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PRIMENA NOVIJIH BIOTEHNICKIH METODA ZA POBOLJSANJE
REPRODUKTIVNE EFIKASNOSTI OVACA

APPLICATION OF NOVEL BIOTECHNICAL METHODS FOR IMPROVEMENT
OF OVINE REPRODUCTIVE EFFICIENCY

Dovenski Toni, Petkov Vladimir, Trojacanec Plamen, Mickov Ljupco,
Atanasov Branko, Nikolovski Martin, Koc¢oski Ljupce*
Fakultet veterinarske medicine Skopje, Univerzitet Sv. Kiril i Metodij, Skopje
R. Makedonija
*Fakultet Biotehnic¢kih nauka, Univerzitet Sv. Kliment Ohridski, Bitola, R. Makedonija

Kratak sadrzaj

Napredak u proucavanju reproduktivne biologije ovaca je jedan od vaznih
oreduslova za dobar menadzment proizvodnje i reprodukcije na ovcarskim
farmama. Upotrebom vrednih nauénih saznanja iz ove oblasti, ustanovijene su
brojne biotehnicke metode za kontrolu reproduktivnog procesa ovaca. Neke od
ovih metoda su vec¢ primenjuju u Sirokoj praksi, dok druge tek freba da budu
uvedene.

Ovaj revijalan rad ima za cilj da prikaZe trenutnu situaciju u primeni novijih
oiotehnickih metoda u reprodukciji ovaca, odnosno njihove mogucnosti za
sobolj$anje reproduktivne efikasnosti na nasim farmama. U radu su razmotreni
majvaZniji biotehnicki postupci koji se primenjuju u Sirokoj praksi: ubrzavanje
ouberteta,  sinhronizacija estrusa | ovulacije, programirano vestasko
asemenjavanje  sveZim  ili  kriokonzerviranim  semenom,  intrauterino
=paroskopsko V.O., rana dijagnostika graviditeta i embriotransfer. Ukratko su
soradene | naprednije metode asistirane reprodukcije, kao $to su: seksiranje
s=mena, in vitro proizvodnja embriona, kloniranje i proizvodnja transgenih
Zwotinja.

Klju¢ne reci: biotehnologija, embriotransfer, laparoskopija, ovca, V.O.

Summary

Current progress in knowledge of ovine reproductive biology is an essential
wr=condition for management of production and reproduction on sheep farms.
_=ng plenty of valuble scientific information a complex of biotechnical methods
= control and adjustment of the reproduction process in sheep have been
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established. Some of these methods have been implemented in the practice,
however other still have to be introduced to the practitioners. The aim of this
article is to give an overview of the current situation in implementation of novel
biotechnical methods in sheep reproduction, underlying possibilities for
improvement of reproductive efficiency of sheep flocks. The most important
biotechnical procedures, such as: induction of puberty, synchronization of estrus
and ovulation, programmed artificial insemination by fresh or frozen/thawed ram
semen, laparoscopic intrauterine A.l., early pregnancy diagnostics and embryo
transfer, have been considered. Advanced methods of assisted reproduction:
semen sexing, in vitro production of embryos, cloning and production of
transgenic sheep, have been briefly described.

Key words: A.l., biotechnology, embryo tranfer, laparoscopy, sheep

Biotehnicke metode koje se primenjuju u reprodukciji, poznate i kao
metode asistirane reprodukcije, podrazumevaju razliite postupke kojima se
poboljSava genetska vrednost domacih Zivotinja i povecava broj superiornih
genotipova. One predstavljaju kombinaciju naucnih saznanja iz oblast
reproduktivne fiziologije, endokrinologije, celijske i molekularne biologije
genomike. Poslednjih decenija proSlog milenijuma i pocetkom ovog.
reproduktivna biotehnologija je prosla kroz veoma dimamican razvoj. Ovo s=
narocito odnosi na razvijanje tehnologija za manipulaciju s embrionima, kao &to
su MOET (multipla ovulacija i embrio transfer) i IVP (in vitro proizvodniz
embriona), pa sve do procedura za kloniranje sa somatskim ¢elijama ili "nuclear-
transfer" i proizvodnje transgenih Zivotinja. S druge strane, postignut je napredak
i u tehnologiji zamrzavanja semena, a poslednjih godina veoma su aktuelnz
istrazivanja u pogledu zamrzavanja tzv. seksiranog semena. Najveci deo ovin
istrazivanja sproveden je na govedima, s obzirom na njihovu ekonomsku
vrednost, posebno na kravama milecnih rasa (Gordon 2003, Bols i sar. 2010
Aleksander i sar. 2010, Dovenski 2011).

