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MOGU CNOST KRIOPREZERVACIJE REPRODUKTIVNOG*
MATERIJALA AUTOHTONIH VRSTA DOMA  CIH ZIVOTINJA
U OCUVANJU ANIMALNIH GENETI CKIH RESURSA
THE POSSIBLE USE OF CRYOPRESERVATION OF REPRODWECTIV
MATERIAL OF AUTOCHTHONOUS ANIMALS AIMED FOR
CONSERVATION OF ANIMAL GENETIC RESOURCES

Slobodanka Vakanjac, Svetlana Nediladimir Maga$, Jovan Blagojeyi
Milan Maleti¢

Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Badgr

Kratak sadrzaj

Veliki ekonomski razvoj, rast i mobilnost stanovnistva, povecali su potraznju za
mlecnim i mesnim proizvodima, ali su talkoizvrsili pritisak na odrzivost ru-
ralnih sredina i menadZzment proizvodnje hrabegajivaci stoke bi trebalo da
povecaju svoju efikasnost da bi ispunili uslove pove&ane potraznje ovih pro-
izvoda uz prilagdavanje Zivotinjskih genetiih resursa promenljivim ekonom-
skim i ekoloskim uslovima. Prema podacima FAO (apzhaajan deo od oko
7.000 rasa stoke u svetu je u opasnosti od izugaiyanveliki problem pred-
stavlja i 5to mnoge zemlje i dalje nemaju tekini materijalni kapacitet da
obezbede pravilno upravljanje i odrzivost njihogénetikih resursa. @Guvanje
Zivotinjskih gengckih resursa je trec¢a strateska prioritetna oblast u svetu u
okviru globalnog akcionog plan@iuvanje genetkih resursa ukljuuje i odrza-
vanje in vivo i upravljanje genékiom raznolikéu unutar populacija Zivotinja.
Razvoj banke gena koja oma@gua kriokonzervaciju gena poreklom od
Zivotinja zahteva teheke i nawne kapacitete u genetici, reproduktivnoj fizio-
logiji, kriobiologiji i bioinformatici. Strategije ocuvanja genetkih resursa
mogu se kategorisati kao in situ konzervacija (jokee Zivotinje odrzavaju u
okruzenju ili u proizvodnim sistemima u kojima suMijeni) ili kao ex situ
konzervacija (svi ostali stiajevi). Drugo mogu se dalje podeliti na ex situin— i
vivo i in vitro konzervaciju i kriokonzervaciju. ikkonzervacija in vitro po-
drazumeva cuvanje uzoraka duboko zamrznutog semena, jajnih éelija, embriona

ili tkiva za potencijalnu buducu upotrebu u uzgoju.

Kljuéne rafi: autohtone rase, kriokonzerviranje, seme, embyigaiie celije

*Predavanje po pozivu
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Summary

Strong economic development, population growth rmobility have increased
demand for dairy and meat products, but also pwspure on rural sustai-
nability and food production management. Livestaaducers should increase
their efficiency to meet the increased demandHese products while adapting
animal genetic resources to changing economic andgrenmental conditions.

According to FAO (2007a), a significant proportiaf the world's appro-

ximately 7,000 livestock breeds are threatened wittinction, and a major

problem is that many countries still lack the tachhand material capacity to

ensure proper management and sustainability ofr thenetic resources. Glo-
bally, the conservation of animal genetic resourisg$e third strategic priority

area under the Global Plan of Action. Conservatioh genetic resources
encompasses both in vivo conservation and the nesnewgt of genetic diversity
within animal populations. The development of aegbank that enables the
cryopreservation of animal genes requires technécad scientific capacities in
genetics, reproductive physiology, cryobiology dmdinformatics. Genetic

resource conservation strategies can be categors®dn situ conservation
(where animals are kept in the environment or prtiden systems in which they
were developed) or ex situ conservation (all otbases). The latter can be
further subdivided into ex situ, in vivo and inreitconservation and cryo-
preservation. In vitro cryopreservation involvese tipreservation of frozen
semen, oocyte, embryo or tissue samples for pedsitnire use in breeding.

