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1. Uvod

Konjogojstvo je stoCarska grana koja se bavi drzanjem odnosno uzgojem konja.
Tijekom povijesti imalo je razli¢ito znacenje i dozivjelo je vece promjene od drugih grana
stoCarstva. Tijekom proslosti konji su bili upotrebljavani za prijevoz i teske fizicke
poslove, te proizvodnju mesa i mlijeka. U danasnje vrijeme se konji drze ve¢inom zbog
sporta i rekreacije. Upravo zbog konja, koji se koriste u razli¢itim sportskim disciplinama i
donose veliku zaradu svojim uzgajiva¢ima, doSlo je do velikih promjena u nacinu
rasplodivanja konja.

Zadnjih 50-tak godina razvijaju se razliCite biotehnologije. Biotehnologija
rasplodivanja podrazumijeva zahvate kojima pod kontroliranim uvjetima vr§imo
rasplodivanje Zivotinja i utjeCemo na genetsku selekciju Sirenjem pozeljne genetike, kao na
primjer visine grebena. Prva generacija biotehnologije bila je umjetno osjemenjivanje,
druga je embriotransfer, tre¢a proizvodnja zametaka in vitro, a Cetvrta manipulacija
genomom uz pomo¢ transgeneze i kloniranja. U ovom radu je cilj prikazati najzastupljeniju

biotehnologiju u Republici Hrvatskoj, odnosno umjetno osjemenjivanje.



2. Grada Zenskih spolnih organa

Spolni organi kobile su:
- dva jajnika (ovarium),
- dva jajovoda (tuba uterina),
- dvorozna neseptirana maternica s materni¢nim grlicem (uterus
bicornis non subseptus; cervix uteri),
- zenski kopulacijski organ kojeg ¢ini rodnica s rodnickim
predvorjem (vagina; vestibulum vagiane),

- stidnica (vulva) s drazicom (clitoris)

Jajnici su primarni organi rasplodivanja i imaju dvojaku ulogu:
- rast, zrenje i oslobadanje zrelih jajnih stanica,
- endokrinu funkciju u izluc¢ivanju zenskih spolnih hormona

(Makek i sur., 2009.)

Zenski spolni organi su sloZenije grade jer mu je uloga sloZenija.

Jajnici predstavljaju spolne zlijezde u kojima se stvaraju spolne stanice — jajne stanice.
Jajnici su smjesteni u sublumbalnoj regiji abdomena, te leze za Saku kaudalno od bubrega
te isto toliko lateralno od medijalne ravnine. Kod kobile u anestrusu jajnici su bubrezastog
oblika, duzine 4-5 cm, Sirine 2,5-4 cm i teski 40-70 g. Jajnici u ciklusu mijenjaju svoj oblik
i veli¢inu zbog prisustva cikli¢kih tvorbi, a duzina im je obi¢no 6-8 cm, §irina 3-4 cm. Kod
kobile su jajnici ve¢inom prekriveni peritoneumom (osim u ovulacijskoj jami). Ovulacijska
jama je u anestrusu $iroka 0,5 cm, u estrusu 1-2 cm. Graafovi folikuli ovuliraju samo u
ovulacijskoj jami (Makek i sur., 2009.).

Jajovod kobile je tanka zavijena cjev¢ica. U jajovodima se osiguravaju optimalni uvjeti za
oplodnju i rani razvoj zametka. Duzine je 25-30 cm. Slobodni kraj jajovoda je ljevkasto
pros$iren, a u sredini mu je abdominalni otvor. Jajovod se sastoji od dva dijela: $iri, koji je
promjera 5-10 mm, on je blizi abdominalnom ulazu i uzi, promjera 2-3 mm, koji je blizi
rogu maternice. Ampula zauzima vise od polovice duzine jajovoda, te se u njoj odvija
oplodnja zrele jajne stanice. Kod kobile spoj ampule i isthmusa ima vaznu ulogu jer sluzi
kao ,,kontrolna tocka* koja samo oplodenim jajnim stanicama dopusta ulazak u isthmus te

dalje u maternicu.



Maternica omogucava prijenos spermija na mjesto oplodnje, ranu embriogenezu te
stvaranje feto-placentarnog spoja koji ima vaznu ulogu u odrzavanju gravidnosti (Makek,
2009.). Maternica se sastoji od tijela, rogova i grli¢a. Tijelo maternice je Siroko, ravno i
dugacko 13-15 cm. Prednji kraj tijela maternice se lagano spusta u trbusnu Supljinu. Iz
tijela izlaze desno i lijevo dva roga. Duzina rogova je 20-30 cm, savinuti su, a njihova
izboCena strana okrenuta je nanize i naprijed. Grli¢ maternice se nalazi iznad mokra¢nog
mjehura, duzine je 6-8 cm (Parsutin, 1949.).

Rodnica se kaudalno nastavlja na maternicu, a njen grkljan lezi ventralno od rektuma,
dorzalno od mokraénog mjehura, uretre, stidne kosti i sjedne kosti. Ona kaudalno prelazi u
rodnicko predvorje, koje je uze. Od predvorja rodnicu dijeli djevicanska opna, koja je u
omica dobro razvijena. Rodnica je s predvorjem duga 30-32 cm, a stijenka je debela 6-8
mm. Stijenka rodnice ima tri sloja: vanjski, srednji i unutarnji sloj.

Stidnica je vanjski spolni organ. Sastoji se od dvije debele stidne usne.