Razvoj reproduktivne biotehnologije kod malih prezivara, posebno koc
ovaca, uglavnom je bio usmeren na metode za sinhronizaciju estrusa i ovulacije
ranijeg uvodenja zenske jagnjadi u reproduktivni ciklus, tehnologije zamrzavaniz
semena, intrauterinog osemenjavanja pomocu laparoskopije, rane dijagnostiks
graviditeta ultrazvukom, kao i embrio transfera (Popovski i sar., 2000).

Ov¢arska proizvodnja u Makedoniji zauzima znacajno mesto, iako je jos
uvek velikim delom bazirana na tradicionalnom nomadskom nacinu stoCarenjz
Medu najvaznije izvozne proizvode u oblasti agrara spadaju ovciji sir i jagnjece
meso, koje se najviSe izvozi na trZiSta u regionu ali i u neke zemlje &lanice EL
(Italija, Grcka) posebno za vreme velikih Hris¢anskih praznika Uskrsa i Bozicza
Da bi postigla $to veca proizvodnja, kao i zadovoljavajuci kvalitet, pored drug™
preduslova (ishrana, selekcija, zdravstvena zastita) neophodna je i primenz
savremenih biotehnic¢kih metoda za intenzifikaciju procesa reprodukcije ovacz
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/i5e od Cetiri decenije traje razvoj ovih metoda na ov&arskim farmama u
Mzkedoniji, pocevsi od prvih eksperimenata za sinhronizaciju estrusa vaginalnim
spuzvicama i standardiziranja doze PMSG-a u tu svrhu, pa sve do primene
aparoskopskog intrauterinog osemenjavanja i MOET-a.

U nastavku ovog teksta bice prikazane najvaznije savremene metode
r=produktivne biotehnologije koje nalaze ili bi mogle naéi primenu u ovéarskoj
oroizvodnji, kako u Makedoniji, tako i u regionu.

Na pocetku treba spomenuti zbog ¢ega bi se uopste primenjivale ove
metode, koje su uglavnom hormonalne i koje su njihove prednosti u odnosu na
ostale metode (efekat muzjaka, manipulacija fotoperiodom i ishranom). Ukratko,
ove metode spreCavaju neke neZeliene posledice koje mogu da se jave na
farmama, kao Sto su:

1. Razmnozavanje u bliskom krvnom srodstvu, koje je &esto kod
_haremskog” parenja

2. Zaostajanje u telesnom razvoju Zenki koje ostaju gravidne kao nezrele
jedinke,

3. Jagnjenje u periodu nedostatka stoéne hrane, sezonskog parazitizma ili
perioda pogodnih za druga masovna oboljenja

4. Jagnjenje ovaca u periodu kada je izrazen nedostatak radne shage

9. UCestali embrionalni i fetalni gubitci kod ovaca oplodenih u periodu kada
je njihova telesna kondicija slaba zbog sezonskog nedostatka hrane