Key words autochthonous breeds, cryopreservation, embryosytes, semen

uvoD

TrziSte zahteva uzgoj malog broja rasa koje sukgef® razvijene u pravcu
specijalizovane proizvodnje. Smanjen je ekonomsigres za uzgoj onih rasa,
pacak i vrsta doméih Zivotinja koje ne zadovoljavaju zahteve intemzvpro-
izvodnje. Kao posledica, dolazi do nestanka titotinskih vrsta i ruSenja ru-
ralnih zajednica. Autohtone Zivotinjske vrste #ise predstavljaju jedinstveno
genettko naslée, nastale su na odienom geografskom podfiju i prilago-
dene su uslovima Zivota tog podija. Ove Zivotinjske vrste se rage
uzgajaju tradicionalno, u slobodnom drzanju i nyiladshrana se sastoji od
postoje&ih bilinih resursa. Autohtone rase odlikuje otpa@hprema bolestima
tako da se ne zahtevajuéeeulaganja u njihovu zdravstvenu zastitu, a na ovaj
n&in se dobijaju proizvodi posebnog i dobrog kvadtetKriterijumi za
utvrdivanje ugrozenosti rase propisani su Pravilnikohist genetskih rezervi
dom&ih Zivotinja, n&inu atuvanja genetskih resursa datiazZivotinja, kao i
listi autohtonih rasa dom#n Zivotinja i ugroZenih autohtonih rasa (Sluzbeni
glasnik RS, broj 33/17). Tradicionalne rase déim&ivotinja su stare (auto-
htone) izvorne rase, koje su zapogeEw jer imaju slabije proizvodne rezultate
u odnosu na druge produktivnije rase.ddém, onecuvaju stari izvorni gene-
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tski kod, prilagodivije su na nepovghe uslove drZzanja i otpornije su na bo-
lesti. U Evropi ima preko 600 rasa dadim Zivotinja koje se nalaze na listi
ugroZenih vrsta i rasa, i to toliko ugroZenih da386 njih vé u fazi nestanka,
odnosno u fazi korimog, totalnog istrepgnja. Razvojem genetskih istrazivanja
omoguilo bi se da ne dte do drastinog i nepovratnog gubitka bioloskog ge-
nofonda. Zbog toga je ¥ma zemgl preduzela aktivhosti nacwvanju ani-
malnih genetikih resursa (FAO, 2012; Animal genetic resourceatety for
Europe, 2022) Za duvanje genetskih rezervi dofiila Zivotinja mogu se
koristiti sledée metode:

1) In situ— podrazumeva aktivan dinatan pristup zaStite rasa, odnosno ga-
jenje Zivotinja u tradicionalnim proizvodnim sistina gde su nastale ili se
sada nalaze i uzgajaju;

2) Ex situ — podrazumeva aktivan pristup zaStite rasa izvesizyodnih
sistema gde su nastale i moZe bhitivivo — podrazumeva odrZzavanje po-
pulacije Zivotinja koje se ne drZze pod normalnintovisna upravjanja
(npr: zoo-vrtovi ili istrazivéki centri) iin vitro — podrazumevadoivanje u
kriogenim uslovima ukucujuci, izmedu ostalog, kriokonzervaciju semena,
jajnih ¢elija, embriona, somatskiéelija, DNK i drugog bioloSkog mate-
rijala koji moZe biti iskorien za rekonstituisanje Zivotinja (Uchoa i sar.,
2012).

UZORCI KOJI SE MOGUCUVATI U BANKAMA GENA

Seme

Glavna prednost upotrebe semena za kriokonzervaciju je to Sto postojece tehno-
logije omoguéavaju da se veoma lako uzima, razije i zamrzava seme é&iee
dom&sih Zivotinja. Formirani su centri za ve8k® osemnenjavanje goveda, ma-
lih prezivara, konja i svinj&ija je namena da se u njima drze Zivotinje od kojih
se uzima ejakulat kome se procenjuje kvalitet,tarzae razréuje i zamrzava.
Postojanje ovih centara omagwa lakSu nabavku, skladiStenje i upotrebu du-
koko zamrznutog semena, ali moZe se i koristitsldadiStenje semena auto-
htonih rasa donigh Zivotinja i njegovo neografenocuvanje u ténom azotu.

