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Kratak sadrzaj

Reprodukcija svinja danas predstavlja osetljivo polje delovanja veterinarske sluzbe koje
znacajno uti¢e na profitabilnost svinjarske proizvodnje. Bez obzira na ovu ¢injenicu, neki
standardni pregledi razredenog semena nerastova kroz duZzi vremenski period predstavljaju
nezamenljiv na¢in kontrole kvaliteta dobijenog ejakulata. Cito-morfoloski pregled izvodi se u
svrhu procene ucestalosti pojavljivanja abnormalno gradenih spermatozoida. Citoplazmaske kapi
javljaju se na srednjem delu spermatozoida, a po mestu lokacije, dele se na proksimalne i distalne.
Distalne citoplazmatske kapi ukazuju na nezrelost spermatozoida, rano uvodenje mladih
nerastova u reproduktivnu eksploataciju, prekomerno iskoriS¢avanje priplodnjaka ili pak
posledi¢no pojavljivanje ovakvih spermatozoida kao odgovor na ambijentalne oscilacije ili druge
zdravstvene probleme vezane za nerasta. Ovaj rad predstavlja istraZzivanje koje je sprovedeno na
nerastovima (n=30), durok i landras rasne pripadnosti. Eksperimentalna grupa zZivotinja dobijala
je peroralno zajedno sa kompletnom smeSom za ishranu, dodatak preparata sa antioksidativnim
potencijalom. Za potrebe bojenja spermatozoida koriS¢ena je modifikovana metoda ,,u jednom
koraku” (Mortimer, 1994; Jovicin i sar., 2012). Primena dvofaktorske ANOVE za ponovljena
merenja pokazala je da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrolne i eksperimentalne
grupe nerastova u nalazima citoplazmatskih kapi spermatozoida (%) (F(7, 112)= 1,65, p=0,13) u
odabranim vremenskim tackama. lako nije zabeleZena statisticki znacajna razlika, ovakav
rezultat, odnosno konstanta u broju ovakvih spermatozoida nerastova oznac¢ava i ujednacenost
uslova pod kojim je ekseriment sproveden.

Kljuéne reéi: Cito-morfologija, Razredeno seme, Svinje, Reprodukcija
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Uvod

Profitabilnost svinjarske proizvodnje, naroc¢ito danas, direktno zavisi od veterinarske
delatnosti, a intenzivna proizvodnja se ne moze zamisliti bez adekvatne ekspoatacije priplodnih
nerastova. Kvalitet ejakulata nerastova zavisi od viSe faktora, a od genetski superiornih nerastova
potrebno je dobiti maksimalan broj inseminacionih doza po nerastu godinje (Api¢ i sar., 2021).
Vrednovanje kvaliteta sperme klju¢an je za izbor nerasta i upravljanje reprodukcijom u
intenzivnoj proizvodnji. Dobijanje dobrog reproduktivnog materijala od nerastova ukljucuje
stalna poboljSanja i usvajanje novih procedura i tehnologija u proceni kvaliteta ejakulata (Api¢ i
sar., 2015; Apic¢ i sar., 2016; Stanci¢ i sar., 2019; Barna i sar., 2021; Gali¢ i sar., 2022a). Za mnogo
efikasniji rad u tehnologiji proizvodnje sperme nerastova, potrebno je vie ¢inioca: savremena
oprema, znanje i iskustvo, dovoljna frekfencija uzoraka mesec¢no, redovno atestiranje
instrumenata, redovna analiza plodnosti i zdravstvenog stanja nerastova, kao i upornost za
nalaZenje reSenja aktuelnih problema u reprodukciji svinja (Milovanovic i sar., 2013). Bez obzira
na ovu ¢injenicu, neki standardni pregledi razredenog semena nerastova kroz duzi vremenski
period predstavljaju nezamenljiv nacin kontrole kvaliteta dobijenog ejakulata.

