoj farmi, u okolini Novog Sada (udaljena
oko 15 km od laboratorije Nau¢nog instituta za veterinarstvo u Novom Sadu, gde je
vrdeno ispitivanje sperme), izabrano je 4 nerasta sa niskim (prosec¢no 4.1%, variranje
3.5% do 4.7%) i 4 nerasta (2 rase Jorksir i 2 rase Landras) sa visokim sadrZajem proteina
u spermalnoj plazmi (proseéno 2.2%, variranje 1.5% do 2.6%). Sadrzaj proteina se
znacajno (P<0.01) razlikovala izmedu grupe nerastova sa visokim i niskim sadrZajem
proteina. Neposredno posle uzimanja sperme, na farmi su odredeni osnovni parametri
svakog ejakulata, Cije se vrednosti nisu znacajno (P>0.05) razlikovale izmedu ejakulata
sa visokim (V) i niskim (N) sadrZajem proteina u spermalnoj plazmi i iznosile su:
volumen ejakulata = 249 ml (V) i 234 ml (N), koncentracija = 277x10%ml (V) i
269x10%ml (N), ukupan broj = 68x10° (V) i 62x10° (N), progresivna pokreljivost
spermatozoida = 81% (V) i 76% (N). Tako je postignuta vrlo slicna proporcija broja
spermatozoida i koli¢ine proteina u jedinici volumena spermalne plazme svakog uzorka.
Ovo je vazno za dobijanje tacnih rezultata uticaja sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi
na ispitivane parametre fertilizacionog potencijala spermatozoida.

Od svakog ejakulata su napravljena dva uzorka. Jedan uzorak je bio nativna
(nerazredena) sperma, dok je drugi uzorak bio sperma razredena u odnosu 1:4, upotrebom
razredivaca BTS (Minitiib, Germany) za kratkotrajno ¢uvanje te¢ne razredene sperme
nerasta. Po 10ml od svakog uzorka, odliveno je u sterilnu plasticnu epruvetu sa
poklopcem. Uzorci su stavljeni u termo-boks na +17°C i, u roku od 3h do 4h po uzimanju
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ejakulata od nerastova, transportovani su do laboratorije za reprodukciju domacih
Zivotinja, u Nau¢nom institutu za veterinarstvo, Novi Sad.

Postupak sa uzorcima u laboratoriji. Neposredno po prispe¢u u laboratoriju, uzorci
su reaktivirani na +35°C, tokom 30 minuta u vodenom kupatilu. U svakom uzorku
nativne sperme, primenom metode CASA, odredeni su: koncentracija, ukupan broj i
progresivna pokretljivost spermatozoida.

Primenom metode proto¢ne citometrije, u svakom uzorku sperme razredene u odnosu
1:4, odreden je procent spermatozoida sa oStecenim akrozomom, ¢elijskom membranom
ili hromozomima, neposredno posle razredenja (Oh ¢uvanja) i nakon 72h cuvanja na
+17°C.

4.2.3. TRECI EKSPERIMENT

Dobijanje uzoraka nativnih ejakulata, postupak sa uzorcima po prispecu u
laboratoriju, kao 1 mtode odredivanja parametara kvaliteta nativne sperme, uradeni su
kako je opisano na pocetku ovog podpoglavlja (4.2.1.).

Izvréeno je meSanje spermatozoida iz uzoraka ejakulata nerastova sa niskim
sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi, sa spermalnom plazmom iz ejakulata nerastova
sa visokim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi i obrnuto. Ukupno je ispitano po 8
ejakulata od 4 nerasta (ukupno 32) sa visokim i po 8 ejakulata od 4 nerasta (ukupno 32)
sa niskim sadrZzajem proteina u spermalnoj plazmi. Od svakog uzorka nativne sperme,
napravljena su po dva uzorka, po jedan sa autolognom i po jedan sa homolognom
spermalnom plazmom.

Postupak pripreme homologne spermalne plazme:

1. U dve plasticne epruvete sa poklopcem, zapremine 50ml, stavljeno je po 45ml
svezeg ejakulata, od nerasta sa visokim ili niskim sadrzajem proteina u
spermalnoj plazmi.

2. Ovi uzorci ejakulata su centrifugirani i recentrifugirani, na isti nafin kako je
opisano u prvom eksperimentu (podpoglavlje 4.2.1.).

3. Ukupno dobijena koli¢ina spermalne plazme od 4 nerasta sa visokim i od 4
nerasta sa niskim sadrzajem protein, je pomeSana. Tako je prikupljeno oko 400 ml
spermalne plazme sa visokim i oko 400 ml spermalne plazme sa niskim sadrzajem
proteina. Ova koli¢ina je podeljena u plasticne epruvete sa kapom, po 15ml u
svakoj. Ovako dobijene doze spermalne plazme su ¢uvane u zamrzivéu na - 20°C
do upotrebe.

4. Oko 24h pre upotrebe, potreban broj doza sa niskim ili visokim sadrzajem
proteina, postepeno je odmrznut i zagrejan u vodenom Kupatilu na +35°. Ove doze
su sluzile kao homologna spermalna plazma, za meSanje sa spermatozoidima iz
ejakulata sa visokim ili niskim sadrZzajem proteina.
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Postupak pripreme uzoraka razredene mesane sperme:

1. U dve epruvete za centrifugiranje, odmereno je op 10ml nativnog ejakulata od

svakog nerasta.

Izvrseno je centrifugiranje i recentrifugiranja ovih uzoraka, kako je ve¢ opisano.

3. Formiranje autolognih uzoraka razredene sperme. Blagim ruénim mesSanjem,
izvrSena je redisperzija spermatozoida u sopstvenoj (autolognoj) spermalnoj
plazmi.

4. Formiranje homolognih uzoraka razredene sperme. lzdvojena spermalna plazma
je odlivena iz uzorka posle recentrifugiranja. Zatim je, u epruvetu sa
sedimentiranim spermatozoidima, dodata homologna spermalna plazma. | to tako
Sto je, u spermatozoide iz ejakulata sa visokim sadrZajem proteina dodata
homologna spermalna plazma sa niskim sadrzajem proteina i obrnuto.

5. Od ovako dobijenog uzorka pomeSanih spermatozoida i spermalne plazme,
pripremljen je uzorak sperme razredene u odnosu 1:4, kako je opisano u drugom
eksperimentu (podpoglavlje 4.2.2.).

no

Cuvanje uzoraka razredene sperme. Neposredno posle razredivanja, uzorci razredene
meSane sperme su stavljeni u termo-boks, gde su cuvani tokom 72h, na temperaturi
+17°C. Svakih 24h, uzorci razredene sperme su blago promesani, kako bi spermatozoidi
stalno bili ravnomerno rasprseni u spermalnoj plazmi.

Kontrola progresivne pokretljivosti je vrSena vizuelnom mikroskopskom metodom,
72h posle razredivanja, na ve¢ opisan nacin.

Broj ispitanih uzoraka mesane razredene sperme, prikazan je u tabeli 19.

Tabela 19. Broj ispitanih uzoraka mesane razredene sperme

Nivo proteina u ejakulatu iz koga poticu
spermatozoidi ili spermalna plazma Broj uzoraka

Spermatozoidi Spermalna plazma
Visok™ Visok 32
Nizak® Nizak® 32
Visok® Nizak’ 32
Nizak® Visok® 32
Ukupno uzoraka meSane razredene sperme 128

SadrZaj proteina u semenoj plazmi ispitivanih nerastova
Nivo proteina

Visok nizak
Broj ispitanih nerastova 4 4
Broj ispitanih ejakulata 8 8
Prosecan sadrzaj proteina 4.03 1.97
u spermalnoj plazmi (%) (3.44 -4.43) | (1.32-2.60)

Autologna i “Homologna razredena sperma.
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4.2.4. CETVRTI EKSPERIMENT

Ovaj eksperiment je izveden u dva odvojena dela, na farmama intenzivne
proizvodnje svinja u AP Vojvodini.

Za eksperiment u prvom i drugom delu, koriStene su krmace drugog do Sestog
pariteta prasenja, koje su manifestovale znake estrusa 5. ili 6. dana posle zalucenja,
odnosno laktacije, koja je prosecno trajala 28 dana.

Ogledne krmace su bile smeStene u posebnim boksevima na farmi. Ishrana,
napajanje, nega i zdravstvena zastita su bili isti kao 1 za ostale krmace na farmi.

Otkrivanje estrusa i vestacko osemenjavanje. Estrus je otkrivan dva puta dnevo,
direktnim kontaktom krmaca sa polno zrelim nerastom probacem, pocevsi od sledeceg
dana posle zaluCenja legla. Sve ogledne krmace su dvokratno vestacki osemenjene (VO).
Prvo VO je izvrseno nekoliko sati posle otkrivanja estrusa (refleksa stajanja), a drugo oko
24 sata posle prvog.

Sperma je uzimana od nerastova proverenog fertiliteta. Za osemenjavanje Ssu
koristeni ejakulati volumena 250ml do 300ml, sa 40x10° do 50x10° progresivno
pokretnih spermatozoida (parametri prosecnih ejakulata nerastova na vojvodanskim
farmama).

Progresivna pokretljivost je odredena svetlosnim mikroskopom, pod srednjim
uveliCanjem, a brojanje spermatozoida, stepen razredenja nativnog ejakulata i broj
inseminacionih doza su odredeni fotometrom SDM5 (Minitiib, Tifenbach, Germany).

Razredivanje nativne sperme je vrSeno razredivacem BTS1, za kratkotrajno ¢uvanje
razredene sperme nerasta (Minitib, Tifenbach, Germany). Fabricka doza praskastog
razredivaca je razredena u jednom litru redestilovane vode, oko jedan sat pre upotrebe za
razredivanje sperme. Za to vreme, pripremljen razredivac je cuvan u vodenom kupatilu
na +37°C.

Inseminacione doze su bile ¢uvane u termo-boksu (Minitib, Tifenbach, Germany) na
temperaturi +17°C, ne duZe od nekoliko sati od momenta formiranja, do momenta
osemenjavanja.
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Slika 7. Mesta depozicije inseminacione doze: 1- Intracervikalno (klasi¢no VO),
2 - Postcervikalno (plitko intrauterino). Originalne fotografije.
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Slika 8. Foamtipe safe blue kateter za klasi¢no intracervikalno osemenjavanje (gore)
I Foamtipe safe blue "Verona" za postcervikalno osemenjavanje (dole)
Originalne fotografije

Intracervikalna inseminacija je izvdena sterilnim kateterima Foamtipe safe blue, za
jednokratnu upotrebu (Minitlib, Tifenbach, Germany), dok je postcervikalna (plitka
intrauterina) insemiancija izvedena specijalnim sterilnim kateterima Foamtipe ,,\VVerona“,
takode za jednokratnu upotrebu (Minitlb, Tifenbach, Germany) (slika 8).

Prvi deo. lzvrSeno je ispitivanje uticaja volumena inseminacione doze i broja
spermatozoida u dozi, na fertilitet (vrednost, % praSenja i veli¢ina legla) krmaca

osemenjenih konvencionalnom intracervikalnom ili novom postcervikalnom (plitkom
intrauterinom) metodom.

Tabela 20. Plan prvog dela israzivanja u ¢etvrtom eksperimentu

Parametri inseminacione doze Broj krmaca u grupi
Prog. pokr. sptz. | Intracervikalna | Postcervikalna
Volumen . . o . S Ukupno
po dozi (n) inseminacija inseminacija

50 ml 2 x 10° 30 30 60

4 x 10° 30 30 60

2 x 10° 30 30 60

100 mi 4 x 10° 30 30 60

Ukupno 120 120 240
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U ovom delu eksperimenta, koriStene su konvencionalne inseminacione doze sveze
razredene sperme, volumena 100ml, sa oko 4x10° progresivno pokretnih spermatozoida
ili doze duplo redukovanog volumena i broja spermatozoida (50ml sa 2x10°
spermatozoida), kako za intracervikalno, tako i za postcervikalno osemenjavanje.

Drugi deo ispitivanja je imao za cilj da se ustanovi da li aplikacija doze nativne
spermalne plazme, neposredno pre aplikacije inseminacionih doza (tzv. dvofazna
inseminacija), moze povecati parametre fertiliteta (% prasenja i veli¢ina legla) krmaca
osemenjenih konvencionalnom intracervikalnom metodom.

Izvedena je konvencionalna intracervikalna inseminacija VO dozama zapremine
80ml razredene sperme, sa 0ko 4x10° progresivno pokretnih spermatozoida. Pri tome je
po jedna grupa krmaca (kontrolna) osemenjena samo VO dozama, dok je druga (ogledna)
grupa osemenjena tzv. dvofaznom metodom. Naime, neposredno pre aplikacije
inseminacione doze, kroz postavljen intracervikalni kateter za klasicno VO, svakoj
krmaci je izvrsena transcervikalna intrauterina aplikacija 30ml nativne spermalne plazme.

U ogledu su koristene krmace 2. do 6. pariteta prasenja, koje su estrus manifestovale
unutar prvih 7 dana posle zalucenja legla, odnosno posle laktacije koja je, prosecno,
trajala 30 dana. Ogled je izveden na 3 vojvodanske farme intenzivne proizvodnje svinja.
Broj osemenjenih oglednih i kontrolnih krmaca, prikazan je u tabeli 21.

Tabela 21. Plan drugog dela istrazivanja u ¢etvrtom eksperimentu

Osemenjeno krmada « Prosecan
VolumenVO doze/broj ProseCan | il
Grupa . . paritet L
spermatozoida u dozi Farma (n) . zalucenje
prasenja .
estrus (dani)
A 31 4.2 4.3
o B 40 3.0 5.0
Kontrolna 80ml/4x10
C 43 3.6 4.3
Ukupno 114 3.6 4.6
A 31 4.5 4.7
30 ml spermalne B 40 3.3 4.7
Ogledna 9
plazme* + 80 ml/4x10 C 43 35 4.6
Ukupno 114 3.7 4.7
Ukupno 228 3.6 4.7

*Spermalna plazma je aplikovana neposredno pre aplikacije inseminacione doze.

Pripremanje spermalne plazme. Na farmi je odabrano 4 nerasta, u ¢ijim ejakulatima,
odnosno spermalnoj plazmi, je ustanovljen visok sadrzaj proteina (oko 4%). Izvrsena je
uobicajena kontrola kvaliteta ejakulata. Zatim je celokupan ejakulat centrifugiran na 3000
o/min, tokom 15 minuta, radi odvajanja spermalne plazme. Ova spermalna plazma je,

56



Jelena B. Api¢, DVM Doktorska disertacija 4. MATERIJAL | METOD RADA

pazljivo, odvojena i razlivena u posebne sterilne polietilenske flasice (po 30ml u svakoj) i
¢uvana u frizideru na +4°C, do upotrebe. Ovako priprepmljene doze spermalne plazme,
upotrebljene su maksimalno 48h od momenta pripreme.

Oko 14 dana posle osemenjavanja, ogledne krmace su testirane na pojavu estrusa
(povadanje). U ogledu su ostajale samo krmace koje su uspesSno koncipirale 1 oprasile se
iz osemenjavanja u prvom postlaktacijskom estrusu.

Evidentiran je broj oprasenih od broja osemenjenih krmaca u svakoj tretmanskoj
grupi (vrednost prasenja), kao i broj zivo, mrtvo i ukupno opraSene prasadi u svakom
leglu.

4.3. STATISTICKA ANALIZA

Za prvi, drugi i treci eksperiment: Ocena fenotipskih parametara dobijenih rezultata
istraZzivanja, uradena je u programu ,Statistika 12* (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Odredene su srednje vrednosti, standardna devijacija, minimalne i maksimalne vrednosti
ispitivanih osobina.

Za testiranje znacajnosti razlika izmedu aritmetickih sredina ispitivanih osobina
koris¢en je T-test.

Za Cetvrti eksperiment: \/rednost (%) praSenja, iskazana kao broj opraSenih od broja
osemenjenih krmaca, analizirana je kao efekt volumena doze i broja spermatozoida u
dozi, kao i infuzije spermalne plazme kod klasi¢ne vestacke inseminacije, primenom
Fischer-ovog egzaktnog testa.

Ocena efekta volumena doze, broja spermatozoida u dozi i metoda inseminacije, kao i
infuzije spermalne plazme kod klasi¢ne veStacke inseminacije, na prosecan broj Zivo,
mrtvo i ukupno rodene prasadi po leglu, izvrSena je analizom varijanse, primenom
programa ,,Statistika 12“.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Rezultati celokupnih istraZzivanja su prikazani u dva osnovna dela. U prvom delu su
prikazani osnovni prametri reproduktivne performanse nerastova i krmaca, na nekoliko
vecih industrijskih farmi svinja u AP Vojvodini. U drugom delu su prikazani rezultati
eksperimenatlnih istrazivanja, koja su podeljena u Cetiri odvojena eksperimenta.

5.1. REPRODUKTIVNA EKSPLOATACIJA

Osnovni parametri repoduktivne eksploatacije nerastova, koji se koriste za vestacko

osemenjavanje (VO), na tri velike vojvodanske farme svinja, prikazani su u tabelama 22,
23,24 25.

Na farmi A je, tokom 2013. godine, bilo ukupno 10 nerastova, od kojih je sperma
uzimana kontinuirano, prose¢no svakih 7 dana. ProseCan volumen ejakulata je iznosio
277 ml (od 120 ml do 420 ml), sa prose¢nom progresivnom pokretljivoséu 77%. Od
svakog ejakulata je formirano prosecno oko 12 inseminacionih (VO) doza, tako da je, po
nerastu godisnje, dobijeno prose¢no 559 VO doza (izmedu 446 1 672 VO doze). ProseCan
stepen razredenja ejakulata je iznosio 1:3.3, sa variranjem od 1:2 do 1:7 (Tabela 22).

Na farmi B, tokom 2014. godine, sperma je kontinuirano uzimana, prosecno svakih 7
dana, od ukupno 9 nerastova. Volumen ejakulata je prose¢no iznosio 280 ml (od 200 ml
do 450 ml), a proseCna progresivna pokretljivost je bila 80% (od 65% do 95%). Po
ejakulatu je prosecno formirano nesto vise od 9 VO doza, (od 6 do 18 VO doza), Sto
iznosi prose¢no 483 VO doze po nerastu godiSnje (izmedu 447 i 520 VO doza). Prosecan
stepen razredenja ejakulata je iznosio 1:2, sa variranjem od 1:1.5 do 1:4 (Tabela 23).

Na farmi C, tokom 2014. godine, interval izmedu uzimanja pojedinih ejakulata, od 9
nerastova, iznosio je prose¢no 7.8 dana, a od svakog nerasta je, za godinu dana, dobijeno
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52 ejakulatu. Prosecan volumen ejakulata je bio nesto veéi od onog na prethodne dve
farme 1 iznosio je 306 ml, ali je i1 dijapazon variranja pojedinih volumena bio najveci (od
116 ml do 629 ml). Prosecna progresivna pokretljivost je bila niza u poredenju sa
prethodne dve farme 1 iznosila je 74% (od 60% do 90%). Po ejakulatu je prosecno
formirano 15 VO doza, sa vrlo Sirokim variranjem od 4 do 32 VO doze. Tako je, po
nerastu godiSnje, dobijeno proseéno 791 VO doze, (izmedu 712 i 1019 VO doza).
Prosecan stepen razredenja ejakulata je iznosio 1:4, sa variranjem od 1:1 do 1:9 (Tabela
24).

Tabela 22. Parametri reproduktivne eksploatacije nerastova na farmi A

Tet. | Ejak. po Er;lr?]/ Vol. eiak Prog. Broj VO dozg Stepen
broj nerastu ejak' ('mIJ) " | pokret. po ne?astu razred.
. 0 H i
nerasta | god. () ety (%) | ejakulatu godidnje ejak.
7 162 78 9 14
2450 B | 14) | 125280) | (6590) | 6-14) | **® | @31
75 268 73 14 14
2 B | (514 | (209-321) | (6585 | (919 | °"* | w31m)
7 278 81 14 1:4
52225 | 48 | caa | (200-350) | (70-90) | (1120) | 672 | (1:3-1:5)
5 270 80 12 1:4
2653 L | 217) | (120-380) | (65-90) | (7-18) | °Y* | (1:2-1:7)
7 299 81 12 1:35
2Jid B | (513) | (200-360) | (6590) | (6:16) | °'° | (1:2-1:6)
5 269 76 10 1:325
2L P | @16 | @aro-360) | 6580) | @-16) | P | a:2-16)
1:3
6 295 76 13 .
1501 4 1 (1-28) | (250-400) | (65-80) | (8-18) | % (1114)5
8 273 80 12 1:3
2766 43 (5-22) | (200-370) | (65-90) | (8-16) >16 (1:2-1:5)
1:3
5 285 77 12 .
4313 49 (1-16) | (170-420) | (65-90) | (8-16) | °%8 1(1425)
278 76 11 1:3
81426 | 47 150118 | 190.350) | 65-90) | (6-16) | 1 | 2-1m)
77
7 277 12 1:35
Prosek | 47 | (1.28) | (120-420) g%; 420) | > | @217

Izvor: Reproduktivna evidencija farme A (2013. godina).
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Tabela 23. Parametri reproduktivne eksploatacije nerastova na farmi B

- E:)a(\)k. Zrzﬁlr(r\]/ _VoI. - Broj VO doza Stepen.
broj nerastu ejak. Atiul pokret PO ne[r);stu ra_zredenja
god. , (ml) (%) | ejakulatu oo | elakulata
0 (dani) J godisnje
ol2d | 52 (3-712) (20%2-3350) (7?-%5) (6-812) r (1:1.15:?1:2)
9231 | %2 (1-712) (20%?380) (7?-355) (8-911) 108 (1:1.16:3?1:4)
°108 | 52 (3-715) (20%@20) (7?-%5) (8-912) 108 (1:1.15:?1:4)
1494 %2 (3-714) (20%%180) (6?—%0) (7-912) 08 (15:4)
4656 | 52 (3?9) (20(2)?3?80) (657-%5) (6?15) 4 (1112:?i?4)
4716 | 52 (4-710) (20(2)?3?60) (657-235) (8%5)8) >0 (1:%:4)
52 (4-710) (20%?200) (657-%5) (8%5)8) >20 (1:%:4)
el °° (4-710) (20(2)5-33?80) (65?—%5) (8?.161) 49 (1:%:4)
220 | 52 (4-715) (20%?200) (657-%0) (6%5)6) 168 (1:%:4)
PITese s | (1-715) (20%5-3250) (65?—%5) (6?'148) 183 (1:1%?124)

Izvor: Reproduktivna evidencija farme B (2014.god.).
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Tabela 24. Parametri reproduktivne eksploatacije nerastova na farmi C

Ejak. Broj VO doza
broj nerastu ejak. ejakul. pokret. PO PO | razredenja
god. (dani) (ml) (%) | ejakulaty | "SrSM | ejakulata
) godisnje

1:3.4

75 304 71 14 |

PIN 521 gy | (161-471) | (65-85) | (8-24) | 2 (1116)3 ]
1:3.8

8 269 73 14 .

20711 52| o.16) | (142-399) | (65-85) | (4-26) | '*? 1(.17'15')
1:3.8

7 277 75 14 )

196 1 521 100) | (137-471) | (70-85) | (6:32) | % (1118)7 ]
1:3.6

8 312 76 14 )

17128 1 52| (516) | (139-526) | (65-90) | (6-26) | '+ (112553 ]
7 312 & 14 (6- 1:3.5

16425 152 | (1.16) | (117-496) esa5) | 2D ] @2
142

9 295 74 15 .

17284 1| 52 | (315) | (122-442) | (65-85) | (830) | '°° 1(.1635')
1:4.7

9 273 | 76 (65- 15 e

26559 1 52| 397) | (116-477) | 85) @28 | % (1129)5
1:3.8

7 348 72 16 .

14203 | 521 (9.13) | (126-629) | (60-85) | (6:32) | O3 1(.18'25')
1:4.4

8 363 73 19 .

103 2 | (1-14) | (186-570) | (60-85) | (8-30) | 101 (1182;
8 306 74 15 1:4

Prosek | 52| 1.20) | (116-629) | (60-90) | (4-32) | "' | @i19)

Izvor: Reproduktivna evidencija farme C (2014.god.).

U tabeli 25 su prikazani sumarne vrednosti parametara efikasnosti reproduktivne
efikasnosti nerastova na tri ispitivane farme. Ukupno je ispitano 28 nerastova, od kojih je
sperma uzimana kontinuirano, prosecno jednom nedeljno (tj. prose¢no svakih 7.2 dana).
Tako je dobijeno prosecno 50.3 ejakulata po nerastu godiSnje. Prosecan volumen
ejakulata je iznosio 287 ml (sa variranjem do 116 ml do 629 ml). Prose¢na progresivna
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pokretljivost je iznosila je 77%, a kretala se izmedu 60% i 90%. Po ejakulatu je prose¢no
formirano 12 VO doza, sa variranjem od 4 do 32 VO doze. Prose¢no je, po nerastu
godisnje, dobijeno 611 VO doze, sa variranjem izmedu 416 i 1019 VO doza. Prosecan
stepen razredenja ejakulata je iznosio 1:3.5, sa variranjem od 1:1 do 1:9.

Tabela 25. Parametri reproduktivne eksploatacije nerastova za sve tri ispitivane farme

Parametri Farma Ukupno
A B C (A+B+C)
Broj nerastova 10 9 9 28
Ejakulata/nerast/godisnje (n) 47 52 52 50.3
Ukupno ispitano ejakulata (n) 475 468 468 1411
Frekvencija uzimanja ejakulata 6.7 7 7.8 7.2
(dani) (1-28) (1-15) (1-20) (1-28)
Volumen ejakulata (ml) 217 280 306 287
(120-420) | (200-450) | (116-629) | (116-629)
. . 77 80 77
Progresivna pokretljivost (%) (65-90) (65-05) 74 (60-90) (60-95)
po ejakulatu (41,128) (6?.148) 15 (4-32) (123%)
RO ot po nerastu 559 483 791 611
godisnje (416-1019)
Stepen razredenja ejakulata 1:35 L2 L4 1:3.5
(1:2-1:7) | (1:1.5-1:4) | (1:1-1:9) (1:1-1:9)
Ejakulata razredenih n 216/475 29/468 255/468 500/1411
u odnosu >1:4 % 45.5 6.2 56.5 354
Rezultati citoloskog pregleda razredene sperme u VO dozama’
. . . Prosek .
Subpopulacije spermatozoida u uzorcima sperme %) Min. - max.
Ukupno Zivih 71.4 35.6-91.9
Zivih sa intaktnim akrozomom 58.7 17.3-87.7
Zivih sa o§te¢enim akrozomom 12.7 0.2-53.7
Sa morfoloskim anomalijama glave i/ili prednjeg dela repa 20.7 1-64
Sa morfoloskim anomalijama srednjeg i/ili zadnjeg dela repa 115 0-68
Ukupno sa morfoloskim anomalijam 32.2 2-85
Prva 19%
. Druga 16%
Klasa kvaliteta VO doza Troca 16%
Van klase 49%
Ukupno ispitano uzoroka / nerastova (n) 111

Lizvor: Reproduktivna evidencija farme.
?|zvor: Laboratorija za reprodukciju, Naucni institut za veterinarstvo, Novi Sda (2014. i 2015. godina).
*Nije za upotrebu u VVO.
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Tokom 2014. i 2015. godine, izvrSen je citoloski pregled VO doza od ejakulata 111
nerastova, sa frami u AP Vojvodini. Broj Zivih i mrtvih spermatozoida, kao i integritet
akrosomalne membrane, odreden je CASA metodom (computer-assisted semen analysis),
dok forme spermatozoida sa morfoloskim anomalijama, odredene metodom proto¢ne
citometrije. Na osnovu dobijenih vrednosti ovih parametara, ustanovljeno je da 49%
ispitivanih doza nije za upotrebu u vestackom osemenjavanju, jer imaju manje od 50%
Zivih spermatozoida, vise od 30% spermatozoida sa oste¢enim akrozomom, VviSe od 60%
spermatozoida sa morfoloskim anomalijama i manje od 65% progresivno pokretnih
spermatozoida.

Rezultati zvani¢ne kontrole produktivnosti umati¢enih krmaca i nerastova, koja je
obuhvatila ukupno 51 umati¢enu farmu, registrovanu za proizvdnju priplodnih grla u AP
Vojvodini, za 2013. godinu, prikazani su u tabeli 25. Ova kontrola je obuhvatila i tri
farme na kojima su vrSena pojedina istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji. Te farme su
posebno istaknute u tabeli 26.

Tabela 26. Zvanicna kontrola produktivnosti umati¢enih krmaca i nerastova

Broj opraSene Broj

arialfesie e krBrol Br(t)j prasadi po leglu Zalufje'ne

maca | nerastova | si o | Mrtvo preiz | :1 po
“Pobeda” Pobeda, Gunaro$* 1150 18 9.59 0.40 9.70
PIK “Becej” Becej* 5084 58 10.67 | 0.55 8.76
AD IM “Neoplanta”, farma Cenej* 1935 24 11.33 0.78 10.55
Ukupno za 51 umaticenu farmu 34.001 461 10.83 0.85 9.33

Izvor: Izvestaj glavne odgajivacke organizacije za AP Vojvodinu, Poljop. fak., Novi Sad (2014. god.).
* Farme na kojima su vr8ena istraZzivanja u ovoj disertaciji.

Iz tabele 26 se vidi da je ova kontrola produktivnosti obuhvatila ukupno 34.001
krmaca i 461 nerastova, evidentirani parametri produktivnosti su bili prosecan broj zivo i
mrtvo rodene prasadi u leglu, kao 1 prosecan broj zalucene prasadi po leglu. Prosecan broj
zivo rodene prasadi po leglu je iznosio 10.83, a mrtvo rodene 0.85 prasadi. Prosec¢no je,
po leglu, zalu¢eno 9.33 prasadi.

BiloSkim testom na 18 umati¢enih farmi u AP Vojvodini, obuhvaceno je ukupno 97
nerastova, koji su, u 2013. godini, ostvarili ukupno 8726 legala, sa ukupno 101530
rodene prasadi (Tabela 27).

Ovaj test je pokazao da je u legima 26 nerastova (26.8% od ukupno 97 testiranih
nerastova), bilo prasadi sa razli¢itim anomalijama. Odnosno, u 4314 legala, bilo je
prasadi sa razliCitim anomalijama, §to ¢ini 4.25% od ukupnog broja testirane prasadi.
Najve¢i broj rodene prasadi je bilo avitalno (66.6%), zatim laka prasad (23.2%),
raskreCena (displasio tuber coxae) prasad (5.6%), dok je 4.6% prasadi bilo sa ostalim
razli¢itim anomalijama kod rodenja (Tabela 27).
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Tabela 27. Rezultati bioloSkog testa nerastova, na 18 umati¢enih farmi u AP Vojvodini

Broj testiranih nerastova 97

Broj testiranih legala 8726
Broj testirane prasadi 101530

1 n 1002
Laka % 23.23
Avitalna (;) 622 7527
Prasad sa anomalijama Raskrecena (;) 52 L;
Ostalo (;) j%i
n 4314
Ukupno % 405

Nerastovi u ¢ijim je leglima bilo n 26
prasadi sa anomalijama % 26.80

' <800 grama kod prasenja.
Izvor: Izvestaj glavne odgajivacke organizacije za AP Vojvodinu, Poljop. fak., Novi Sad (2013. god.).