Ne podnose svi ejakulati doiha Zivotinja dobro krioprezervaciju, tako na pri-
mer, seme pastuva ima visok stepen individualngaege u procentu uspe-
Snosti prezivljavanja spermatozoida nakon odmrzZavd®rocenjeno je da 25%
pastuva proizvodi spermu koja dobro podnosi zanamjgy 50% podnosi pri-
hvatljivo, a 25% jako loSe podnosi zamrzavanjeK&lici Amann, 1993). Sino
tome, velike individualne i rasne razlike se jaujakod nerastova tokom zamr-
zavanja semena. Ejakulati rase durok pokazuju lpmgnoSenje zamrzavanja
od onih kod nerastova rasendras, $to je potvrdeno ve¢im procentom sper-
matozoida sa intaktnim plazma membranama i akranami uzorcima nakon
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odmrzavanja uzetim od nerastova rase durok (Wateehbsar., 2006). Ja¥¢ i
sar. (2020) su naveli da dodavanje seminalne plazrapermu nerastova pre
krioprezervacije poboljSava otpornost spermatozaeidazamrzavanje, a krio-
konzervirano seme u deom azotu ne trebduvati duZze od 2 godine. Krio-
prezervacija sperme je prakia i Siroko rasprostranjena strategija Zavanje
genetskog materijala priplodnjaka. Konzervacija seanerasta dubokim zamr-
zavanjem omogtila bi ¢uvanje naslednog materijala autohtonih rasa svinja,
cilju ocuvanja biodiverziteta, ali i genetski superiorrgdipki savremenih rasa.
Glavni nedostatak primene ove tehnologije kod svjaju tome 5to su postupci
uklju¢eni u proces krioprezervacije Stetni za spermustararezultiraju oSte-
¢enjem membrane spermatozoida, citoskeleta, memladenezoma i jedra, kao
i hromatinskog materijala. Kriotolerancija spernztiola je u direktnoj vezi sa
sastavom plazma membrane i zavisi pre svega odsadnolesterola i fosfo-
lipida, kao i sadrZzaja nezéshih masnih kiselina u fosfolipidnoj frakciji (Jevi
¢i¢ i sar., 2020). Visok sadrzaj polinezaggiih masnih kiselina i nizak sadrzaj
holesterola plazma membrane spermatozoida jedan jglavnih razloga Sto
spermatozoidi nerasta znatno loSije podnose zamnaw odnosu na druge
vrste domaih Zivotinja, poput bikova. Pri tome, zabeleZenerazlike izmeu
nerastova radlitih rasa, ali i zn&jne individualne razlike, tako da postoje
jedinke koje primenom razitih metoda zamrzavanja uvek imaju znatno bolje
rezultate vijabilnosti spermatozoida u odnosu r@s@ne vrednosti vrste. Re-
zultati naSih istraZivanja na spermi savremenih sénja pokazuju da se nakon
dubokog zamrzavanja moZe dobiti prire pokretljivost spermatozoida od 30—
40% (Malett i sar., 2022). Ovi rezultati su u saglasnostiesalltatima véine
drugih istraZivéa (Caamario i sar., 2021), jer je vrlo teSko gostbtilitet sper-
matozoida v& od 40% nakon odmrzavanja. Mim, zn&ajno je istéi da
preliminarni rezultati naSih istraZzivanja pokazua je @uvanost integriteta
hromatina u ovim uzorcima preko 90% (neobjavljerduitati). GGuvanost na-
slednog materijala duboko zamrznutog semena dapuinost dugotrajneex
vivo konzervacije. Ovako konzervirano seme se potdnoijaoze Kkoristiti zan
vitro fertilizaciju ili za veStéko osemenjavanje, ptemu akcenat nije na broju
prasadi koja se moZe dobiti, &v@a dobijanju potomstva ugrozenih, retkih ili
vrednih jedinki koje se zatim mogu dalje razmnoiav@a aspektadvanja
autohtonih rasa svinja bilo bi od Z@aga ispitati eventualne razlike u zamr-
zavanju sperme dorfiad rasa poput moravke, resavke i mangulice, jempare
rezultatima nekih autora seme mangulice znatnoebpfjdnosi zamrzavanje
(Ghiuru i sar., 2010). Ovakvo istrazivanje bi dalobru polaznu osnovu za
formiranje banke gena autohtonih rasa svinja.