Morfologija i vitalnost spermatozoida podrazumeva procenu abnormalno gradenih
spermatozoida i spermatozoida bez morfoloSkih promena. Vecina sistema procene morfologije,
prvobitno je razvijena za ljudske spermatozoide na osnovu kriterijuma i normi koje preporucuje
Svetska zdravstvena organizacija (Word Health Organisation, 2010). Cito-morfoloske analize
sperme nerastova mogu se vrSiti primenom jednostavnih i jeftinih analitickih metoda kao $to je
supravitalno bojenje, ali i metodom CASA sistema kao super analiticke metode (Stancic¢ i sar.,
2022). Prvi znaci pogorSanja kvaliteta sperme uoc¢avaju se na citoloSko-morfoloskom pregledu, a
na osnovu njih se moZe predvideti razvoj kasnijih promena u pokretljivosti i oplodnoj sposobnosti
(Milovanovi¢ i sar., 2013). Citoplazmaske kapi javljaju se na srednjem delu spermatozoida, a po
mestu lokacije, dele se na proksimalne (ako se nalazi blize glavi) i distalne (ako je postavljena
blize repu). Proksimalna i distalna citoplazmatska kap se ubraja u sekundarne anomalije grade
spermatozoida (Lépez Rodriguez, 2012). Distalne citoplazmatske kapi ukazuju na nezrelost
spermatozoida, rano uvodenje mladih nerastova u reproduktivnu eksploataciju, prekomerno
iskoriS¢avanje priplodnjaka ili pak posledi¢no pojavljivanje ovakvih spermatozoida kao odgovor
na ambijentalne oscilacije ili druge zdravstvene probleme vezane za nerasta. Proksimalne
citoplazmatske kapljice odrazava pojavu velikog broja mladih spermatozoida, pa njihov povecan
broj ima vece posledice na fertilnost ejakulata (Stanci¢ i sar., 2022). Citoplazmatske kapi
predstavljaju ostatak citoplazme germinativne celije koja fizioloSki migrira duZ srednjeg dela
vrata spermatozoida do njegovog repa. Tokom prolaska spermatozoida kroz epididimis,
citoplazmatska kap nestaje nakon kontakta sa spermalnom plazmom u roku od jednog minuta
nakon ejakulacije nerasta (Kato i sar., 1996). Posebna analiza zadrZavanja citoplazmatske kapi
zashiva se na zapazanju da je veca pojava takvih spermatozoida povezana sa smanjenom stopom
koncepcije, stopom pradenja i veli¢inom legla (Waberski i sar., 1994; Gadea i sar., 2004; Schulze
i sar., 2013). Osnovni razlozi za smanjenu sposobnost oplodnje, praSenja i velic¢inu legla,
povezanog sa zadrZzavanjem citoplazmatskih kapi su samo delimi¢no razjasnjeni. Citoplazmatske
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kapi sadrZe rezidualnu citoplazmu i spljoStene jednomembranske i dvomembranske vezikule
(Kaplan i sar., 1984; Bonet i sar., 2013). Na molekularnom nivou, citoplazmatske kapi sadrze
enzime glikolitickog puta i hidrolaze (Dott i Dingle, 1968; Harrison i White, 1972), mehanizme
za aktivnu translaciju (Au i sar., 2015) i antioksidativne proteine (Hermo i sar., 2019).

1z razloga posedovanja antioksidativnih proteina, cilj ovog istraZivanja je bio da se ustanovi
da li kombinacija dva preparata sa antioksidativnim potencijalom (organski selen i Oxynat 3D)
davani putem hrane za priplodne nerastova, imaju uticaj na pojavu citoplazmatskih kapi
spermatozoida.