Ranije uvodenje u reprodukciju

Ranije uvodenje u reprodukciju "upola zrele" Zenskih jagnjadi, pobudivalo je
poseban interes farmera u nastojanju povecanja proizvodnje i rentabilnosti.
Uprkos Cinjenici da je pubertet ovaca uglavnom genetski predodreden, ipak se
tok hormonalnih promena koje se deSavaju pre postizanja puberteta moze
menjati zajedno s promenama spoljasnjih faktora, posebno imajuci u vidu da se
ovca razmnozava sezonski. Pored ostalih naina koje mogu ubrzati pubertet kod
jagnjadi, Popovski i sar. (2000) preporuéuju primenu progestagenskog tretmana:
ntravaginalna aplikacija FGA 40 mg vaginalnim spuZvicama, u frajanju od 14
dana, u kombinaciji s 400 i.j. eCG (raniji naziv PMSG) na dan vadenja. Njihovi
rezultati su ukazali da se estrus javija kod 87.5 + 4.9% tretiranih grla i to
najCesce izmedu 48. i 60. Casa; sa zadovoljavajuéim procentom graviditeta od
76.2 + 6.6 i paritetom od 1.19 jagnjadi po ovci. Ipak, autori zakljuéuju da je
izlesni razvoj jedinki veoma vaZan za odredivanje momenta prvog pripusta i
ovim istraZivanjima je dokazano da je to najbolie uraditi kada jagnje postigne
78.6 £ 4.1% od teZine majke.

Sinhronizacija i indukcija estrusa i ovulacije

Sinhronizacija i indukcija estrusa i ovulacije kod ovaca je jedna od najéedce
orimenjivanih biotehni¢kih metoda kod nas i u svetu. Pored prirodnih metoda
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koje smo ve¢ pomenuli, ali koje ne daju zadovoljavajuce rezultate, posebno u
pogledu distribucije estrusa, od farmakologkih metoda najbolji uspeh je imala
intravaginalna aplikacija sintetskih progestagena, koja zamenjuje ili produzava
funkciju Zutog tela. Trajanje ovog tretmana je 12 dana, bez razlike da li se izvodi
u sezoni parenja ili izvan nje. Doza koja se primenjuje je, od nekadasnjih 40 mg,
razvojem bioloski aktivnijih progestagena (npr. Flugestone acetate) svedena na
20 mg, sa skracenim trajanjem karence za meso na 2 dana i bez karence za
mleko. Na dan vadenja spuZvica, treba izvrsiti i.m. aplikaciju standardne doze od
500 I.J. eCG (equine Chorionic Gonadotrophine), da bi se estrus javio 2 - 3 dana
kasnije. Uspesnost indukcije estrusa se krec¢e od 70 - 80% izvan sezone,
odnosno do 90% pa i viSe u sezoni parenja, zavisno od telesne kondicije
zZivotinje, zdravstvenog i laktacijskog statusa (Popovski i sar. 1997, Zamfiresku
2010).

Vestacko osmenjavanje

Programirano V.O. je najbolje napraviti izmedju 48. i 52. sata posle
vadjenja spuzvica, ako se radi transcervikalno, odnosno 52-56 sata ako vr§imo
laparoskopsko intrauterino osemenjavanje. Postignuti su zadovoljavajuci
razultati (viSe od 70%) prilikom cervikalnog osemenjavanja primenom svezZeg
semena razredenog glukozo-fosfatnim razredivacem, ali slabiji zamrznutom
spermom.

Kao jedan od najvaznijih razloga slabe fertilnosti ovaca, ¢ak i prilikom
prirodnog parenja, navodi se otezani fransport sperme kroz grli¢ materice
(Boland i sar. 1983). Ovaj problem ,cervikalne barijere” moze se prevazici
aplikacijom semena direkino u rog materice pomoc¢u laparoskopske tehnike,
koju su prvi primenili Killen i Caffery 1982.