Individualne razlike su zabeleZene i kod spermen@k mada oni generalno
dobro podnose duboko zamrzavanje. Sperma bikowa |k8g podnosi duboko
zamrzavanje, a ti bikovi imaju dobar genatski poij@h pakuju se u pajete sa
ve¢im brojem spermatozoida u dozi i za takve bikoveragjeni su indi-
vidualni protokoli za zamrzavanje uzoraka (Parkinsd/hitfield, 1987). Kod
kuja procenat graviditeta nakon osemenjavanja $slduzamrznutim seme-

78



Zbornik predavanja:
Zastita agrobiodiverziteta icuvanje autohtonih rasa doria Zivotinja

nom (50,0-70,8%) je i dalje niZi u pdenju sa osemenjavanjem svezim seme-
nom (81,8-83,7%). Ovaj tim osemenjavanja kuja omogava zndajan uspeh
i moZe da se Koristi &uvanju nasih autohtonih rasa pasa.

Banke semena se formiraju samo za jednu rasu iligzazene rase. Tako na
primer, Spanska banka semena “Principado de Astukaja je osnovana 2004.
godine, trenutn@uva spermu za mnoga udruZenja odgéavautohtonih rasa
(Tamargo i sar., 2009). Ova banka je prvenstvenmvena datuva seme
goveda pod nazivom “Asturiana de la Montafia” (Tajoarsar., 2009).

Embrioni

Embriotransfer se uspesno radi kod vise od 16 vrsta sisara, uklju¢ujuéi sve vrste
stoke, tako da je banka embriona veoma dobra op&iguvanje genetske raz-
novrsnosti i nudi najbrzi @& za obnavljanje originalne populacije za razmno-
zavanje, ukljucujuéi i nuklearne i mitohondrijalne genetske informacije. Proce-
dure za kriokonzervaciju embriona bivola, ovacaok& uglavhom su she
tehnikama koje se koriste kod goveda (Fogarti i, 2000; Rodriguez Dorta i
sar., 2007). Krioprezervacija embriona konja jetma®anje efikasna, jer su
embrioni izuzetno osetljivi na zamrzavanje, postaju visok sadrzaj lipida
(Ulrih i Novsari, 2002). Pod optimalnim uslovima embritransfera kod krava
(odgovarajuce sinhronizovane i dobro vodene Zenke primaoca, i embrioni odli-
¢nog kvaliteta), stopu graviditeta iznosi 60-70%¢d|Ep sar., 2001), dok kod
krmata ona jako varira od 14 do 100% (Fujino i sar., DO®rocenat gravi-
diteta kod koza prilikom embriotransfera duboko zamtog embriona iznosi
od 30% do 40% (Han i sar., 2001), a kod ovaca &d @0 75% (Bellencourt i
sar., 2009), vrlo sten procenat graviditeta je sada i kod kobila i &r&b—65%
(Araujo i sar., 2010).

Oocite

Kao i u slucaju koriS¢enja zamrznutih embriona, vracanje izgubljene rase ili
genotipa koriS¢enjem zamrznutih oocita i zamrznutog semena ne bi zahtevalo
ukrstanje. U poslednjih deset godina, cajan napredak je postignut u kriopre-
zervaciji oocita. Dugo vremena, stojpavitro fertilizacije (IVF) sa zamrznutim
oocitima kod ljudi i drugih vrsta Zivotinja je bil@3a zbog osloladanje kor-
tikalnih granula, usledtega zona pellucida postaje neprobojna za sperma-
tozoide, kao i zbog raspadanja deobnog vretenatafaze Il. Procenat uspe-
Snosti IVF-a se poboljSao od wenja intracitoplazmatske injekcije sperme
(ICSI) (Palermo i sar., 1992).