Materijali i metod rada

Izbor priplodnjaka i kolekcija sperme

Za potrebe ovog istrazivanja koris¢eno je trideset nerastova (n=30), landras i durok rasene
pripadnosti na jednoj komercijalnoj farmi u Vojvodini. Nerastovi su bili smeSteni u zasebne
bokseve, hranjeni su dva puta dnevno, uz poStovanje svih sanitarno-higijenskih mera.
Eksperimentalna grupa nerastova (n=15) uz obrok dobijala je dodatak organskog selena (LFA
Lesaffre, Meksiko) i preparate Oxynat 3D (Phytosynthese, Francuska). Nerastovima je dva puta
nedeljno uzimana sperma, u sklopu redovnih reproduktivnih potreba za veStackim
osemenjavanjem na ovoj farmi. Sperma je uzimana metodom manuelne fiksacije penisa.
Kolekcija sperme uzimana je bez gel frakcije, direktno u kesu za skupljanje sperme nerastova
(Mini Tube, Nemacka). Volumen ejakula ocitan je na farmi, a uzorci koji su odstupali po boji i
mirisu nisu ulazili u analizu. Razrerdeno seme prikupljeno je Cetiri puta u toku dva meseca, na
svakih dvadeset dana. Za potrebe razredivanja sperme, koriséen je Vitasem® razredivac (Magopor
S.L., Spanija). Uzorci razredenog semena transpotrovani su do Nauénog instituta za veterinarstvo
“Novi Sad” u rashladnom uredaju u narednih sat vremena.

Analiza razredenog semena

Broj citoplazmatskih kapi odredivan je bojenjem spermatozoida modifikovanom metodom
“u jednom koraku” po Mortimer-u. Rastvor za bojenje spermatozoida sadrzi 0,67% Zutog eozina
i 10% nigrozina, rastvorenih u 0,9% rastvoru NaCl u destilovanoj vodi (Mortimer, 1994). 1z
razloga boljeg uo¢avanja i preciznosti, ova metoda je modifikovana, dodavanjem jo$ jedne boje
(tripan plavo) koja sa nigrozinom daje bolju kontrastnu pozadinu. Koris¢ena je komercijalno
napravljena boja HANCOCK 2 (Alfapanon, Srbija). Tehnika bojenja izvrSena je opisno po
Jovi¢inu (Jovicin i sar., 2012). Preparati su pregledani pod uvelicanjem 1000 x uz upotrebu
imerzionog ulja, na svetlosnom, fazno-kontrasthnom mikroskopu (Olympus BX 40, Japan).
Utvrdivanje spermatozoida sa prisutnom citoplazmatskom kapi (proksimalna ili distalna) i
njihovo brojanje, izvrSeno je na osnovu pregleda 200 spermatozoida.

Statisticka analiza
Dobijeni rezultati obradeni su primenom StatSoft Statistica (v12,5) (Tulsa, Oklahoma),
razlike u ispitivanim parametrima izmedu kontolne i eksperimentalne grupe u pojedinim
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vremenskim tackama uzorkovanja utvrdene su primenom dvofaktorske analize varijanse
(ANOVA), pri ¢emu su razlike smatrane statisticki znacajnim ukoliko je p <0,05.

Rezultati i diskusija

Spermatozoidi mogu biti morfolodki promenjeni, a promene se oznacavaju kao solitarne i
multipne malformacije. Solitarne promene naj¢esc¢e ukazuju na promenu strukture spermatozoida,
dok se multiple uglavnom javljaju u obliku aglutinata (Stan¢ic i sar., 2022). Takode, Stanci¢ i sar.
(2022) navode da osim evaluacije standardnih parametara kvaliteta ejakulata (volumen,
koncentracija i progresivna pokretljivost), cito-morfoloski pregled ¢esto oznacava i jedini put ka
reSavanju problema. Vece prisustvo citoplazmatskih kapi (Fotografija 1. i 2.) u ejakuliranoj spermi
nerasta obi¢no se smatra indikacijom nepotpunog sazrevanja spermatozoida.

Fotografija 1. Ziv spermatozoid nerasta sa Fotografija 2. Mrtav spermatozoid nerasta sa
proksimalnom protoplazmatskom kapljicom distalnom protoplazmatskom kapljicom
(original) (original)

Rezultati ovog istraZivanja nisu otkrili statisticki znacajne razlike u prisustvu
citoplazamtskih kapi spermatozoida nerastova. Primena dvofaktorske ANOVE za ponovljena
merenja pokazala je da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrolne i eksperimentalne
grupe u nalazima citoplazmatskim kapima (CK) spermatozoida (%) (F(7, 112)= 1,65, p=0,13) u
odabranim vremenskim tackama (Tabela 1.).
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Tabela 1. ANOVA za ponovljena merenja. CK — citoplazmatske kapljice