Drazicu ¢ine dva kavernozna tijela. Slobodan kraj klitorisa strsi te tvori glavi¢ drazice koji
je obavijen prepucijem. Na glavic¢u drazice nalazi se medijano oko 1 cm duboki Sinus

clitoridis, a postrane su dvije manje duboke udubine (Makek, 2009.).
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1- stidnica 5- ampula rektuma 9- materni¢ni rog 13- arteria uterina

2- predvorje rodnice  6- materni¢ni grljak 10- jajovod 14- Siroki materni¢ni ligament
3- rodnica 7- mokraéni mjehur 11- jajnik

4- draZica 8- materniéni trup 12- arteria ovarica

Slika 1. Spolni organi kobile
Izvor:
http://www.vef.unizg.hr/org/porodnistvo/studenti/materijali/Anatomija_zenskih_spolnih_o

rgana.pdf



3. Funkcija Zenskih spolnih organa

3.1. Spolna zrelost

Spolna zrelost pocinje kod hladnokrvnjaka otprilike u drugoj godini, a kod
toplokrvnjaka u trecoj ili Cetvrtoj godini. Tjeranje je nagon za parenjem, a ocituje se
otvaranje 1 zatvaranje stidnice. Iz rodnice dolazi do istjecanja sluzi, stidnica je oteCena,
prilikom Cega je njezina sluznica crvenija.

Razmak izmedu dva tjeranja traje oko tri tjedna, a tjeranje pet do sedam dana. Pripustanje
se treba provesti dva dana prije kraja tjeranja. Pripust bi se trebao obaviti pravovremeno
kako bi doslo do uspjesne oplodnje. Uspjesan pripust je sedmi dan tjeranja, jer Graafovi
folikuli pucaju te ovulacija najces¢e pocne sedmog dana tjeranja od prvih znakova tjeranja.
Nakon toga je jajna stanica spremna za oplodnju 8-12 sati nakon ovulacije, a spermatozoidi
u zenskom spolnom organu 36 sati. Tijekom jednog tjeranja kobile se pripustaju tri puta,
treceg, petog 1 sedmog dana od pocetka tjeranja. Ukoliko kobila ne ostane breda, spolni zar
se ponovno javlja nakon 19 do 23 dana.

Redovitost seksualnog ciklusa i intenzitet tjeranja ovisi o viSe faktora, te mogu ¢ak i
izostati. Jedan od bitnijih utjecaja je nain drzanja. Nepovoljne su zagus$ljive 1 mracne
staje. Nedostatak ugljikohidrata (bjelanc¢evine, vitamini, minerali) u krmi takoder znatno
utjee kao i preforsiranje u radu, treningu i utrkama (Brinzej, 1980.).

Prije pripusta potrebno je ustvrditi da li se kobila zaista tjera, jer postoje kobile koje su

mirnog temperamenta te nemaju tipi¢nih znakova, $to se zove tiho tjeranje.



Spolni zar utvrdujemo na pokusalistu. Kao pokusaliste koristi se ograda od ¢vrstih dasaka
koje su dobro zaobljene te 2,50 duge i 1,40 do 1,50m visoke. Treba i pripaziti da na
daskama nema izbocCenih cavala kako se zivotinja ne bi ozljedila. S druge strane
pokusaliSta dovodimo pastuha te mjesto mora biti obloZeno slojem slame ili sijena kako se
pastuh ne bi ozlijedio. Zatim kobilu privedemo s jedne strane a pastuha s druge, glavama
okrenuti jedno drugome. Nakon §to se malo onjuse kobila se okrene bokom prema ogradi
da ju pastuh onjusi. Ako je prilikom toga kobila mirna, to je siguran znak da se Zivotinja
tjera, inace se kobile Zestoko ritaju i vriste. Kobile se inace same okrenu prema pastuhu, tj.
okrenu straznji dio, te zauzimaju polozaj kao da ¢e mokriti, rep se podize, a stidnica se

otvara i zatvara (Brinzej, 1980.).

Slika 2. Pokusaliste
Izvor: http://i.ytimg.com/vi/O3LtX7AJ1DY/maxresdefault.jpg



3.2. Spolni ciklus

Spolni ciklus je vremensko razdoblje izmedu dva estrusa. Temeljni ¢imbenici koji
utjecu na cikli¢ku spolnu aktivnost kobila su utjecaj okoliSa i hormonalna regulacija, te
hranidba, prisustvo muzjaka (feromoni), pojava bolesti i genetika. Bitna znacajka kod
spolnog ciklusa kobila je vrlo dugi estrus koji je varijabilan i traje nekoliko dana §to ovisi o
sezoni u kojoj se javlja. Kod kobile u sezoni parenja, ukoliko ne postoje reproduktivne
smetnje, interval izmedu dvije sukcesivne ovulacije iznosi 21 - 22 dana, te postoji velika
razina varijabilnosti. Primje¢eno je da je trajanje ciklusa duze u proljetnoj sezoni. Ukoliko
dolazi do pojave kraceg ciklusa od 18 ili duZzeg od 24 dana je posljedica funkcionalnih
poremecaja. Kod ciklusa duzeg od 24 dana (prolongirani diestrus) uzrok je veéinom
izostanak regresije zutog tijela. Reprodukcijsko razdoblje kobile dijeli se na Sest faza:

- proestrus

- estrus

- metaestrus

- diestrus

- anestrus

- tranzicija
Od tih Sest faza dvije (anestrus, tranzicija) se javljaju u fazi spolne inaktivnosti dok ostale
Cetiri faze se ponavljaju unutar spolnog ciklusa.

Anestrus je razdoblje inaktivnosti jajnika, a uglavnom se dogada u vrijeme zime 1
proljeca, ponekad ljeti, a redovito kod kobila u laktaciji. Duzina anestrusa je individualna,
a znafajno ovisi o sustavu drZanja konja. Tijekom anestrusa blokirana je sinteza
gonadotropin rilising hormona (GnRH), $to dovodi do blokiranja gonadotropne aktivnosti
hipofize, odsutnosti FSH i LH hormona te potpunim mirovanjem jajnika (odsutnost Zutog
tijela). Mirovanje jajnika je rezultat niskog sadrzaja progesterona i estrogena u krvi.
Rektalnom palpacijom mozZe se zamjetiti mala veliina i1 tvrdo¢a jajnika. Ultrazvu¢nom
pretragom jajnika zamjecuje se odsutnost zutog tijela i ve¢i broj malih folikula (manjih od
1,5 cm u promjeru). Stijenka uterusa je labava i tanka, cerviks je mek i nezamjetljiv
(Ivankovic, 2004).