Nakon zamrzavanja i odmrzavanja oocite, viabilneiteosu potutene kod
velikog broja Zivotinjskih vrsta i ljudi, odnosn@# goveda (Abe i sar., 2005),
svinja, ovaca, Z®va, miSeva i majmuna (Critseri i sar., 1997), k{lza Gal,

79



Slobodanka Vakanjac i sar.: Moguwost krioprezervacije reproduktivnog materijala
autohtonih vrsta dom#h Zivotinja u @uvanju animalnih genetkih resursa

1996), konja (Hochi i sar., 1996; Maclellan i s&002) i bivola(Dhali i sar.,
zbog velike veli¢ine, visokog sadrzaja lipida i polarme organizacije jajnih celija
ovih vrsta Zivotinja.

Broj potrebnih uzoraka za obnovu rasa je: 2.000adszmena, po 100 doza
semena i oocita i 200 embriona (FAO, 2012). Dolgjatdrebadi upotrebom
zarmrznutih oocita ke od se od 17 do 50% (Clerico i sar., 2021). Kddjay
razvoj krioprezervacije oocita je ogra&en, prvenstveno zbog visoke osetijiti
jajnih celija svinje na stres kod zamrzavanja (Appeltant i sar., 2017). Zamr-
zavanje oocita kuja i ndaka je slabo kor&nozbog ¢injenice da se jajne celije
slabo obnavljaju i dostizu metafazu Il u uslovimatlre in vitro. Ovo se de-
Sava zbog toga Sto za razliku od drugih vrsta,tedaija ovuliraju u nezreloj
fazi, a nastavak mejoze se tada odvija unutar geja(Songsasen i sar., 2007).

NAPREDNE PROCEDURE | POTENCIJAL U KRIOKONZERVACIJI

In vitro oplodnja duboko zamrznutim semenom

Prva telad od duboko zamrznutih embriona koji stskeni za IVF dobijena su
u SAD (Zhang i sar., 1993). IVF tehnika zahtevardatpremljenu laboratoriju
i kvalifikovanog tehniara, a postupak ukkiuje uzimanje oocita iz jajnika do-
nora i njihovu oplodnjun vitro. Dobijeni embrioni se drZze u inkubatoru sedam
ili osam dana, a zatim se zamrzavaju ili se odmabaruju u recipijenta koji
mora biti u istom stadijumu ciklusa, kada s&laje da stopa IVF goieh
oocita budeveca od 85% (Zhang i sar., 1992). Procenat uspe3nosti djtata
kod IVF-a upotebom ovih embriona dobrog kvaliteta obi¢no se kre¢e U rasponu
od 35% do 50%. Radovi o uspehu prvih IVF kod ovaeaja i koza pojavili su
se pdéetkom devedesetih godina (Cheng i sar., 1986; HanH@B5), méutim,
ove procedure nisu bile Siroko priltesne od strane komercijalne &ioske
industrije, pre svega zbog visoke cene same meigije!

Intracitoplazmatska injekcija sperme (ICSI)

Patetkom devedesetih godina dimje se sa istraZivanjima tehnike mikroinje-
kcije spermatozoida u neoplodene jajne celije (Markert, 1983). Prvo potomstvo
proizvedeno sa tehnikom ICST u ooplazmu jajnih ¢elija bilo je kod zeca (HOSOI i
sar., 1988), a zatim kod krava (Ziva telad) u Jap@doto i sar., 1990). Na-
zalost, neke domace vrste poput goveda pokazuju niske stope formiranja pronu-
kleusa nakon injekcije sperme, $to je dovelo do razvoja razli¢itih protokola za
veStacku aktivaciju i predtretman sperme. ICSI je obecavajua metoda za
genetsko spasavanje ugrozenih i divljih vrsta (Balze i sar., 2017).
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Krioprezervacija jajnika i drugog tkiva gonade

Krioprezervacija jajnika moZze biti joS jedancira ocuvanja animalnog gene-
tickog resursa (AnGR). Zamrzuti jajnici ili delovi jaka mogu se koristiti kao
izvor oocita. Oociti se mogu sakupiti iz heterotopkalemljenih jajnika (ij.

kalemljenih na tkiva koja nisu jajnik) za naknadii kod proizvodnje embri-

ona (FAO, 2012).