2 | 2 @ 3 - - - E T E
] = o B o n B -8 w3 w3 = 3 ® 3 o
s | 2 =R EX:2 88 |58| =8 oz |BF | =3 -
s | = = 2 2 & &

%CK 0'3%560 0,093393 | 0,036730 258(?'10 7 369,4429 | 25104,40 | 112 | 224,1464 | 1,648221 0’126919

Zadrzane citoplazmatske kapi se tretiraju kao najéeS¢a morfoloSka abnormalnost na
spermatozoidima nerastova (Waberski i sar., 1994; Gomez i sar., 2015). Kako se sazrevanje
spermatozoida deSava u epididimisu, promene u njegovoj funkciji usled stresnih faktora,
rezultiraju ucestalijom pojavom spermatozoida sa citoplazmatskom kapima (Pruneda i sar., 2005),
kao odgovor na stresni faktor. Jovic¢in i sar. (2012) navode da parametar odredivanja broja
spermatozoida sa citoplazmatskim kapima, treba ukljuciti kod selekcije nerastova za vestacko
osemenjavanje, zbog njegovog uticaja na fertilitet ejakulata. Skoro objavljena studija (Valencia i
sar., 2021), prikazuje da je produzeno vreme pod uslovima visoke ambijentalne temperature (>
30°C) nerastova, rezultiralo spermatozoidima upornim u zadrZavanju citoplazmatskih kapi.
Takode, prijavljeno je da se povecanjem spermatozoida sa citoplazmatskim kapima, smanjuje
pokretljivost istih, ali i povecavaju druge abnormalnosti spermatozoida (Li i sar., 2015). Sli¢no
rezultatima iz naSe studije, Lovercamp i sar. (2013) prikazuju da uticaj selena (neorganskog ili
organskog) nema nikakav uticaj na broj spermatozoida sa citoplazmatskim kapima. Takode,
studija u kojoj su ispitivali dodatak ribljeg ulja u ishrani nerastova, kao i nasi rezultati, nije
pokazala nikakve razlike u smanjenju proksimalnih i distalnih citoplazmatskih kapi (Parsley i sar.,
2021). Rezultate, sli¢ne naSim rezultatima, prikazuju i Liu i sar. (2017), kada su kompletnu smeSu
nerastovima dopunili sa 200mg/kg vitaminom E, odnosno ovako dopunjena ishrana nije
rezultirala promenama u morfologiji spermatozoida. Isti autori (Liu i sar., 2017) u drugoj grupi
nerastova cija je ishrana dopunjena sa 400mg/kg vitamina E, prijavljuju poboljSanje morfologije
spermatozoida. Treba naglasiti, da u istoj studiji nisu racunati samo spermatozoidi sa
citoplazmatskim kapima, nego ukupne abnormalnosti: abnormalnosti glave, abnormalnosti
repova, abnormalnosti srednjih delova, proksimalne ili distalne citoplazmatske kapi, odvojene
glave i savijeni repovi. Sa druge strane, rezultati kombinacije ova dva antioksidansa (organskog
selena i Oxynat 3D), poboljSala je kvalitet ukupne pokretljivosti spermatozoida i status DNK u
razredenom semenu priplodnih nerastova (Gali¢ i sar., 2022b).

Zakljuéak
Svinjarska proizvodnja se danas ne moze zamisliti bez vestatkog osemenjavanja. Naucnici
i prakticari iz oblasti veterinarske medicine Sirom sveta, pokuSavaju da proizvodnju
inseminacionih doza kontinuirano poboljSavaju. Procenat citoplazmatskih kapi spermatozoida
ostao je konstantan u obe grupe, pa se moze zakljuciti da kombinacija ova dva preparata sa
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antioksidativnim potencijalom nisu uticali na smanjivanje ucestalosti zadrZavanja citoplazmatskih
kapi na spermatozoidima nerastova. Imajuci u vidu posledi¢nost pojavljivanja ovako morfoloski
abnormalnih spermatozoida, takode se moZe zakljuciti da nije bilo paragenetskih faktora koje bi
remetile ujednacenost uslova pod kojima je istraZivanje sprovedeno.
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