Tranzicija je prijelazno razdoblje iz spolnog mirovanja (anestrusa) u fazu ciklicke
aktivnosti jajnika. Nesto prije ulaska kobile u tranzicijsku fazu povecava se sekrecija

GnRH, sto inducira povec¢anu gonadotropnu aktivnost hipofize (povecana koncentracija



FSH). Povec¢ana koncentracija FSH stimulira razvoj Graafovih folikula koji se razvijaju ali
ne ovuliraju, nego se dogada njihova regresija. Odmicanjem tranzicijske faze (tijekom
prelaska u fazu estrusa) dolazi do razvoja Graafovih folikula. Uterus je labav, bez tonusa,
cerviks je mekan i neuocljiv pri palpiranju.

U fazi proestrusa (ranog estrusa) dolazi do regresije corpus luteuma i pocetka rasta novih
folikula. Ukoliko ne dode do oplodnje corpus luteum prelazi u corpus luteum spurium i
potpuno nestaje s jajnika nakon 17 dana. Tijekom proestrusa dolazi do vanjskih promjena
kao $to je oticanje stidnice i pojava tragova sluzi iz cervikalnog kanala.

Estrus je faza u kojoj dolazi do razvoja Graafovih folikula, ¢ijim se sazrijevanjem i
prskanjem u narednoj fazi oslobadaju jajne stanice (ovulacija). Prvog dana estrusa
zamjetan je veci broj folikula promjera 2 do 3 cm, nakon Cega se izdvaja jedan (primarni)
folikul koji intenzivnije raste, promjera 3 do 6 cm neposredno prije ovulacije. Uterus se u
ovoj fazi poCinje nabirati, debljati, ali ne naglaseno, cerviks postaje meksi, otvoreniji i
kra¢i u odnosu na fazu diestrusa.

U metaestrusu (kasnom estrusu) dolazi do oslobadanja jajne stanice prskanjem primarnog
Graafovog folikula (ovulacije). Ovulacija se uvijek dogada iznad "ovulacijske jame", a
oslobodena jajna stanica uz pomo¢ folikularne tekucine i resica jajovoda postaje usmjerena
u jajovod. Nakon ovulacije na jajnicima dolazi do regresije nerazvijenih (sekundarnih)
folikula, a na mjestu prskanja Graafova folikula formira se corpus heamorrhagicum, koji
kasnije postaje Zuto tijelo (corpus luteum).

Diestrus je vrijeme izmedu dva tjeranja. Obicno traje 14 do 16 dana, ali duzina ovisi o
godi$njem dobu. Tijekom diestrusa vagina je suha i blijedo ruzicaste boje. Corpus luteum
je potpuno razvijen te intezivno luci progesteron. Uterus je zadebljan i spreman za prijem
oslobodenog embrija, ukoliko dode do pravodobne oplodnje jajne stanice. Nakon uspjeSne
Spolni ciklus kod kobile kontroliran je interakcijom nekoliko glavnih hormona: folikulo-
stimuliraju¢i hormon (FSH), luteiniziraju¢i hormon (LH), progesteron (PG), prostaglandin

F2a (PGF2a), estrogen i gonadotropin rilising hormon (GnRH) (Ivankovi¢, 2004.).



3.3. Sezonska obiljeZja spolnog ciklusa

Kobile su sezonski poliestri¢ne Zzivotinje te im zbog toga spolni ciklus ovisi o
godisnjem dobu. Ciklicke aktivnosti po¢inju krajem zime i pocetkom proljeca. S obzirom
na godiSnju dob i cikli¢nost ciklusa spolna aktivnost kobila se moze podijeliti na 4
razdoblja:

1. proljetni prijelazni period

2. puna sezona

3. jesenski prijelazni period

4. zimski anestrus
S obzirom na ovu podjelu, imamo 4 vazna datuma za spolnu aktivnost kobila:

- proljetni ekvinocij (21. Ozujak); kraj proljetnog prijelaznog perioda, pocetak pune
sezone,

- ljetni solsticij (21. Lipanj); vrhunac pune sezone,

- jesenski ekvinocij (23. Rujan); pocetak jesenskog prijelaznog perioda,

- zimski solsticij (21. Prosinac); anestrus (Prvanovic i sur., 2009).
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Slika 3. Ciklus estrusa

Izvor: http://www.omafra.gov.on.ca/english/livestock/horses/facts/10-099.htm



4. Indukcija i sinkronizacija estrusa

Indukcija i sinkronizacija estrusa je vrlo znacajna biotehni¢ka metoda u reprodukciji,
narocito sportskih konja (kasaca i galopera), jer omogucuje planirano dobijanje potomstva
u odredeno godisnje doba, Sto je vrlo bitno kod sportskih natjecanja. Osim toga, ova
metoda je bitna i za poboljSanje plodnosti.

Anestrije nastale usred prolongiranog diestrusa su poslije endometritisa najces¢i uzrok
neplodnosti kobila. Anestrije uzrokovane produzenjem litealne funkcije jajnika, zapravo se
nadovezuju na oboljenje ili promjene nastale u endometriju, koje sprije¢avaju stvaranje i
lucenje tkivnog luteolitickog agensa, Sto je praéeno zadrzavanjem zutog tijela te kra¢im ili
duzim izostankom estrusa. Ovo pokazuje na funkcionalnu povezanost maternice i jajnika,
odnosno na znacajnu ulogu u odrZanju ili regresiji zutog tijela u kobila (Vaselinovi¢,
2001.).
Prije odabira metode za indukciju estrusa kod kobile, vrlo je vazno prethodno utvrditi
reproduktivni status kobile (prijelazni period ili puna sezona).
Indukcija estrusa u prijelaznom razdoblju primjenjuje se kod sportskih grla (galopera i
kasaca). Indukcija estrusa tijekom pune sezone primjenjuje se kod kobila s nepravilnim
ciklusima 1 za skrac¢enje razdoblja izmedu zdrijebeceg i prvog iduceg estrusa.
Kod indukcije i sinkronizacije estrusa dvije su osnovne metode, a zasnivaju se na:

1. Skracivanju lutealne faze ciklusa primjenom prostaglandina i1 njihovih analoga

2. Produzivanje lutealne faze ciklusa primjenom gestagena
Kod oba slucaja Cesto se, radi poboljsavanja koncepcije, usporedno inducira ovulacija s

pomoc¢u humanog korionskog gonadotropnog hormona (Makek, 2009.).