Laparoskopsko intrauterino osemenjavanje ovaca se sprovodi na
specijalnim stolovima za tu namenu, postavljanjem Zivotinja u ledni polozaj s
glavom prema dole. Najpre se postavlja troakar za uvodjenje laparoskopa
(pre€nik 7 mm) i to 7-10 cm ispred vimena i 5-10 cm lateralno od linea alba.
Ovaj troakar je povezan sa pumpom za insuflaciju sterilnog CO,, koji se uvodi u
u trbusnu 3Supljinu da bi mogli odeliti unutradnje organe od zida i lak3e
vizuelizovali unutrasnjost abdominalne i pelvisne supljine. Drugi troakar promera
5 mm se uvodi sa suprotne strane na istoj udaljenosti kao i prvi, da bi se zatim
kroz njega uvukao metalni instrument za osmenjavanje sli¢an ,pistoletu” za V.0O.
krava. U njegovoj unutradnjosti je smestena plasticna navlaka za jednokratnu
upotrebu u kojoj se nalazi pajeta sa semenom. Na njenom vrhu nalazi se kratka
igla kojom se probija zid roga materice i ulazi u njen lumen, gde se vréi
deponiranje semena. Zbog mogucih ovulacija na oba jajnika, po pravilu se
deponovanje semena vr$i u oba roga, bez prethodnog pregleda jajnika. Treba
paziti da se ne izazove krvarenje u lumen roga, koje mozZe imati negativan
efekat na fertiinost sperme (Dovenski sar. 1997).
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Primena laparoskopije u reproduktivnoj tehnologiji ovaca u Makedoniji
sofela je u podetkom 90-ih godina 20. veka, najpre u eksperimentalne svrhe, da
= se kasnije rairila i na komercijalnim farmama. Primenom zamrznutog-
samrznutog semena postignuti su veoma ohrabrujuéi rezultati koncepcije; 45%
-0 se radi izvan sezone, odnosno 60% u sezoni razmnozavanja (Petkov i
Dovenski 2007).

MOET (visekratna ovulacija i presadivanje embriona)

lako je ovaj postupak naj¢esée primenjivan kod mlecnih krava, moguce je
42 se sprovede i kod genetski vrednih grla ovaca, a narocito je preporucljiv
orilikom poslova kupoprodaje gotovih genoma. Njegova prednost je Sto su
dobijeni embrioni oslobodeni od patogena, ako se sprovode preporuke
medunarodnog ET drustva (IETS) za njhov tretman pre zamrzavanja. Kod ovaca
MOET program podrazumeva inicijaini 12 - 14 dnevni progestagenski tretman,
sa dodatnom viSekratnom aplikacijiom FSH preparata, pocevsi 2 dana pre
vadenja implanta/spuzvica (Gonzalez-Bulnes i sar. 2004). Ranije se za
izazivanje superovulacije koristo PMSG, medutim njegova upotreba je
napustena zbog nekonzistentnih  rezultata i slabijeg kvaliteta embriona.
Dobijanje embriona u in vitro sredini se obavija ispiranjem materice PBS
medijumom 6 - 7 dana posle estrusa, uobicajenom hirurskom metodom. Zbog
mogucih adhezija i $tetnog uticaja na embrione, preporucuje se primena
laparoskopskog ispiranja uterusa. Procedura je sli¢na kao i kod osemenjavanja,
s tim da se koristi jo3 jedan troakar, kroz koji se uvodi instrument kojim se fiksira
rog materice (Nellenshulte i Nieman, 1992). Ispiranje se obavlja relativno
jednostavno upotrebom trosmernog balon katetera (Ralchev i sar. 2003). Ovom
tehnikom moguce je ponavljati ispiranje i do 7 puta kod iste Zivotinje (Baril et al.,
1996).

Rana dijagnostika graviditeta ultrazvukom

Rano i sigurno utvrdivanje graviditeta je jedan od imperativa svakog
farmera, pa i u ov&arskoj proizvodnji. Primenom ultrazvu¢nog aparata, moguce
je postaviti dijagnozu rektalnom sondom ve¢ 24. dana posle V.0., odn. parenja,
odnosno 35. dana ako koristimo abdominalnu sondu. IstraZivanjem koje je
izvréeno na 3839 jedinki, Popovski i sar. (1996) su utvrdili opStu tacnost od
95.43% odn 97.78% prilikom rektalne ili abdominalne dijagnostike, respektivno.
Senzitivnost metode je 97.59% i 99.16% a specificnost 92% i 100%,
respektivno. Veoma je vazno pomenuti, da se ovim pregledom u ranoj fazi moze
takode utvrditi dvojna ili trojna gestacija. To je podatak koji pomaze farmeru u
menadZerskim funkcijama i usmerava ga da posveti vise paZnje ovakvim
jedinkama u pogledu drzanja, ishrane i organizacije jagnjenja.
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Naprednije biotehni¢ke metode

Na kraju, ukratko ¢emo spomenuti i neke jos naprednije metode asistirane
reprodukcije, koje su jo$ u razvoju i u zemljama s naprednijim stoc¢arstvom, ali
koje pobuduju ozbiljno interesovanje nau¢nog sveta.