Osnovni parametri reproduktivne performanse, ukupno 14428 krmaca, na 10 (deset)
najvecih farmi intenzivne proizvodnje svinja u AP Vojvodini, prema podacima iz baze
podataka Glavne odgajivacke organizacije za AP Vojvodinu, sa sediStem na
Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu (Departman za stoCarstvo), prikazani su u
tabelama 28 i 29.

Tabela 28. Reproduktivna performansa krmaca u 2014. godini

Parametar Vrednost
Broj ispitivanih farmi 10*
Broj ispitivanih krmaca 14428
Prosecan broj praSenja po krmaci 3.6(3.1-4.4)
Prosecan indeks praSenja 2.12 (1.8 - 2.3)
Vrednost prasenja (%) 78.9 (72,3 -82.2)
ProsecCan broj prasadi u leglu 2iVih. 11.95 (9.59 - 14.86)
PR mrtvih 0.84 (0.54 — 1.25)
ukupno 12.79 (9.99 — 15.85)
Prosecan broj zalucene prasadi po leglu 9.74 (8.76 — 11.68)
Za sve kontrolisane farme (ukupno 51 farma i 34001 krmaca)
Prosec€an broj prasadi u leglu iiVih. 10.83 (7.82 — 14.86)
PR mrtvih 0,85 (0.33 - 3.35)
ukupno 11.68 (8.15 — 15.85)
Prosecan broj zalucene prasadi po leglu 9.33

Izvor: Izvestaj glavne odgajivacke organizacije za AP Vojvodinu (za 2014. godinu).
*Velike farme intenzivne proizvodnje svinja u AP VVojvodini.
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Svaka od ispitivanih krmaca se prasila 3.6 puta (od 3.1 do 4.4), u toku perioda
reproduktivnog iskorisStavanja, a prosecan broj prasenja po krmaci godiSnje (indeks
praSenje), iznosio je 2.12 (od 1.8 do 2.3). Prosecna vrednost prasenja (broj oprasenih od
broja osemenjenih krmaca), kretala se izmedu 72% 1 82% (prose¢no 78.9%). Prosecan
broj zivo rodene prasadi po leglu je iznosio 11.95 (od 9.59 do 14.86), mrtvo rodene
prasadi je prosecno bilo 0.84 (od 0.54 do 1.25), a ukupan broj prasadi u leglu kod rodenja
se kretao izmedu 9.99 i 15.85 (prose¢no 12.79). Prosecno je, po leglu, zaluéeno 9.74
prasadi (od 8.76 do 11.68). Za svih 34001 kontrolisanih krmaca (51 umati¢ena farma)
prosecan broj zivo rodene prasadi je bio nesto nizi 1 iznosio je 10.83, dok je prosecno, po
leglu, zalu¢eno 9.33 prasadi (Tabela 28).

Tabela 29. Kontrola produktivnosti nerastovskih majki, od 2005. do 2013 godine

. Broj krmaéa | Zivo rodeno Zaluceno
Godina .

u kontroli po leglu po leglu
2005 2393 11.05 9.56
2006 2474 10.74 9.33
2007 2324 10.99 9.49
2008 1492 11.41 9.60
2009 1996 11.59 9.90
2010 1251 11.75 9.91
2011 1028 11.75 9.91
2012 323 10.45 9.64
2013 326 11.22 9.63
Ukupno 13607 11.21 9.67

Izvor: Izvestaj glavne odgajivacke organizacije za AP Vojvodinu.

Kontrola produktivnosti ukupno 13607 nerastovskih majki, za period od 2005. do
2013. godine (Tabela 29), pokazuje da je prosecan broj zivo rodene prasadi po leglu
iznosio 11.21, a dok je, po leglu, prosecno zaluc¢eno 9.63 prasadi.

5.2. REZULTATI EKSPERIMENTALNIH ISTRAZIVANJA

Istrazivanja su obuhvatila cetiri odvojena eksperimenta. U prvom eksperimentu je
ispitivan: (a) sadrZaj proteina u spermalnoj plazmi nerastova i (b) uticaj godisnje sezone,
rase nerasta i sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, na osnovne parametre ejakulata
nerastova. U drugom je ispitivan uticaj navedenih faktora na odrzavanje progresivne
pokretljivosti spermatozoida u razredenoj spermi, ¢uvanoj in vitro tokom 72h. U tre¢em
eksperimentu je ispitivan uticaj meSanja spermatozoida iz sperme sa niskim sadrzajem
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proteina, sa spermalnom plazmom visokog sadrzaja proteina i obrnuto, na progresivnu
pokretljivost uzoraka razredene sperme. U Cetvrtom eksperimentu je ispitivan uticaj
intracervikalne 1 postcervikalne (plitke intrauterine) metode VO, klasicnim i dozama
duplo redukovanog volumena i broja spermatozoida, bez i sa dodatkom semene plazme
pre aplikacije doze, na fertilitet krmaca.

5.2.1. PRVI EKSPERIMENT

A. SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi

Distribucija sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, utvrdena u 212 uzoraka sperme,
nacinjenih od ejakulata 106, nerastova rase Landras (n=38), Veliki JorkSir (n=44) i Durok
(n=24), sa 7 vojvodanskih farmi industrijske proizvodnje svinja, prikazana je u tabeli 30.

Nizak sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi (< 3.5%), ustanovljen je kod 69%
nerastova, a visok (> 3.6%) kod 31% ispitivanih nerastova. Manje od 3% proteina u
spermalnoj plazmi ima najve¢i broj (54%), a vrlo visok sadrzaj proteina u spermalnoj
plazmi (> 4.2%), ustanovljen je kod, svega, 9% nerast (Grafikin 1).

80 -
N = 106 69
70 -
- Nizak sadrzaj proteina
60 © 54
o\o* 50 - - Visok sadrzaj proteina
g
40 -
409) 31
g 30 - 22
Z 20 - 15
9
10 | .
O 1 T T T T
<3 3.0-35 =3.5 36-41 =4.2 =3.6
Prosek 2.2 3.3 2.4 3.9 4.9 4.2

Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi, %

Grafikon 1. Distribucija nerastova prema sadrZaju proteina u spermalnoj plazmi

U grupi sa niskim sadrzajem proteina, prosecna vrednost je iznosila 2.44%, a u grupi
sa visokim sadrZajem proteina ova vrednost je, prose¢no, bila skoro duplo veca i iznosila
je 4.18% proteina. Za sve ispitivane nerastove, prosecan sadrzaj proteina u spermalnoj
plazmi je iznosio 2.97%. Najnizi prosean sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi je
iznosio 2.19% (kod 54% nerastova), dok je najve¢i prosefan sadrzaj proteina u
spermalnoj plazmi iznosio 4.87% (kod 9% nerastova) (Tabela 30).
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Tabela 30. Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Nivo proteina u spermalnoj plazmi, %
Nizak, <3.5 | Visok, > 3.6 Ukupno
Ispitano nerastova n '3 33 106
P % 68.87 31.13 100.0
Prosedan sadrzaj proteina®, % 2.44 4.18 2.91
J P » 70 1 (1.00-3.54) | (3.62 - 6.50) (1.00 - 6.50 )
Distribucija sadrZaja proteina u spermalnoj plazmi (%)
< Ukupno
Sl (i), e HREEBEIE Prose¢no | Nerastova (n)
- 2.19 )
<3(=57) (10:3.0) 2.44 13
— 3.35 (1.0-3.5)
3.0 - 3.5 (n=16) (30.35) -
) _ ) 3.88
3.6 -4.1 (n=23) (3.6-4.2) 418 23
_ ) 4.87 (3.6-6.5)
>4.2 (n=10) (4.2-65)
2.44 4.18 2.97
Ukupno (1.0-3.5) (3.6-6.5) (1.0-6.5) 106
SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi pojedinih rasa ispitivanih nerastova
Nerastova Sadrzaj proteina (%)
Rasa nerastova -
n % Prosek £ SD min. — max.
Landras 38 35.8 2.98 + 1.250° 1.00 - 6.50
Veliki Jorksir 44 41.5 2.92 +1.005 1.23-5.34
Durok 24 22.7 3.01 + 0.869° 1.35-4.45
Ukupno 106 100.0 2.97 1.00 - 6.50

Sadriaj proteina u spermalnoj plazmi ispitivanih nerastova razlicite starosti

Starost nerastova Nerastova SadrZaj proteina (%)
(meseci) n % Prosek + SD min. — max.
<16 33 31.1 3.04 +1.017° 1.00 - 5.17
17 do 20 25 23.6 3.14 + 1.139° 1.53-6.5
21 do 24 20 18.9 3.03 +1.031° 1.34-5.34
>25 28 26.4 2.74 +0.984% 1.23-5.05
Ukupno 106 100.0 2.97 1.00-6.5

U zagradama su minimalne i maksimalne vrednosti.
Vrednosti sa razli¢itim superskriptima su statisti¢ki znacajno razlicite (“®P<0.01; **P<0.05).

Nisu ustanovljene statisti¢ki znac¢ajne (P>0.05) razlike u prose¢om sadrZaju proteina
u spermalnoj plazmi, izmedu pojedinih ispitivanih rasa nerastova. Ova vrednost je
iznosila 2.98% kod rase Landras, 2.92% kod rase Veliki Jorksir i 3.01% kod rase Durok.
Prosecna vrednost sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi nije znac¢ajno (P>0.05) varirala
ni u zavisnosti od starosti ispitivanih nerastova. Tako je ova vrednost iznosila 3.04% kod
nerastova starih < 16 meseci, 3.14% kod nerastova starih 17 do 20 meseci, 3.03% kod

67



Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disertacija 5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

nerastova starih 21 do 24 meseca, dok je najnizi sadrzaj proteina (2.74%) ustanovljen u
spermalnoj plazmi nerastova starih > 25 meseci.

Medutim, postoje velike varijacije sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, izmedu
pojedinih nerastova. Tako se ova vrednost kretala izmedu 1% 1 6.5% (Tabela 30). Sa
druge strane, sadrZaj proteina u spermalnoj plazmi jednog istog nerasta ne pokazuje
veliko variranje (Grafikon 2, Tabela 75 i Tabela 76 u prilogu).

5.0 ¢ 4.1

4.0 3.7-4.4 3.9

4.0

4.1

3.5

2.0 2.2 2.1
(1.4-2.6) 19 (1.9-2.6) (1.8-2.6)

(1.5-2.2)

3.0
25
2.0
1.5

Sadrzaj proteina, 26

1.0
0.5

0.0

58666 2191 2307 5591 9197 45279 5743 715
Tetovir broj nerasta

Grafikon 2. Variranje sadrZaja proteina u spermalnoj plazmi, kod pojedinih nerastova
(Od svakog nerasta je ispitano po 8 ejakulata; Iznad su prosecne vrednosti i
variranje, u zagradama, sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi)

Najveéa razlika izmedu maksimalne i minimalne vrednosti sadrzaja proteina u
spermalnoj plazmi, kod jednog nerasta, iznosi 1.2% (nerast TB 9197), a minimalna
razlika ovih vrednosti iznosi 0.4% (nerast TB 58666). I prose¢ne vrednosti sadrzaja
proteina su veoma ujednacene. Tako, se ove vrednosti krecu izmedu 3.9% 1 4.1%, kod
nerastova sa visokim sadrzajem proteina, odnosno izmedu 1.9% 1 2.2%, kod nerastova sa
niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (Grafikon 2).
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B. Uticaj godiSnje sezone na parametre ejakulata

Parametri nativnih ejakulata, u hladnoj i toploj godisnjoj sezoni, prikazami su u
tabeli 31.

Tabela 31. Parametri kvaliteta nativnih ejakulata nerastova po sezonama* (X = SD)

Godisnja sezona
Parametar Hladnal Topla? Ukupno
Ukupno nerastova (n) 10 10 20
Ukupno ejakulata (n) 140 130 270
Ejakulata po nerastu (n) 14 13 13.5
Volumen ejakulata (ml) 274+88.93" | 218+70.89° 247
(85-650) (95-370) (85-650)
Koncentracija spermatozoida 229+69.81"% | 208+39.27° 219
(x10%/ml) (103-483) (112-320) (103-483)
Ukupan broj spermatozoida u 60+23.76" 45+17.18° 53
ejakulatu (x10°%) (15-135) (17-90) i (15-135)
a

Progresivna pokretljivost (%) 75()4101295(3)2 6?2%1%3)1 (207_%5)
Broj progresivno pokretnih 47 30 39
spermatozoida u ejakulatu (x10°%)? (12-10)A (11-61) - (11-100)

L 4 96+25.03 78+20.88 87
DA L B () (134/140) (102/130) | (236/270)

“Izvor: Evidencije laboratorije za reprodukciju i VO, Poljoprivredni fakultet, Novi Sad.
'Novembar-Decembar-Januar-Februar-Mart-April; 2Maj-Jun-Jul-Avgust-Septembar-Oktobar.
*[zratunata vrednost na osnovu ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu i % prog. pokretljivosti.
*Volumen >120 ml; Koncentracija spermatozoida >200x10%/ml ejakulata; Prog. pokret. >65%.
Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, unutar istog reda, znacajno se razlikuju (*®P<0.01; *°P<0.05).
Detaljnija statisticka analiza je prikazana u prilogu (tabela 62).

Svi osnovni parametri fertilizacionog potencijala ispitivanih ejakulata, bili su visoko
statisticki znacajno veci (P<0.01), izuzev progresivne pokretljivosti (P<0.05), tokom
hladne sezone, u poredenju sa istim vrednostima ustanovljenim tokom toplije godisnje
sezone. Tako je volumen ejakulata iznosio 274 ml i 218 ml, koncentracija spermatozoida
je bila 229x10%ml i 208x10%ml, ukupan broj spermatozoida u ejakulatu je iznosio
60x10° i 45x10°, dok je progresivna pokretljivost bila 79% i 68% u hladnoj, odnosno
toploj godisnjoj sezoni.

Broj dobrih ejakulata je, takode, bio zna€ajno ve¢i 96% u hladnoj od onog u toploj
(78%) godisnjoj sezoni (Tabela 31 i Grafikon 3).
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Volumen ejakulata ®Konc. sptz. BProg. pokret. BDobrih ejakulata
ml x108/ml % %

247

229*

218 219

208>

150

100

o))
o

Vrednosti pojedinih parametera
o

Hladna Topla Ukupno
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Grafikon 3. Poredenje parametara ejakulta izmedu tople i hladne sezone
*Vrednosti se statisticki znacajno razlikuju (P<0.01ili P<0.05)

Variranje parametara fertilizacionog potencijala ispitivanih ejakulata, tokom
pojedinih meseci u godini, prikazano je u tabeli 32 i grafikonu 4.

Najvece variranje se zapaza u vrednosti volumena ejakulata. Tako je volume
ejakulata najnizi period od maja do oktobra. U ovom period, najniZza vrednost je
ustanovljena u junu (201 ml), julu (209 ml) i avgustu 215 ml). Znacajnije povecanje
volumena ejakulata zapocinje od novembra (255 ml) do marta, kada je zabelezen i
najveci volume ejakulta (216 ml). Vrednosti ostalih parametara, kao §to su koncentracija
spermatozoida u 1 ml ejakulata, progresivna pokretljivost i broj dobrih ejakulata,
pokazuju znatno manji stepan variranja, tokom pojedinih meseci. Ipak, i kod ovih
parametara se zapaZa tendencija smanjenja vrednosti tokom toplijih meseci godine. Tako
se koncentracija spermatozoida poveéava od oktobra (215%10%ml) do februara, kada
dostize maksimalnu vrednost od 246x10° po 1 ml ejakulata. Broj dobrih ejakulata je
najve¢i u periodu od novembra (94%) do aprila (95%). | vrednost progresivne
pokretljivosti raste od oktobra do aprila, pri ¢emu su najvece vrednosti ustanovljene u
decembru (85%), februaru (83%) i martu (85%).
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Tabela 32. Parametri kvaliteta nativnih ejakulata nerastova po mesecima u godini

Parametri nativnih ejakulata

Meseci Volumen Koncentrac. | Ukupan Prog. .Dobrih .

(mi) spgz. br. spgz. pokret. | ejakulata
(x10°/ml) (x107) (%) (%)
Januar (n=19) 281 224 62 79 100.0
Februar (n=21) 278 246 61 83 100.0
Mart (n=26) 316 227 70 85 92.0
April (n=18) 255 221 55 80 95.0
Maj (n=20) 239 215 51 73 80.0
Jun (n=22) 201 207 42 69 70.3
Jul (n=20) 209 200 42 69 80.0
Avgust (n=20) 215 211 44 65 80.0
Septembar (n=20) 228 203 45 66 75.0
Oktobar (n=28) 216 215 46 67 70.0
Novembar (n=35) 255 219 58 80 94.0
Decembar (n=21) 256 231 58 85 95.0
Ukupno (n=270) 247 219 53 74 87.0

Sptz. — Spermatozoidi.
Wolumen >120 ml; Koncentracija spermatozoida >200x10%ml ejakulata; Prog. pokret. >65%.
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Grafikon 4. Variranje vrednosti parametara nativnih ejakulata, tokom meseci
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C. Uticaj rase nerastova na parametre ejakulata

Vrednosti osnovnih parametara fertilizacionog potencijala ejakulata ispitivanih rasa
nerastova, prikazane su u tabeli 33 i grafikonu 5.

Nerastovi rase Durok su imali najmanji prose¢an volumen ejakulata (228 ml). Ovaj
volume je bio statisticki visoko zna¢jano (P<0.01) manji od prosecnog volumena
nerastova rase Svedski Landras (301 ml) i statisticki znadajno (P<0.01) manji od
volumena nerastova Veliki Jorksir (267 ml). Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika
(P>0.05) izmedu volumena ejakulata rase Svedski Landras i Veliki Jorksir, mada
nerastovi rase Veliki Jorksir imaju manji volume ejakulata od nerastova rase Svedski
Landras. Koncentracija spermatozoida u 1 ml ejakulata je najveca kod nerastova rase
Durok (289x10°), a najmanja kod nerastova rase Svedski Landras (244x10°) (P<0.01).
Nerstovi rase Veliki Jorksir su imali prose¢nu koncentraciju spermatozoida 264x10°/ml, i
ona je bila statisticki znacajno manja (P<0.05) od ove vrednosti kod nerastova rase
Durok, ali nije bila statisti¢ki zna¢ajno (P>0.05) manja od volumena ejakulata nerastova
rase Svedski Landras.

Tabela 33. Parametri kvaliteta nativnih ejakulata nerastova po rasama* (X = SD)

Rasa nerasta
Parametri Svedski Veliki Ukupno
. Durok
Landras Jorksir
Ukupno nerastova (n) 8 8 8 24
Ukupno ejakulata (n) 40 72 56 168
il gl ) 301+112.19" | 267+90.36% | 228+72.22%° 262
(110-500) | (120-610) | (100-470) | (100-610)

Koncentracija 244+65.6" | 264+63.3° | 289+67.97% 273
spermatozoida (x10%/ml) (103-391) | (105-434) (110-421) (103-434)
Ukupan broj sptz. u 71+25.06° 69+25.22° 65+22.64" 68
ejakulatu (x10°) (30-122) (26-163) (27-112) (26-163)
Progresivna pokretljivost 79+14.11° 77+13.34° 82+18.09° 79
(%) (65-90) (65-90) (65-95) (65-95)
Broj progre_sivno pokretnih 57 59 53 54
fgig;‘)?mm'da uejakulal | o106 | (20125 | (22:92) | (20-129)

- 2 92.5 95.8 94.6 94.6
DRI el e Bl () (37/40) (69/72) (53/56) | (159/168)

“Izvor: Evidencije laboratorije za reprodukciju i VO, Poljoprivredni fakultet, Novi Sad.
zradunata vrednost na osnovu ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu i % progresivne pokretljivosti.
Volumen >120 ml; Koncentracija spermatozoida >200x10°/ml ejakulata; Prog. pokret. >65%.
Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, u istom redu, znacajno se razlikuju (*® P<0.01; ** P<0.05).

Detaljnija statisti¢ka analiza je prikazana u prilogu (tabela 63).

Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu je bio statisticki najmanji (P<0.05) kod
nerastova rase Durok (65x10%), u odnosu na nerastove rase Svedski Landras (71x10°) i
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Veliki Jorksir (69x10°%). Ova vrednost se, izmedu nerastova rase Svedski Landras i Veliki
Jorksir nije statisticki znacajno razlikovala (P>0.05). Progresivna pokretljivost je bila
najveca (82%) kod nerastova rase Durok i statisti¢ki se zna¢ajno (P<0.05) razlikovala od
ove vrednosti kod nerastova rase Svedski Landras (79%) i Veliki Jorksir (77%). Razlike
izmedu ove dve poslednje rase, nisu bile statisticki znacajne (P>0.05). Broj dobrih
ejakulata je, medutim, bio vrlo sli¢an kod ispitivanih rasa i kretao se izmedu 92% 1 96%.

BVolumen BKonc. sptz. BUkupan broj sptz. u ejakulatu B Dobrih ejakulata
ml x108/ml x10° 9%

350

ol 289*

w

o

o
1

267 264

Parametri ejakulata
= = N N
o u 9o
d © o o

a
o

o

Svedski Landras Veliki Jorksir Durok
Rase nerastova

Grafikon 5. Poredenje prose¢nog volumena ejakulata, koncentracije spermatozoida i

ukupnog broja spermatozoida u ejakulatu, izmedu ispitivanih rasa
*Vrednosti se znacajno razlikuju (P<0.01 ili P<0.05) izmedu rase Durok i ostale
dve rase (SL i VJ).

D. Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi na parametre ejakulata

Prose¢ne vrednosti svih ispitivanih parametara fertilizacionog potencijala ejakulata,
bili su statisti¢ki znacajno veci (P<0.01) kod nerastova sa visokim, u odnosu na nerastove
se niskim sadrZzajem proteina u spermalnoj plazmi (Tabela 34 i Grafikon 6).

Tako je volumen ejakulata iznosio 310 ml i 214 ml, koncentracija spermatozoida
301x10%ml i 271x10%ml, ukupan broj spermatozoida u ejakulatu je bio 93x10° i 58x10°,
progresivna pokretljivost je iznosila 82% 1 76%, a broj progresivno pokretnih
spermatozoida u ejakulatu je bio 76x10° i 44x10°.

Od ejakulata sa visokim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi, moguce je
napraviti prose¢no 19 inseminacionih (VO) doza, Sto je skoro dupo vise od broja VO
doza (11), koji se moze napraviti od prosecnog ejakulata nerastova sa niskom sadrzajem
proteina u spermalnoj plazmi (P<0.01). Pri tome je stepen potrebnog razredenja vrlo
slican 1 za ejakulate se visokim (prosec¢no 1:3.8) i niskim sadrzajem proteina u spermalnoj
plazmi n (prose¢no 1:3.7).
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Tabela 34. Uticaj sadrZaja proteina u spermalnoj plazmi na parameter ejakulata (X £SD)

Sadrzaj proteina u

Parametri spermalnoj plazmi (%)
Visok (4.3) | Nizak (2.4)
Broj ejakulata™* 96 96

310+35,44" | 214+58,09°
(245-400) (125-321)
+ A + B
Koncentracija spermatozoida (x10%/ml ejakulata) 3(()21602 2&% Zgigzgg)
03+18,18" | 58+11,97°
(64-120) (34-100)
82+5,49" 76+6,29°

Volumen (ml)

Ukupan broj spermatozoida u ejakulatu (x10°)

Progresivna pokretljivost (%)

(70-90) (65-90)
. . . . 9 76+12,24" | 44+14,09°
Broj progresivno pokretnih spermatozoida (x107) (46-96) (24-82)
) . N . 3 19+2.96" 11+3.59°
Prosecan broj moguc¢ih VO doza po ejakulatu (11-23) (6-20)
1:3.8 1:3.7

Prosecan stepen razredenja ejakulata

(1:2.5-1:4.8) | (1:2.5-1:6)
*Koristeni su samo dobri ejakulati: volumen >120 ml, koncentracija spermatozoida >200x10%/ml
ejakulata, progresivna pokretljivost >65%. 112 nerastova po 8 ejakulata. *Izradunato na bazi
inseminacione doze volumena 80ml, sa 4x10° spermatozoida.
Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, U istom redu, znacajno se razlikuju (*2P<0.01; *°P<0.05).
Detaljnija statisticka analiza je prikazana u prilogu (Tabela 64).

B Volumen B Konc. sptz. M Prog. pokret. B Broj mogucih VO doza po ejakulatau

ml x108/ml % n
350
310" 301+
300

250
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Vrednosti parametara ehjakulata

0

Visok (4.3%) Nizak (2.4%)
Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 6. Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi na parametre ejakulata
*Vrednosti se statisticki znacajno razlikuju (P<0.01).
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U grafikonu 7 je prikazano procentualno smanjenje parametara fertilizacionog
potencijala ejakulata nerastova sa niskim sadrZzajem proteina u spermalnoj plazmi, u
odnosu na iste vrednosti parametara ejakulata kod nerastova sa visokim sadrzajem
proteina u spermalnoj plazmi, koji su uzeti kao referentna vrednost 100%.

B Volumen M Konc.sptz. M Prog. pokret. Broj mogucih VO doza po ejakulatu

| %x108/ml o
120, " / % n

100 100 100 100

100

80

60

%

40

20

Visok (4.3%) Nizak (2.4%)

Sadriaj proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 7. Procentualno smanjenje parametara ejakulata sa niskim u odnosu
na ejakulate sa visokim sadrzajem protein u spermalnoj plazmi
(Parametri ejakulata sa visokim sadrzajem proteina su uzeti kao 100%)

Najvise su smanjeni prose¢na zapremina ejakulata (za 31%) i prosecan broj mogucih
VO doza po ejakulatu (za 42%). Prosecna koncentracija spermatozoida u 1 ml ejakulata,
smanjena je za 10%, a pose€na progresivna pokretljivost u ejakulatima sa niskim, u
odnosu na ejakulate sa viskim sadrzajem proteina, smanjena je za 7%.

5.2.2. DRUGI EKSPERIMENT

A. Uticaj godisSnje sezone na progresivnu pokretljivost
spermatozoida u uzorcima razredene sperme

Odrzavanje progresivne pokretljivosti u uzorcima sperme razliitog stepena
razredenja 1 duzine ¢uvanja, zavisno od godiSnje sezone, prokazano je u tabeli 35. Posle
24h ¢uvanja u razredenju 1:2, doslo je do visoko signifikantno znacajnog (p<0.01) pada
progresivne pokretljivosti spermatozoida, kako u hladnoj (sa 79% na 67%), tako i u
toploj sezoni godine (sa 69% na 59%).
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Tabela 35. Uticaj sezone na odrZzavanje progresivne pokretljivosti spermatozoida
u svim ispitivanim uzorcima nativne i razredene sperme* (X + SD)

Godisnja sezona Ukupno za
Sr | V& Hladna' Topla® celu godinu
(n=140) (n=130) (n=270)
Progresivna pokretljivost 79+14.01° 69+13.89°° | 75+14.86"
uzoraka nativne sperme, %> (0-95)° (20-90) (0-95)
24h 67+19.53"" 59+18.62°" | 63+19.43"
(0-90) (0-85) (0-90)
60+20.77° 55+18.92° 58+20.04
dez | i (0-90) (0-85) (0-90)
Progresivna 291 53+23.36" 46+20.88° 50+22.50
pokretljivost svih (0-85) (0-85) (0-85)
uzoraka razredene 2ah 53+24.12% 48+22.99° 51+23.69
sperme, %* (0-85) (0-85) (0-85)
1:4 | agn 46+26.29 42+23.95 44425.24
' (0-85) (0-80) (0-85)
2oh 42+25.52% 34+23.35° 38+24.78
(0-85) (0-80) (0-85)

Izvor: Evidencije laboratorije za reprodukciju i VO, Poljoprivredni fakultet, Novi Sad.

Sr — Stepen razredenja; V& — Vreme ¢uvanja uzoraka razredene sperme na +17°C.
*Novembar-Decembar-Januar-Februar-Mart-April (10 nerastova, po 14 ejakulata).
Maj-Jun-Jul-Avgust-Septembar-Oktobar (10 nerastova, po 13 ejakulata).

*1z ejakulata, neposredno pre formiranja uzoraka razredene sperme.
4Test znacajnosti razlika izmedu progresivne pokretljivosti uzoraka razredene sperme, zavisno od
stepena razredenja i vremena ¢uvanja, u hladnoj i toploj sezoni, dat je u tabeli 36, a ukupno za

celu godinu u tabeli 37. U zagradama su minimalne i maksimalne vrednosti.

Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar istog reda, znagajno se razlikuju (“®P<0.01; *"P<0.05).
Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar iste kolone, znagajno se razlikuju (*"P<0.01; *YP<0.05).
Detaljna statisticka analiza je data u prilogu (Tabela 66).

Prose¢na godisnja progresivna pokretljivost ejakulata, neposredno pre razredivanja,
takode je bila statisticki vrlo znacajno (p<0.01) veéa (75%) od one u uzorcima sperme
Cuvane 24h 1 razredene u odnosu 1:2 (63%) (Tabela 35). Prose¢na progresivna
pokretljivost u istom razredenju i pri istom vremenu Cuvanja, bila je statisticki visoko
znacajno (p<0.01) ili znacajno (p<0.05) vec¢a u hladnoj, od one u toploj sezoni (24h/1:2 =
67% u hladnoj i 59% toploj sezoni; 72h/1:4 = 42% u hladnoj i 34% toploj sezoni) (Tabela
35).

Test znacajnosti razlika u prose€nim vrednostima progresivne pokretljivosti izmedu
pojedinih stepena razredenja i perioda Cuvanja, unutar hladne ili tople godiSnje sezone,
prikazan je u tabeli 36, a za sve uzorke (topla + hladna sezona), prikazan je u tabeli 37.
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Tabela 36. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti u svim uzorcima
razredene sperme, za hladnu i toplu godisnju sezonu

Vreme Hladna sezona Topla sezona
cuvanja i
stepen 24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4 | 24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4
razredenja
24h/1:2 - ol ** ** - - - -
24h/1:4 - - nz ** - - - -
72h/1:2 - - - ** - - - -
72h/1:4 - - - - - - - -
24h/1:2 - - - - - ** ol **
24h/1:4 - - - - - - nz Kk
72h/1:2 - - - - - - - **
72h/1:4 - - - - - - - -

**P<0.01; * P<0.05; nz — nije statisticki znacajno razli¢ito.
Detaljna statisticka analiza je data u prilogu (Tabela 66).

Sezona

Hladna

Topla

Tabela 37. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti u svim uzorcima
razredene sperme, ukupno za celu godinu (hladna + topla sezona)

Ukupno za celu godinu

24h/1:2 | 72h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:4
24h/1:2 - fakad fakad fakad
L;:lére)rl? 72h/1:2 - - nz **
- 24h/1:4 - - - nz
g 72h/La | - 8 8 3

*P<0.05; **P<0.01. nz — nije statisticki znacajno.
Detaljna statisticka analiza je data u prilogu (Tabela 66).