5. Temeljne postavke umjetnog osjemenjivanja kobila

Selekcijskim radom covjek je oblikovao mnoge Zivotinjske vrste. Uzgojni cilj prilikom
uzgoja konja mijenjao se vremenom te razlikovao od uzgoja drugih domacih Zivotinja, no
ipak jedna stvar je ostala ista. Kod konja se ve¢inom provodilo razmnoZzavanje najboljih,
superiornih primjeraka. PosluSnost konja, inteligencija te izdrzljivost su vrlo bitni prilikom
prezivljavanja jahac¢a odnosno ¢ovjeka. U danaSnje vrijeme konj je izgubio svoju primarnu
namjenu u zivotu covjeka. Uzgoj konja nije namijenjen proizvodima, ve¢ iskljuéivo kao
zivotinje za visokoprofilirani sport te osobno zadovoljstvo uzgajivaca. Zbog takvog nacina
koriStenja konja postoji potreba i zelja za najviSom razinom selekcije, znaci u rasplod idu
iskljucivo najuspjesniji primjerci rasplodnih kobila i pastuha, koji imaju iznad prosjecne
rezultate u sportu, u eksterijernim kvalitetama te koji su zadovoljavajueg temperamenta i
¢udi. PoSto takve Zivotinje 1 nisu idealne za rasplod vecinom je potrebno intervenirati
primjenom razli¢itth metoda asistirane reprodukcije. Najvaznije od njih su umjetno
osjemenjivanje (U.O.), embriotransfer, seksiranje spermija i kloniranje. Od navedenih se
najvise primjenjuje U.O. jer je najjednostavnija te zahtijeva najmanje sredstava i opreme.
Primjena U.O. zapravo ubrzava postupke oplemenjivanja pasmina i uzgojnih tipova te
ubrzava selekcijski ucinak jer najkvalitetniji pastusi kroz umjetno osjemenjivanje
ostavljaju znatniji uzgojni trag. Jednim skokom pastuh opasuje jednu kobilu, dok se
spermom ejakulata moze osjemeniti viSe od deset kobila, odnosno preko 600 kobila
godi$nje. Duboko smrznuto sjeme pastuha moZe se i nakon njegova uginuca koristiti u

rasplodu.

Prednosti umjetnog osjemenjivanja:
- Sprijec¢avanje prijenosa spolno zaraznih, nametnickih i drugih bolesti,
- smanjuje se rizik od raznih povreda,
- uklanjaju se tzv. «profesionalne» bolesti usko vezane s poja¢anom seksualnom
aktivnosti, poput impotencije i psihi¢kih problema,
- OlakSava distribuciju genetskog materijala ¢ime se izbjegava stres uvjetovan

transportom rasplodnih grla (Prvanovi¢ Babi¢, 2012.).
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6. Organizacija umjetnog osjemenjivanja

Umjetno osjemenjivanje je postupak u kojem se poluceni ejakulat pastuha (razrijeden
ili ne u vise doza) polaze u maternicu kobile u estrusu s ciljem da ostane gravidna. Na taj
nacin jedan ejakulat je dovoljan da se osjemeni viSe kobila, a ejakulacija je odvojena od
osjemenjivanja.

Umjetno osjemenjivanje se u svijetu provodi godinama. Neke konjogojske udruge
dozvoljavaju osjemenjivanje samo sa svjezom razrijedenom spermom na mjestu
polucivanja ejakulata, dok druge dozvoljavaju i uporabu svjezeg transportiranog sjemena i
duboko smrznutog sjemena. Pojedine elitne udruge, primjerice engleskih punokrvnjaka,
uopce ne dozvoljavaju U.O. ¢ak niti kada je to medicinski indicirano, npr. kod stecenih
malformacija vanjskih genitalija. Idu ¢ak do takvih mjera da postupkom umjetnog
osjemenjivanja dobivenu zdrebad odbijaju registrirati.

Razlika izmedu umjetnog osjemenjivanja konja od drugih vrsta domacih zivotinja je
vaznost priznavanja podrijetla odnosno mogucnost izdavanja pravovaljanog pedigrea
odnosno rodovnice. U tu je svrhu vazno imati dokaziv trag od poluivanja ejakulata,
sustava pohrane i smrzavanja, transporta, osjemenjivanja i u konacnici rodenja zdrebeta
(Prvanovi¢ Babi¢, 2012.).

Slika 4. Postupak U.O.
Izvor: http://chestofbooks.com/animals/horses/Health-Disease-Treatment-
4/images/Artificial-Insemination-Passing-the-Inseminator-into-the-Ut.jpg
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6.1. KoriStenje umjetne vagine

Da bismo dobili od pastuha ¢istu spermu, u potpunoj koli€ini treba primjeniti nac¢in koji
osigurava sve uvjete potrebne za normalnu ejakulaciju.
U danasnje vrijeme najrasprostranjeniji nacin dobivanja sperme je pomoc¢u umjetne vagine.
Ona je nacinjena tako da simulira uvjete prave vagine te da potakne pastuha na ejakulaciju
(Ivankovi¢, 2004.).

Prva konjska umjetna vagina je razvijena od strane Japanaca prije kraja Drugog
svjetskog rata. Nedugo nakon S§to je japanska verzija umjetne vagine doSla na trziste,
istrazivaci sa SveuciliSta u Missouriju su objavili rezultate uspjeha sa svojim dizajnom,
koji je postao poznat kao Missouri model.