Seksiranje semena

Seksiranje semena je proces kojim se razdvajaju spermatozoidi iz ejakulata
u dve subpopulacije, jednu sa X hromozomima i drugu u kojoj su
spermatozoidi sa ,Y* hromozomom. Vise razliditih tehnoloskih metoda se
primenjuje u tu svrhu, a kao najefikasnija se pokazala protocna citometrija (flow
cytometric system). lako se najvecim delom primenjuje za proizvodnju bikovskog
semena, postignuti su ohrabrujuci pocetni rezultati i sa spermom od ovnova
(Evans i sar. 2004). Efikasnost razdvajanja spermatozoida je iznad 95 %.
medutim nedostatak je to $to je metoda jako spora i procenat koncepcije je jos
uvek jako nizak. Naime, fertiinost sprematozoida se smanjuje tokom procedure
obeleZavanja, prolaska kroz elektricno polje i razredivanja. Za poboljsanje
rezultata osemenjivanja Hollinshead i sar. (2003) preporu€uju intrauterinu
aplikaciju seksiranog semena u sinhronizovanom estrusu.

In vitro proizvodnja embriona

In vitro proizvodnja embriona kod ovaca, je procedura sli¢na onoj koja se
sprovodi kod goveda, posebno mile¢nih krava. Sakupljanje jajnih celija se
najéedée vrii na jajnicima dobijenim sa klanice, ali je moguca i od Zivih donora.
Za razliku od krava, kod kojih je dobro razradena procedura ultrazvuéno vodene
aspiracije oocita, tzv. OPU (ovum pick-up), kod ovaca se primenjuje
laparoskopska tehnika aspiracije jajnih celija posle gonadotropinske stimulacije
(Alberio i sar. 2002). Koriste se razlicite procedure i medijumi u pojedinim
fazama ove tehnologije (in vitro maturacije, ferilizacije i kultiviranja embriona
analogno onima koje se upotrebljavaju kod krava.

Kloniranje i proizvodnja transgenih Zivotinja

Ovca je prva vrsta domace Zivotinje na kojoj je uspe$no napravijenc
kloniranje uz dobijanje Zivog potomstva (¢uvena ovca Dolly), nakon
transplantiranja somatske celije vimena odrasle Zivotinje u anukleiranu jajnu
¢eliju (Wilmut i sar. 1997). Posle toga je zapocela nova era reproduktive
tehnologije, rueéi standardna shvatanja o reproduktivnim i somatskim celijama
ali i otvarajuéi nove mogucnosti istrazivac¢ima i farmaceutskoj industriji. 1zvrsenz
su kloniranja na drugim vrstama Zivotinja i sa drugim somatskim celijama
medutim uspeh dobijanja vitalnog potomstva je veoma slab. Razlozi za uCestals
abnormalnosti kloniranog potomstva, visoki prenatalni kao i posnatalni gubic
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sbjasnjavaju se izmenjenom ekspresijom gena i hromatinskim modifikacijama
arilikom remodeliranja i reprogramiranja koje vrsi citoplazma celije recipijenta
=Reik i Dean 2002).

Poslednjih- godina istraZivanja su fokusirana na proizvodnju transgenih
Zwvotinja, odnosno Zivotinja koje mogu da lu€e rekombinantne proteine u svom
=ieku. Ovce su takode bile predmet eksperimenata u ovom smeru, s ciljem
dobijanja farmaceutskih proizvoda za humanu medicinu, pa su dobijeni
rekombinantni humani proteini: faktori zgru$avanja VIII i IX, antigen protiv

malarije i dr.

U zakljutku moZemo konstatovati da predstavijene biotehnicke metode
xoje se primenjuju u reprodukciji ovaca, mogu biti koristan alat u sveukopnom
menadZmentu na ovéarskim farmama, s ciliem povecanja proizvodnje i
sfikasnijeg iskori§¢avanja reproduktivog kapaciteta jedinki.
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