Iz dobijenih rezultata, treba uociti da je trend opadanja progresivne pokretljivosti
uzoraka razredene sperme, zavisno od stepena razredenja i vremena cuvanja, u odnosu na
progresivnu pokretljivost nativne sperme (uzeto kao 100%), skoro identi¢an u toploj i
hladnoj sezoni, kao i u zbirnom uzorku za godinu dana. Tako je pad progresivne
pokretljivosti uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju 1:2 iznosio 15% u hladnoj, 15% u toploj
1 16% u zbirnom uzorku, dok je ova vrednost iznosila 41% u hladnoj, 51% u toploj i 49%
u zbirnom uzorku (Grafikon 8).

77



Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disertacija 5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

B Nativna sperma Razredena 1:2/24h m Razredena 1:4/24h
B Razredena 1:2/72h m Razredena 1:4/72h

120 -
X 100 100 100
o 100 -
(7]
o
2
= 80 -
ey
g
% 60
o | -51 .
p -47 49
c
; 40 - -33 -33 .31 -33 -32 -33
&
2 20 [ -15I -ml
o

0 J

HLADNA TOPLA UKUPNO
GODISNJA SEZONA

Grafikon 8. Procentualno smanjenje progresivne pokretljivosti uzoraka razredene
sperme, u odnosu na progresivnu pokretljivost nativne sperme, koja
je uzeta kao referentna vrednost — 100%

Prosec¢na progresivna pokretljivost (Pp) dobrih uzoraka nativne sperme (Pp>65%),
neposredno pre razredivanja, iznosila je 82% u hladnoj i 75% u toploj sezoni, a razika je
bila statisticki visoko znacajna (p<0.01). Ova vrednost je, ukupno za celu godinu, iznosila
79%. Posle 24h ¢uvanja u razredenju 1:2, progresivna pokretljivost spermatozoida je je
iznosila 75% u hladnoj 67% u toploj sezoni. Obe vrednosti su bile statisticki visoko
znacajno (p<0.01) nize od ove vrednosti u nativnoj spermi (Tabela 38).

Prosecna progresivna pokretljivost u istom razredenju i pri istom vremenu ¢uvanja,
bila je statisticki visoko znacajno (p<0.01) veca u hladnoj, od one u toploj sezoni
(24h/1:2 = 75% hladna i 67% topla sezona; 72h/1:4 = 69% hladna i 65% topla sezona).
Medutim, vrednosti progresivne pokretljivosti, izmedu pojedinih stepena razredenja i
perioda Cuvanja, nisu bili statisticki znacajno razlic¢ite (p>0.05) unutar hladne i tople
sezona, kao i unutra zbirnog uzorka za celu godinu (Tabela 38).

Test znacajnosti razlika u prosecnim vrednostima progresivne pokretljivosti izmedu
pojedinih stepena razredenja i perioda ¢uvanja, unutar hladne ili tople godisnje sezone,
prikazan je u tabeli 39, a za sve uzorke (topla + hladna sezona), prikazan je u tabeli 40.
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Tabela 38. Uticaj sezone na odrZavanje progresivne pokretljivosti u dobrim
uzorcima nativne i razredene sperme (X = SD)

Godisnja sezona Ukupno za
Sr | V¢ Hladna Topla celu godinu
(n=140) (n=130) (n=270)
Progresivna pokretljivost 82+7.59™ 75+7.24%% 79+8.11%°
uzoraka nativne sperme, %" (65-95)° (65-90) (65-95)
odh 75+7.27%" 67+2.51°" 72+7.03"
(65-90)A (65-70)B (65-90)
7516.48 65+2.18 71+6.96
12 1480 | 65.00) (65-70) (65-90)
Progresivna 291 74+6.07" 65+0.0° 7046.57
pokretljivost dobrih (65-85) (65-65) (65-85)
uzoraka razredene 24 69+5.86" 65+0.86" 67+4.99
sperme, % (65-85% (65-70)B (65-85)
6915.2 65+1.03 67+4.44
L4148 | g5 g5) (65-70) (65-85)
2oh 69+5.09" 65+0.0° 67+4.45
(65-85) (65-65) (65-85)

Sr — Stepen razredenja; V& — Vreme ¢uvanja uzoraka razredene sperme na +17°C.
Y1z ejakulata, neposredno pre formiranja uzoraka razredene sperme.
Test znacajnosti razlika progresivne pokretljivosti dobrih uzoraka razredene sperme, zavisno od
stepena razredenja i vremena ¢uvanja, za toplu i hladnu sezonu, dat je u tabeli 39, a ukupno za
celu godinu, u tabeli 40. U zagradama su minimalne i maksimalne vrednosti.
Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar istog reda, znacajno se razlikuju (“®P<0.01; *"P<0.05).
Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar iste kolone, zna&ajno se razlikuju (*"P<0.01; *YP<0.05).
Detaljna statisticka analiza je data u prilogu (Tabela 67).

Tabela 39. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti u dobrim uzorcima razredene

sperme, za hladnu i toplu godisnju sezonu

Vreme

Hladna sezona

Topla sezona

¢uvanja 1
Sezona J

razredenja

stepen 24h/1:2

24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4

24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4

24h/1:2

nz nz nz

Hladna 24h/1:4

72h/1:2

72h/1:4

24h/1:2

24h/1:4

Topla =501

72h/1:4

**P<0.01; * P<0.05; nz — nije statisticki znac¢ajno razligito.
Detaljna statisticka analiza je data u prilogu (Tabela 67).
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Tabela 40. Znacajnost razlika u progresivnoj pokretljivosti dobrih uzoraka
razredene sperme, ukupno za celu godinu (hladna + topla sezona)

Ukupno za celu godinu

24h/1:2 | 72h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:4
Ukupno 24h/1:2 - nz nz nz
7a celu 72h/1:2 - - nz nz
godinu 24h/1:4 - - - nz
72h/1:4 - - - -

*P<0.05; **P<0.01. nz — nije statisticki znacajno.
Detaljna statisticka analiza je data u prilogu (Tabela 67).

Prose¢na progresivna pokretjivost dobrih uzoraka ima sli¢nu tendenciju opadanja sa
povecanjem stepena razredenja i perioda Cuvanja, u odnosu na broj dobrih uzoraka
nativne sperme (uzet 100%), kako u hladnoj (izmedu -9% i -16%) i toploj (izmedu -11% i
-18%) sezoni, tako i kod zbirnog uzorka za celu godinu (izmedu -9% i -15%) (Grafikon
9).

B Nativna sperma H Razredena 1:2/24h Razredena 1:2/72h

120 W Razredena 1:4/24h Razredena 1:4/72h

100 100 100

100

80

60

40

20

Progresivna pokretljivost, %

HLADNA TOPLA UKUPNO
GODISNJA SEZONA

Grafikon 9. Smanjenje progresivne pokretljivosti (Pp) u dobrim uzorcima razredene
sperme, u odnosu na Pp uzoraka nativne sperme, uzete kao 100%

Broj dobrih uzoraka (progresivna pokretljivost >65%) nativne i razredene sperme, u
hladnoj i toploj sezoni, kao i u zbirnom uzorku za godinu dana, prikazan je u tabeli 41.

Ovaj broj je, kod uzoraka nativne sperme, iznosio 96% u hladnoj i 78% u toploj
sezoni, a 87% u zbirnom uzorku za celu godinu. Kod uzoraka razredene sperme, broj
dobrih uzoraka razredenih 1:2 1 ¢uvanih 24h, iznosio je 78% u hladnoj 1 61% u toploj, a
69% u zbirnom uzorku za celu godinu. Nakon 72h ¢uvanja u razredenju 1:4, broj dobrih
uzoraka je iznosio svega 28% u hladnoj i 18% u toploj sezoni, a 24% u zbirnom uzorku
za celu godinu (Tabela 41 i Grafikon 10).
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Tabela 41. Broj dobrih* uzoraka nativne i razredene sperme, zavisno 0d sezone

Godisnja Nativna Vreme ¢uvanja i stepen razredenja uzoraka
sezona sperma | 1:2/24h | 1:2/48h | 1:2/72h | 1:4/24h | 1:4/48h | 1:4/72h
% 96 78 51 37 64 42 28
Al n/n | 134/140 110/140 72/140 52/140 90/140 59/140 40/140
% 78 61 46 28 51 35 18
Ege n/n | 102/130 78/130 60/130 37/130 66/130 46/130 24/130
% 87 69 49 33 58 39 24
Ukupno
n/n | 236/270 | 188/270 | 132/270 | 89/270 156/270 | 105/270 | 64/270

*Dobri uzorci: progresivna pokretljivost > 65%; n/n — broj dobrih uzoraka/ukupan broj uzoraka.

2 -
78 GodiSnjasezona: mTopla ' Hladna

80
*Prog. pokret. 2 65%

70

64

61

Dobrih uzoraka razredene sperme™ (%)

1:2/24h 1:2/48h 1:2/72h 1:4/24h 1:4/48h 1:4/72h

Stepen razredenja i vreme Cuvanja uzoraka sperme

Grafikon 10. Broj (%) dobrih uzoraka razredene sperme u toploj i hladnoj sezoni
godine, zavisno od stepena razredenja i vremena ¢uvanja

Sli¢no kao 1 kod progresivne pokretljivosti dobrih uzoraka, i broj dobrih uzoraka
ima sli¢nu tendenciju opadanja sa poveéanjem stepena razredenja i perioda Cuvanja, u
odnosu na broj dobrih uzoraka nativne sperme (uzet 100%), kako u hladnoj (izmedu -
19% i -71%) i toploj (izmedu -22% 1 -73%) sezoni, tako i kod zbirnog uzorka za celu
godinu (izmedu — 21% i -73%) (Grafikon 11).
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B Nativna sperma Razredena 1:2/24h B Razredena 1:4/24h
W Razredena 1:2/72h M Razredena 1:4/72h
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Grafikon 11. Procentualno smanjenje broja (%) dobrih uzoraka razredene
sperme, u odnosu na broj (%) dobrih uzoraka nativne sperme,
koji je uzet kao referentna vrednost — 100%

Variranje progresivne pokretljivosti, tokom pojedinih meseci u godini, pokazuje vrlo
sli¢an trend kod uzoraka nativne i sperme ¢uvane 72h u razredenju 1:4. Tako se zapaZa
da su ove vrednosti znatno viSe tokom perioda novembar — april, u poredenju sa
periodom maj — oktobar (Grafikon 12)

=¢=Nativna sperma < =Razredena, 72h/1:2 =#=Razredena, 72h/1:4
90 -

50 -
40 -
30 -

20 -

Prosecna progresivna pokretljivost, %

0 T T T

Jan. Febr. Mart April Maj Jun Jul Avg. Sept. Okt. Nov. Dec.
Meseci u godini

Grafikon 12. Variranje progresivne pokretljivosti (%) tokom meseci, u nativnoj
spermi i uzorcima sperme ¢uvanih 72h, u razredenju 1:2 1 1:4
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B. Uticaj rase nerastova na progresivnu pokretljivost
spermatozoida u uzorcima razredene sperme

Prosecna progresivna pokretljivost nativne sperme (ejakulata), neposredno pre
razredivanja, nije se znadajno razlikovala (P>0.05) izmedu nerastova rase Svedski
Landras (78%) i Veliki Jorksir (76%), kao i izmedu nerastova Svedski Landras i Durok
(81%) (Tabela 42).

Tabela 42. Uticaj rase nerasta na progresivnu pokretljivost (Pp) u svim uzorcima
nativne i razredene sperme, tokom 72h ¢uvanja (X £SD)

Pp nativne Uzorci razredene sperme
Rasa
N=180 sperme Vremg Stepen_ Pp razredene sperme
(%) cuvanja razredenja %
1:9 67+14.82°%"
24h ' (10-85)
E——
Landras | 78+11.02°%7 48h :
=60’ (55-90) 1:4 54 (0-85)
1:2 50 (0-75)
72h 1:4 A4+21 74597
' (0-70)
1:9 63+18.26°%"
24h ' (10-85)
. 1:4 60 (10-85)
%fﬂ;; 76+13.23% 48h 1.2 50 (0-85)
=60 (40-95) 1:4 47 (0-80)
1:2 41 (0-80)
72h 14 38+27.08°%7
' (0-80)
1:2 63+15.02°%"
24h ' (20-85)
1:4 58 (20-85)
Durok 81+11.34% ash 1:2 53 (0-80)
n=60" (45-90) 1:4 47 (0-80)
1:2 43 (0-80)
72h 1:4 38+24.45°%7
' (0-75)

'Pet nerastova, po 12 ejakulata (po 4 ejakulata u aprilu, avgustu i novembru).

Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, u istom redu (za istu rasu), izmedu nativne i razredene

sperme, se razlikuju (“®°P<0.01; ®P<0.05). Vrednosti sa razligitim superskriptima, u istoj koloni
(izmedu rasa), za nativnu spermu, se razlikuju (*"“P<0.01; ¥*P<0.05). Vrednosti sa razli¢itim
superskriptima, u istoj koloni, za stepen razredenja 1:2 (izmedu rasa), se razlikuju (°*"P<0.01;
defP<0.05). Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, u istoj koloni, za stepen razredenja 1:4 (izmedu
rasa), se razlikuju (°"'P<0.01; 9""P<0.05). Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, u istoj koloni i istoj
rasi, za razredenu spermu, se razlikuju (**//P<0.01; */P<0.05). Statisticka analiza u prilogu (Tab. 68).
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Znacajno vecu progresivnu pokretljivost (P<0.05) imali su nerastovi rase Durok, u
odnosu na nerastove rase Veliki JorkSir. Posle 24 sata ¢uvanja u razredenju 1:2, prose¢na
progresivna pokretljivost je iznosila 67% kod nerastova rase Svedski Landras (SL), 63%
kod rase Veliki Jorksir (VJ) 1 63% kod rase Durok (D). Ove vrednosti se, medusobno,
nisu statisticki znacajno razlikovale (P>0.05). Prose¢na vrednost progresivne
pokretljivosti, posle Cuvanja 72 sata, u razredenju 1:4, nije bila statisti¢ki znacajno
(P>0.05) razli¢ita, izmedu pojedinih rasa nerastova (SL=44%; VI=38% i D=38%)
(Tabela 42).

U poredenju sa prose¢nom progresivnom pokretljivosti nativne sperme, kod iste rase
nerastova, ova vrednost je, posle 24 sata duvanja u razredenju 1:2, bila znadajno niza: SL
= 78%/67%, VJ = 76%/63% i D=81%/63% (P<0.01). I prose¢na vrednost progresivne
pokretljivosti posle 72 sata ¢uvanja, u razredenju 1:4, bila ja znacajno niza (P<0.01) u
poredenju sa ovom vredno$¢u kod nativne sperme, neposredno pre razredivanja: SL =
78%/44%, VJ = 76%/38% i D=81%/38% (Tabela 42).

Procentualno smanjenje progresivne pokretljivosti uzoraka sperme ¢uvane 72 sata, u
razredenju 1:4, u odnosu na progresivnu pokretljivost nativne sperme (ejakulata), koja je
uzeta kao 100%, bilo je vrlo slicno kod nerastova sve tri ispitivane rase. Tako je ova
vrednost iznosila — 44% kod nerastova rase Svedski Landras, i po — 50% kod nerastova
rase Veliki Jorksir i Durok (Grafikon 13).

H PP nativne sperme PP razredene sperme 72h/1:4
100 100 100
100 -
N=180
80 -
60 -50 .50
% -44
40 -
20 -
0
Svedski Landras Veliki Jorksir Durok

Rase nerastova

Grafikon 13. Procentualno smanjenje progresivne pokretljivosti uzoraka sperme
razredene 1:4 i ¢uvane 72h na +17°C, u odnosu na progresivnu

pokretljivost nativne sperme (ejakulata), neposredno pre razredenja
(Vrednost progresivne pokretljivosti ejakulata je uzeta kao 100%)

Prosecna progresivna pokretljivost (Pp) dobrih ejakulata (Pp>65%), neposredno pre

razredivanja, znaCajno se razlikovala izmedu ispitivanih rasa nerastova. Tako je ova
vrednost, kod nerastoba rase Durok (86%), bila znacajno veca (P<0.05) od vrednosti kod
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nerastova rase Svedski Landras (82%) i visoko zna¢ajno veéa (P<0.01) od ove vrednosti
kod nerastova rase Veliki JorkSir (78%). Prosecna progresivna pokretljivost izmedu rase
Svedski Landras (82%) i Veliki Jorksir (78%) je bila znagajno razli¢ita (P<0.05) (Tabela
43).

Posle 24 sata ¢uvanja u razredenju 1:2, prosecna progresivna pokretljivost dobrih
uzoraka, bila je veoma sli¢na kod sve tri ispitivane rase i iznosila je 75% kod nerastova
rase Svedski Landras (SL) i 74% kod rase Veliki Jorksir (VJ) i Durok (D). Ove vrednosti
se, medusobno, nisu statisticki znaCajno razlikovale (P>0.05). Prosecna vrednost
progresivne pokretljivosti, posle 72 sata Cuvanja, u razredenju 1:4, takode nije bila
statisti¢ki znac¢ajno razli¢ita (P>0.05), izmedu pojedinih rasa nerastova (SL = 68%; VI =
69% i D = 67%). U poredenju sa prosecnom progresivnom pokretljivosti nativne sperme,
kod iste rase nerastova, ova vrednost je, posle 24 sata Cuvanja u razredenju 1:2, bila
znadajno niza: SL=82%/75%, VJ=78%/74% i D=86%/74% (P<0.01).

Tabela 43. Uticaj rase nerasta na progresivnu pokretljivost dobrih uzoraka
nativne i razredene sperme, tokom 72h ¢uvanja (X £SD)

Pp nativne Uzorci razredene sperme
Rasa 2
N=180 sperme Vreme3 Stepen' Pp razredene sperme
(%) Cuvanja’ | razredenja %

24h 1:2 75+29.11°% (65-85)
&yedski 1:4 73 (65-85)
Landras | 82+6.44" 48h 112 72 (65-85)
=60’ (70-05) L4 70 (65-85)
79h 1:2 68 (65-75)

1:4 68+30.68°Y" (65-70)

24h 1:2 74+25.54°" (65-85)
Veliki " 1:4 74 (65-85)
Jorkgir | 789-27" a8h 1:2 72 (65-85)
I (65-95) 1:4 71 (65-80)
79h 1:2 69 (65-80)

1:4 69+30.77°% (65-80)

24h 1:2 74+27.00°" (65-85)
1:4 72 (20-80)
Durok 86+6.57% ash 1:2 70 (65-80)
n=60" (70-95) 1:4 69 (65-80)
79h 1:2 70 (65-80)

1:4 67+31.27°9 (65-75)

Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, U istom redu (za istu rasu), izmedu nativne i razredene
sperme, se razlikuju (*°P<0.01; ®*°P<0.05); Vrednosti sa razliitim superskriptima, u istoj koloni
(izmedu rasa), za nativnu spermu, se razlikuju (*¥“P<0.01; ®*P<0.05); Vrednosti sa razli¢itim
superskriptima, u istoj koloni, za stepen razredenja 1:2 (izmedu rasa), se razlikuju (°5FP<0.01;
defP<O.05); Vrednosti sa razlicitim superskriptima, u istoj koloni, za stepen razredenja 1:4 (izmedu
rasa), se razlikuju (°"'P<0.01; 9"P<0.05); Vrednosti sa razli¢itim superskriptima, u istoj koloni i istoj
rasi, za razredenu spermu, se razlikuju (**//P<0.01; *P<0.05). Statisti¢ka analiza u prilogu (Tab. 69).
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I prosecna vrednost progresivne pokretljivosti posle 72 sata ¢uvanja, u razredenju
1:4, bila ja znacajno niza (P<0.01) u poredenju sa ovom vredno$¢u kod nativne sperme,
neposredno pre razredivanja: SL = 82%/68, VI = 78%/69% i D=86%/67% (Tabela 43).

Distribucija broja dobrih uzoraka sperme, kod tri ispitivane rase nerastova, zavisno
od stepena razredenja i vremena ¢uvanja, prikazana je grafikonom 14. Iz ove distribucije
se jasno vidi da broj dobrih uzoraka razredene sperme postepeno opada sa vremenom
cuvanja, i to nesto intenzivnije u razredenju 1:4 od razredenja 1:2. Trend ovog opadanja
je, medutim, vrlo sli¢an kod sve tri ispitivane rase nerastova. Tako je, kod rase SL, broj
dobrih uzoraka razredenih u odnosu 1:2 iznosio 63, posle 24h, u i 35 posle 72h ¢uvanja.
Kod rase VJ, ovaj broj je bio 63 i 31, dok je kod rase D, ovaj broj iznosio 51 i 36. Broj
dobrih uzoraka je bio nizi kod uzoraka razredenih u odnosu 1:4, cuvanih 24h i 72h
(SL=53i 23, VJ=56 i 25, D=43 i 30).

70 63 63 Rasa nerastova: W Svedski Landras  m Veliki Jorksir W Durok

56 * Prog. Pokret. > 65%

53 53

51

50 - 45

43
40
40 T 35

20 -

Dobrih uzoraka razredene sperme* (%)

1:2/24h 1:2/48h 1:2/72h 1:4/24h 1:4/48h 1:4/72h
Stepen razredenja i vreme Cuvanja uzoraka sperme

Grafikaon 14. Broj dobrih uzoraka kod ispitivanih rasa nerastova, zavisno
od stepena razredenja i vremena ¢uvanja uzoraka sperme

Procentualno smanjenje progresivne pokrtetljivosti uzoraka sperme Cuvane 72h u
razredenju 1:4, u poredenju sa progresivnom pokretljivosti nativne sperme (ejakulata)
neposredno pre razredenja, bio je skoro identi¢an kod nerastova rase Svedski Landras (-
35%) i Durok (- 36%) i neSto manji kod nerastova rase Veliki JokSir (- 29%) (Grafikon
15).
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EmDobrih ejakulata mDobrih uzoraka razredene sperme
Pp = 65% Pp 2 65%, 72h/1:4
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Grafikon 15. Procentualno smanjenje broja (%) dobrih uzoraka sperme razredene 1:4 i

cuvane 72h, u odnosu na broj dobrih ejakulata neposredno pre razredenja
(Vrednost progresivne pokretljivosti ejakulata je uzeta kao 100%)

C. Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi na progresivnu
pokretljivost spermatozoida u uzorcima razredene sperme

Prose¢na progresivna pokretlivost spermatozoida u uzorcima nativne sperme
(ejakulatima) sa visokim sadrzajme proteina u spermalnoj plazmi, neposredno pre
razredenja, iznosila je 82% i bila je statisti¢i visoko znacajno (P<0.01) veca od one u
ejakulatima sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (76%). Ova vrednost je
statisti¢ki znacajno (P<0.05) opala i u uzorcima sperme razredene u odnosu 1:2, posle
24h cuvanja, kako u uzorcima nacinjenih od ejakulata sa visokim (77%), tako i u
uzorcima nacinjenih od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi
(68%), u odnosu na ovu vrednost kod nerazredene sperme (82% i 76%). Prose¢na
progresivna pokretljivost uzoraka u istom razredenju i cuvanih tokom istog perioda, bila
je statisticki visoko znacajno vec¢a (P<0.01) kod uzoraka nacinjenih od ejakulata sa
visokim u poredenju sa uzorcima nacinjenih od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina u
spermalnoj plazmi (1:2/24h=77% prema 68%; 1:2/48h=73% prema 62%; 1:2/72h=70%
prema 57%; 1:4/24h=73% prema 62%; 1:4/48h=69% prema 57%; 1:4/72h=645 prema
48%) (Tabela 44).
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Tabela 44. Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi na progresivnu pokretljivost
svih uzoraka nativne i razredene sperme (X £SD)

SadrZaj proteina Ukupno za
Sr | V¢ | VISOK,4.3% | NIZAK, 2.4% | sve uzorke
(n=96)* (n=96)* (n=192)
Progresivna pokretljivost 82+5,49" 76+6,29° 7946.61%
uzoraka nativne sperme, %" (70-90) (65-90) (65-90)
odh 77+8.64"Y 68+7.54%Y 73+9.25Y
(60-90) (65-90) (65-90)
12 | ash 73+8.14" 62+6.74° 68+9.46
' (55-90) (65-90) (65-90)
Progresivna oh 70+8.88" 57+10.25° 63+11.69
pokretljivost svih (50-90) (65-90) (65-90)
uzoraka razredene 24 73+8.92" 62+5.28° 68+9.10
sperme, %> (55-90)A (65-90)B (65-90)
69+8.01 57+7.30 63+9.98
e | e (55-90) (65-90) (65-90)
2oh 64+7.56" 48+10.49° 56+12.09
(50-90) (65-90) (65-90)

Sr — Stepen razredenja; V& — Vreme ¢uvanja uzoraka razredene sperme na +17°C.
*4 nerasta x 8 ejakulata x 3 uzorka od svakog ejakulata.
Y1z ejakulata, neposredno pre formiranja uzoraka razredene sperme.

Test znacajnosti razlika izmedu progresivne pokretljivosti razredene sperme, zavisno od stepena
razredenja i vremena Cuvanja, za spermu sa visokim i niskim sadrZajem proteina u spermalnoj

plazmi, dat je u tabeli 45, a ukupno za sve uzorke, u tabeli 46. U zagradama: min. i max. vrednosti.
Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar iste kolone, zna¢ajno se razlikuju (*YP<0.01; *YP<0.05).
Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar istog reda, znagajno se razlikuju (*®P<0.01; *P<0.05).
Detaljnija statisticka analiza je prikazana u prilogu (Tabela 69).

ZnacCajnost razlika progresivne pokretljivosti svih ispitivanih uzoraka razredene
sperme, nacinjenih od ejakulata sa visokim ili niskim sadrzajem proteina u spermalnoj
plazmi, zavisno od stepena razredenja i vremena Cuvanja, prikazana je u tabeli 45.
Progresivna pokretljivost statisticki visoko znacajno (P<0.01) opada sa povecanjem
stepena razredenja i vremena ¢uvanja, 1 kod uzoraka koji poti¢u od ejakulata sa visokim,
tako i kod uzoraka od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi.
Medutim, prosec¢na progresivna pokretljivost je statisticki visoko znacajno (P<0.01) niZa
kod uzoraka od ejakulata sa niskim (68%, 62% i 57% uzorci ¢uvani 24h, 48h i 72h u
razredenju 1:2; 62%, 57% 1 48% uzorci ¢uvani 24h, 48h i 72h u razredenju 1:4) u odnosu
na uzorke sa visokim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (77%, 73% i 70% uzorci
cuvani 24h, 48h 1 72h u razredenju 1:2; 73%, 69% 1 64% uzorci ¢uvani 24h, 48h i 72h u
razredenju 1:4). Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u progresivnoj
pokretljivosti (P>0.05) jedino izmedu uzoraka iz ejakulata sa niskim sadrzajem proteina,
cuvanih 24h u razredenju 1:2 i uzoraka od ejakulata sa visokim sadrZzajem proteina,
Cuvanih 72h u razredenju 1:2. Ova razlika nije, takode, bila statisticki znacajna (P<0.05)
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izmedu uzoraka od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina, ¢uvanih 24h u razredenju 1:4
1 uzoraka od ejakulata sa visokim sadrzajem proteina, Cuvanih 72h u razredenju 1:4.

Tabela 45. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti u svim uzorcima razredene
sperme, nacinjenih od sperme sa visokim i niskim sadrzajem proteina1

Vreme Visok sadrZaj proteina Nizak sadrZaj proteina
Sadrzaj | ¢uvanjai
proteina stepen 24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4 | 24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4
razredenja
24h/1:2 - *% ** ** *% ** ** **
ViSOk_ 24n/1:4 *k R *% *% *k *% *k *%
;ra(()jtrezlzja 72h/1:2 *%x K% _ ** nz ** *x **
72h/1:4 *Kk K%k *Kk - ** nz ** **
24h/1:2 - - - - _ *% *% *k
Nizak [™24n/1:4 - - - - = - o wox
sadrZaj 72012 a : _ _ ok *x - ok
proteina
72h/1:4 - - - - Kk ** *k _

lDetaljna statisti¢ka analiza je prikazana u prilogu (Tabela 69).
**P<0.01; * P<0.05; nz — nije statisticki zna¢ajno razli¢ito.

U tabeli 46 je prikazana znacajnost razlika progresivne pokretljivosti svih uzoraka
razredene sperme, ukupno za sve uzorke (visok + nizak sadrzaj proteina). Ustanovljene
su visoko znaajne (P<0.01) razlike u progresivnoj pokretljivosti izmedu sumarnih
uzoraka ejakulata i sperme Cuvane 24h u razredenju 1:2. Progresivna pokretljivost
izmedu sumarnih uzoraka sperme cuvane 24h, 48h 1 72h, u razredenjima 1:2 1 1:4, takode
je bila statisti¢ki visoko znacéajno razlic¢ita (P<0.01).

Tabela 46. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti svih uzoraka razredene
sperme, ukupno za sve uzorke (visok + nizak sadrzaj proteina)*

Ukupno za sve uzorke

24h/1:2 | 72h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:4
2412 | - o o o
Ukupno =opia | = i ox **
ZaSVe [aniL4| o i o
UZOTKe [oohia | w* | * .

1Detaljna statistika analiza je prikazana u prilogu (Tabela 69).
*P<0.05; **P<0.01. nz — nije statisticki znacajno.
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Iz grafikona 16 se jasno vidi da je procentualno smanjenje prosecne vrednosti
progresivne pokretljivosti svih ispitivanih uzoraka razredene sperme, U odnosu na
progresivnu pokretljivost u ejakulatima (koja je uzeta kao 100%), za oko duplo manje
kod uzoraka od ejakulata sa visokim (od -6% do -22%), u odnosu na uzorke od ejakulata
sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (od -13% do -42%). Iz ovog grafikona
se, takode, jasno vidi da progresivna poktretljivost skoro pravilno opada, u odnosu na
progresivnu pokretljivost nativnih ejakulata, zavisno od povecanja stepena razredenja i
vremena ¢uvanja, ali je ovaj pad znatno intenzivniji kod uzoraka od ejakulata sa nizim
sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi.

N Nativna sperma  1:2/24h m 1:2/48h W 1:2/72h 1:4/24h wm1:4/48h W 1:4/72h

100 100 100

100

80

60 -

40 -

20

Progresivna pokretljivost, %

VISOK, 4.3% NIZAK, 2.4% UKUPNO
Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 16. Procentualno smanjenje progresivne pokretljivosti svih uzoraka
razredene sperme, u odnosu na ovu vrednost kod nativne
sperme, koja je uzeta kao referentna vrednost — 100%

Kada se posmatra variranje progresivne pokretljivosti uzoraka razredene sperme, u
odnosu na progresivnu pokretljivost uzoraka ¢uvanih prvih 24h, u razredenju 1:2, takode
se vidi skoro pravilan trend opadanja ove vrednosti, zavisno od produZavanja vremena
cuvanja i povecanja stepena razredenja. Ipak, ovaj pad ima znatno vece vrednosti, kod
uzoraka od ejakulata sa niskim (od -9% do -37%), u poredenju sa uzorcima od ejakulata
sa visokim (od -5% do -17%) sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (Grafikon 17).
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Stepenrazredenja: m1:2/24h = 1:2/48h w1:2/72h  1:4/24h w1:4/48h m1:4/72h
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Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 17. Procentualno smanjenje progresivne pokretljivosti svih uzoraka
razredene sperme, u odnosu na progresivnu pokretljivost uzoraka
sperme razredene 1:2 i ¢uvane 24h, uzete kao 100%.