Skoro svi modeli dostupni danas se temelje na jednom od ova dva prototipa. Umjetne
vagine su sli¢ne, jer obje imaju srediSnju Suplju gumenu cijev u koju dolazi pastuhov
spolni organ. Na kraju cijevi je ljevkasti dodatak koji utjeCe u posudu za prikupljanje
sjemena. Kod Colorado modela, koji je adaptacija japanskog dizajna, izolacijski sloj se
obloZzi oko boce za sakupljanje; druga cijev, koja se treba napuniti vodom, okruzuje prvi
sloj, 1 svi su smjeSteni unutar krute Suplje cijevi. Missouri Model jednostavno stavlja
podatnu koznu torbicu oko gumene cijevi.

Obje izvedbe imaju ventil koji se nalazi na strani Suplje gumene cijevi, koji omogucuje
ulazak vode i zraka. Manipulacija tih elemenata je potrebna za uspjesno prikupljanje

sjemena pastuha (McCall, 2007.).

Slika 5. Uzimanje ejakulata umjetnom vaginom
Izvor: http://i.ytimg.com/vi/MG-60_rMcMI/0.jp
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6.1.1. Pripremanje umjetne vagine

Prije dobivanja sperme umjetna vagina se mora dezinficirati. Za tu svrhu klijeStima,
propaljenim na vatri uzima se tampon od vate koji je namocen u 3% hidrogen, otopinu
karboksilne kiseline ili alkohola (96°) 1 trlja se unutrasnja povrSina umjetne vagine,
unutarnji dio sakupljaca spermija 1 povr§ina umjetne vagine na koju se postavlja sakupljac
sperme. Zatim se kroz otvor ulijeva voda. Topla voda je kljucni sastojak koji pretvara
opustenu cijev u strukturu koja sli¢i vagini kobile. Stupanj topline 1 tlaka koji se koristi
ovisi o pastuhu. Voda zagrijana na 38°C (temperatura kobilje vagine) se upumpava u
umjetnu vaginu, no ta temperatura nije impresionirala pastuhe te su odbili umjetnu vaginu.
Tek kada je temperature vode povecana na izmedu 43-46°C uspjeh je postajao Cesci.
Istrazivaci su naucili da je volumen vode manje kritiCan od temperature - ¢injenica koja je
dovela do smanjenja u veli¢ini i tezini umjetne vagine (McCall, 2007.).

Stoga je vrlo bitno znati da je temperatura jo$ uvijek najkriti¢niji ¢imbenik poticanja
pastuha na koriStenje umjetne vagine. Neki konji su toliko izbirljivi o temperaturi da ée
koristiti umjetnu vaginu samo kada je temperatura vode unutar jednog do dva stupnja
njihove Zeljene temperature.

Jedno istrazivanje je zapocCeto zbog mnogobrojnih pitanja o plodnosti jednog starog
Thoroughbred pastuha. Dok je bio u u svojim dvadesetima imao je veliki libido i sluzio bi
se umjetnom vaginom bez problema ali je proizvodio samo malu koli¢inu ejakulata (manje
od 25ml). Prva reakcija im je bila da je reproduktivni sustav tog pastuha ugrozen zbog
dobi, no kasnije su doSli do saznanja da ono $to su prikupljali je bio pred ejakulat.
Podizanje temperature vode do gotovo 60°C pastuh je ejakulirao 250 ml visoko kvalitetnog
sjemena. Taj pastuh je nastavio praviti zdrebad do zrele dobi od 28 godina, no ukoliko je
temperatura umjetne vagine bila manja od 57°C on ju ne bi koristio. Ta temperatura vecini
pastuha postane neugodna. Na kraju istazitelji nikada nisu vidjeli pastuha koji je preferirao
umjetnu vaginu hladniju od 43°C, no sreCcom mnogi pastusi nisu tako izbirljivi kao stari
"pro” te ¢e koristiti umjetnu vaginu s temperaturom izmedu 43 1 48°C (McCall, 2007.).

Unutrasnja strana umjetne vagine se pomocu klijesta ili jakog staklenog Stapi¢a dobro
namaze po cijeloj duzini vazelinom. Treba upotrebljavati samo ociS¢eni bijeli ili Zuti,

lakotopljivi vazelin (ParSutin, 1949.).
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Vrlo bitan je i tlak u umjetnoj vagini. Tlak se moze mijenjati dodavanjem ili
uklanjanjem vode u zatvorenoj komori i poveéanjem ili smanjenjem koli¢ine zraka. Svaki
pastuh ima osobni ukus koji odreduje koliko zraka i vode treba koristiti.

Nekim pastusima se ne svida Sto ne postoji kraj cjevcice; cerviks nije prisutan kao kod
prave vagine te nemaju za sto da se prime dok nasréu. Da bi se to zadovoljilo, kraj cijevi se

stegne do ejakulacije, ¢ime pastuhu da osjecaj da cijev ima jedan kraj.

¥

Slika 6. Umjetna vagina

Izvor: http://www.valleyvet.com/group_images/38959 A.jpg

6.1.2. Dobivanje ejakulata

Kod skakanja pastuha na "fantoma” onaj koji prima ejakulat odvodi lijevom rukom
spolni ud pastuha na stranu (desno od pastuha) upravljaju¢i ga u umjetnu vaginu, dok
desnom rukom drzi umjetnu vaginu za ru¢ku (McCall, 2007.).

Nakon stimulacije i1 skoka pastuha na "fantoma", na spolni ud pastuha se navla¢i umjetna
vagina koja pastuha stimulira i dovodi do ejakulacije (Ivankovi¢, 2004.).

Nakon ejakulacije spermohvatac se spusta postepeno malo nize kako sperma ne bi istekla
iz umjetne vagine. Umjetnu vaginu se treba drzati do kraja erekcije, te se mora paziti da
pastuh u potpunosti ejakulira (ParSutin, 1949.).