Embrionalne mati¢ne ¢elije

Embrionalne mati¢ne ¢elije su nediferencirane embrionalne progenitorne soma-
tske Celije koje se mogu kultivisti in vitro i zamrznuti za kasniju upotrebu. Pred-
nost ovih ¢elija je Sto se mogu zamrznuti, odmrznuti i zatim umnozavati kroz
brojne ¢elijske cikluse. Kod nekih Zivotinjskih vrsta (tj. miSeva i prinadttamo
gde su identifikovane prave embrionalne mati¢ne celije, one se dobijaju rela-
tivno lako iz kultivisanih mladih embriona (unutrasnja celijska masa stadijuma
blastociste) ili klica u ranoj fazi ¢elije (npr. primordijalne zametne celije) i mo-

gu se ¢uvati zamrznuti za buducéu upotrebu (FAO, 2012). Intenzvna istraZivanja
poslednjih godina pokazuju da trenutno nema uhedlflokaza za postojanje
pravih embrionalnih mati¢nih ¢elija kod farmskih zivotinja (FAO, 2012).

Spermatogonije

Spermatogonije se nalaze unutar bazalnog slojangfemih tubula testisa i
imaju sposobnost stvaranja spermatozoida. Njihov razvoj pocinje pre puberteta i
njihov broj u procesu poznatom kao obnova mati¢nih ¢éelija. Pokazalo se na
miSevima (Brinsteti Zimmermann, 1994) da ove mati¢ne ¢elije, kada su izo-
lovane iz testisa zivotinja donora, mogu biti obradene i koriS¢ene za obnovu
drugog testisa bez imunoodbacivanja. Tehnika peerggermatogonija bi se
potencijalno mogla koristiti za prenoSenje genegskaaterijala sa jedne gene-
racije na drugu, i kada se kombinuje sa krioprez@jom, moZze biti nén za
¢uvanje gena muskih Zivotinja (FAO, 2012).

Primordijalne germinativne éelije

lako su tokom godina uloZeni napori da se proizvgdmete i potomsbd od
primordijalnih germinativnih ¢elije (Tsunoda i sar., 1989; Chuma i sar., 2005),
tek nedavno zabelezZen je¢vaespeh kod riba i ptica (Etches, 2010).

Somatskeéelije i kloniranje

Od prvog uspesnog kloniranja i dobijanja klona owali, ova tehnikaje
uspe$na kod veéine ispitanih sisara, ali nema zn&jnog uspeha kod ptica.
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Tehnika je veoma atraktivna i skupa, ali oméaya upotrebu udvanju ge-
netskih resursa jedne drzave. Stopa uspeha je veiske, ali glavna prednost
ove tehnike je izbor Zirminja za oCuvanje, a kasnije rekonstituisanje populacije
klonova. Uzorkovanje somatskih ¢elija je lakSe od sakupljanja embriona, tako
da bi se mogaduvati veti broj uzoraka. Ova metoda mogla bi biti upotrefidje
tamo gde nije modwe ili nije izvodljivo sakupiti embrione, jajnéelije ili
spermu (ERFP, 2003).

ZAKLJUCAK

Uzorci duboko zamrznutog semena, jajdélija, embriona ili tkiva, odnosno
somatskihéelija autohtonih rasa imaju primarnu funkciju &uganju animalnih

genetékih resursa, koji se mogu na ovajcima cuvati neograréieno vreme.

Banke gena mogu posluZiti kao primarni izvor mg&aiza natnike koji vrSe

DNK istrazivanja.Cuvanje izolovane DNK zajedno sa uzorcima sperméatezo
jajnih ¢elija i embriona u banci gena omd@gua zndajna nadna istraZivanja iz
oblasti genetke i genotipizacije uzoraka koji @e/aju jako dug vremenski
period.

Zahvalnica:

Rad je podrzan sredstvima Ministarstva nauke, te8kog razvoja i inovacija
Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-47/2023-01/208).
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