Prose¢na progresivna pokretljivost samo dobrih uzoraka razredene sperme
(progresivna pokretljivost > 65%), nacinjenih od ejakulata sa visokim i niskim sadrzajem
proteina u spermalnoj plazmi, prikazana je u tabeli 47. Prosec¢na progresivna pokretljivost
dobrih uzoraka razredene sperme, nacinjenih od ejakulata sa visokim sadrZajem proteina,
nije znacajno (P>0.05) opala posle 24h ¢uvanja u razredenju 1:2, u poredenju sa ovom
vrednoS¢u kod ejakulata pre razredenja (82% prema 79%). Ovaj pad je, medutim, bio
statisticki znacajan (P<0.01) kod uzoraka od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina u
spermalnoj plazmi (76% prema 72%).

Prose¢na progresivna pokretljivost uzoraka razredene sperme je bila statisticki vrlo
znacajno (P<0.01) veca kod uzoraka od ejakulata sa visokim sadrzajem proteina (79%,
76% 1 75% uzorci razredeni 1:2 1 ¢uvani 24h, 48h ili 72h; 74%, 73% 1 71% uzorci
razredeni 1:4 1 ¢uvani 24h, 48h ili 72h), u poredenju sa uzorcima od ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina, bez obzira na stepen razredenja i vreme cuvanja (72%, 66% 1 66%
uzorci razredeni 1:2 1 ¢uvani 24h, 48h ili 72h; 67%, 65% 1 66% uzorci razredeni 1:4 1
Cuvani 24h, 48h ili 72h) (Tabela 47).
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Tabela 47. Uticaj sadrZaja proteina u spermalnoj plazmi na progresivnu

pokretljivost dobrih uzoraka nativne i razredene sperme (X £SD)

SadrZaj proteina Ukupno za

Sr V¢ VISOK, 4.3% NIZAK, 2.4% | sve uzorke
(n=96) (n=96) (n=192)
Progresivna pokretljivost uzoraka 82+5,49™ 76+6,29°% 79+SD
nativne sperme, %" (70-90) (65-90) (65-90)
24h 79+5.96™ 72+4.17% 7616.36
(65-90) (60-85) (65-90)
. 76+5.15 66+3.19 72+6.54
Progresivna 52| A (65-85) (65-75) (65-85)
pokretljivost 72h 75+4.40 66+1.93 72+5.85
i (65-80) (60-70) (65-80)
74+4.84" 67+2.72D° 71+5.40
uzoraka gazredene 24h (65-85) (60-75) (65-85)
sperfme, % 14| ash 73+4.36" 65+1.33° 71+5.16
(65-80) (65-70) (65-80)
2oh 71+4.31% 66+1.95° 70+4.58
(65-80) (65-70) (65-80)

Sr — Stepen razredenja; V& — Vreme uvanja. ‘Neposredno pre razredenja. “Prog. pokr. > 65%.
Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar iste kolone, znacajno se razlikuju (*"P<0.01; *YP<0.05).
Vrednosti sa razligitim superskiptima, unutar istog reda, znagajno se razlikuju (“®P<0.01; *’P<0.05).
Test znacajnosti razlika izmedu progresivne pokretljivosti dobrih uzoraka razredene sperme, zavisno
od stepena razredenja i vremena ¢uvanja, za spermu sa visokim i niskim sadrZajem proteina dat je u

tabeli 48, a ukupno za sve uzorke, u tabeli 49. U zagradama: min. i max.vrednosti.
Detaljna statisticka analiza je prikazana u prilogu (Tabela 70).

Unutar grupe dobrih uzoraka razredene sperme, nainjenih od ejakulta sa visokim
sadrzajem proteina, nije ustanovljena znacajna razlika u progresivnoj pokretljivosti
izmedu uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju 1:4 i uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:2 i
1:4 (P<0.01). Unutar grupe uzoraka razredene sperme, nacinjenih od ejakulta sa niskim
sadrzajem proteina, sve kombinacije stepena razredenja i vremena Cuvanja, bile su
statisti¢ki visoko znac¢ajno (P<0.01) ili statisti¢ki znac¢ajno (P<0.05) razlic¢ite (Tabela 48).
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Tabela 48. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti u dobrim uzorcima razredene
sperme, na¢injenih od sperme sa visokim i niskim sadrzajem proteina’

Vreme Visok sadrZaj proteina Nizak sadrZaj proteina
Sadrzaj | ¢uvanjai
proteina stepen 24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4 | 24h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:2 | 72h/1:4
razredenja
. 24h/12 - * * *%x ** *%* ** *%x
VISka . 24h/1:4 * - nz nz nz ** ** **
sadrz_aj 72h/1:2 * - * * nz fall fala fal
proteina
72h/1:4 okl * - - nz okl il okl
. 24h/1:2 - - - - - - il -
;\'a';fz'; 24h/L:4 : - : : o : - :
proteina 72h/1:2 - - - - il okl - -
72h/1:4 - - - - il * * -

lDetaljna statisticka analiza je prikazana u prilogu (Tabela 70).
**P<0.01; * P<0.05; nz — nije statisticki znac¢ajno razlicito.

Statisticki znacajna (P<0.01) razlika u progresivnoj pokretljivosti dobrih uzoraka,
ukupno za uzorke od ejakulata sa visokim i niskim sadrzajem proteina, ustanovljena je
izmedu uzoraka cuvanih 24h u razredenju 1:2 i uzoraka cuvanih 24h u razredenju 1:4,
kao 1 izmedu uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:2 i 1:4. Nisu statisti¢ki znacajne razlike
(P>0.05) izmedu uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju 1:4 i onih ¢uvanih 72h u razredenju
1:2, kao izmedu uzoraka Cuvanih 72h u razredenju 1:4 i uzoraka Cuvanih 72h u
razredenju 1:2 i onih ¢uvanih 24h u razredenju 1:4 (Tabela 49).

Tabela 49. Znacajnost razlika progresivne pokretljivosti dobrih uzoraka razredene
sperme, ukupno za sve uzorke (visok + nizak sadrzaj proteina)

Ukupno za sve uzorke

24h/1:2 | 72h/1:2 | 24h/1:4 | 72h/1:4
K 24h/1:2 - - - -
L;ausf\’go 02| - - -
uzorke 24h/1:4 *x nz - -
72h/1:4 *x nz nz -

1Detaljna statisticka analiza je prikazana u prilogu (Tabela 70).
*P<0.05; **P<0.01. nz — nije statisticki znacajno.

Broj dobrih uzoraka razredene sperme, nacinjenih od ejakulata sa visokim sadrzajem
proteina u spermalnoj plazmi, imao je upadljivo manji trend opadanja, u odnosu na broj
dobrih uzoraka nacinjenih od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj
plazmi. Tako je ovaj broj, kod uzoraka sa visokim sadrzajem proteina, iznosio 100%
posle ¢uvanja u razredenju 1:2, da bi se zadrzao na 72% posle 72 sata Cuvanja u
razredenju 1:2, odnosno na 75% posle cuvanja tokom 24h, 48h 1 72h, u razredenju 1:4.
Medutim, kod uzoraka od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina, broj dobrih uzoraka je
pokazao prilicno ravnomerno opadanje sa vremenom ¢uvanja i povecanjem stepena
razredenja. Tako je, posle 24h Cuvanja, u razredenju 1:2, bilo 77% ovih uzora, dok ih je
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posle 72h, u istom razredenju, bilo skoro dupo manje (37%), a u razredenju 1:4 ih je bilo
samo 25% (Grafikon 18).

120 - Sadriaj proteina: mVisok (4.3%) m Nizak (2.4%)

* Progr. pokret. 2 65%
100
100 - 91

Dobrih uzoraka razredene sperme* (%)

1:2/24h  1:2/48h  1:2/72h  1:4/24h  1:4/48h  1:4/72h

Stepen razredenja i vreme €uvanja uzoraka sperme

Grafikon 18. Broj (%) dobrih uzoraka razredene sperme, 0od ejakulata sa
visokim i niskim sadrZajem proteina, zavisno od stepena
razredenja i vremena ¢uvanja
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Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 19. Procentualno smanjenje progresivne pokretljivosti dobrih uzoraka
razredene sperme, u odnosu na progresivnu pokretljivost dobrih
uzoraka nativne sperme, uzeta kao referentna vrednost — 100%
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U odnosu na progresivnu pokretljivost dobrih ejakulata (100%), postoji znatna i
ujednacena tendencija procentualnog opadanja progresivne pokretljivosti uzoraka
razredene sperme, sa povecanjem stepena razredenja i vremena Cuvanja, kako kod
uzoraka od ejakulata sa visokim (od -4 do -14%), tako i kod uzoraka od ejakulata sa
niskim sadrzajem proteina (od -5% do -21%). Pri tome je ovaj pad uocljivo veéi kod
uzoraka od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (Grafikon 20).

Procentualno opadanje broja dobrih uzoraka razredene sperme, u odnosu na ovu
vrednost kod ejakulata pre razredenja, koja je uzeta kao 100%, uocljivo je vece kod
uzoraka sa niskim, u odnosu na uzorke sa visokim sadrzajem proteina. Naime, broj
dobrih uzoraka sperme sa niskim sadrzajem proteina, ¢uvanih 24h u razredenju 1:2, opao
je za 23%, a posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4, ovaj broj je opao za 75%, u odnosu na
broj dobrih uzoraka neposredno pre razredenja.

N Nativna sperma*  1:2/24h W 1:2/48h W 1:2/72h 1:4/24h W 1:4/48h W 1:4/72h
*Koristeni su samo dobri ejakulati: Prog. Pokret. 2 65%

100 100 100
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NIZAK, 4.2% VISOK, 2.3% UKUPNO

Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 20. Procentualno smanjenje broja (%) dobrih uzoraka razredene sperme,
u odnosu na broj (%) dobrih uzoraka nativne sperme (ejakulata),
uzet kao referentna vrednost — 100%

Medutim, trend opadanja broja dobrih uzoraka sa visokim sadrzajem proteina je
znatno blazi. Tako je broj dobrih uzoraka posle 24h ¢uvanja u razredenju 1:2 bio isti kao i
broj dobrih uzoraka pre razredenja, da bi se smanjio za 28% posle 72h ¢uvanja u ovom
razredenju. Tokom 24h, 48h i 72h Cuvanja u razredenju 1:4, broj dobrih uzoraka je opao
za 25% u odnosu na broj dobrih uzoraka pre razredenja (Grafikon 20).
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Uticaj sadrzaja proteina na citoloSke osobine spermatozoida

U tabaleli 50 je prikazan uticaj razli¢itog sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, na
stepen oStecenja Celijske membrane spermatozoida, hromozoma i akrozoma, posle 72h
cuvanja sperme razredene u odnosu 1:4. Ove vrednosti su odredene metodom protocne
citometrije.

Broj zivih spermatozoida, neposredno po razredenju uzorka nativnog ejakulata, sa
viskoim sadrzajem proteina, iznosio je 78% od ukupnog broja spermatozoida, dok je ova
vrednost bila niza (75%) u uzorcima od ejakulata sa niskim sadrZajem proteina. Ove
vrednosti su bile statisticki znacajno razlic¢ite (P<0.01). Medutim, ove vrednosti su bile
znacajno (P<0.01) nize posle 72h ¢uvanja, kako kod uzoraka iz ejakulata sa visokim
sadrzajem proteina (66%), tako i kod uzorka iz ejakulata sa viskoim sadrzajem proteina
(44%). Znacajno (P<0.01) povecanje (Oh prema 72h) broja spermatozoida sa oSteCenom
¢elijskom membranom (sa 11% na 19%), spermatozoida sa oste¢enim hromozomima (sa
6% na 13%) i ukupnog broja spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom (sa 18% na 29%),
ustanovljeno je kod uzoraka iz ejakulata sa visokim sadrzajem proteina (Tabela 50).

Tabela 50. Status ¢elijske membrane spermatozoida, akrozoma i hromozoma,
u spermi ¢uvanoj tokom 72 sata, u razredenju 1:4 (X £SD)

SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi
Vreme Cuvanja razredene sperme

VISOK (4.1%) NIZAK (2.2%)

oh | 72h oh | 72h
Ukupno ispitanih nerastova 4 4
Ejakultata po nerastu 8 8
Ukupno ispitanih ejakulata 32 32
_ s 78.4" | 66 +6.2°% | 75x4.1"" | 4422.0"
Zivih spermatozoida - ZS (%) (71-90) (46-77) (67-85) (33-58)
opermatozoida sa OSCCEROM | 1149 5% | 1046.2% | 124207 | 2747.0°
E(f/’o )JS Ot Embrane (6-19) | (10-41) | (9-17) | (15-44)
Spermatozoida sa oSte¢enim 6+2.8"° | 13#£5.3°%% | 11x4.8"" | 22+13.4"
@romozomima - SOH (%) (2-12) (4-25) (2-19) (10-84)
f;:g:eifgrzﬁgigﬁi;a Son | 919 | 15624 | 1143.9% | 2146557
%) (5-12) (10-20) (5-21) (12-39)
gs‘:gfg‘li;p:gfg;‘l'gfsa oa | 18%837| 29585 | 23:38~ | 45:9.1°
(%) (12-27) (19-40) (15-30) (29-66)

AB;

°V/rednosti sa razli¢itim superskiptima, unutar istog reda, za isti sadrZaj proteina, zna¢ajno se razlikuju
(*®P<0.01; *P<0.05); *"Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, za razli¢ite sadrzaje proteina i period
¢uvanja Oh, znacajno se razlikuju (*"P<0.01; P<0.05); “'Vrednosti sa razli¢itim superskiptima, za
razligite sadrzaje proteina i period &uvanja Oh, zna¢ajno se razlikuju (“'P<0.01; ¥'P<0.05).
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Znacajno povecanje ovih vrednosti je ustanovljeno i kod uzoraka iz ejakulata sa
niskim sadrzajem proteina, ali je stepen tog povecanja, u odnosu na uzorke iz ejakulata sa
visokim sadrzajem proteina bio veci. Tako je, u odnosu na Oh, posle 72h ¢uvanja, broj
spermatozoida sa oStecenom celijskom membranom povecan sa 12% na 27%,
spermatozoida sa osteCenim hromozomima sa 11 na 22%, dok je ukupnog broja
spermatozoida sa oste¢enim akrozomom povecan sa 23% na 45% (Tabela 50 i Grafikon
21).

U odnosu na vrednosti ustanovljene neposredno posle razredenja, posle 72 sata
¢uvanja na 17°C, vrednosti svih ispitivanih parametara su bile znatno niZe u uzorcima sa
visokim od uzoraka sa niskim sadrzajem proteina (Grafikon 21).
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Nivo proteina u spermalnoj plazmi

Grafikon 21. Procentualno smanjenje/povecanje vrednosti parametara
kvaliteta spermatozoida, posle 72h ¢uvanja, u odnosu

na ove vrednosti neposredno pre razredenja (Oh)
ZS - Zivi spermatozoidi; SOM - spermatozoidi sa ostecenom Celisjkom membranom;
SOH - Spermatozoidi sa oste¢enim hromozomima; ZAO - Zivi spermatozoidi sa ostec¢enim
akrozomom; UAO - Ukupno spermatozoida sa ostecenim akrozomom.

Tako je broj zivih spermatozoida, u uzorcima sa visokim u odnosu na one sa niskim
sadrzajem proteina, bio manji za 26% (-15% prema -41%), broj spermatozoida sa
osteCenom cCelijskom membranom je bio manji za 82% (43% prema 125%), broj
spermatozoida sa oSteCenim hromozomima je bio manji za 44% (56% prema 100%), broj
zivih spermatozoida sa oste¢enim akrozomom je bio manji za 51% (39% prema 90%),
dok je ukupan broj spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom bio manji za 60% (39%
prema 96%) (Grafikon 21).
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5.2.3. TRECI EKSPERIMENT

Uticaj homologne spermalne plazme na progresivnu
pokretljivost razredene sperme

Cilj je bio da se ustanovi da li je moguce povecati fertilizacioni potencijal
spermatozoida iz ejakulata sa niskim sadrZajem proteina, dodavanjem spermalne plazme
izdvojene iz ejakulata sa visokim sadrzajem proteina.

Prosecna progresivna pokretljivost svih ispitivanih uzoraka razredene sperme, sa
visokim sadrzajem proteina (4%) u sopstvenoj spermalnoj plazmi (autologna sperma),
posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4, iznosila je 64%. Medutim, kada je spermatozoidima
izdvojenim iz sperme sa visokim sadrZajem proteina, dodata spermalna plazma drugog
nerasta (tzv. homologna sperma) sa niskim sadrzajem proteina (2%), prosecna
progresivna pokretljivost je opala na 55%. Razlika je bila statisticki znacajna (P<0.01)
(Tabela 50). Ovo smanjenje proseéne progresivne pokretljivosti iznosi 18%, ako se
vrednost progresivne pokretljivosti autologne sperme uzme kao 100% (Grafikon 21).
Obrnuto, prosecna progresivna pokretljivost uzoraka autologne razredene sperme sa
niskom sadrzajem proteina, posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4, iznosila je 52%.

Tabela 51. Progresivna pokretljivost (%) svih uzoraka razredene sperme sa
autolognom i homolognom spermalnom plazmom (X + SD)

Nivo proteina u ejakulatu iz koga
poti¢u spermatozoidi ili spermalna Oznaka Progresivna pokretljivost (%)
plazma gLup_e
S - Spermalna ( rokj Nativna Razredena
permatozoidi | uzorka) 1 2
plazma sperma sperma
o 1 vV 82+4.16™ | 65+5.87°"
Wl VI (2 | (75-90) (50 - 76)
. 3 NN 7626.01"" | 52+12.03%
Nizak Nizak (32) (65 - 85) (40 - 75)
4 4 VN - 55+11.56"
Visok Nizak (32) (30 - 70)
4 4 NV - 65+6.64"
Nizak Visok (32) (50 - 80)

™Neposredno pre razredeivanja; “Posle 72h ¢uvanja na +17°C, u razredenju 1:4.

*Autologna (VV i NN) i “Homologna razredena sperma (VN i NV).

U zagradama su minimalne i maksimalne vrednosti.

Vrednosti sa razli¢itim superskriptima se razlikuju (*®*¥#"¥P<0.01; ®***P<0.05).
AB Unutar istog reda; <" 22 Unutar iste kolone (¥ za odnos VV/VN; ?Y* za odnos NN/NV).
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Grafikon 22. Procentualno povecanje/smanjenje progresivne pokretljivosti
homologne razredene sperme, u odnosu na ovu vrednost kod

autologne razredene sperme
(Autologna sperma je uzeta kao referntna vrednost - 100%)

Kada je, medutim, spermatozoidima iz ove sperme dodata spermalna plazma sa
visokim sadrzajem proteina, njihova prose¢na progresivna pokretljivost se povecala na
65%. Razlika je bila statisticki zna¢ajna (P<0.01) (Tabela 51). Ovo povecanje iznosi 20%
(Grafikon 22).

Broj dobrih uzoraka razredene sperme. Progresivnu pokretljivost >65%, posle 72h
¢uvanja u razredenju 1:4, zadrzalo je 75% uzoraka autologne razredene sperme visokim
sadrzajem proteina. Broj nerstova (3 od 4 ispitivana nerasta) sa ovakvim uzorcima se
znacajno (P<0.01) smanjio na 50% (2 od 4 nerasta), kada je spermatozoidima dodata
homologna spermalna plazma, sa niskim sadrzajem proteina. Odnosno, broj dobrih
uzoraka se smanjio za 25% u odnosu na broj dobrih uzoraka autologne razredene sperme
(Tabela 51).

Sa druge strane, dobri uzorci autologne sperme sa niskim sadrZajem proteina, posle
72h ¢uvanja u razredenju 1:4, ustanovljeni su kod samo jednog od Cetiri ispitivana nerasta
(25%). Medutim, kada je spermatozoidima iz sperme sa niskim sadrzajem proteina,
dodata homologna spermalna plazma sa visokim sadrZajem proteina, broj nerastova sa
dobrim uzorcima homologne sperme se znacajno (P<0.01) povecao na 75% (3 od 4
nerasta). Odnosno, broj nerastova sa dobrim uzorcima homologne razredene sperme se
povecao za 50% u odnosu na broj nerastova sa dobrim uzorcima autologne razredene
sperme (Tabela 52).
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Tabela 52. Broj i progresivna pokretljivost dobrih* uzoraka razredene sperme
sa autolognom i homolognom spermalnom plazmom (X * SD)

Nivo proteina u ejakulatu iz

koga poticu spermatozoidi Dobrih uzoraka Progresivna
ili spermalna plazma pokretljivost*

Spermatozoidi Spermalna | Nerastovi Ispiti_vani % %

plazma n/n uzorci, n/n

Visok” Visok” 3/4 24/32 | 75+0.45" | 67+2.94°
Nizak” Nizak” 1/4 8/32 25+0.43" [ 71+3.20
Visok® Nizak® 2/4 16/32 | 50+0.51° | 66+2.01°
Nizak® Visok® 3/4 24/32 | 7520.45" | 68+4.34"

*Uzorci koji su zadrzali >65% progresivne pokretljivosti, posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4.
YPosle 72h ¢uvanja na +17°C, u razredenju 1:4; ’Autologna i *Homologna razredena sperma.
U zagradama su minimalne i maksimalne vrednosti.
Vrednosti sa razligitim superskriptima se razlikuju (*® *YP<0.01; ® ¥P<0.05).
n/n — broj dobrih uzoraka razredene sperme / ukupan broj ispitanih uzoraka.

Prosecna vrednost progresivne pokretljivosti dobrih uzoraka autologne razredene
sperme nerastova sa visokim i niskim sadrZajem proteina, iznosila je 67% i 71%. Ova
vrednost je iznosila 66% kod uzoraka dobijenim meSanjem spermatozoida iz sperme sa
visokim sadrZzajem proteina i spermalne plazme sa niskim sadrzajem proteina, odnosno
68% kod obrnute kombinacije meSanja. Dobijene razlike izmedu ovih vrednosti nisu bile
statisti¢ki znacajna (P>0.05) (Tabela 52).

5.2.4. CETVRTI EKSPERIMENT

A. Fertilitet krmaca posle intracervikalnog
ili postcervikalnog osemenjavanja

Vrednost praSenja krmaca osemenjenih intracervikalno ili intrauterino,
inseminacionim dozama razli¢itog volumena i broja spermatozoida, prikazana je u tabeli
53.

NajniZa vrednost prasenja (66.7%), postignuta je posle intracervikalne inseminacije,
dozom duplo redukovanog volumena (50 ml) i broja spermatozoida (2x10°%), u poredenju
sa svim ostalim vrednostima (P<0.05).
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Tabela 53. Uticaj metode inseminacije, volumena i broja spermatozoida
u dozi na vrednost prasenja (X x SD)

Parametri inseminacione doze Vrednost prasenja (%)
Volumen (ml) slrp)ggbg?jigz.i I_n trace_rvik_a}lna . Intragteri_r}a
'(n) Inseminacija* Inseminacija**

. 66.7+0.48° 76.7+0.41™

50 (20/30) (23/30)
PR 73.3+0.45% 83.3+0.38"™

(22/30) (25/30)
. 76.7+0.43°™Y 83.3+0.38°"

100 (23/30) (25/30)
PR 83.3+0.38°Y 86.7+0.35°"

(25/30) (26/30)

*Klasi¢na doza = 100 ml sa 4x10° sptz; *Uobicajena doza = 50 ml sa 1 do 2x10° sptz.

"Wrednosti u zagradama = broj oprasenih / broj osemenjenih.

Vrednost sa razli¢itim superskriptima, unutar istog reda, znacajno su razligite (“®P<0.01; *°P<0.05).
Vrednost sa razli¢itim superskriptima, izmedu razli¢itih redova i kolona, znacajno Su razlicite
(“PP<0.01; “UP<0.05).

Vrednost sa razli¢itim superskriptima, u istoj kolone, su znagajno razlicite (*YP<0.01; *¥P<0.05).

Unutar intracervikalne metode, najvisa vrednost prasenja (83.3%) postignuta je posle
inseminacije dozama klasicnog volumena (100 ml) i broja spermatozoida (4><109), a
najniza (66.7%), posle inseminacije dozama duplo redukovanog volumena (50 ml) i broja
spermatozoida (2x10%) (P<0.05). Prose¢ne vrednosti praSenja, posle intracerviklane
inseminacije dozama volumena 100 ml sa 4x10° spermatozoida (83.3%) ili sa 2x10°
(76.7%), kao i dozama duplo redukovanog volumena (50 ml) sa 4x10° spermatozoida
(73.35), nisu se statisticki znacajno razlikovale (P>0.05). Postignute vrednosti prasenja,
posle intrauterine inseminacije, nisu bile medusobno statisticki znacajno razlicite
(P>0.05), a kretale su se izmedu 76.7% posle inseminacije dozama volumena 50 ml sa
2x10° spermatozoida, i 86.7% posle inseminacije dozama volumena 100 ml sa 4x10°
spermatozoida (Tabela 53).

Ako se izvrsi poredenje postignutih vrednosti prasenja izmedu primenjenih metoda
inseminacije, onda se vidi da su ove vrednosti statisticki znac¢ajno (P<0.05) vece posle
intrauterinog osemenjavanja dozama redukovanog volumena (50 ml) sa 2x10° (76.7%) i
sa 4x10° spermatozoida (83.3%), u poredeju sa klasi¢nim, intracervikalnim,
osemenjavanjem dozama istog volumena i broja spermatozoida (66.7% 1 73.3%).
Medutim, vrednost prasenja, posle osemenjavanja dozama volumena 100 ml, sa 2x10° ili

sa 4x10° spermatozoida, nije se znacajno razlikovalo (P>0.05) izmedu intracervikalne
(76.7% i 83.3%) i intrauterine metode (83.3% i 86.7%) (Tabela 53).
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Prosecan broj prasadi po leglu, kod krmaca osemenjenih intracervikalno ili
intrauterino, inseminacionim dozama razli¢itog volumena i broja spermatozoida, prikazan
je u tabeli 54.

Tabela 54. Uticaj metode inseminacije, volumena i broja spermatozoida u dozi
na veli¢inu legla kod prasenja (X + SD)

. Prosecan broj prasadi po leglu
PEEIDET Intracervikalna
inseminacione doze . L Intrauterina inseminacija
inseminacija
Prog. pokr.
Volumen | sptz.udozi | Zivih | mrtvih | ukupno | Zivih | mrtvih | ukupno
(n)
9 9.85 10.35 10.82 11.30
ol 210° | g gpeox | 050 | oqgax | g pghex | 048 | g 7g0x
9 10.27 10.77 10.04 10.48
A<10° | g 7qe0x | 050 1 Laggax | waagy | 044 | 1476
9 10.17 10.70 10.25 11.16
100 i 210° |y gpaex | 052 | Ly geax | ppqqw | 064 | [y g
4x10° 10.16 0.48 10.64 10.31 0.54 10.85
% +4.13%% | V- +4.36™ | +3.86°% | +4.11™

Vrednost sa razli¢itim superskriptima, unutar istog reda, su zna¢ajno razli¢ite (“°P<0.01; *°P<0.05).
Vrednost sa razli¢itim superskriptima, unutar iste kolone, su zna¢ajno razligite (*"P<0.01; *YP<0.05).
Vrednost sa razliitim superskriptima, izmedu metoda inseminacije, su znacajno razlicite (“PP<0.01;
cd

“P<0.05) .

Najmanji proseCan broj zivo rodene prasadi po leglu (9.85), dobijen je posle
intracervikalnog osemenjavanja dozama redukovanog volumena (50 ml) i broja
spermatozoida (2><109). Medutim, ovaj broj zivo rodene prasadi je bio statisticki znacajno
manji (P<0.05) samo od broja zivo rodene prasadi po leglu posle intrauterinog
osemenjavanja dozama duplo redukovanog volumena i broja spermatozoida (10.82) i
klasi¢nim dozama volumena 100 ml sa 4x10° spermatozoida (10.31). Najveéi prosetan
broj zivo rodene prasadi po leglu, ostvaren je posle intrauterinog osemenjavanja dozama
volumena 50 ml sa 2x10° spermatozoida (10.82). Ovaj broj Zivo rodene prasadi po leglu
je bio statisticki znacajno (P<0.05) ve¢i od svih ostalih vrednosti, dobijenih primenom
metode intrauterine inseminacije (10.04, 10.25 i 10.31), kao i od svih vrednosti dobijenih
posle osemenjavanja klasi¢cnom intracervikalnom metodom (9.85, 10.27, 10.17 i 10.16)
(Tabela 54).

I prose¢an broj ukupno rodene prasadi po leglu je bio najveéi (11.30), posle
intrauterinog osemenjavanja. Ova vrednost se znacajno (P<0.05) razlikovala od ostalih
vrednosti dobijenih posle intrauterinog osemenjavanja, kao i od prose¢nog broja ukupno
rodene prasadi posle intracervikalnog osemenjavanja dozama dupo redukovanog
volumena (50 ml) i broja spermatozoida (2x10% (10.35). Ukupan broj rodene prasadi po
leglu, nije se znacajno (P>0.05) razlikovao u zavisnosti od volumena doze i broja
spermatozoida u dozi, kada je primenjena metoda klasi¢nog intracervikalnog
osemenjavanja (10.35, 10.77, 10.70 i 10.64) (Tabela 54).

102



Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disertacija 5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

B. Fertilitet krmaca osemenjenih intracervikalno
sa infuzijom nativne spermalne plazme

Transcervikalna intrauterina infuzija 30 ml spermalne plazme, neposredno pre
aplikacije konvencionalne VO doze, proizvela je vecu vrednost prasenja (97%, 92% i
93%) na sve tri ispitivane farme, u poredenju sa kontrolnim krmacama (84%, 80% i
86%). Razlike ovih vrednosti izmedu tretiranih i kontrolnih krmaca, medutim, nisu bile
statsti¢ki znacajne (P>0.05) (Tabela 55).

Tabela 55. Uticaj infuzije spermalne plazme, na vrednost prasenja kod
intracervikalne inseminacije* (X + SD)

Broi Vrednost Vrednost povadanja (%)
Farma Grupa krmajéa prasenja regularnog® neregularnog®
(%)" a b a b
96.8+0.18° 3.2 100.0
p | Odledna |3l (30/31) ] ] @31 | (1)
Pobeda Kontrolna | 31 83.91+0.37° 9.7 60.0 6.4 40.0
(26/31) (3/31) (3/5) (2/31) | (2/5)
92.5+0.26° 7.5 100.0
g |Odledna | 40 (37/40) ] ] 3/40) | (3/3)
Voganj 80.0+0.35° 15.0 75.0 5.0 25.0

Kontrolna | 40 (32/40) (6/40) (6/8) (2/40) | (2/8)

Ogledna g3 | 9302:027° | 232 33.33 465 | 66.66
C (40/43) (1/43) (1/3) | (2/43) | (2/13)
Temerin 86.05+0.40% 4.65 9.30 66.66
Kontrolna | 43 | 57143y | (2143) | 33330 | (ajaz) | (alg)
93.8£0.24* | 0.88 14.28 528 | 85.72
(107/114) | (1/114) | (U7) | (6/114) | (6/7)
83.33+0.37° | 9.65 57.89 7.01 | 4211
(95/114) | (11/114) | (11/19) | (8/114) | (8/19)

*Spermalna plazma je aplikovana neposredno pre aplikacije inseminacione doze.