Ejakulat se zatim pregleda i ocjenjuje. Ocjenjuje se koli¢ina, konzistencija, boja, miris i
Cistoca. Makroskopskim pregledom se odreduje njen pH (normalan pH sperme je od 6,8-
7,5), te se potom vrsi mikroskopska pretraga (broj, koncentracija, pokretljivost i izgled
spermija) (Ivankovi¢, 2004.). Nakon zavrSene ejakulacije iz umjetne vagine se treba odmah
izliti voda te komoru temeljito oprati od ostataka vazelina i sperme, zatim obrisati Cistim
rué¢nikom i osusiti (McCall, 2007.).

14



6.1.3. Razrijedivanje ejakulata

Normalna zdrebnost kobila se postize ako se u maternicu unese ne manje od 20 ml
sperme. Kod osjemenjivanja kobila tolikim dozama nerazrijedene sperme moguce je od
jednog skoka pastuha osjemeniti mali broj kobila (3-7 grla). Ako se uzmu manje doze
sperme (5-10 ml) smanjuje se zdrebnost. Ukoliko se te doze razrijede razrijedivac¢ima koji
povisuju Zivotnu sposobnost spermija i ako se unese u maternicu u koli¢ini od 20-30 ml
zdrebnost kobila se ne umanjuje ve¢ dozvoljava da se od jednog skoka pastuha moze

osjemeniti 15-25 kobila (Parsutin, 1949.).

Glavni ciljevi pri izradi doza ejakulata su:

1. Sacuvati sposobnost oplodnje sjemena tako da se skrati vrijeme koje sperma
provede na +35°C; smanjiti $tetni utjecaj sjemene plazme razrijedivanjem i
filtriranjem (1 udio sperme s najmanje 2 udjela razrijedivaca); izbjegavati termicki
Sok.

2. Osjemenjivanje kobile s dozom koja zadovoljava brojem spermija i volumenom —
ukupni broj spermija u dozi svjezeg sjemena treba biti 200 milijuna, a za smrznuto

sjeme 400 milijuna; volumen treba biti do 20 ml.

Nakon dobivanja ejakulata on se mora procijediti kroz sterilnu gazu kako bi ga se
odijelilo od Zelatinozne faze. Zatim je potrebno odrediti koncentraciju spermija
(spektroforometrijski) — broj spermija/ml i volumen ejakulata. Za osjemenjivanje kobila
prosje¢na doza iznosi 200 milijuna spermija u ukupnom volumenu doze od nekih 15 ml.
Na osnovu toga se izracuna koliko je doza mogucée napraviti od pojedinog ejakulata, a
zatim se u dobiveni ejakulat ulije mlijeCni ekstender od unaprijed izraCunatog ukupnog
volumena.

Formula: C (milijuni/ml) x V (ml ejakulata) = xy / 200 milijuna = broj doza/ejakulat
Ukoliko pastuh daje ejakulate niske koncentracije, a visoko je vrijedan te ga se zeli koristiti
u rasplodu, tada ejakulat mora biti koncentriran centrifugiranjem i evakuiranjem sjemene
plazme.

Mogu se koristiti razli¢iti razrijedivaci na bazi mlijeka ili vrhnja, koji su se pokazali
boljima od onih na bazi Secera i1 Zutanjka. Kao standardni razrijedivac koristi se Kenney-ev

razrijediva¢ na osnovi mlijeka u prahu, glukoze i pufera.
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Sjeme pastuha, ukoliko ga se kvalitetno zastiti od temperaturnog Soka, moze dobro
podnijeti hladenje na +4°C (Makek, 2009.).

Posljedice temperaturnog Soka su ireverzibilne promjene membrane i gubitak progresivnog
motiliteta. Utvrdeno je da je sjeme pastuha na bazi mlijeka najosjetljivije na temperaturni
Sok pri temperaturama od 19 do 8 °C, dok je pohrana bila bolja na temperaturama od 4-
6°C, nego na 0-2°C.

Kod svjezeg sjemena se razrijedivaci baziraju na polumasnom mlijeku, fizioloSkoj otopini
ili se koristi razrijediva¢ po Kenneyu (mlijeko u prahu, glukosalina). Ukoliko je
razrijedivac bez ATB, tada se umjetno osjemenjivanje treba izvesti u roku od 30 minuta od
dobivanja. ATB se koristi ako se sjeme zeli konzervirati.

Kod ohladenog sjemena koriste se razrijedivaci na bazi polumasnog mlijeka, fizioloSke
otopine ili Kenney te drugi komercijalni diluenti (+ATB).

Kod zamrzavanja sjemena koriste se razrijediva¢i na bazi obranog mlijeka, fizioloske
otopine te pufera +ATB uz dodatak zutanjka i glicerola (Makek, 2009.).

U nerazrijedenoj spermi zivotni vijek spermija je kratak. Ve¢ nakon 3-4 sata nakon
dobivanja sperme potpuno se prekida njihovo kretanje. Kod razrijedene sperme spermiji

Zive izvan organizma 3-4, a katkada 7-8 dana (Parsutin, 1949.).

6.2.  Pripremanje razrijedivaca

Kod pripremanja razrijedivaca najbolje je koristiti destiliranu vodu. Za destiliranje
vode sluze specijalni uredaji za destilaciju koji se obicno nalaze u ljekarnama 1
veterinarskim stanicama. Moze se Koristiti i obi¢na voda ali se mora obavezno prokuhati.
Soli 1 drugi sadrzaj koji se nalaze u vodi kuhanjem se pretvaraju u talog. Kako bi se talog
uklonio prokuhanu vodu treba filtrirati kroz vatu ili papir za filtriranje. Prokuhavanje i
filtriranje ne ocCiste vodu do kraja od soli stoga treba provjeriti vodu ako u razrijedivacu
spremljenom iz prokuhane vode duzina spermija nije manja nego u razrijedivacu koji je
spremljen iz destilirane vode. Za spremanje razrijedivaca treba sterilnom bocCicom za
mjerenjem tocno odmjeriti koli¢inu vode i izvagati odgovarajucu koli¢inu glukoze ili
Secera. Secer ili glukozu treba staviti u vodu i sterilnim staklenim 3tapiéem mijesati, dok se

potpuno ne otopi. Razrijedivac se treba pripravljati svaki dan svjez (ParSutin, 1949.).
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6.3.  Cuvanje i prijenos ejakulata