Ogledna: 30 ml spermalne plazme* + VO doza (80 ml / 4x10°); Kontrolna: VO doza (80 ml / 4x10°).
'U zagradama: broj opragenih /broj osemenjenih krmaca.

Vrednost sa razli¢itim superskriptima, u istoj koloni i za istu farmu, su znagajno razlicite (*®*P<0.01;
®p<0.05); %Interval VO-povadanje = < 24 dana i 36 do 48 dana; *Interval VO-povadanje = 25 do 35
dana i > 49 dana; a - od broja osemenjenih krmaca; b - od broja povadalih krmaca.

Ogledna 114

Ukupno
Kontrolna 114
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Posmatrajuci ukupan broj tretiranih (n=114) i kontrolnih (n=114) krmaca, pokazalo
se da je postignuta vrednost prasenja, posle tretman krmaca infuzijom spermalne plazme
(94%), bila statisti¢ki znacajno (P<0.05) veca, u poredenju sa kontrolnim, netretiranim
krmacama (83%).

Neregularnih povadanja, koja ukazuju da je gravidnost bila uspostavljena, ali je
prekinuta zbog nekog razloga infektivne ili neinfektivne etiologije, 5.3% od osemenjenih
tretiranih 1 7% od osemenjenih kontrolnih krmaca. Ovo znaci da se vrednost uspesne
koncepcije povecava na 99% kod krmaca tretiranih infuzijom spermalne plazme in a 90%
kod kontrolnih krmaca (Grafikon 23).

120 ' moprageno mNeregularno povada  mUspesna koncepcija
100 - 93,8 5D
90,3
83,3

80 -
o
o

60 -

40 -

20 -

53 7.0 8,74
O | T T T T . 1
TRETMAN KONTROLA RAZLIKA

Grafikon 23. Vrednost uspesne koncepcije kod krmaca tretiranih
spermalnom plazmom i kod kontrolnih krmaca

Prosecan broj Zivo rodene prasadi po leglu, bio je visoko znacajno (P<0.01) veéi kod
krmaca tretiranih infuzijom spermalne plazme, na farmama A i B (12.5 i 12.2 prasadi) i
signifikantno veé¢i (P<0.05) na farmi C (12.2 prasadi), u poredenju sa kontrolnim
krmacama (10.2 i 10.5 prasadi na farmama A i B, a 10.6 prasadi na farmi C). | ukupno,
na sve tri farme, broj Zivo rodene prasadi je bio visoko znaéajno (P<0.01) ve¢i kod
krmaca tretiranih infuzijom spermalne plazme (12.3 prasadi), od broja Zivo rodene
prasadi po leglu (10.5 prasadi) kod kontrolnih krmaca (Tabela 56).
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Tabela 56. Uticaj infuzije spermalne plazme, na veli¢inu legla kod prasenja (X = SD)

Opraseno Prosecan broj prasadi po leglu

Farma Grupa krmaca . .
™) zivih mrtvih ukupno
A Ogledna 30 12.50+1.33" 0.73° 13.20
Pobeda | Kontrolna 27 10.23+0.71° | 0.61° 10.84
B Ogledna 37 12.19+3.22" 0.70° 12.89
Voganj | Kontrolna 32 10.53+1.64° | 0.94° 11.47
C Ogledna 40 12.17+2.37° 0.70° 12.87
Temerin | Kontrolna 37 10.62+1.95" 0.94% 11.56
larie Ogledna 107 12,27+2.49" | 0.71° 12.98
Kontrolna 96 10.48+1.56" 0.85° 11.33

Vrednost sa razli¢itim superskriptima, u istoj koloni, su zna¢ajno razliite
(ABXYP<0.01; ***¥P<0.05); “B*" Unutar iste farme; *Y™*Y Izmedu farmi.

Broj mrtvo rodene prasadi se kretao od 0.61 do 0.94 i nije bio znacajno (P>0.05)
razli¢it kod tretiranih 1 kontrolnih krmaca, kako unutar, tako i1 izmedu ispitivanih farmi,
kao 1 izmedu ukupnog broja tretiranih i kontrolnih krmaca (Tabela 56).
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CITOMORFOLOSKE ANOMALIJE SPERMATOZOIDA,

POSLE CUVANJA 72 SATA U RAZREPENJU 1 : 4
(Originalne fotografije)

A. MORFOLOSKE ANOMALIJE

Slika 9. Normalni spermatozoidi nerasta  Slika 10. Zivi i mrtvi (crvena glava) spermat.

Slika 11. Proksimalna (A) i distalna (B) Slika 12. Prelomljen rep i oSteéen
citoplasmatska kap akrozom (strelica)
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Slika 13. Uvrnut rep spermatozoida Slika 14. Glave bez repa spermatozoida

Slika 15. Odvojena glava od repa Slika 16. Dezintegracija membrane (A)
i mala glava spermatozoida (B)

Slika 17. Mala (loptasta) glava (strelica) Slika 18. Spermatozoid sa dve glave
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B. CITOLOSKE ANOMALIJE

Slika 19. Dezintegracija akrozoma (strelica)

Slika 21. Odvojen akrozom (A)i
normalni spermat. (B)

Slika 22. Oste¢en akrozom (strelica)
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6. DISKUSIJA

Potrosnja svinjskog mesa u svetu zauzima prvo mesto, sa 37% od ukupne potrosnje
mesa ostalih vrsta domacih zivotinja. Tako, McGlone (2013) navodi podatke FAO da je,
u 2012. godini, potrosnja svinjskog mesa iznosila 110 miliona metrickih tona (mmt),
ispred potrosnje pileceg (104 mmt), govedeg (67 mmt) i ovéijeg (14 mmt) mesa. Neke
analize pokazuju da proizvodnja svinjskog mesa, u 2014. godini, moze dosti¢i 115.5 mmt
(FAO, 2014). Pre svega, zbog sve intenzivnijeg povecanja broja ljudi u svetskoj
populaciji, rast proizvodnje svinjskog mesa ¢e se nastaviti i, prema nekim analizama,
pretpostavlja se da ¢e biti udvostru¢ena za slede¢ih 30 do 50 godina (McGlone, 2013).

Danas je opste prihva¢eno misljenje da se znacajno povecanje proizvodnje svinjskog
mesa, pre svega, moze posti¢i intenzivnim genetskim poboljSanjem ekonomski vaznih
produktivnih osobina svinja, kao Sto su veci dnevni prirast, povecana efikasnost
konverzije hrane, tj. smanjenje potrebne koli¢ine hrane za kilogram prirasta, povecanje
parametara reproduktivne efikasnosti nerastova i krmaca, kao i povecana otpornost
zivotinja na razliite stresogene i zarazne bolesti (See, 2002; Pierzchata i sar., 2006;
Maes i sar., 2008; Shirali, 2014). Za postizanje ovog cilja, nezaobilaznu i veoma vaznu
ulogu ima visok stepen reproduktivnog iskoriStavanja genetski superiornih nerastova, kao
1 postizanje visokih vrednosti fertiliteta (% praSenja i broj Zivo rodene i zaluCene prasadi
po leglu) vestacki osemenjenih krmaca (Smital, 2009; Stanci¢ i Dragin, 2011; Heise,
2012; Khalifa i1 sar., 2014). U ovom pogledu je vazno ista¢i da nerastovi imaju
mnogostruko veéi uticaj na genetsko unapredenje zapata od krmaca (Robinson and Bubhr,
2005; Smital, 2009). Naime, u tehnologiji konvencionalnog (intracervikalnog) vestackog
osemenjavanja (VO), sa prose¢no 1200 inseminacionih doza od jednog nerasta, godisnje
se moze osemeniti oko 240 krmaca, odnosno dobiti 2400 do 2900 zZivo rodene prasadi sa
novim genetskim osobinama. Dok se, od jedne krmace, godiSnje moze dobiti 20 do 25
zivo rodene prasadi (Gerrits i sar., 2005, Stancic¢ i sar., 2006; Maes i sar., 2011; Radovié
i sar., 2011; Broekhuijse i sar., 2012, Maleti¢, 2012). Medutim, u savremenoj intenzivnoj
proizvodnji svinja, sve se CeSce istice problem nedovoljno brzog dobijanja potrebnog
broja jedinki sa novim (poboljSanim) ekonomski i zootehnoloski vaznim produktivnim
osobinama. Kao osnovni razlozi se isticu: (a) nedovoljna efikasnost reproduktivnog
iskoriStavanja genetski superiornih nerastova (Singleton, 2001; Stanci¢ i sar. 2009;
Khalifa i sar., 2014) i (b) sve ¢eSca pojava nize vrednosti fertiliteta veStacki, u odnosu na
prirodno osemenjene krmace (Spronk i sar., 1997; Stanci¢, 2000; Gadea, 2003, Zvekic,
2003; Alm i sar., 2006).

Nedovoljna efikasnost reproduktivnog iskorisStavanja genetski superiornih nerastova
je, pre svega, posledica malog broja proizvedenih inseminacionih doza po nerastu
godiSnje. Naime, u klasi¢noj tehnologiji intracervikalnog VO, koja se koristi u 99%
slu¢ajeva intenzivne proizvodnje razvijenih zemalja, od jednog ejakulata se, dobija 21 do
23 inseminacione doze, odnosno oko 1200 doza po nerastu godisnje (Singleton, 2001;
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Almin i sar., 2006). Ovim brojem doza se, godiSnje, moze osemeniti oko 240 krmaca i
dobiti oko 2400-2900 Zivo rodene prasadi. To ne obezbeduje dovoljan broj potomaka sa
novim ili poboljSanim genetskim osobinama, odnosno ne obezbeduje dovoljno brz
genetski napredak u povecanju proizvodnje svinjskog mesa (See, 2012; McGlone, 2013;
Shirali, 2014). Sa druge strane, niza vrednost parametera fertiliteta (% praSenja i
prosecan broj zivo rodene prasadi u leglu), takode znac¢ajno smanjuju broj proizvedenih
potomaka sa novim ili poboljSanim produktivnim osobinama. Broj inseminacionih doza
po ejakulatu, direktno je ograni¢en parametrima ejakulata (volumen, koncentracija
spermatozoida u 1ml ejakulata, te broj progresivno pokretnih i morfoloski normalnih
spermatozoida), sa jedne i parametrima VO doze (volumen i broj progresivno pokretnih
spermatozoida), sa druge strane (Stanci¢, 2006). U savremenoj konvencionalnoj
tehnologiji intracervikalnog VO, koriste se doze te¢ne razredene sperme, volumena 80 ml
do 100 ml, sa 3x10° do 6x10° spermatozoida (prose¢no 4x10°) (Rutten i sar., 2000;
Singleton, 2001; Almin i sar., 2006,;Stancié i sar., 2009; Maes i sar., 2011; Heise, 2012).

Povecanje broja inseminacionih doza istog volumena i broja spermatozoida, zahteva
znacajnije povecanje stepena razredenja ejakulata (tj. dodavanje vece koliCine
rezredivaca u nativnu spermu). Prekomerno razredenje ejakulata ima za posledicu
znacajno smanjenje fertilizacionog kapaciteta inseminacione doze (Waberski i sar., 1994;
Rozeboom, 2000; Kommisurd i sar., 2002; Stancié¢ i sar. 2003b; Stanci¢ i sar., 2011,
Stanci¢ i sar., 2012), odnosno smanjen fertilitet krmaca osemenjenih takvim dozama
(Spronk i sar., 1997, Stancié¢, 2000; Gadea, 2003, Zveki¢, 2003, Alm i sar., 2006). Veliki
broj istrazivanja ukazuje na Cinjenicu da spermalna plazma (naro¢ito njeni proteini) ima
znacajan uticaj na stepen progresivne pokretljivosti spermatozoida i odrzavanje njihove
oplodne sposobnosti in vivo i in vitro (Waberski i sar., 1994, Stancié, 2002; Kommisrud i
sar., 2002; Wolf i Smital, 2009; Nasrini Calogero, 2012). Osim toga, spermalna plazma
ima vaznu ulogu u regulaciji i stimulaciji fizioloSkih funkcija Zenskog polnog trakta,
vaznih za normalan transport, prezivljavanje i funkciju spermatozoida in utero, kao i za
uspesnu oplodnju i rani embrionalni razvoj (Stancié, 2005, Stancié, 2006, Muirio-Blanco
i sar., 2008; Rodriguez-Martinez i sar., 2011; Lopez Rodriguez, 2012; Nasrini Stelletta,
2012).

U vezi sa navedenim c¢injenicama, osnovni cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj
disertaciji je bio da se ustanovi: (1) da li i u kojoj meri, sadrZaj proteina u spermalnoj
plazmi ima uticaja na kvalitet nativne sperme i odrzavanje zadovoljavajuceg stepena
progresivne pokretljivosti spermatozoida u razredenoj spermi, kao i (2) da li aplikacija
spermalne palzme, neposredno pre aplikacije VO doze, kod konvencionalne
(intracervikalne) insemianacije, moze povecati fertilitet osemenjenih krmaca.

A. Reproduktivna performansa nerastova i
krmaca u nasSim proizvodnim uslovima

Primenom konvencionalne tehnologije vestackog osemenjavanja, spermom jednog
nerasta se, godiSnje, mogu uneti novi geni kod prosecno 2500 prasadi. Zbog toga je
stepen efikasnosti reproduktivnog iskoriStavanja genetski superiornih nerastova, od
primarnog uticaja na genetsko unapredenje produktivnih osobina svinja u nekom zapatu
(Robinson and Buhr, 2005; Smital, 2009). Osnovni parametri, kojima se meri stepen
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reproduktivnog iskoriStavanja nerasta su: frekvencija uzimanja sperme nedeljno, broj
inseminacionih doza po ejakulatu, odnosno po nerastu godiSnje, starost nerasta na
pocetku reproduktivnog iskoriStavanja i period reproduktivnog iskoriStavanja. Sa
stanoviSta upotrebe nerasta u priplodnom zapatu krmaca, osnovne mere njegove
reproduktivne performanse su broj osemenjenih krmaca, broj oprasenih od broja
osemenjenih krmaca, kao i broj proizvedene zivo rodene prasadi godiSnje i za ceo period
reproduktivnog iskoriStavanja (Singleton i Flowers, 2001; Stancié, 2006).

Zbog toga su istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji, obuhvatila i analizu
reproduktivnog iskoriStavanja nerastova, Koji se koriste za vestatko osemenjavanje na tri
reprezentativne farme intenzivne proizvodnje svinja u AP Vojvodini. Ukupno je ispitano
28 nerastova (po 9 na dve farme i 10 na jednoj farmi), od kojih je sperma uzimana
kontinuirano, tokom jedne kalendarske godine. Sumarnim pregledom podataka za sve tri
farme, pokazalo se da je sperma uzimana jednom nedeljno, odnosno prose¢no svakih 7.2
dana. Dobijeno je prosecno 50.3 ejakulata po nerastu godi$nje. Volumen ejakulata je
prosec¢no iznosio 287 ml (od 116 ml do 629 ml). Progresivna pokretljivost se kretala
izmedu 60% i 90% (prose¢no 77%). Formirano je prose¢no 12 VO doza po ejakulatu, sa
vrlo Sirokim variranjem od 4 do 32 VO doze. Po nerastu je godisnje, dobijeno prose¢no
611 VO doza, sa dosta Sirokim variranjem, izmedu 416 i 1019 VO doza. Prosecan stepen
razredenja ejakulata je iznosio 1:3.5, sa vrlo velikim variranjem od 1:1 do 1:9. Prose¢no
je bilo 35.4% ejakulata, koji su razredeni u odnosu >1:4 (Tabela 24). Znacajno je istaci
da, na ispitivanim farmama, nema podataka o koncentraciji spermatozoida u 1 ml
ejakulata, o ukupnom broju spermatozoida u ejakulatu, kao ni o broju mrtvih i morfoloski
abnormalnih spermatozoida u ejakulatu. Zbog toga, nije poznat ni broj spermatozoida u
pojedinim inseminacionim dozama. Prose¢an volumen ejakulata (287 ml) i prose¢na
progresivna pokretljivost (77%), su sli¢ni vrednostima koji su dobili i drugi autori kod
nas i u drugim drzavama: 256 ml i 77% (Katani¢, 2004), 280 ml i 75% (Smital, 2009),
278 ml i 84% (Stancic¢ i sar., 2011), 253 ml i 78% (Stanci¢ i sar., 2012), 265 ml i 77%
(Stancié¢ i sar., 2013), 260 ml i 76% (Wolf i Smital, 2014). Prose¢na frekvencija uzimanja
sperme na ispitivanim farmama (7.2 dan ili jednom nedeljno), kao i prosean broj
ejakulata po nerastu godisnje (50.3), vrlo su sli¢ni, prakti¢no isti, kao i oni u drugim
drzavama (1 do 1,2 puta nedeljno) (Rutten i sar., 2000; Singleton, 2001;Wolf i Smital,
2009; Lopez Rodriguez, 2012; PIC Sires, 2013). Medutim, prosecan broj formiranih doza
po ejakulatu (12 doza), kao i prosecan broj VO doza po nerastu godi$nje (611 doza), na
tri naSe ispitivane farme, prakti¢no je upola manji od ovih vrednosti, koje se dobijaju u
drugim drzavama sa razvijenom industrijskom proizvodnjom svinja. Tako, na primer,
Singleton (2001) navodi da se u evropskim zemljama, od jednog ejakulata dobija
prosecno 21 inseminaciona doza, odnosno 1200 doza po nerastu godis$nje. Pri tome, jedna
inseminaciona doza je volumena 80 ml razredene sperme, sa prosecno 3x10°
spermatozoida. Ruten i sar. (2000) su ispitivali 1646 nerastova, na nekoliko farmi u SAD
I ustanovili da se, od jednog ejakulata, prose¢no dobija 27 inseminacionih doza, ili 1404
doze godidnje po nerastu. Doze su bile volumena 80 ml, sa prose¢no 3x10° fertilnih
spermatozoida po dozi. Sli¢cne vrednosti ovih parametara navode i drugi autori (Wolf i
Smital, 2009; Frunza i sar., 2008; Heise, 2012; Khalifa i sar., 2014).

Istrazivanja koja su, u nasoj zemlji, izveli Stanci¢ i sar. (2009), pokazuju da se na
nasim farmama proizvodi prose¢no 11 VO doza (izmedu 8 i 13), sa pretpostvakom da se
u svakoj dozi nalazi prosecno 5x10° progresivno pokretnih spermatozoida. Ovi autori
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navode da bi se redukcijom broja spermatozoida u dozi na 4x10° broj doza mogao
povecati na 14, dok bi se broj doza mogao povecati na 28, ako bi se broj spermatozoida u
dozi smanjio na 2x10°. Do sli¢nih rezultata su, u Kkasnijim istraZivanjima na
vojvodanskim farmama, dosli Stancic¢ i sar. (2011), Stancié¢ i sar. (2012) | Stancié¢ i sar.
(2013). Ova redukacija broja spermatozoida u dozi je moguca, jer se pokazalo da, u
tehnologiji klasi¢nog intracervikalnog VO, smanjivanje broja spermatozoida u dozi, do
2x10°, nema uticaja na smanjenje fertiliteta krmaca, osemenjenih takvim dozama (Garcia
i sar., 2007, Stancic i sar., 2010).

Prema rezultatima kontrole produktivnosti 34.001 umaticenih krmaca i 461
umaticena nerasta, koju je izvela Glavna odgajivacka organizacija za AP Vojvodinu, u
2013 godini, prosecan broj zivo rodene prasadi po leglu je iznosio 10.83, a mrtvo rodene
0.85. Po leglu je prose¢no zaluCeno 9.33 prasadi (Tabela 25). Ista odgajivacka
organizacija je izvrSila i bioloski test ukupno 8.726 legala, sa 101.530 prasadi, poreklom
od 97 nerastova. Pokazalo se da u leglima 26 nerastova (26.8% od ukupno testiranih),
ima prasadi sa anomalijama, kao Sto su: laka prasad (23.2%), avitalna prasad (66.6%),
raskrecena prasad (5.6%) 1 ostale anomalije (4.6%) (Tabela 26).

Osnovni parametri reproduktivne performanse krmaca, u 2013. godini, prikazani su
na osnovu izvestaja o kontroli produktivnosti Glavne odgajivacke organizacije za AP
Vojvodinu, kao i na osnovu baze reproduktivnih podataka sa ispitivanih farmi.

Prosec€an broj prasenja po krmaci, u periodu reproduktivnog iskoristavanja, iznosio je
3.6 (0d 3.1 do 4.4). Prosecan godisnji indeks prasenja (prosec¢an broj prasSenja po krmaci
godisnje), iznosio je 2.12 (od 1.8 do 2.3). Prosecna vrednost prasenja (broj oprasenih od
broja osemenjenih krmaca), kretala se izmedu 72% 1 82% (prose¢no 78.9%). Prosecan
broj zivo rodene prasadi po leglu je iznosio 11.95 (od 9.59 do 14.86), mrtvo rodene
prasadi je prosec¢no bilo 0.84 (od 0.54 do 1.25), a ukupan broj prasadi u leglu kod rodenja
se kretao izmedu 9.99 i 15.85 (prose¢no 12.79). Prosecno je, po leglu, zalu¢eno 9.74
prasadi (od 8.76 do 11.68). Za svih 34001 kontrolisanih krmac¢a (51 umati¢ena farma)
prosecan broj zivo rodene prasadi je bio nesto nizi i iznosio je 10.83, dok je prosecno, po
leglu, zaluCeno 9.33 prasadi (Tabela 27). Kontrola produktivnosti ukupno 13607
nerastovskih majki, za period od 2005. do 2013. godine, pokazuje da je prosecan broj
zivo rodene prasadi po leglu iznosio 11.21, dok je, po leglu, prose¢no zaluceno 9.63
prasadi. Nesto veéi prosecan broj zivo rodene i zaluene prasadi po leglu, ustanovljen je
2009., 2010. i 2012. godine (Tabela 28).

Reproduktivna efikasnost krmaca je vazan faktor, koji direktno utice na intenzitet
proizvodnje svinjskog mesa (Stanci¢, 2005; Varley, 2012). Broj zaluéene prasadi po
krmaci godisnje je osnovni parametar, kojim se meri reproduktivna efikasnost krmaca u
jednom zapatu (Wilson i Dewey, 1994; Stancié, 1994; Koketsu, 2005; Stancié, 2005,
Tanaka i Koketsu, 2007). Trajanje jednog reproduktivnog ciklusa (tj. meduprasidbenog
intervala), paritetna struktura zapata, trajanje perioda reproduktivnog iskoriStavanja
krmaca (broj prasenja po krmaci), prosec¢an broj zivo rodene prasadi i stepen mortaliteta
prasadi tokom laktacionog perioda, predstavljaju osnovne faktore koji uti¢u na broj
zalucene prasadi po krmaci godisnje (Koketsu, 2005; Stanci¢, 2005; Tanaka i Koketsu,
2007). Meduprasidbeni interval je odreden trajanjem gestacije, laktacije i intervala od
zaluCenja do fertilnog estrusa. Kako je gestacija bioloska konstanta, a trajanje laktacije
se, u praksi, moze vrlo ograni¢eno menjati, to trajanje meduprasidbenog intervala moze
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biti znacajno modifikovano variranjem trajanja intervala od zalu€enja do prvog, odnosno
fertilnog estrusa (Stancic¢ i sar., 2000, Timotijevié, 2001, Stancié, 2005, Koketsu, 2005).
Vecina istrazivanja jasno pokazuje da krmace sa kratkim intervalom zalucenje - estrus
(do 7 dana), imaju vecu vrednost (%) prasenja, tj. uspeSnog osemenjavanja u prvom
postlaktacijskom estrusu (80% do 90%), kao i da radaju veci broj zivo rodene prasadi po
leglu (11 do 13), u odnosu na krmace kod kojih je ovaj interval prolongiran (vrednost
prasenja 60% do 77%, a broj zZivo rodene prasadi po leglu 8,5 do 10,5) (Le Cozler i sar.,
1997: Stancié, 1997a; Stancié, 1997b; Borchart Netto, 1998; Jotanovié, 2000, Standié i
sar., 2000; Timotijevi¢ i sar., 2003). Zbog toga se, na trajanje jednog reproduktivnog
ciklusa, moze znacajnije uticati biotehnoloskim 1 veterinarsko medicinskim merama, koje
mogu skratiti interval od zalucenja do prvog estrusa (IZE), odnosno do fertilnog estrusa
(Stanci¢ i sar., 2000; Timotijevi¢, 2001; Stanci¢, 2005; Koketsu, 2005). Poznato je,
naime, da na trajanje IZE utice nekoliko paragenetskih faktora, koji se, manje ili vise
uspesno, mogu kontrolisati u prakti¢noj proizvodnji. Vazniji medu ovim faktorima su:
paritet prasenja (Timotijevi¢ i sar., 2003), ishrana krmaca, posebno tokom laktacije, i
trajanje laktacije (Tubbs, 1990), godiSnja sezona (Stanci¢ i sar., 2010), uslovi smeStaja
krmac¢a (Hemsworth, 1982), tretman egzogenim hormonima (Stanci¢ i sar., 2010) i
infektivne bolesti, posebno uterusa i vimena, (Hogg i Levis, 1997; Waller i sar., 2002;
Stanci¢ i sar., 2010; Stanci¢ i sar., 2011). Neka istrazivanja pokazuju da postoji
mogucnost genetske predispozicije krmaca za trajanje intervala zaluCenje — estrus
(Hoshino i Koketsu, 2008). Trajanje intervala od zaluCenja do fertilnog estrusa je zbir
prosec¢nog trajanja IZE i prose¢nog trajanja intervala od osemenjavanja do povadanja, t;.
reuspostavljanja estrusa posle neuspesne inseminacije (Stancié, 2008). NeuspeSna
inseminacija je, u praksi, naj¢eS¢e, posledica greske u tehnologiji inseminacije ili
intrauterinog (embrionalnog ili fetalnog) mortaliteta, koji je, u oko 80% slucajeva,
infektivne etiologije (Floss i Tubbs, 1993; Vanroose i sar., 2000; Gagrcin i sar., 2003;
Stancic i sar., 2004; Stancié¢, 2006; Maes i sar., 2008; Stancic i sar., 2010, Stanci¢ i sar.,
2011).

Slede¢i od faktora, koji znacajno uti¢e na nivo produkcije prasadi je vrednost (%)
prasenja (Koketsu, 2005; Stanci¢, 2005). Ova vrednost treba da se krece izmedu 85% i
90%, u zapatima visoke reproduktivne efikasnosti (Lopez i Milling, 2008; Yuong i sar.,
2010). U poslednjih dve do tri decenije, zapaZa se stalna tendencija opadanja vrednosti
praSenja u svetu (Spronk i sar., 1997; Gadea, 2003; Alm i sar., 2006; Lépez i Milling,
2008) i kod nas (Stancié, 2000; Zvekié¢, 2003, Stancié i sar., 2010, Stancié¢ i sar., 2011,
Maleti¢, 2012). Naime, na vojvodanskim farma, 80-ih godina proslog veka, vrednost
prasenja se kretala izmedu 85% i 95% (Zaja, 1989; Sijacic i sar., 1981; Miskovié i sar.,
1981). Medutim, istrazivanja, koje su izveli Stanci¢ i sar. (2011), na nekoliko vecih
vojvodanskih farmi, prose¢na vrednost prasenja je iznosila 77% (65% kod prvopraskinja,
a 74% do 78% kod krmaca visih pariteta prasenja). Do sli¢nih rezultata je doSao i Maleti¢
(2012), na ve¢im farmama u Srbiji, BiH i Hrvatskoj, gde se vrednost praSenja kretala
izmedu 73% 1 80%.

Broj Zivo rodene prasadi u leglu zavisi od ovulacione vrednosti u fertilnom estrusu,
broja oplodenih od broja ovuliranih oocita, Stepena intrauterinog (prenatalnog)
prezivljavanje embriona i fetusa, kao i od vrednosti mortaliteta plodova tokom procesa
prasenja (Stancic¢ i sar., 2004; Stanci¢, 2005; Trujillo-Ortega i sar., 2007). Broj Zivo
rodene prasadi u leglu, kod savremenih belih rasa svinja, varira izmedu 8.5 i preko 12
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prasadi, zavisno od brojnih genetskih i paragenetskih faktora (Todd, 2000; Tummaruk i
sar., 2000; Stanci¢ i sar., 2002; Gagrcin i sar., 2002; Radovi¢ i sar., 2003; Radovic i
sar., 2006, Kovicin i sar., 2006, Kovicin i sar., 2008, Smith i sar., 2008; Radovi¢ i sar.,
2010, Stancic¢ i sar., 2011; Radovi¢ i sar., 2011). Prosecan broj zivo rodene prasadi u
razvijenim zemljama EU, je znatno veéi: 12.7 (Danska), 12.5 (Francuska), 12.1
(Svedska), 11.9 (Holandija) i 11.2 (Irska) (Pigsys, 2006), od onog koji smo ustanovili u
naSem istrazivanju (10.8). Rezultate sli¢ne nasima, nalazi i Maleti¢, (2012). Ovaj autor je,
analizom podataka iz viSe farmi u BiH, Srbiji i Hrvatskoj, ustanovio da se prose¢an broj
zivo rodene prasadi po leglu krece izmedu 9.4 do 10.6, zavisno od farme i godine
istraZzivanja. Broj zalu¢ene prasadi po leglu, predstavlja razliku izmedu broja Zivo rodene
i uginule prasadi tokom laktacije. | ovaj broj prasadi je nizi kod nas, i krece se izmedu 8.0
i 9.8 (Maleti¢, 2012), nego u razvijenim zemljama, gde se kre¢e izmedu 10 i 10.5
(Koketsu, 2007). Mortalitet prasadi tokom laktacije se kre¢e izmedu 10% i 15% i uzrok je
vrlo znacajnih ekonomskih gubitaka u intenzivnoj proizvodnji svinja, jer se dogada kod
preko 60% legala (KilBride i sar., 2012). Najveci broj prasadi ugine zbog ugnjecenja,
zatim zbog izgladnjivanja, diareje i drugih razloga (Hong i sar., 2006; McManus, 2011;
KilBridge i sar., 2012, Api¢, 2014).

Istrazivanja u ovom radu, kao i rezultati drugih naSih autora, pokazuju da su osnovni
parametri fertilita krmaca (% prasenja i broj zivo rodene prasadi po leglu), u nasoj
intenzivnoj proizvodnji svinja, nizi za 10% do 20%, u poredenju sa razvijenim evropskim
zemljama i SAD. Razlozi za ovo su brojni, ali bi jedan od vaznijih mogao biti
neadekvatna tehnologija vestaCkog osemenjavanja. Naime, istrazivanja koja smo izveli u
ovoj disertaciji, kao i istrazivanja koja su izveli Stanci¢ i sar. (2012), na primer, pokazuju
da se na farmama ne vrsi brojanje spermatozoida u svakom ejakulatu, niti odredivanje
broja mrtvih i morfoloSki abnormalnih spermatozoida. Na taj nacin, formiraju se doze sa
nepoznatim brojem progresivno pokretnih spermatozoida, a stepen razredenja ejakulata
se odreduje na osnovu broja potrebnih doza od datog nerasta toga dana. To ima za
posledicu da se osemenjavanje, Cesto, vrSi dozama niskog fertilizacionog potencijala. U
prilog ovoj pretpostavci ide i ¢injenica da istrazivanje u ovoj disertaciji, pokazuje da je na
tri ispitivane farme, 35% inseminacionih doza bilo formirano od ejakulata razli¢itog
volumena, ali razredenih u odnosu 1:4 i vise (Tabela 24). Sasvim je moguce da je, medu
ovim dozama, bilo i onih koje su sadrzavale manje od 2x10° progresivno pokretnih
spermatozoida. Poznato je da upotreba takvih doze znaCajno smanjuje fertilitet
osemenjenih krmaca (Garcia i sar., 2007, Stanci¢ i sar., 2010). Osim toga, poznata je i
¢injenica da prekomerno razredenje ejakulata, takode, smanjuje fertilizacioni potencijal
spermatozoida u tako formiranim dozama (Rozeboom, 2000, Stanci¢ i sar., 2011). |,
konacno, istrazivanja koja su izveli Weitze, (1990b), u zemljama EU, i Stanci¢ i sar.
(2003b), u naSoj zemlji, pokazuju da ejakulati svega 20% nerastova dobro toleriSu
razredenje 1:4 i viSe, kao i Suvanje tako dobijenih doza do 72h na temperaturi +17°C. S
tim u vezi, iako se, na naSim farmama, pravi prose¢no duplo manji broj inseminacionih
doza po ejakulatu (12 doza), u poredenju sa prosecno 21 dozom po ejakulatu u razvijenim
evropskim zemljama, to ne znaci da su nase VO doze veceg fertilizacionog potencijala,
nego, izgleda, obrnuto. Zbog ¢ega je fertilitet krmaca u razvijenim zemljama veéi nego
kod nas, kada je broj inseminacionih doza po ejakulatu skoro duplo veéi nego kod nas?
Prvo, u ovim zemljama je volumen doze te¢ne razredene sperme 80 ml, a kod nas 100 ml.
Drugo, u evropskim zemljama se, u jednoj dozi nalazi 3x10° do 4x10° progresivno
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pokretnih (fertilizaciono sposobnih) spermatozoida. I, trece, koncentracija spermatozoida
u jednom mililitru ejakulata i ukupan broj spermatozoida u ejakulatu su znatno veci kod
nerastova u razvijenim evropskim zemljama: 352x10° i 98x10° (Smital, 2009), odnosno
396x10° i 103x10° (Wolf i Smital, 2014), u odnosu na ove vrednosti kod nasih nerastova,
koje se kre¢u izmedu 204x10° i 52x10° (Katani¢, 2004) i 254x10° i 64x10° (Stancic i
sar., 2012) (Tabela 1). Zbog ovih razloga je moguée napraviti veéi broj doza, sa manjim
stepenom razredenja ejakulata. Konacno, u razvijenim evropskim zemljama se odreduju
svi osnovni parametri fertilizacionog kapaciteta ejakulata, pa je mogucée lako odrediti
koliko VO doza se moze napraviti od svakog pojedina¢nog ejakulata, odnosno u kom
odnosu se moZe razrediti svaki ejakulat. Time se sigurnije obezbeduje veéi fertilizacioni
potencijal inseminacionih doza. Zbog toga je ispitivanje kvaliteta svakog ejakulata, pre
njegove upotrebe za vestatko osemenjavanje, apsolutno potrebno (Roseboom, 2000;
Knox, 2004; Milovanovi¢ i sar., 2012). Ovo je naroCito vazno kod odabira nerastova
visokog fertiliteta, koji ¢e biti upotrebljeni za poboljSanje fertiliteta vestacki osemenjenih
krmaca (Maes i sar., 2011; Lopez Rodriguez, 2012). Tim pre, 5to razlike u fertilitetu
nerastova vise zavise od gentskih, nego od paragenetskih faktora (Smital i sar., 2004).

B. Kvalitet nativne sperme nerastova na ispitivanim farmama

Koli¢ina sperme, koju nerast izlu¢i u aktu kopulacije, ili prilikom veStackog
uzimanja sperme, naziva se ejakulat. Volumen ejakulata, koncentracija spermatozoida u 1
ml ejakulata, ukupan broj spermatozoida u ejakulatu, progresivna pokretljivost
spermatozoida, broj mrtvih, morfoloski abnormalnih i spermatozoida sa proksimalnom ili
distalnom citoplazmatskom kapljicom, kao i broj spermatozoida sa oSteCenim
akrozomom ili ¢elijskom membranom, predstavljaju osnovne parametre kojima se meri
potencijalni fertilizacioni kapacitet ejakulata (Jovicin, 1991, Popwell i Flowers, 2004;
Gadea, 2005; Waberski i sar., 2005; Stancié, 2006, Tsakmakidis i sar., 2010; Maes i
sar., 2011; Lépez Rodriguez, 2012). Na parametre ejakulata nerasta utie veci broj
genetskih (rasa, linija, kombinacija ukrstanja, stepen inbredinga i individua) i
paragenetskih (godiSnja sezona, starost nerasta i frekvencija uzimanja sperme) faktora
(Colenbrander i Kemp, 1990; Gordon, 1997; Singleton i Flowers, 2001; Stanci¢ i sar.,
2003a; Smital i sar., 2004; Stanci¢, 2008; Wolf i Smital, 2009; Lapuste i sar., 2011;
Stancié¢ i sar., 2012; LOpez Rodriguez, 2012; Stanci¢ i sar., 2013; Knox, 2013). Neka
novija istraZzivanja (Rodriguez-Martinez i sar., 2011; Dyck i sar., 2011; Lépez Rodriguez,
2012) pokazuju da na parametre fertiliteta ejakulata mogu imati uticaj i neke komponente
spermalne plazme, narocito sadrzaj proteina.

S tim u vezi, u ovoj doktorskoj disertaciji, izvrSena su istraZivanja osnovnih
parametara kvaliteta ejakulata u zavisnosti od godiSnje sezone (hladna i topla), rase
nerastova (Svedski Landras, Veliki Jorksir i Durok, koji se najéesée koriste u intenzivnoj
proizvodnji svinja na vojvodanskim farmama), kao i u zavisnosti od sadrzaja proteina
(visok i nizak) u spermalnoj plazmi.

GodiSnja sezona. ProseCan volumen, koncentracija spermatozoida, ukupan broj
spermatozoida u ejakulatu i progresivna pokretljivost, iznosili su 274 ml, 229x10%ml,
60x10° i 79% u hladnoj sezoni, dok su iste ove vrednosti u toploj sezoni bile statisticki
visoko znacjno (P<0.01) nize, izuzev progresivne pokretljivosti (P<0.05) i iznosile su 218
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ml, 208x10%/ml, 45x10° i 68%. U hladnoj sezoni je bilo 96% dobrih ejakulata (volumen
>120 ml; koncentracija spermatozoida >200x10%/ml ejakulata; prog. pokret. >65%), dok
je u toploj sezoni ovakvih ejakulata bilo statisticki vrlo znac¢ajno (P<0.01) manje (78%)
(Tabela 31). Variranje navedenih parametara, po pojedinim mesecima, je prikazano u
grafikonu 4, iz koga se jasno vidi da svi parametri pokazuju najniZe vrednosti u toplim
mesecima godine. Posebno je znacajno istac¢i vrlo jasan pad vrednosti svih parametara
ejakulata, sem volumena ejakulata, u oktobru mesecu. To je posledica negativnog uticaja
povisene ambijentalne temperature tokom toplih meseci (narocito jul i avgust), na proces
spermatogeneze. Naime, poSto spermatogeneza traje oko 45 dana, a transport
spermatozoida kroz epididimis, do rezervoara spermatozoida u repu epididimisa, joS oko
15 dana, to se manja koncentracija spermatozoida, niza progresivna pokretljivost, veéi
broj morfoloski abnormalnih i spermatozoida sa proksimalnom citoplazmatskom kapi,
mogu nac¢i u ejakulatima oko 2 meseca posle delovanja povisene ambijentalne
temperature (Setshell, 1998, Stancic¢ i sar., 2003a; Stancié, 2006).

Godisnja sezona je najznacajniji spoljasnji (paragenetski) faktor, koji utiCe na
fertilitet nerastova (Ciereszko i sar., 2000; Smital, 2009; Lapuste i sar., 2011; Stancic¢ i
sar., 2011; Stanci¢ i sar., 2012; Stanci¢ i sar., 2013; Savi¢ i sar., 2013). Brojna
istrazivanja, vrlo jasno pokazuju da su parametri kvaliteta sperme nerasta statisticki
znacajno nizi tokom toplije, u odnosu na hladniju sezonu godine (Claus i sar., 1985;
Colenbrander and Kemp, 1990; Liao et al., 1996; Ciereszko et al., 2000; Stancic et al.,
2002; Corcuera i sar., 2002; Stanci¢ et al., 2003a; Sancho i sar., 2004; Kondracki i sar.,
2009; Lapuste et al., 2011; Kunowska-Slésarz i Makowska, 2011). Broj fertilnih
(progresivno pokretnih) spermatozoida u ejakulatu je najveéi u jesen (75x10% i zimu
(72x10%), a znaGajno manji u proleée (68x10°%) i leto (70x10% (Smital i sar., 2004).
Procent morfoloski abnormalnih spermatozoida je znacajno nizi u hladnoj (19%) u
odnosu na toplu sezonu (25%) (Lipensky et al., 2010). Neki istraziva¢i nalaze da se
volumen ejakulata ne menja znafajno pod uticajem variranja sezonske ambijentalne
temperature (Huang i sar., 2000). | broj dobrih ejakulata (progresivna pokretljivost
>65%, volumen ejakulata >120 ml, koncentracija spermatozoida >200x10%ml) je
znacajno veci (86.5%) tokom hladne, a manji tokom tople sezone (73.5%) (Satancié i
sar., 2012). Istrazivanja nasih autora (Stancic¢ et al., 2002; Stanci¢ et al., 2003a; Katanic,
2004; Stanci¢ et al., 2006; Stancié i sar., 2012; Stanci¢ i sar., 2013), takode, jasno
pokazuju znacajne razlike u osnovnim parametrima kvaliteta ejakulata (volumen,
koncentracija, ukupan broj 1 progresivna pokretljivost spermatozoida) izmedu tople i
hladne godisnje sezone (Tabela 9).

Variranje intenziteta produkcije sperme i vrednosti pojedinih parametara
fertilizacionog potencijala (kvaliteta) ejakulata, posledica su znacajnog sezonskog
variranja dva osnovna faktora: (1) ambijentalne temperature i (2) trajanja dnevnog
fotoperioda (Corcuera i sar., 2002; Sancho et al., 2004, Stanci¢ i sar., 2011).
Ambijentalna temperatura deluje direktno na proces spermatogeneze. Naime, dobro je
poznata cinjenica da normalno (fizioloSko) odvijanje ovog procesa zahteva da
intratestikularna temperatura bude niza za 5°C do 7°C od normalne telesne temperature
(Setshell, 1998; Stancic¢ i sar., 2006). Povisena ambijentalna (Wettemann et al., 1979), ili
telesna temparatura (zbog razli¢itih oboljenja), dovodi do oStecenja spermatogenih ¢elija,
U procesu spermatogeneze, kada temperatura testisa dostigne 40.5°C (Cheon i sar., 2002).
Pokazalo se da nerastovi izlozeni dugotrajnom (hronicnom) toplotnom stresu (tokom vise
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od 14 dana, na temperaturi vi$oj od 29°C), imaju poveéanu koncentraciju specifiénih
proteina (tzv. "heat shock proteins” ili HSPs) u ejakulatu, koji skra¢uju sposobnost
prezivljavanja spermatozoida cuvanih in Vvitro u razredenom stanju, na niskim
temperaturama (Knox, 2004). Sa druge strane, produZeno trajanje dnevnog fotoperioda,
tokom letnjih meseci, indirektno utiCe na smanjenu i/ili poremecenu produkciju
spermatozoida. Naime, pokazalo se da produzen dnevni fotoperiod inhibira osetljivost
Laydig-ovih celija testisa, na delovanje hiopfizarnog LH. To dovodi do smanjene
produkcije androgena (testosterona) 1, posledicno, do poremecaja procesa
spermatogeneze i smanjene produkcije spermatozoida (Kunavongkrit i sar., 2005; Cheon
et al., 2002). I, kona¢no, fenomen smanjenog kvaliteta ejakulata, tokom toplije godiS$nje
sezone, moze biti posledica nasleda domacih rasa od svojih divljih srodnika. Naime,
poznato je da su divlji nerastovi izrazito sezonski polno aktivni, u godiSnjem periodu sa
znatno kra¢im dnevnim fotoperiodom i nizim ambijentalnim temperaturama (Kozdrowski
i Dubiel, 2004). Smanjen fertilitet sperme nerastova, tokom toplije godiSnje sezone, mora
biti uzet u obzir, jer je to jedan od faktora nizeg fertiliteta krmaca osemenjenih u ovom
periodu (Stancié¢ i sar., 2002; Almond i Bilkei, 2005, Stanci¢ i sar., 2010; Stancié¢ i sar.,
2011, Stancié¢ i sar., 2014). S tim u vezi, vazno je vrsiti potpunu kontrolu svih parametara
fertiliteta svakog ejakulata, koristiti nerastove koji daju spermu veceg fertilizacionog
potencijala i praviti VO doze manjeg razredenja, sa ve¢im brojem progresivno pokretnih
spermatozoida.

Rasa nerasta. Osnovni parametri ejakulata nerastova rase Svedski Landras - SL (40
ejakulata od 8 nerastova), Veliki Jorksir - VVJ (72 ejakulata od 8 nerastova) i Durok - D
(56 ejakulata od 8 nerastova), ispitivani su na tri velike vojvodanske farme. Volumen
ejakulata je iznosio 301 ml, 267 ml i 228 ml, koncentracija spermatozoida je iznosila
244%10%ml, 264x10°/ml i 289x10%ml, ukupan broj spermatozoida u ejakulatu je iznosio
71x10° 69x10° i 65x10° a prosecna progresivna pokretljivost je bila 79%, 77% i 82%
kod nerastova rase SL, VJ i D. Broj dobrih ejakulata je bio dosta sli¢an kod pojedinih
rasa i iznosio je 92%, 96% i 94%, od ukupnog broja ispitanih ejakulata (Tabela 33).
Primetno je da nerastovi rase Durok daju ejakulate najmanjeg volumena, ali najvece
koncentracije (P<0.01) i progresivne pokretljivosti spermatozoida (P<0.05), u poredenju
sa nerastovima rase SL i VJ. Ove vrednosti nisu bile statisti¢ki znacajno razli¢ite izmedu
rasa SL i VJ (P>0.05). Kod nerastova rase SL, ove su vrednosti obrnute: volemen
ejakulta je najveci, dok su koncentracija i progresivna pokretljivost najniZi u odnosu na
ostale dve rase. Wolf i Smital (2009) su, takode, ustanovili da je prosecan volumen
ejkulata nerastova rase Durok (200 ml) znacajno manji, a koncentracija spermatozoida
(491x10*/mm?®), zna&ajno veca od ovih vrednosti kod nerastova rase Vreliki Jorksir (270
ml i 461x10%mm?®). Kommisurd i sar. (2002) nalaze da prosean volumen ejakulata
nerastova rase Durok iznosi 147 ml, rase Landras 265 ml, a rase Veliki JorkSir 245 ml.
Dok Johnson i sar. (2000), nalaze da proseCan ejakulat rase Durok iznosi 170 ml, rase
Landras 252 ml, a rase Veliki JorkSir 243 ml. Znacajne razlike izmedu pojedinih
parametara kvaliteta ejakulata kod pojedinih rasa, ustanovili su i drugi autori (Ciereszko i
sar., 2000; Stancié, 2002, Jankeviciite i Zilinskas, 2002, Katanié, 2004; Stancié i sar.,
2003a,; Smital, 2009, Stancic i sar., 2009; Stanci¢ i sar., 2013).

Rezultati istraZzivanja u ovoj disertaciji, kao i rezultati do kojih su dosli drugi autori,
vrlo konzistentno pokazuju da postoje znacajne razlike u vrednostima osnovnih
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parametara fertilizacionog potencijala ejakulata, izmedu pojedinih rasa nerastova. S tim u
vezi, i pored toga $to je nasledivost (heritabilnost - h%) vrednosti ovih parametara niska
(See, 2000), rasne razlike se mogu iskoristiti u selekcijskim programima za povecanje
fertiliteta sperme nerastova (Smital i sar., 2004; Wolf i Smital, 2009).

SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi. U naSem istrazivanju, nije ustanovljeno
znatnije variranje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi kod jednog istog nerasta, kako
kod onih iz grupe sa visokim, tako i kod onih iz grupe sa niskim sadrzajem proteina.
Medutim postoje variranja u sadrzaju proteina izmedu pojedinih nerastova. Tako se
sadrzaj proteina, izmedu pojedinih nerastova u grupi sa visokim sadrZajem proteina,
kretao od 3.4% do 4.4%, a u grupi sa niskim sadrzajem proteina od 1.4% do 2.6%
(Grafikon 2). Sa druge strane, vazno je ista¢i da nisu ustanovljene znaajne razlike
(P>0.05) prosecnih vrednosti sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi izmedu nerastova
ispitivanih rasa (Landars=2.98%, V. Jorksir=2.92% i Durok=3%), kao ni u zavisnosti od
starosti nerastova (< 16 meseci=3%, 17 do 21 meseci=3.1%, 21 do 24 meseci=3% i >
25=2.7%) (Tabela 30).

Distribucija nerastova na osnovu sadrzaja proteina u njihovoj spermalnoj plazmi,
ustanovljena je kod ukupno 106 nerastova rase Landras, Veliki Jorksir i Durok, sa
nekoliko vecih vojvodanskih farmi, od kojih je ispitano ukupno 212 ejakulata. Pokazalo
se da 69% nerastova ima nizak nivo proteina u spermalnoj plazmi (prosec¢no 2,4%), dok
je kod 31% nerastova ustanovljen visok nivo proteina u spermalnoj plazmi (prose¢no
4,2%) (Grafikon 1). Frunza i sar. (2008) navode da se sadrzaj ukupnih proteina u
spermalnoj plazmi nerasta krece izmedu 1.8% i 4.5%, §to je ustanovljeno i u nasem
istrazivanju. U spermi nerasta, preko 90% proteina pripada grupi spermadhezina, koja se
sastoji od pet ¢lanova (AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-I, and PSP-II). Svaki od ovih
Clanova ima razli¢itu bioloSku aktivnost (TOpfer-Petersen, 1998; Centurion i sar., 2003).
Znacajnije variranje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi tokom godine, nisu nasli ni
drugi autori, ali su ustanovili da se najnizi nivo proteina u spermalnoj plazmi nalazi
tokom toplijeg perioda godine, od jula do septembra (Murase i sar., 2007). Medutim,
nasa istrazivanja, kao i istrazivnja drugih autora (Flowers, 2001; Novak i sar., 2010),
pokazuju da sadrzaj proteina ne varira znac¢ajno kod jednog istog nerasta, ali da postoje
znacajna variranja ove vrednosti izmedu pojedinih nerastova. Zbog toga, Novak i sar.
(2010) navode da sadrZaj spermathezina, odnosno ukupnih proteina u spermalnoj plazmi,
moze biti znacajan marker fertilizacionog potencijala odredenog nerasta. Uzimajuci u
obzir ove cCinjenice, naSi rezultati potvrduju pretpostavku da je sadrzaj proteina u
spermalnoj plazmi genetska osobina svakog nerasta.

Uticaj sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, na osnovne paramtre ejakulata, ispitan
je kod ukupno 48 ejakulata, uzetih svake nedelje u mesecu, tokom jedne godine, od cCetiri
nerasta. Prose¢ne vrednosti svih ispitivanih parametara fertilizacionog potencijala
(V=310ml, koncentracija =301x10%ml, ukupan broj =93x10° i progresivna pokretljivost
spermatozoida=82%), u ejakulatima sa visokim sadrZajem proteina, su statisticki visoko
znacajno (P<0.01) vec¢e od ovih vrednosti kod ejakulata sa niskim sadrzajem proteina
(V=214ml, koncentracija =271x10%ml, ukupan broj =58x10° i progresivna pokretljivost
spermatozoida=76%). Zbog toga je, od ejakulata sa visokim sadrZzajem proteina, bilo
moguce formirati prosetno 19 VO doza, a od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina
svega 11 VO doza. Pri tome je stepen razredenja za formiranje VO doza bio skoro
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identi¢an 1 za ejakulate sa visokim (1:3.8) i za ejakulate sa niskim (1:3.7) sadrzajem
proteina (Tabela 34 i Grafikon 6). To je veoma vazno za odrZavanje maksimalno
moguceg fertilizacionog potencijala razredene sperme, tj. VO doza. Kod ejakulata sa
niskim sadrZajem proteina, volumen je bio manji za 31%, koncentracija spermatozoida je
bila manja za 10%, progresivbna pokretljivost je bila manja za 7%, dok je od jednog
ejakulata bilo moguce formirati 42% manje VO doza, u odnosu na ejakulate sa viskom
sadrzajem proteina (Grafikon 6). Ustanovljeno je da spermalna palzma sadrzi veci broj
bioaktivnih supstanci, koje imaju zna¢ajan uticaj na fertilitet sperme nerasta in vitro i in
vivo (O’Leary et al. 2002). U ovom pogledu se, narocito, isti¢u peptidi i proteini (TOpfer-
Petersen, 1998; Centurion i sar., 2003), za koje se pokazalo da mogu biti povezani sa
fertilizacionim kapacitetom sperme nerasta (Rodriguez-Martinez i sar., 2011; Dyck i sar.,
2011; Loépez Rodriguez, 2012). Proteini spermalne plazme nerasta utiCu na stepen
progresivne pokretljivosti spermatozoida (Strzezek i sar., 2005). Zbog toga, odredivanje
sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, moZe biti znacajan indikator fertiliteta
spermatozoida nerasta (Mogielnicka-Brzozowska i Kordan, 2011). Takva moguénost se
bazira na rezultatima do kojih je doSao Flowers (1998). Ovi rezultati, naime, pokazuju da
je relativna koncentracija proteina u semenoj plazmi, u visokoj pozitivnoj korelaciji sa
fertilitetom sperme nerasta, te da ovo mozZe biti znaCajan faktor rangiranja nerastova
prema stepenu njihovog fertiliteta prilikom osemenjavanja krmaca. Ovaj autor (Flowers,
2001) je, kasnije, tu pretpostavku i potvrdio, jer je pokazao da su vrednost prasenja i
prosecan broj zivo rodene prasadi u leglu, bili znacajno veéi kod krmaca osemenjenih
spermom Kkoja sadrzi vecu koncentraciju proteina.

C. Tolerancija sperme na stepen razredenja i period ¢uvanja in vitro

Ispitivan je uticaj sezone, rase nerastova i sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi, na
odrzavanje progresivne pokretljivosti u uzorcima sperme cuvane tokom 24h, 48h i 72h, u
razredenju 1:2 i 1:4, na temperaturi + 17°C.

Sezona godine. Neposredno pre formiranja uzoraka razredene sperme, progresivna
pokretljivost ispitivanih ejakulata je iznosila prosetno 79% u hladnoj sezoni i bila je
statisti¢ki visoko znacajno (P<0.01) vec¢a od one u toploj sezoni godine (69%). Posle 24h
Cuvanja u razredenju 1:2, progresivna pokretljivost u hladnoj sezoni je opala na 67%, a u
toploj na 59%. Ovaj pad progresivne pokretljivosti je bio statisti¢ki vrlo znacajan
(P<0.01) u odnosu pocetnu progresivnu pokretljivost u nativnim ejakulatima. Progresivna
pokretljivost uzoraka razredene sperme istog stepena razredenja i perioda ¢uvanja, bila je
statisti¢ki vrlo znacajno (P<0.01) ili statisticki znacajno (P<0.05) veca u hladnoj od istih
vrednosti u toploj sezoni (24h/1:2 = 67% u hladnoj i 59% toploj sezoni; 72h/1:4 = 42% u
hladnoj i 34% toploj sezoni) (Tabela 35). Prosecna progresivna pokretljivost se
permanentno znac¢ajno (P<0.05 ili P<0.01) smanjivala i sa povecanjem stepena razredenja
i produzavanjem perioda ¢uvanja, kako u hladnoj, tako i u toploj sezoni godine (hladna
sezona: sa 67% posle 24h Cuvanja u razredenju 1:2, na 42% posle 72h cuvanja u
razredenju 1:4; topla sezona: sa 59% posle 24h ¢uvanja u razredenju 1:2, na 34% posle
72h ¢uvanja u razredenju 1:4) (Tabela 35 1 36). Medutim, ako se posmatra distribucija
procentualnog smanjenja progresivne pokretljivosti u razredenju 1:2 i 1:4, tokom tri dana
Cuvanja, u odnosu na vrednost progresivne pokretljivosti u ejakulatima neposredno pre
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rezredivanja, onda se vidi da je opadanje ove vrednosti vrlo sli¢no u hladnoj (-15%, -
33%, -33% i -47%) i toploj sezoni (15%, 131%, -33% i -51%) (Grafikon 8). Prose¢na
progresivna pokretljivost dobrih uzoraka (progresivna pokretljivost > 65%) se, u hladnoj
sezoni, kretala izmedu 75% (posle 24h Cuvanja u razredenju 1:2) i 69% (posle 72h
cuvanja u razredenju 1:4), dok se, u toploj sezoni, ova vrenost kretala izmedu 67% (posle
24h ¢uvanja u razredenju 1:2) i 65% (posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4). Ove vrednosti
su bile statisti¢ki visoko znacajne (P<0.01) (Tabela 38 i 39). Ako se broj dobrih uzoraka
razredene sperme, iskaze kao procentualno smanjenje u odnosu na broj dobrih ejakulata
neposredno pre razredivanja (koji je uzet kao 100%), onda se jasno zapaza da ova
vrednost pravilno opada sa povecanjem stepena razredenja i vremena Cuvanja. Trend
ovog opadanja je, medutim, skoro identican u hladnoj i toploj sezoni (Grafikon 9). Slican
trend opadanja se zapaZa i kod procentualnog opadanja progresivne pokretljivosti dobrih
uzoraka razredene sperme, U 0dnosu na progresivnu pokretljivosti pocetnih ejakulata,
koja je uzeta kao 100% (Grafikon 10). Distribucija prose¢nih vrednosti progresivne
pokretljivosti ejakulata i uzoraka razredene sperme (Cuvanih 72h u razredenju 1:2 i 1:4),
tokom pojedinih meseci u godini, pokazuje skoro identiCan trend. Naime, vrednosti
progresivne pokretljivosti ejakulata, kao i uzoraka razredene sperme, pokazuju najvise
vrednosti u hladnijem periodu godine (novembar, decembar, januar, februar, mart i april),
a najnize u toplijem periodu godine (maj, jun, jul, avgust, septembar i oktobar).
Uzimaju¢i u obzir sve dobijene rezultate, moze se zakljuciti da stepen razredenja
ejakulata 1 vremena Cuvanja uzoraka razredene sperme, imaju veéi uticaj na progresivnu
pokretljivost razredene sperme, od uticaja godiSnje sezone na ovu vrednost. Ovo je i
logi¢no, jer su svi uzorci razredene, i oni ispitivani tokom hladne, kao i oni ispitivani
tokom tople sezone, bili podvrgnuti istim laboratorijskim uslovima. Medutim,
progresivna pokretljivost je bila znacajno veca kod ejakulata dobijenih u hladnoj, u
poredenju sa ejakulatima dobijenim u toploj sezoni godine. IstraZzivanja drugih autora,
takode, nisu pokazala direktan uticaj sezone na progresivnu pokretljivost spermatozoida u
razredenoj spermi. Pokazalo se, medutim, da je sposobnost sperme nerasta za Cuvanje in
vitro, uzrokovana sezonskim variranjem parametara kvaliteta nativnih ejakulata (Johnson
i sar., 2000, Stancic¢ i sar., 2002; Stancié i sar., 2003; Wolf i Smital, 2009, Stancic¢ i sar.,
2012). Zbog toga postoji i statisticki znacajan uticaj godi$nje sezone na broj upotrebljivih
doza po ejakulatu i broj fertilnih spermatozoida po dozi (ve¢i su tokom hladne, a manji
tokom tople godisnje sezone) (Rutten i sar., 2000). Stim u vezi, sezonsko variranje
kvaliteta sperme, ima znaCajnog uticaja na efikasnost reproduktivnog iskoriStavanja
nerastova (Glossop, 2000, Singleton, 2001, Stancic¢ i sar., 2009, Stancié i sar., 2011).

Rasa nerasta. Prose¢na progresivna pokretljivost svih ispitivanih ejakulata nerastova
rase Svedski Landras (SL) iznosila je 78%, Veliki Jorksir (VJ) 76%, a Durok (D) 81%.
Statisticki znacajna razlika je ustanovljena samo izmedu progresivne pokretljivosti kod
nerastova rase Durok i Veliki Jorksir (P<0.05). Prose¢na progresivna pokretljivost svih
ispitivanin uzoraka razredene sperme se kretala izmedu 67% (uzorci ¢uvani 24h u
razredenju 1:2) do 44% (uzorci ¢uvani 72h u razredenju 1:4), kod nerastova rase SL, 63%
(uzorci Cuvani 24h u razredenju 1:2) 1 38% (uzorci ¢uvani 72h u razredenju 1:4) kod
nerastova rase VJ 1 izmedu 63% (uzorci Cuvani 24h u razredenju 1:2) 1 38% (uzorci
Cuvani 72h u razredenju 1:4) kod nerastova rase D. Razlike u vrednostima progresivne
pokretljivosti u istom razredenju i tokom istog perioda ¢uvanja, izmedu pojedinih rasa
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nerastova, nisu bile statisticki znacajne (P>0.05) (Tabela 42). Broj dobrih uzoraka
(progresivna pokretljivost > 65%) je opadao u zavisnosti od stepena razredenja i perioda
Cuvanja, ali je trend ovog pada bio vrlo slican kod sve tri ispitivane rase nerastova
(Grafikon 14). Svi dobijeni rezultati pokazuju da rasa nerastova nema znacajnog uticja na
progresivnu pokretljivost razredene sperme, nego da su razlike u dobijenim vrednostima,
posledica razli¢itog stepena razredenja i perioda cuvanja uzoraka razredene sperme.