Uspjeh osjemenjivanja kobila prenesenom spermom ovisi ne samo od uvjeta drzanja
nego i o kakvoc¢i same sperme. Stoga pripremanje pastuha za sezonu opasivanja, od koga
¢e se dobivati sperma za prenosenje od velikog je znacenja. Za vrijeme sezone opasivanja
treba dobro paziti na pokazatelje sperme. U sluCaju da se oni umanjuju potrebno je

poboljsati prehranu i dozvoliti pastuhu dopunski odmor od opasivanja (Parsutin, 1949.).

Kvaliteta sperme za prenosenje

Za prenosenje sperma treba imati ovakve pokazatelje:
- Koncentracija spermija ne smije biti manja od 100-150 miliona u ml
- Aktivnost ne smije biti manja od 0,5 bodova

- Prezivljavanje ne manje od 1,5-2 dana

6.3.1. Uvjeti Cuvanja i prenoSenja ejakulata

Spermu pastuha treba prenositi samo u razrijedenom stanju. Razrijedivanje sperme
za prijenos treba biti 3-4 puta, jer se kod takvoga razrijedivanja postize duze prezivljavanje
spermija. Veliko znacenje ima temperatura pri kojoj se Cuva sperma. U praksi spermiji koji
najduZe zadrZavaju svoju sposobnost oplodnje su oni pri temperaturi od 10°C. Ohladivanje
sperme do te temperature treba vrSiti polagano u vremenu od 2-3 sata. Kod takvog nacina
ohladivanje sperme nastaje postepeno i oni se bezbolno navikavaju na zivot u nizim
temperaturama. Pri prevodenju na temperaturu tijela oni ponovno postaju aktivni i
sposobni da se samostalno krecu i da oplode jajnu stanicu (ParSutin, 1949.).

Sperma se prenosi u staklenim boc¢icama sadrzaja od 50-150 ml ili specijalnim staklenim
ampulama sadrzaja 20-30 ml. Prije ulijevanja sperme bocice, ampule i njihove gumene
glavice treba dezinficirati ispiruci ih u 3%-tnom alkoholu ili otopini karboksilne kiseline.
Poslije dezinfekcije posude se ispire 2-3 puta kipuéom vodom i jedanput razrijedivacem.
Za prenosenje sperma se ulijeva u sterilne posude ili ampule. U bocice se sperma ulijeva
do samog cepa, kako pri prenoSenju ne bi bilo muckanja. Bocice se zatvaraju
odgovaraju¢im ¢epom 1 ucvrs¢uju zavojem ili Sirokim pojasom od iskoriStene gumene
komore. Kod punjenja ampule sa spermom na njezin se kraj stavlja gumena cijev od 15-20

cm sa staklenom cjevéicom i pritiskivacem. U staklene cjevcice se stavlja vata. Siroki se
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kraj ampule stavlja u boCicu za mjerenje gdje se nalazi sperma, otvara se pritiskivac i
pomocu gumene cijevi sperma se napuni u ampulu. Kada se ampula napuni, pritiskiva¢ se
zatvara, a na otvor ampule se stavlja gumena kapica te se sa drugoga kraja ampule skida
gumena cijev 1 takoder postavlja kapica. Za Cuvanje 1 prenosenje sperme koristi se metalni
termos sa dvije stijenke. Bocice 1 ampule se stavljaju u vrecicu, koja je od platna i sloja
vate, u debljini od 0,5 cm. Vrecica od vate ¢uva bocice i ampule od udara i od dodira sa
hladnim stijenkama termosa ¢ime se isklju¢uje moguénost brzog hladenja. Medu stijenke
termosa ulije se voda sa temperaturom od 5-8°C ¢ime dolazi do hladenja sperme na do 10-
15°C (ParSutin, 1949.).

6.4. Osjemenjivanje kobile

Inseminacija kobile vr$i se apliciranjem sperme u reproduktivni sustav kobile u
intervalu njenog spolnog ciklusa izmedu 12 sati prije i 6 sati nakon ovulacije (Ivankovic,
2004.).

Kod postupka izvodenja umjetnog osjemenjivanja bitno je:
- u spolne organe uvoditi samo sterilan pribor,
- Betadinom oprati perinealnu regiju (vulvu, anus i okolinu te podrucje ispod
drazice) kako bi se smanjila mogu¢nost kontaminacije (Prvanovi¢ Babi¢, 2012.)

Kobilu je potrebno prilikom umjetnog osjemenjivanja smjestiti u stojnicu. Prije
pregleda i umjetnog osjemenjivanja potrebno je rep umotati u najlonsku navlaku (napravi
se od plasticne rukavice za rektalnu pretragu) i1 fiksirati. Na ruku se navuce sterilna
(jednokratna) plasti¢na rukavica na koju je potrebno staviti malo sterilnog parafinskog ulja
kako bi se njome lakSe uslo u vaginu. Zatim se rukom na kojoj je rukavica unosi plasticni
kateter za umjetno osjemenjivanje u vaginu. On mora biti zasticen tankom «sanitarnom»
kosuljicom koju neposredno pred cerviksom probijamo kateterom te tako sterilan kateter
uvodimo kroz cerviks u tijelo maternice. Prilikom uvodenja katetera u vaginu vrh katetera
treba drzati u zatvorenoj Saci kako bi ga maksimalno zastitili od kontaminacije (Grizelj,
2008.).