Brojni autori su ustanovili da postoje znaCajne razlike u vrednostima pojedinih
parametara kvaliteta ejakulata, izmedu razli¢itih rasa nerastova, kako je ve¢ opisano u
prethodnom tekstu (kvalitet nativne sperme nerastova na ispitivanim farmama). Medutim,
nema literaraturnih podataka o uticaju rase na parametre kvaliteta razredene sperme.
Veéina autora, naime, navodi da su eventualne razlike u nekim parametrima razredene
sperme, kao Sto je, na primer, progresivna pokretljivost, posledica razlika u parametrima
nativnih ejakulata, od kojih su napravljeni uzorci razredene sperme, zatim uticaja
godisnje sezone u kojoj su vrseni eksperimenti, sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi,
stepena razredenja, uslova Cuvanja razredene sperme i td. (Johnson i sar., 2000;
Ciereszko i sar., 2000; Stancic i sar., 2003b; Smital, 2009; Stancic i sar., 2009, Stancic i
sar., 2013).

Spermalna plazma. SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi ima visoko znaajan
(P<0.01) uticaj na progresivnu pokretljivost spermatozoida u nativnim ejakulatima i u
uzorcima sperme razredene 1:2 1 1:4, ¢uvane 24h, 48h 1 72h. Naime, pokazalo se da su
ove vrednosti znacajno vece kod ejakulata sa visokim sadrzajem proteina u spermalnoj
plazmi (82%), kao i kod uzoraka razredene sperme, koji potic¢u od ovih ejakulata (77% -
uzorci ¢uvani 24h u razredenju 1:2, do 64% - uzorci Cuvani 72h u razredenju 1:4), u
poredenju sa ejakulatima sa niskim sadrzajem proteina (76%) i uzorcima razredene
sperme (68% - uzorci ¢uvani 24h u razredenju 1:2, do 48% - uzorci Cuvani 72h u
razredenju 1:4), koji su nacinjeni od ovih ejakulata (Tabele 44 i 45). Procentualno
opadanje progresivne pokrteljivosti uzoraka razredene sperme, u 0dnosu na progresivnu
pokretljivost ejakulata (koja je uzeta kao 100%), ima slican trend i kod uzoraka razredene
sperme nacinjene od ejakulata sa visokim (0d -6%, kod uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju
1:2 do -22%, kod uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:4), kao i kod ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (od -13%, kod uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju
1:2 do -42%, kod uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:4). Ove vrednosti su skoro duplo
vece kod uzoraka od ejakulata sa visokim, u odnosu na uzorke od ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (Grafikon 16). | procentualno opadanje
progresivne pokretljivosti razredene sperme, u odnosu na uzorke cuvane prvih 24h u
razredenju 1:2 (koje je uzeto kao 100%), takode pokazuje vrlo sli¢an trend, zavisno od
vremena Cuvanja i stepena razredenja, kod uzoraka od ejakulata sa visokim i niskim
sadrzajem proteina. Medutim vrednosti opadanja su, 1 u ovom sluc¢aju, skoro duplo vece
kod uzoraka od ejakulata sa niskim (od -9%, kod uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju 1:2
do -37%, kod uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:4), u odnosu na uzorke od ejakulata sa
visokim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi (od -5%, kod uzoraka ¢uvanih 24h u
razredenju 1:2 do -17%, kod uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju 1:4) (Grafiukon 17).
Ravnomeran pad broja dobrih uzoraka (progr. pokret. >65%), sa povecanjem stepena
razredenja i vremena Cuvanja, jasno se uo¢ava, kako kod uzoraka od ejakulata sa visokim
(od 91% kod uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju 1:2, do 41% kod uzoraka ¢uvanih 72h u
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razredenju 1:4), tako i kod uzoraka od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina (od 72%
kod uzoraka ¢uvanih 24h u razredenju 1:2, do 12% kod uzoraka ¢uvanih 72h u razredenju
1:4). Ipak se, takode, jasno uocava da je trend ovog pada znatno manji kod uzoraka od
ejakulata sa viskim, u odnosu na uzorke od ejakulata sa niskim sadrzajem proteina
(Grafikon 19). I progresivna pokretljivost uzoraka razredene sperme, bez obzira na stepen
razredenja i vreme Cuvanja, je statisticki znaCajno manja (P<0.01) kod uzorka od
ejakulata sa niskim (od 72% posle 24h Cuvanja u razredenju 1:2 do 66% posle 72h
cuvanja u razredenju 1:4), u poredenju sa uzorcima od ejakulata sa visokim (od 79%
posle 24h ¢uvanja u razredenju 1:2 do 71% posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4) (Tabele
47 i 48). Primenom metode proto¢ne citometrije, ustanovili smo da je procent Zivih
spermatozoida znacajno veci (66% prema 44%), a da je procent spermatozoida sa
osteCenom Celijskom membranom (19% prema 27%), oStecenim akrozomom (29%
prema 45%) ili oSteCenim hromozomima (13% prema 22%) znacajno manji (P<0.01),
posle 72h Cuvanja u razredenju 1:4, kod uzoraka dobijenih od ejakulata sa visokim
(4.1%) sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi, u poredenju sa ovim vrednostima,
dobijenih kod uzoraka iz ejakulata sa niskim sadrZzajem proteina (2.2%) (Tabela 50).
Dobijeni rezultati, jasno pokazuju da visok sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi vrlo
znacajno povecava odrzavanje vece progresivne pokretljivosti spermatozoida kod
uzoraka razredene sperme, u odnosu na uzorke napravljene od ejakulata sa niskim
sadrZajem proteina u spermalnoj plazmi. Ovu konstataciju vrlo lepo potvrduje samo jedan
od dobijenih rezultata. Naime, broj dobrih uzoraka (progresivna pokretljivost >65%),
Cuvanih 72h u razredenju 1:4, iznosio je 41% kod uzoraka od ejakulata sa visokim
sadrzajem proteina, u odnosu na broj dobrih ejakulata neposredno pre razredenja, dok je
ova vrednost iznosila savega 12% kod uzoraka napravljenih od ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina. Waberski i sar. (1994) su ustanovili da postoji znacajna razlika
izmedu pojedinih nerastova u stepenu tolerancije njihove sperme na stepen razredenja i
period ¢uvanja in vitro. Nesto ranije je Weitze (1990b) ustanovio da svega 20% nerastova
u zemljama evropske unije, podnosi visok stepen razredenja i dug period ¢uvanja in vitro.
Kod nas su Stancié i sar. (2003b) ispitivali ejakulate 276 nerastova, koji se koriste za VO
na vojvodanskim farmama i ustanovili da ejakulati svega 19% nerastova zadrZavaju
progresivnu pokretljivost > 65%, posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4.
Progresivna pokretljivost spermatozoida se znacajno smanjuje sa povecanjem Stepena
razredenja 1 produzavanjem vremena cuvanja razredene sperme (Stanci¢ i sar., 2003b;
Katanié, 2004: Rozeboom, 2000, Stancié¢ i sar., 2012). Tako je, na primer, ustanovljeno
da se broj dobrih doza razredene sperme (progresivna pokretljivost >65%) znacajno
smanjuje sa produzavanjem vredmena Cuvanja: 61% posle 24h, 43% posle 48h 1 20%
posle 72h (Stanci¢ 1 sar., 2012). Ovo smanjivanje progresivne pokretljivosti, sa
poveéanjem stepena razredenja i vremena Cuvanja, nije moguce, u dovoljnoj meri,
spreciti primenom savremenih razredivaca za spermu nerasta. S tim uvezi, pokazalo se da
dodavanje spermalne plazme u doze razredene sperme, moze povecati stepen progresivne
pokretljivosti spermatozoida, odnosno povecati njihov fertizacioni kapacitet (Johnson i
sar., 2000, Stancié, 2006, Novak i sar., 2010). Spermalna plazma ima zna¢ajnog uticaja
na pokretljivost spermatozoida (Komisurd i sar. 2002). Takode je ustanovljeno da
prekomerno razredenje spermalne plazme, na primer u dozama za veStacko
osemenjavanje, napravljenim od prekomerno razredenih ejakulata, dovodi do znacajne
redukcije progresivne pokretljivosti spermatozoida (Maxwell i sar., 2007; Caballero i
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sar., 2008; Maxwell i Johnson, 1999; Stanci¢ i sar., 2012; Chutia i sar., 2014).
Istrazivanja koja su izveli Strzezek i sar. (2005) i Garcia i sar. (2009), pokazuju da su
ovo posledice prekomerne redukcije koncentracije proteina u semenoj plazmi. Semena
plazma ima znacCajan uticaj na stepen progresivne pokretljivosti 1 prezivljavanje
spermatozoida, tokom ¢uvanja in vitro u te¢nom razredenom stanju (Waberski i sar.,
1994; Stancié, 2002; Kommisrud i sar., 2002; Wolf i Smital, 2009), te da proteini semene
plazme igraju kljuénu aktivnu ulogu u ovim procesima (Garcia et al., 2009).
Razredivanje spermalne plazme, kao i produzavanje vremena ¢uvanja razredene sperme,
povecava broj spermatozoida sa oSteCenom celijskom membranom, akrozomom i/ili
hromozomima i smanjuje broj Zivih spermatozoida (Kommisurd i sar., 2002; Boe-Hansen
i sar., 2005; Maxwell i sar., 2007; Ggczarzewicz i sar., 2010; Stanci¢ i sar., 2012; Chutia
i sar., 2014). Ustanovljeno je i znaCajno smanjenje energetskog metabolizma u
mitohondrijama spermatozoida, tokom duZzeg cuvaja tene razredene sperme
(Ggczarzewicz i sar., 2003). Rezultati do kojih su dosli Kommisurd i sar. (2002),
sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, kao i na duzinu ¢uvanja in vitro, u poredenju sa
organelama koje su odgovorne za pokretljivost spermatozoida.

Preko 90% proteina sperme nerasta, pripada grupi spermadhezina, dok ostatak ¢ine
razne druge frakcije proteina (Topfer-Petersen, 1998; Centurion i sar., 2003). Razlicite
frakcije proteina spermalne plazme imaju uticaj na razli¢ite parametre fertiliteta
spermatozoida (Garcia i sar., 2009). Specifi¢ni proteini spermalne plazme poveéavaju
stepen prezivljavanja, pokretljivost i aktivnost mitohondrija spermatozoida u uzorcima
ekstremno razredene sperme. Dodavanje spermalne plazme u jako razredenu spermu
nerasta, povecava progresivnu pokretljivost i prezivljavanje spermatozoida in vivo i in
vitro (Caballero et al. 2004). Zbog toga, dodavanje spermalne plazme u razredenu
spermu moze biti dobar metod ocuvanja fertilizacionog kapaciteta spermatozoida, u
ekstremno razredenoj spermi (Centurion i sar., 2003; Caballero et al. 2004; Garcia i
sar., 2006). Proteini i peptidi su biomarkeri spermalne plazme, jer su povezani sa
fertilizacionim kapacitetom spermatozoida (Rodriguez-Martinez i sar., 2011; Dyck i sar.,
2011; Lopez Rodriguez, 2012). Ustanovljeno je znacajno variranje sadrZaja proteina u
spermalnoj plazmi, izmedu pojedinih nerastova (Flowers, 2001; Novak et al., 2010).
Zbog toga, detekcija sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi moze biti znacajan indikator
fertiliteta spermatozoida nerasta (Mogielnicka-Brzozowska i Kordan, 2011). Naime, jos je
Flowers (1998) ustanovio, u visoko pozitivnu korelaciju relativne koncentracije proteina
u semenoj plazmi sa fertilitetom sperme nerasta in vitro. Ovo moze biti znacajan faktor
rangiranja nerastova prema stepenu njihovog fertiliteta prilikom osemenjavanja krmaca.
Kasnije je ova pretpostavka i potvrdena, jer su vrednost praSenja i prose¢an broj zivo
rodene prasadi u leglu, bili su znacajno ve¢i kod krmaca osemenjenih spermom koja
sadrzi vecu koncentraciju specifi¢nih protein (Flowers, 2001).

Pored uticaja na parametre fertilizacionog kapaciteta spermatozoida, veci broj
bioaktivnih supstanci spermalne plazme kontroliSu i neke vazne funkcije repoduktivnog
sistema, koje uticu na fertilitet Zenke (O’Leary et al. 2002). Medu ovim supstancama se
narocito istiCu proteini spermalne palzme. Oni su povezani sa zaStitom spermatozoida
tokom transporta kroz uterus, tako Sto se absorbuju na ¢elijsku membranu spematozoida,
na kojoj ostaju sve do denudacije, tokom procesa kapacitacije, u kaudalnom istmusu
jajovoda (Strzezek i sar., 2005, Muifio-Blanco i sar., 2008). Inhibicija imunog odgovora
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uterusa, na antigene spermatozoida, takode se povezuje sa proteinima spermalne palzme
(Roseboom i sar., 2000; Madej i sar., 2013). Uspostavljanje aktivne interakcije
preimplantacionih ebriona i uterusa, kao i indukcija factora rasta embriona, takode se
povezuje sa delovanjem specifiénih proteina spermalne plazme (Robertson i Sharkey,
2001). Proteini spermalne plazme ucestvuju u procesu koordinacije ovulacije i prispeca
spermatozoida u uterotubalni spoj, odnosno u kaudalni istmus (O’Leary i sar., 2002). Na
taj nain se postize da oociti 1 kapacitirani spermatozoidi budu u ampuli jajovoda, u
optimalno vreme za oplodnju (Gomeida i sar., 1998), tj. unutar 6 do 8 sati posle ovulacije
(Hunter, 1986, Radovi¢ i sar., 2006). Spermalna plazma nerasta sadrzi oksitocin (Frunza
i sar., 2008), koji stimuliSe kontrakcije uterusa tokom i neposredno posle osemenjavanja
(Willenburg 1 sar., 2004). Ove kontrakcije su veoma vazne za pravilan i brz pasivan
transport spermatozoida od mesta depozicije (cerviks) do uterotubalnih spojeva i
formiranje adekvatne populacije spermatozoida u kaudalnom istmusu jajovoda
(Langedijak i sar., 2002), sto je od primarnog znaaja za uspes$nu fertilizaciji oocita
(Soede i sar., 1995; Spronk i sar., 1997). U svakom slu¢aju, prekomerno razredivanje
ejakulata dovodi do smanjenog fertilizacionog kapaciteta spermatozoida, kao i do
smanjene koncentracije specifi¢nih proteina i drugih bioaktvnih supstanci u spermalnoj
plazmi. Sve ovo ima za posledicu smanjen fertilitet krmaca osemenjenih dozama od
prekomerno razredenih ejakulata (Rozeboom, 2000; Tummaruk i sar., 2000; Caballero i
sar., 2004; Stancié¢ i sar., 2012). 1, kona¢no, nasi i rezultati drugih autora nedvosmisleno
pokazuju da sadrzaj proteina u semenoj plazmi moze biti koristan metod za geneticku
selekciju nerastova visokog fertilizacionog potencijala, koji ¢e se koristiti u vestackom
osemenjavanju svinja. Ova moguénost se zasniva na Cinjenici da postoji znacajno
variranje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi izmedu pojedinih nerastrova, kao i na
¢injenici da nema znacajnijeg variranja sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi kod jednog
istog nerasta. Ipak, precizni mehanizmi delovanja aktivnih sastojaka spermalne plazme,
na fertilitet nerastova i krmaca, ostaju predmet daljih istrazivanja (Nasrin i Calogero,
2012).

D. Uticaj homologne spermalne plazme na progresivnu
pokretljivost spermatozoida u razredenoj spermi

Istrazivanja u ovoj disertaciji su pokazala da sperma sa visokim sadrZajem proteina
(4%), ima znacajno veci kapacitet za odrzavanje visoke progresivne pokretljivosti, tokom
72h Cuvanja, u razredenju 1:4, u poredenju sa spermom koja ima nizak sadrzaj proteina
(2%). Na osnovu ovog nalaza, bilo je interesantno da se ustanovi da li je moguce povecati
kapacitet odrzavanja progresivne pokretljivosti spermatozoida iz ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina, tako Sto ¢e se zameniti autologna spermalna plazma, sa spermalnom
plazmom iz ejakulata sa visokim sadrzajem proteina.

Rezultati nasSih istrazivanja jasno pokazuju da je ovo moguée posti¢i. Naime,
rezultati dobijeni u naSem istraZivanju, pokazuju da dodavanje spermalne plazme sa
visokim sadrzajem proteina (4%), u spermatozoide izdvojene iz ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina (2%), znacajno (P<0.01) poveéava njihovu progresivnu pokretljivost,
posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4 (sa 52% u autolognoj, na 65% u homolognoj spermi).
Obrnuto, kada je spermatozoidima izdvojenim iz ejakulata sa visokim sadrzajem
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proteina, dodata spermalna plazma drugog nerasta (tzv. homologna sperma) sa niskim
sadrzajem proteina (2%), prosecna progresivna pokretljivost je opala sa 64% na 55%.
Razlika je bila statisticki znac¢ajna (P<0.01) (Tabela 51). Broj nerastova, ¢iji su uzorci
autologne razredene sperme zadrzali >65% progresivne pokretljivosti, posle 72h ¢uvanja
u razredenju 1:4, iznosio je 75% (3 do 4 ispitivana nerasta). Medutim, kada je
spermatozoidima ovih nerastova, dodata spermalna plazma iz ejakulata nerastova sa
niskim sadrzajem proteina, broj nerastova sa dobrim uzorcima homologne razredene
sperme se znacajno (P<0.01) smanjio na 50% (2 od 4 nerasta). Kada je, obrnuto, u
spermatozoide iz ejakulata sa niskim sadrzajem proteina, dodata spermalna plazma iz
ejakulata sa visokim sadrZajem proteina, broj nerastova sa dobrim uzorcima homologne
razredene sperme se znacajno (P<0.01) povecao sa 25% na 75% (sa 1 do 4, na 3 od 4
nerasta) (Tabela 52).

I ovi rezultati potvrduju €injenicu da nivo proteina u spermalnoj plazmi ima znacajnu
ulogu u odrZavanju parametara fertilizacionog potencijala razredene sperme, posebno
progresivne pokretljivosti, te da se ova ¢injenica moze iskoristiti za povecanje fertiliteta
razredene speme nerastova sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi. Ovo je
naroCito vazno ako se uzme u obzir Cinjenica da ejakulati svega oko 20% nerastova
zadrzavaju > 65% progresivne pokretljivosti, kada se razrede 1:4 i ¢uvaju na +17°C 72
sata (Weitze, 1990b; Stancic i sar., 2003b). Sa druge strane, istrazivanja u ovoj disertaciji
pokazuju da ejakulati 31% od ukupno 106 ispitivanih nerastova, sadrZze visok nivo
proteina (prosecno 2.4%) u spermalnoj plazmi, dok je kod preostalog broja nerastova
(69%) nivo proteina u spermalnoj palzmi nizak (prose¢no 4.2%) (Tabela 30). Ova
istrazivanja su, takode, pokazala da znacajno veci broj uzoraka razredene sperme (41%),
dobijenih iz ejakulata sa visokim sadrZzajem proteina, zadrzava progresivnu pokretljivost
> 65% posle 72h Cuvanja u razredenju 1:4, od broja uzoraka dobijenih od ejakulata sa
niskim sadrzajem proteina (12%) (Grafikon 18). Nalazi do kojih su dosli pomenuti autori,
kao i rezultati dobijeni u ovom istrazivanju, o¢igledno bi se mogli dovesti u vezu. Naime,
ovi rezultati, u znaCajnoj meri, podrzavaju pretpostavku da sperma 20% do 30%
nerastova, koja toleriSe veéi stepen razredenja i duze Cuvanje, sadrzi visok nivo proteina
u spermalnoj plazmi.

Rezultati istrazivanja u ovoj disertaciji, kao i rezultati drugih autora, jasno pokazuju
da vrednosti parametara fertilizacionog kapaciteta spermatozoida progresivno opadaju, sa
stepenom razredenja i produzavanjem vremena cuvanja. Takode se pokazalo da
dodavanje spermalne plazme u uzorke visoko razredene sperme, znacajno povecava
vrednosti ovih parametara. Medutim, u ovom pogledu, postoji znacajna razlika izmedu
spermalne plazme pojedinih nerastova. Naime, spermalna plazma nekih nerastova
znafajno povecava prezivljavanje 1 motilitet spermatozoida u visoko razredenim
uzorcima, ¢ak i1 poniStava negativan uticaj autologne sperme. Medutim, sperma nekih
drugih nerastova ne ispoljava ovaj efekt, cak smanjuje stepen prezivljavanja
spermatozoida, u odnosu na uzorke razredene sperme, kojima je dodata sopstvena
(autologna) spermalna plazma (Caballero i sar., 2004). Dodavanje semene plazme sa
visokom koncentracijom proteina, u Spermatozoide nerasta ¢ija spermalna plazma sadrzi
nisku koncentraciju proteina, znacajno povecava stepen (%) progresivne pokretljivosti
ovih spermatozoida u razredenjima 1:2 i 1:4, ¢uvanih tokom 72h, na temperaturi +17°C i
obrnuto (Stanci¢ i sar., 2012).

125



Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disertacija 6. DISKUSIJA

Specifi¢ni proteini spermalne plazme (iz grupe spermathezina), povecavaju stepen
prezivljavanja, pokretljivost i aktivnost mitohondrija spermatozoida u uzorcima
ekstremno razredene sperme, ¢uvanih 5h na fizioloskoj temperaturi (Centurion i sar.,
2003). Ovi autori zaklju¢uju da bi dodavanje spermalne plazme bio dobar biotehnoloski
metod Cuvanja spermatozoida u ekstremno razredenoj spermi. Garcia i sar. (2006) su,
takode, pokazali da dodavanje spermathezina semene plazme, znacajno poboljSava
funkcionalne parametre spermatozoida u visoko razredenim uzorcima sperme nerasta.
Neka ispitivanja su pokazala da razli¢ite frakcije proteina spermalne plazme imaju uticaj
na razliCite parametre fertiliteta spermatozoida in vitro. Tako neke frakcije (1 do 3)
povecavaju prezivljavanje i funkciju spermatozoida, dok su neke druge frakcije (4 do 6)
vrlo Stetne za Cuvanje spermatozoida u visoko razredenom stanju (Garcia i sar., 2009).

Odrzavanje zadovoljavaju¢ih vrednosti parametara fertilizacionog potencijala
Spermatozoida, u uzorcima ekstremno razredene sperme, narocito je vazno u tehnologiji
dubokog zamrzavanja inseminacionih doza sperme nerasta (Pech-Sansores i sar., 2011).
Naime, proces cuvanja visoko razredenje sperme u zamrznutom stanju, kao i proces
njenog otapanja, znatno redukuju fertilizacioni kapacitet spermatozoida (prezZivljavanje,
pokretljivost, integritet akrosoma i membrane spermatozoida), kao i vreme prezivljavanja
spermatozoida u Zenskom reproduktivhom traktu (Johnson i sar., 2000; Roca i sar.,
2003).

Dodavanje spermalne plazme u medijume za zamrzavanje (Muifio-Blanco i sar.,
2008) i/ili otapanje (Okazaki i sar., 2012) duboko zamrznute sperme nerasta, predstvalja
klju¢ni faktor postizanja veéeg fertiliteta krmaca osemenjenih dozama zamrznute pa
otopljene sperme nerasata. Zamrzavanje inseminacionih doza sperme nerasta sa 10% ili
20% spermalne plazme, uspe$no smanjuje oStecenja i povecava fertilizacioni kapacitet
spermatozoida posle otapanja (Vadnais i Roberts, 2007; Pech-Sansores i sar., 2011). Isto
tako, progresivna pokretljivost, broj spermatozoida sa nepovredenim integritetom celijske
i akrosomalne membrane, bili su znacajno ve¢i u uzorcima sa dodatkom spermalne
plazme u medijum za otapanje duboko zamrznutih inseminacionih doza (Cremades i sar.,
2004). Rezultati ovih autora, medutim, pokazuju da postoji razlika u ovom efektu
spermalne plazme, izmedu pojedinih nerastova. Naime, sperma nekih nerastova ima
visok efekt, dok spermalna plazma nekih drugih nerastova ima nizak ili uopste ne
ispoljava ovaj stimulativni efekt. Autori pretpostavljaju da je ovo posledica razli¢itog
odnosa sadzaja pojedinih frakcija proteina u spermalnoj plazmi razli¢itih nerastova.
Garcia i sar. (2010) su pokazali da otapanje duboko zamrznutih inseminacionih doza u
medijumu sa dodatkom 50% semene plazme, znacajno povecava prezivljavanje i
progresivnu pokretljivost spermatozoida. Moguce je da ovako otopljeni spermatozoidi
imaju duzi period prezivljavanja u zenskim reproduktivnim organima i da se, na taj nacin,
povecava fertilitet (% prasenja 1 broj zivo rodene prasadi po leglu) krmaca osemenjenih
ovakvim dozama. Rezultati do kojih je doSao Stankovi¢ (2012), u svojoj doktorskoj
disertaciji, pokazuju da postoji razlika u kvalitetu nativne sperme za uspe$no
zamrzavanje, izmedu pojedinih nerastova. Naime testiranjem otpornosti spermatozoida u
nativnoj spermi, na razliCite stresore (hipoosmotski pritisak, kontrolisano povecanje
temperature, do +41°C, stepen razredenja i period ¢uvanja razredene sperme in Vitro),
moguce je odrediti koji su nerastovi potencijalni donatori sperme za formiranje
inseminacionih doza koje ¢e se ¢uvati dubokim zamrzavanjem.
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E. Fertilitet osemenjenih krmaca

a) Postcervikalna insemiancija. Vec je istaknuto da se, sve ¢eSce, registruje pojava
nize vrednosti fertiliteta veStacki, u odnosu na prirodno osemenjene krmace, kao i da je
ovo posledica osemenjavanja dozama prekomerno razredene sperme, u nastojanju da se,
od jednog ejakulata napravi $to veéi broj inseminacionih doza. Prekomerno razredene
doze su slabijeg fertiliteta, jer sadrZze znac¢ajno manju koncentraciju supstanci, u odnosu
na nativnu spermu, koje su neophodne za odrZzavanje visoke fertilizacione sposobnosti
spermatozoida, kao i za procese u materici, koji su vazni za uspesnu oplodnju.

Delimi¢no reSavanje ovog problema se vidi u primeni novije postcervikalne (plitke
intrauterine), umesto konvencionalne intracervikalne metode inseminacije. Brojna
istraZzivanja su, naime, pokazala da je metodom plitke intrauterine inseminacije moguce
koristiti doze duplo redukovanog volumena i broja spermatozoida, do onih koje se koriste
za konvencionalno intracervikalno osemenjavanje, a da je, pri tome, fertilitet krmaca
slican ili ve¢i od onog koji se postize posle konvencionalnog VO (Rath, 2002; Stancic,
2002, Stancié i sar., 2003; 1zco, 2004; Stanci¢ i sar., 2009; Arujo i sar., 2009; Stancié i
sar., 2010; Sbardella i sar., 2014).

Tako se pokazalo da postcervikalno osemenjavanje dozama volumena 45 ml do 50
ml razredene sperme, rezultuje sa 67% do 95% prasenja i sa 9.3 do 11.6 zivo rodene
prasadi po leglu (Vansickle, 2002; Rozeboom i sar., 2004; Serret i sar., 2005; Mezalira i
sar., 2005; Stancié¢ i sar., 2009; Aradjo i sar., 2009, Dimitrov i Zmudski, 2009; Stancic i
sar., 2010; Sbardella i sar., 2014). Ovo su vrednosti koje se postiZzu i posle primene
konvencionalnog intracervikalnog osemenjavanja.

Rezultati istrazivanja u ovoj disertaciji, takode pokazuju da je primenom
postcervikalne inseminacije, dozama duplo redukovanog volumena i broja spermatozoida
(50 ml i 2x10%), moguce posti¢i znatajno (P<0.05) veéu vrednost pradenja (77%) i veéi
broj zZivo rodene prasadi (10.82) od konvencionalne intracerviklane inseminacije dozama
istog volumena i broja spermatozoida (67% i 9.85). Vrednost prasenja je bila veca, ali ne
statisti¢ki znacajno (P>0.05) i posle postcerviklanog osemenjavanja dozama duplo veéeg
volumena (100 ml) sa istim brojem spermatozoida. Medutim, vrednost prasenja, posle
intracervikalnog osemenjavanja dozama volumena 50 ml sa 2x10° spermatozoida, bilo je
znacajno (P<0.05) manje (67%) od osemenjavanja dozama volumena 100 ml sa istim
brojem spermatozoida (77%). | kod postcervikalnog osemenjavanja, vrednost prasenja je
bila manja (77%) posle osemenjavanja dozama volumena 50 ml sa 2x10° spermatozoida,
od vrednosti praSenja postignute osemenjavanjem dozam volumena 100 ml sa istim
brojem spermatozoida (83%). Medutim razlika izmedu ovih vrednosti nije bila statisticki
znacajna (P<0.05) (Tabele 54 i 55).

Na osnovu rezultata drugih autora, kao i rezultata dobijenih u ovom radu, jasno je da
postcervikalna inseminacija omogucava upotrebu inseminacionih doza znac¢ajno manjeg
volumena 1 broja spermatozoida, u poredenju sa dozama koje se koriste u
konvencionalnom vestackom osemenjavanju. To zna¢i da primena ove metode
omogucava formiranje znacajno veceg broja inseminacionih doza od jednog ejakulata,
odnosno znaCajno povecanje broja doza po nerastu godiSnje. Medutim, primena
postcervikalne inseminacije je, u prakticnim uslovima, limitirana znacajnim nedostacima,
medu kojima se istiCu: (1) nije moguée osemenjavati nazimice, (2) povecan rizik
infektivnih oboljenja, zbog unosenja infektivnih agenasa u dublje partije materice, (3)
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primena skupljih katetera i druge opreme i (4) potreba dodatne edukacije struc¢njaka
(Grafenau i sar., 2004; Stanci¢ i sar., 2006). Sa druge strane, ostaje problem smanjenog
fertiliteta krmaca osemenjenih dozama sa prekomerno razredenom spermom, zbog
potrebe da se dobije §to veéi broj doza po ejakulatu od genetski superiornih nerastova
(Rozeboom, 2000; Tummaruk i sar., 2000; Caballero i sar., 2004; Maxwell i sar. 2007;
Stancié i sar., 2012).

b) Inseminacija sa dodatkom spermalne plazme.

Rezultati naSih istraZzivanja su pokazali da je vrednost prasSenja, posle transcervikalne
intrauterine infuzije 30ml spermalne plazme, neposredno pre aplikacije konvencionalne
VO doze, bila ve¢a na sve tri ispitivane farme (97%, 92% 1 93%), u poredenju sa
kontrolnim krmacama (84%, 80% i 86%). Ove razlike, unutar iste farme, ipak, nisu bile
statstiCki znacajne (P>0.05). Medutim, kada se posmatra sumarno, tj. ukupan broj
tretiranih 1 kontrolnih krmaca na sve tri farme, onda se pokazalo da je postignuta
vrednost prasenja, posle infuzije spermalne plazme (94%), bila statisticki znacajno
(P<0.05) veca, u poredenju sa kontrolnim, netretiranim krmacama (83%) (Tabela 55).
Ovo se moze objasniti ¢injenicom da je, na pojedinim farmama, u oglednim i kontrolnim
grupama bio manji broj krmaca, $to je imalo za rezultat manju varijabilnost uzorka. Ipak,
na sve tri farme je ispoljena jasna tendencija da se vrednost prasenja povecava, ako se
klasi¢na intracervikalna inseminacija kombinuje sa intrauterinom infuzijom nativne
spermalne plazme. Ovaj nalaz je posebno znacajan ako se zna da ispitivane farme nemaju
potpuno istu tehnologiju ishrane, smestaja, zdravstvene zastite, kao ni potpuno identi¢an
menadzment u reprodukciji krmaca i nerastova.

Transcervikalna infuzija 50ml spermalne plazme, neposredno pre aplikacije
inseminacione doze, ubrzava ovulaciju, povecava stepen oplodivosti ovuliranih jajnih
¢elija prezivljavanje ranih embriona (Waberski i sar., 1996). Posle transcervikalne
infuzije semene plazme, neposredno pre aplikacije konvencionalne VO doze, Bortolozzo i
sar. (2000), su dobili znacajno (P<0.05) vecu vrednost prasenja (92.3%) i veéi broj zivo
rodene prasadi u leglu (12.72)kod tretiranih, u poredenju sa kontrolnim krmacama
(88.8% 1 10.41 prasadi). Slicne rezultate su dobili i Stahlberg i sar., 2001). Naime,
prosecan broj Zivo rodene prasadi (13.03) i vrednost prasenja (100%), bili su znacajno
(P<0.05) ve¢i kod krmaca tretiranih spermalnom plazmom, u poredenju sa krmacama
kontrolne grupe (93.3% i 12.20 prasadi). Garcia i sar. (2009) su osemenjavali krmace
konvencionalnim dozama (volumen = 80 ml, sa 3x10° spermatozoida) (I grupa) i istim
ovim dozama, uz prethodnu aplikaciju 30 ml sinteti¢ke spermalne plazme (Predil-MRA®)
(I grupa). Vrednost prasenja je bila znacajno niza (61.9%) kod prve (kontrolne) grupe, u
odnosu drugu (tretmansku) grupu (74.1%). Prosecan broj rodene prasadi po leglu je bio
znacajno veci (za 1.28 prasadi) kod tretiranih, u odnosu na kontrolne krmace. Narocito su
interesantni rezultati koje su, ovi autori dobili posle postcervikalne inseminacije dozama
redukovanog broja spermatozoida (1.5x10°%), u kombinaciji sa 30 ml sinteti¢ke spermalne
plazme. Postignuta vrednost prasenja je iznosila 92.3%, a velic¢ina legla 13.2 praseta.
Dodavanje sinteticke spermalne plazme (Predil-MRA®) povecava fertilitet krmaca
(vrednost prasenja 83%, a broj zivo rodene prasadi po leglu 10.75) u odnosu na kontrolne
krmace (vrednost prasenja 76%, a broj zivo rodene prasadi po leglu 10.07) (Dimitrov i
sar., 2012). Primena konvencionalne intracervikalne inseminacije, dozama volumena 100
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ml sa 4x10° spermatozoida, sa ili bez prethodne aplikacije 30 ml sinteticke spermalne
plazme (Predil-MRA®), moze biti korisna metoda povecanja feretiliteta krmaca
osemenjenih tokom toplijeg perioda godine (Stanci¢ i sar., 2014). Ovi autori su, naime,
ustanovili da je vrednost prasenja, u toploj sezoni, znacajno veca (82%) kod krmaca
osemenjenih sa dodatkom sinteticke semene plazme, u odnosu na krmace osemenjene bez
dodatka ovog preparata (72%). U hladnoj sezoni su ove vrednosti bile nesto vise (88% i
84%), ali se nisu statisticki znacajno razlikovale. I rezultati drugih autora (Martin Rillo i
sar., 1996, Lyczynski, i sar., 2000, Ramirez Ovalle, 2002; Garcia Ruvalcaba i sar.,2008,
Garcia Ruvalcaba i sar.,2009) pokazuju da primena dvofazne inseminacije (aplikacija
sinteticke semene plazme pre aplikacije redovne inseminacione doze), kod klasi¢ne
(intracervikalne) ili nove (postcervikalne) inseminacije, ima stimulativan efekt na
fertilitet (vrednost prasenja i velicina legla) osemenjenih krmaca. Ovaj efekt se pripisuje
svojstvu preparata sinteticke semene plazme (Predil-MRA®), da stimulie kontrakcije
uterusa 1 povecava prezivljavanje 1 fertilizacioni kapacitet spermatozoida u uterus.
(Martin Rillo i sar., 1996, Levis, 2002, Castaneda Morreno, 2002; Dimitrov i sar., 2012).
Kasetrtut i Kaeoket (2010) su osemenjavali krmace dozama otopljenim posle ¢uvanja
dubokim zamrzavanjem, u koje su dodali 60 ml nativne spermalne plazme ili 60 ml
klasi¢nog razredivata za spermu nerasta (Modena'™). Vrednost uspesne koncepcije je
iznosila 100% kod krmaca osemenjenih dozama sa spermalnom plazmom i 60% kod
krmaca osemenjenih dozama sa klasiénim razredivatem za spermu nerasta.
Transcervikalna infuzija 50 ml semene plazme, neposredno pre aplikacije inseminacione
doze, ubrzava ovulaciju, povecava stepen oplodivosti ovuliranih jajnih ¢elija
prezivljavanje ranih embriona (Waberski i sar., 1996). Vrednost praSenja i veli¢ina legla,
posle osemenjavanja krmaca dozama odmrznutim u medijumu sa dodatkom semene
plazme, znacajno se povecavaju u odnosu na osemenjavanje bez ovog dodatka (Okazaki i
sar., 2009b; Garcia i sar., 2010). Dodavanje 15% nativne semene plazme u medijum za
otapanje duboko zamrznutih inseminacionih doza, znacajno smanjuje procent
spermatozoida abnormalnim akrozomom i poveéava progresivnu pokretljivost. Osim
toga, osemenjavanje dozama otopljenih u medijumu sa dodatkom semene plazme,
znacajno je povecalo vrednost praSenja i veli¢inu legla, u odnosu na krmacée osemenjene
dozama otopljenim bez dodatka semene plazme (Okazaki isar., 2012).

Specifi¢ni proteini spermalne plazme (tzv. spermathezini) ucestvuju u molekularnim
mehanizmima transporta spermatozoida kroz uterus krmace (Strzezek i sar., 2005). Oni se
absorbuju na celijsku membranu spermatozoida tokom ejakulacije, a u kaudalnom
istmusu dolazi do njihovog skidanja sa c¢elijske membrane spermatozoida (tzv.
denudacija spermatozoida). Ovo omogucéava pocetak reakcije akrosoma, u procesu
kapacitacije spermatozoida, neposredno pre fertilizacije oocita u ampuli jajovoda (Muifio-
Blanco i sar., 2008). Ako se spermalna plazma deponuje u uterus, neposredno pre
klasi¢ne inseminacione doze, znacajno se povecavaju stepen oplodenih oocita (96%) i
broj akcesornih spermatozoida u njihovoj zoni pelucidi (75), u odnosu na krmace
osemenjene bez pre-infuzije spermalne plazme (84.7% oplodenih oocita i 8 akcesornih
spermatozoida u zoni pelucidi) (Johnson i sar., 2000). Ovi autori povezuju ovaj efekt sa
delovanjem sastojaka spermalne plazme na ubrzanje pasivnog transporta spermatozoida
kroz uterus, kao i sa direktnim uticajem spermalne plazme na povecanje fertilizacione
sposobnosti samih spermatozoida.
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Proteini spermalne plazme inhibiraju imuni odgovor uterusa (stimulacijom pro-
inflamatornih citokina) na antigene spermatozoida (tzv. postinseminaciona inflamacija
uterusa, izazvana infiltracijom polimorfonuklearnih granulocita u lumen uterusa)
(Roseboom i sar., 2000; Madej i sar., 2013). Specifi¢ni proteini spermalne palzme su
medijatori uspostavljanja interakcije preimplantacionih ebriona i uterusa, kao i indukcije
faktora rasta embriona (Robertson i Sharkey, 2001). Neka istraZivanja pokazuju da
dodavanjem semene plazme u uterus krmaca, stimuliSe ekspresiju citokina (faktora koji
stimuliSu kolonizaciju uterusa makrofagnim granulocitima), Sto se povezuje sa
povecanjem broja zivih embriona (O’Leary i sar., 2004).

Mehanizmi koordinacije ovulacije i prispeca spermatozoida u utero-tubalni spoj,
odnosno u kaudalni istmus, takode su pod uticajem proteina spermalne plazme (O’Leary
i sar., 2002). Ova koordinacija obezbeduje da se oociti i kapacitirani spermatozoidi nadu
u ampuli jajovoda, u optimalno vreme za oplodnju (Gomeida i sar., 1998), tj. unutar 6 do
8 sati posle ovulacije (Hunter, 1986, Radovi¢ i sar., 2006). Spermalna plazma ubrzava
proces ovulacije (Waberski i sar., 2000), tako Sto proteini semene plazme indukuju
povecanje koncentracije citokina u limfi uterusa, koji prelaze iz uterusne vene u
ovarijalnu arteriju. Tako dospevaju do jajnika, gde ubrzavaju dozrevanje predovulatornih
folikula (Waberski i sar., 2006).

Spermalna plazma nerasta sadrzi oksitocin (Frunza i sar., 2008), koji stimuliSe
kontrakcije uterusa tokom i neposredno posle osemenjavanja (Willenburg i sar., 2004).
Ove kontrakcije su veoma vazne za pravilan i brz pasivan transport spermatozoida od
mesta depozicije (cerviks) do uterotubalnih spojava i formiranje adekvatne populacije
spermatozoida u kaudalnom istmusu jajovoda (Langedijak i sar., 2002). Neadekvatan
transport spermatozoida kroz lumen uterusa, znacajno smanjuje fertilitet osemenjenih
krmaca (Spronk i sar., 1997). Smanjen fertilitet vestacki osemenjenih krmaca, dozama sa
prekomerno razredenom spermom ili dozama znatno redukovanog volumena (kod
intrauterine inseminacije) (Roseboom i sar., 2004; Stanci¢ i sar., 2010), povezuje se sa
neadekvatnim kontrakcijama miometriuma. Ovo je direktna posledica zna¢ajno smanjene
koncentracije oksitocina i estrogena u prekomerno razredenim inseminacionim dozama
(Langedijak i sar., 2003; Mezalira i sar., 2005). Kontrakcije miometriuma se mogu
poboljSati dodavanjem oksitocina u inseminacione doze, injekcijom oksitocina u vulvu,
neposredno pre inseminacije, i prisustvom nerasta neposreno pre, tokom i posle
inseminacije (Pefia i sar., 1998; Gibson i sar., 2004; Peléez, i sar., 2006, Stanci¢ i sar.,
2006, Stancié i sar., 2013).

Rezultati navedenih istrazivanja jasno ukazuju na znacajnu ulogu semene plazme u
postizanju visokog stepena fertiliteta vestacki osemenjenih krmaca. Naime, specifi¢ne
komponente spermalne plazme odrzavaju parametre fertiliteta spermatozoida in vitro
(vitalnost, progresivna pokrtljivost, integritet akrozoma i Celijske membrane) i in vivo
(transport, prezivljavanje i funkcija u Zenskom reproduktivnom traktu). Osim toga,
spermalna plazma ima i kljuénu ulogu u kontroli funkcija vaznih za uspeSnu oplodnju i
rani embrionalni razvoj. Osnovne od tih funkcija su: kontrakcije miometrijuma, kontrola
procesa ovulacije, koordinacija prispeca spermatozoida i oocita u ampule jajovoda, u
optimalno vreme za oplodnju, kao i procesi povezani sa razvojem ranih embriona.
Proteini spermalne plazme su klju¢na komponenta koja obezbeduje navedene funkcije
spermalne plazme (Caballero i sar., 2008; Nasrin i Calogero, 2012). Ovim ¢injenicama
se, sasvim logi¢no i realno, mogu objasniti znatno veée vrednosti fertiliteta (procent
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prasenja i veli¢ina legla) krmaca, koji su postignuti u naSem istrazivanju, posle dvofaznog
osemenjavanja krmaca, dodatkom nativne spermalne plazme, neposredno pre aplikacije
konvencionalne inseminacione doze. S tim u vezi, istrazivanja u vezi sa mogucnosti
povecanja fertiliteta veStaCki osemenjenih krmaca, konvencionalnim ili dozama
redukovanog volumena i broja spermatozoida, uz dodatak nativne ili sintetiCke semene
plazme (tzv. dvofazna inseminacija), imaju sve veci znacaj za unapredenje savremene
industrijske proizvodnje svinja.

Prikazani rezultati, koji su dobijeni u naSem istrazivanju, pokazuju da su, u
potpunosti, ostvareni postavljeni ciljevi, kao 1 da su potvrdene pretpostavke istrazivanja u
ovoj doktorskoj disertaciji. Naime, izvrseno je ispitivanje uticaja godisnje sezone, rase
nerastova i sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, na parametre fertilizacionog kapaciteta
nativne i razredene sperme. Takode je izvrSeno i ispitivanje variranja sadrzaja proteina U
spermalnoj plazmi pojedina¢nih nerastova, tokom godine, kao i distribucije nerastova
prema sadrZaju proteina u spermalnoj plazmi. Konac¢no, izvrSena su ispitivanja fertiliteta
krmaca, posle konvencionalnog intracerviklanog i novog postcervikalnog osemenjavanja
konvencionalnim i dozama redukovanog volumena i broja spermatozoida, kao i posle
konvencionalnog osemenjavanja uz dodatak spermalne plazme. Postizanjem ovih ciljeva,
potvrdene su sledece glavne pretpostavke istrazivanja: (1) ejakulati nerastova sa visokim
sadrzajem proteina, znacajno bolje podnose veci stepen razredenja i duze Cuvanje in
vitro, u odnosu na ejakulate nerastova sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi,
(2) dodavanje spermalne plazme sa visokim sadrZajem proteina, u spermatozoide
izdvojene iz ejakulata nerastova sa niskim sadrzajem proteina, moZze se povecati njihova
progresivna pokretljivost i produziti period njihovog ¢uvanja in vitro, (3) ove ¢injenice
se mogu upotrebiti za povecanje fertilizacionog kapaciteta nerastova sa niskim sadrzajem
proteina, kao i za selekciju nerastova sa visim fertilizacionim potencijalom, na osnovu
sadrzaja proteina u njihovoj spermalnoj palzmi, (4) primenom postcervikalne (plitke
intrauterine) inseminacije, moguce je koristiti doze duplo redukovanog volumena i broja
spermatozoida, u odnosu na konvencionalne doze, pri ¢emu je fertilitet osemenjenih
krmaca slican ili ve¢i od onog koji se postize konvencionalnim veStackim
osemenjavanjem i (5) fertilitet krmaca, vestacki osemenjenih konvencionalnom
intracervikalnom metodom, moze se znacajno povecati dodatkom 30 ml semene plazme,
neposredno pre aplikacije konvencionalne inseminacione doze. Time se znatno ublazava
negativan efekt inseminacije prekomerno razredenim dozama na fertilitet krmaca.
Postignuti rezultati predstavljaju naucni doprinos boljem razumevanju fizioloskih
mehanizama uticaja semene plazme na fertilizacioni kapacitet spermatozoida in vitro, kao
i na fertilitet krmaca. Osim toga, ovi rezultati mogu biti primenjeni u prakti¢noj
proizvodnji, jer pruzaju moguc¢nost definisanja efikasnije tehnologije reproduktivnog
iskoriStavanja genetski superiornih nerastova, kao i povecanja fertiliteta veStacki
osemenjenih krmaca.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju, kao i oni do kojih su dosli drugi autori,
pokazuju da sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi moze biti vazan kriterijum za procenu i
poboljSanje parametara fertilizacionog potencijala sperme nerasta. Zbog toga,
odredivanje sadrzaja proteina u spermalnoj plazmi, treba da bude ustaljena metoda za
izbor nerastova donatora sperme visokog fertilizacionog potencijala. Osim toga,
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kombinacija konvencionalne inseminacione doze, sa aplikacijom spermalne plazme,
moZe znacajno povecati fertilitet vestacki osemenjenih krmaca, narocito kada se koriste
prekomerno razredene doze. Medutim, precizni mehanizmi delovanja aktivnih sastojaka
spermalne plazme, na fertilitet nerastova i krmaca, ipak, nisu potpuno razjasnjeni, pa
ostaju predmet daljih istrazivanja.

Prema naSem misljenju, dalja istrazivanja ove sloZzene problematike bi trebalo
detaljno da razjasne: (a) ulogu pojedinih vrsta proteina iz pojedinih frakcija spermalne
plazme (iz epididimisa i akcesornih polnih Zljezda) na parametre fertilizacionog
kapaciteta spermatozoida in vivo i in vitro, (b) fizioloSke mehanizme interakcije proteina
spermalne plazme 1 uslova cuvanja spermatozoida in vitro u tenom i duboko
zamrznutom stanju, kao i uticaj ove interakcije na parametre fertilizacionog kapaciteta
spermatozoida i (c) fizioloske mehanizme delovanja pojedinih bioaktivnih komponenti
spermalne plazme, naro€ito njenih proteina, na funkcije Zenskog reproduktivnog trakta,
vazne za uspesnu oplodnju oocita i rani embrionalni razvoj.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata eksperimentalnih istrazivanja, mogucée je izvesti sledece
zakljucke:

1.

Prose¢ne vrednosti svih osnovnih parametara fertilizacionog potencijala sperme
ispitivanih nerastova (volumen, koncentracija, ukupan broj i progresivna
pokretljivost spermatozoida) su znacajno (P<0.01) veé¢i u hladnom (274 ml,
229x10%ml, 60x10° i 79%), u odnosu na topli period godine (218 ml,
208x10%ml, 45x10° i 68%).

Nerstovi rase Durok imaju statisticki znacajno manji volumen ejakulata i ukupan
broj spermatozoida u ejakulatu (228ml i 65x10%) od nerastova rase Svedski
Landras (301ml i 71x10° P<0.01) i Veliki Jorksir (267ml i 69x10°, P<0.05).
Medutim, koncentracija spermatozoida i progresivna pokretljivost su veée kod
nerastova rase Durok (289x10%ml i 82%) od nerastova rase Svedski Landras
(244x10%ml i 79%, P<0.01) i Veliki Jorksir (264x10°ml i 77%, P<0.01).
Vrednsoti navedenih parametara nisu bile znacajno razliCite izmedu nerastova
rase Svedski Landras i Veliki Jorksir (P>0.05).

Prose¢ne vrednosti svih ispitivanih parametara fertilizacionog potencijala
cjakulata, bili su statisti¢ki znacajno vec¢i (P<0.01) kod nerastova sa visokim, u
odnosu na nerastove se niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi.

SadrZaj proteina u spermalnoj plazmi, nije znacajnije variraro kod jednog istog
nerasta. Medutim, ova vrednost je pokazakla znac¢ajna variranja izmedu pojedinih
nerastova. Tako je ova vrednost varirala izmedu 1.31% i 3.01% (prosek 2.26%),
kod nerastova sa niskim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi, dok je kod
nerastova sa visokim sadrzajem proteina u spermalnoj plazmi, ova vrednost
varirala izmedu 3.70% i 4.80% (prosek 4.17%).

Nizak sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi (prosec¢no 2.44%), ustanovljen je kod
69% nerastova, a visok sadrzaj proteina (prosecno 4.18%) kod 31%, od ukupno
106 ispitivanih nerastova. Rasa i starost ispitivanih nerastova nisu imali statisti¢ki
znacajan (P>0.05) uticaj na sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi.

Stepen razredenja ejakulata i vremena Cuvanja uzoraka razredene sperme, imaju
veéi uticaj na progresivnu pokretljivost razredene sperme, od uticaja godiSnje
sezone na ovu vrednost.

Rasa nerastova nema znacajnog uticja na progresivnu pokretljivost razredene
sperme (P>0.05). Ustanovljene statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti progresivne
pokretljivosti kod svake rase, posledica su razli¢itog stepena razredenja i perioda
cuvanja uzoraka razredene sperme.

Sadrzaj proteina u autolognoj spermalnoj plazmi je zna¢ajno uticao na prosecnu
progresivnu pokretljivost. Ova vrednost je bila znacajno vec¢a (P<0.01) u svim
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10.

11.

12.

13.

14.

razredenjima 1 periodima Cuvanja, kod uzoraka sa viskim sadrzajem proteina, u
odnosu na uzorke sa niskim sadrzajem proteina. Uzorci sa visokim sadrzajem
proteina nisu znacajno (P>0.05) smanjili progresivnu pokretljivost posle 72h
cuvanja u razredenju 1:4, u odnosu na ovu vrednost posle 24h Cuvanja u
razredenju 1:2 (77% prema 64%). Medutim, ove vrednosti su bile statisti¢ki
znacajno razliCite (P<0.01) kod uzoraka sa niskim sadrzajem proteina (68%
prema 48%).

Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi ima znacajan uticaj na vrednosti
citomorfoloskih parametara spermatozoida, tokom 72h ¢uvanja, u razredenju 1:4.
Tako je broj spermatozoida sa oSteCenom celijskom menbranom, akrozomom ili
hromozomima, u uzorcima sa visokim sadrzajem proteina, bio zna¢ajno (P<0.01
ili P<0.05) manji (10.6%, 17.6% i 5.7%) u poredenju sa uzorcima sa niskim
sadrzajem proteina (18.6%, 29.2% i 13.2%).

Dodavanje homologne spermalne plazme u centrifugirane spermatozoide,
znacajno manja stepen njihove progresivne pokretljivosti, posle 72h ¢uvanja u
razredenju 1:4. Tako, dodavanje homologne spermalne palzme sa niskim
sadrzajem proteina (2%), u spermatozide izdvojene iz ejakulata sa visokim
sadrzajem proteina (4%), znacajno smanjuje (P<0.01) njihovu progresivnu
pokretljivost (55%), u odnosu na ovu vrednost kod autologne razredene sperme
(65%). | obrnuto, ako se spermatozoidima iz ejakulata sa niskim sadrzajem
proteina, doda homologna spermalna plazma sa visokim sadrzajem proteina,
njihova progresivna pokretljivost se znacajno (P<0.01) povecava (sa 52% kod
autologne razredene sperme, na 65% kod homologne razredene sperme).

Takode se pokazalo da znacajno veci broj (75%) uzoraka razredene autologne
sperme sa visokim sadrZajem proteina, zadrZzava >65% progresivne pokretljivosti
(tzv. dobri uzorci) posle 72h ¢uvanja u razredenju 1:4, u odnosu na uzorke sa
niskim sadrzajem proteina (25%). Ova vrednost dobrih uzoraka se znacajno
povecava (na 75%), ako se spermatozoidima izdvojenim iz ejakulata sa niskim
sadrzajem proteina, doda homologna spermalna plazma iz ejakulata sa viskim
sadrzajem proteina. Medutim, ako se spermatozoidima izdvojenim iz ejakulata sa
visokim sadrZzajem proteina, doda homologna spermalna plazma sa niskim
sadrzajem proteina, broj dobrih uzoraka se smanjuje sa 75% na 50%.

Navedene CcCinjenice, u vezi sa uticajem sadrzaja proteina u homolognoj
spermalnoj plazmi, na progresivnu pokretljivost spermatozoida u razredenoj
spermi, pruza moguénost povecanja fertilizacionog kapaciteta sperme nerastova
sa niskim sadZajme proteina. Osim toga, sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi,
moze biti efikasan marker fertilizacionog potencijala nerastova, na osnovu koga
se oni mogu selekcionisati za upotrebu u vestackom osemenjavanju.

Intrauterina inseminacija omogucava primenu doza duplo redukovanog volumena
i broja spermatozoida, jer su postignute vrednosti fertiliteta, vrednost prasenja
(77% do 83%) 1 broj zivo rodene prasadi (10.04 do 10.82), bile vrlo slicne onima
dobijenim posle konvencionalnog intracervikalnog osemenjavanja (83% do 87% i
10.25 do 10.31).

Primenom intrauterine inseminacije, dozama duplo redukovanog volumena i broja
spermatozoida, moguée je duplirati broj inseminacionih doza po ejakulatu, bez
povecanja stepena razredenja 1 njegovog negativnog uticaja na fertilizacioni

134



Jelena B. Apié, DVM. Doktorska disertacija 7. ZAKLJUCCI

15.

16.

potencijal inseminacionih doza. Na taj nacin je moguée znacajno povecati broj
osemenjenih krmaca po nerastu godiSnje, odnosno povecati efikasnost
reproduktivne eksploatacije nerastova. Medutim, masovna prakti¢na primena
intrauterinog osemenjavanja je, jos uvek, znacajno ogranicena.

Dobijeni rezultati pokazuju da osemenjavanje krmaca konvencionalnim dozama,
uz aplikaciju 30 ml nativne spermalne plazme, znacajno (P<0.05) poveéava
vrednost praSenja (94%) i prosecan broj Zivo rodene prasadi po leglu (12.27), u
poredenju sa kontrlnim, ne tretiranim, krmacama (83% 1 10.48 prasadi).

Rezultati dobijeni u ovom radu, pokazuju da su postignuti postavljeni ciljevi, kao
i da su potvrdene pretpostavke istrazivanja.
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PRILOG 1.

Detalji statisti¢ke analize svih testiranih rezultata, prikazani su u tabelama 62 do 77, word
formata. Zbog prevelikog obima (34 stranice A4 formata, Font Size 9, Times New Roman),
ovaj prilog nije prikazan u Stampanoj formi ove disertacije. Original excel dokumenti detaljne
statisticke analize, kao 1 word tabele 62 do 77, nalaze se, u elektronskoj formi, kod autora
disertacije.

PRILOG 2.

Tabela 78. Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi ispitivanih nerastova
(od svakog nerasta ispitano po 3 ejakulata)

Tet. broj _Broj Visok sadrzaj gfgj _Broj Nizak sadrzaj
nerasta | ejakulata | proteina (%) nerasta ejakulata | proteina (%)
18659 1 4.11 62836 1 2.41

2 3.81 2 2.53

3 4.4 3 1.31
19166 1 4.04 7234 1 2.36

2 4.19 2 2.31

3 4.43 3 1.33
75759 1 3.87 1172 1 2.45

2 4.21 2 2.32

3 4.4 3 2.33
76023 1 4.08 54203 1 2.04

2 4.11 2 2.36

3 4.43 3 2.36
81189 1 4.37 395 1 1.92

2 4.52 2 3.01

3 4.23 3 2.23
71704 1 3.88 881 1 2.13

2 4.01 2 2.84

154



Jelena B. Api¢, DVM. Doktorska disetacija 9. PRILOZI
3 4.04 3 2.43
74803 1 4.04 1030 1 2.48
2 4.22 2 2.68
3 4.27 3 251
77841 1 4.61 1159 1 291
2 4.81 2 1.45
3 4.09 3 251
Prosec¢nan sadrzaj 4.17 ) 2.26
proteina (%) (3.70-4.8) (1.31-3.01)
Ukupno |ip|t|van|h 12 i 12
nerastova* (n)
Ukupno ispitivanih

*Prikazani su samo nerastovi koristeni za ispitivanje kvaliteta nativnih ejakulata.

Tabela 79. Sadrzaj proteina u spermalnoj plazmi nerastova koristenih u
eksperimentu sa meSanom spermom

Broj Nizak sadrZaj proteina Broj Visok sadrZaj proteina
ejakulata Tetovir . . ejakulata ™ Teroyir o -
po nerastu broj SadrZaj proteina po nerastu broj SadrZaj proteina

nerasta (%) nerasta (%)

1 2.16 1 4.01
2 242 2 4.21
3 2.60 3 3.94
4 9197 1.40 4 58666 4.13
> 1.54 5 3.78
6 1.56 6 4.02
7 2.01 l 4.13
8 2.22 8 4.04
Prosek 1.99 4.03

min. 1.40 3.78

Max. 2.60 421

1 1.56 1 4.11
2 1.52 2 3.70
3 15 3 441
4 45279 2.01 4 2191 4.02
S 1.88 S 3.88
6 2.02 6 4.11
7 2.16 7 4.21
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8 2.22 8 4.33
Prosek 1.86 4.10
min. 1.50 3.70
Max. 2.22 4.41
1 2.59 1 4.06
2 2.28 2 3.80
3 2.21 3 3.44
4 2.32 4 3.76
5 5743 502 5 2307 408
6 1.98 6 4.11
7 1.88 7 4.04
8 1.99 8 4.08
Prosek 2.16 3.92
min. 1.88 3.44
Max. 2.59 4.11
1 2.58 1 4.43
2 2.22 2 4.24
3 2.01 3 4.21
4 15 1.87 4 E501 3.88
5 2.01 5 3.79
6 211 6 4.12
7 1.89 7 3.99
8 2.11 8 3.87
Prosek 2.1 4.07
min. 1.87 3.79
Max. 2.58 4.43
Ukupno nizak nivo proteina Ukupno visok nivo proteina
32 ejakulata 32 ejakulata
Prosek 2.03 4.02
min. 1.40 3.44
Max. 2.60 4.43
Ukupno za sve nerastove (nizak + visok nivo proteina)
64 ejakulata
Prosek 3.02
min. 1.4
Max. 4.43
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Po zavrSetku integrisanih osnovnih i diplmskih-master studija, zasnovala je radni odnos u
Nau¢nom institutu za veterinarstvo ,,Novi Sad“ u Novom Sadu, 07.05.2010. godine, na
Odelenju za ispitivanje namirnica animalnog porekla, kao istrazivac-pripravnik. Pripravnicki
ispit je polozila 06.06.2011. godine, u Nau¢nom institutu za veterinarstvo ,,Novi Sad“ u
Novom Sadu. U zvanje istrazivaca-saradnika, za nauc¢nu oblast Bezbednost hrane, izabrana je
na ovom institutu 2011. godine. Sada radi, kao istraziva¢-saradnik u Odelenju za reprodukciju
domacih zivotinja, u Nau¢nom institutu za veterinarstvo ,,Novi Sad“ u Novom Sadu.

Kao prvi autor ili jedan od koautora, objavila je ukupno 21 nau¢nih radova, kategorije
M23, M24, M32, M33, M34 i M51 i M63. Do sada je ucestvovala, kao istrazivac¢-saradnik na
dva nacionalna projekta tehnoloSkog razvoja. Kao autor ili koautor referata, ucestvovala je na
jednom nacionalnom i ¢etiri medunarodna nau¢na simpozijumu.

Ima polozen drzavni ispit za radnike sa visokom Skolskom spremom, u oblasti
veterinarske delatnosti. Poseduje licencu za obavljanje veterinarske delatnosti, koju je izdala
Veterinarska komora Srbije.

Clan je Vetrinarske komore Srbije i UdruZenja veterinara i veterinarskih tehni¢ara Srbije.

Vrlo dobro se sluzi racunarskom tehnikom (MS Office, Power Point, Internet).

Odli¢no cita, pise 1 govori engleski jezik.

Ima polozen vozacki ispit (B-kategorija).

Zivi u Novom Sadu, udata je i ima jedno dete.
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