18



Slika 7. Dva tipa katetera za UO kobila svjeZim sjemenom te brizgalica od 20mL
Izvor: http://www.hsul.hr/sites/default/files/edukacija/Grizelj_-
_Umjetno_osjemenjivanje_kobila___ogledan_primjer_suradnje_veterinara_i_uzgajivaca_0
.pdf

Kateter se uvodi u uterus tako da prvo kaziprstom prodemo kroz cijeli cerviks te
zatim na isto mjesto po¢nemo uvlaciti kateter do tijela maternice. Kobilji cerviks je kratak,
a u estrusu izrazito mekan te cervikalni kanal jasno otvoren. Doza za umjetno
osjemenjivanje je priredena u brizgalicama (svjeZe i ohladeno sjeme) ili pajetama

(smrznuto) (Grizelj, 2008.).

6.4.1. Tehnike u postupku U.O.

Tehnike u postupku U.O. kod konja koje se danas koriste su:

1. Osjemenjivanje sa svjezim sjemenom u roku od 30 minuta od dobivanja,
osjemenjivanje rashladenim sjemenom 30 minuta pa do 12 (24) sati nakon
dobivanja kod kojega se sjeme hladi na +4°C kako bi se cuvalo na licu mjesta ili
transportiralo

2. Umjetno osjemenjivanje smrznutim sjemenom kojeg je moguce ¢uvati neodredeno
vrijeme u teku¢em dusiku na temperaturi -196°C u obliku paleta (0,1 ml), ampula,
pajeta

3. Osjemenjivanje seksiranom spermom, svjeza ili duboko smrznutim sjemenom

(postupkom odvajanja zenskih X, od muskih Y gameta u proto¢nom citometru)

Umjetno osjemenjivanje smrznutim sjemenom se moze provesti na dva nacina.
Za oba je potrebno prethodno otopiti pajete u vodenoj kupelji na 37°C kroz 30 sekundi.
Sadrzaj otopljenih pajeta prebacimo u jednu sterilnu kusalicu uronjenu u kupelj tako da
odrezemo zamotani kraj pajete, stavimo pajetu iznad kusalice te odreZemo tvornicki Cep
nakon Cega sadrzaj pajete iscuri u epruvetu. Zatim koristimo istu sondu za umjetno

osjemenjivanje kao i za svjeze sjeme. Prvo se u brizgalicu navuc¢e oko 4 ml zraka (ne
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previse, jer nije dobro za uterus) te zatim aspiriramo sadrzaj epruvete. Ovim nafinom je
teze prodrijeti duboko u rog i izvesti duboko osjemenjivanje u vrh roga maternice.

Drugi nacin je koriStenje katetera za umjetno osjemenjivanje smrznutim Sjemenom
(tanji je od katetera za umjetno osjemenjivanje svjezim ejakulatom) ¢iji je sastavni dio 1
metalni mandren za istiskivanje sadrzaja pajete. Kod ovog nacina se provodi duboko
umjetno osjemenjivanje na nacin da se otvori pajeta sa zamotane strane te ju gurnemo u
kateter. U drugi kraj pajete se gurne metalni mandren kojim pajetu gurnemo do vrha
katetera. Kateterom ulazimo u cerviks, a drugom rukom se ide u rektum kako bi kateter
prodro $to dublje u ipsilateralni rog maternice. Nakon dolaska katetera u vrh roga, asistent
ispraznjava sadrzaj pajete, vadi praznu pajetu, na njeno mjesto se stavlja nova pajeta i tako

ponavlja radnju do ispraznjenja svih predvidenih pajeta (Grizelj, 2008.).

Slika 8 1 9. Vrh katetera za UO svjezim sjemenom s zaStitnom kosuljicom i vrh katetera za
UO smrznutim/otopljenim sjemenom s kosuljicom i mandrenom

Izvor: http://www.hsul.hr/sites/default/files/edukacija/Grizelj_-
_Umjetno_osjemenjivanje_kobila___ogledan_primjer_suradnje_veterinara_i_uzgajivaca_0
pdf

6.4.2. Postotak koncepcije

Prosje¢na plodnost kobila iznosi 50% pri skoku «iz ruke» ili osjemenjivanjem svjezim
sjemenom neposredno nakon polucivanja. Sa konzerviranjem pada uspjeSnost
osjemenjivanja. Tako za sjeme ohladeno na +4°C i koristeno unutar 8h od poluéivanja
iznosi 40-45%. Isto sjeme konzervirano tijekom 24 sata ¢e imati uspje$nost od samo 25%.
Pri koriStenju smrznutih doza prosjecna uspjeSnost iznosi 35%, po nekim izvorima ne
prelazi 40% pri cemu uspjesnost varira najvise sa dobi kobile. U kobila do 8 godina starosti
taj postotak moze prelaziti 40%, a sa starosti pada, rapidno na manje od 30% za kobile
preko 13 godina. Plodnost kobila jako pada nakon 15 godina starosti te bi ih tada trebalo

iskljuciti iz reprodukecije (iznimka vrlo vrijedne kobile).
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Zna¢i da stopa plodnosti mladih kobila nije drastiéno niza nakon osjemenjivanja
smrznutim sjemenom u odnosu na osjemenjivanje svjezim sjemenom.

Pri osjemenjivanju smrznutim sjemenom potrebno je vrlo frekventno pratiti folikularni
razvoj obzirom na skupocu i ograniceni broj doza koje bivaju isporucene u jednoj posiljci
te je preporucljivo hormonalno inducirati ovulaciju te osjemenjivati svako 24 sata od

indukcije do ovulacije (Grizelj, 2008.).

6.4.3. Broj spermija u dozi i broj osjemenjivanja

Kod svjezih doza te kod doza sperme konzerviranih na 4°C tijekom 8 ili 24h broj od
200 milijuna spermija dovoljan je za osjemenjivanje, iako mnogi centri koriste 400
milijuna, pa ¢ak i 800 milijuna spermija po dozi.

Glede smrznutog sjemena pokazalo se kako doza od 400 milijuna ima bolju plodnost. U
svakoj pajeti od 0,5mL ima 50 milijuna spermija, §to znaci da se za jedno osjemenjivanje
koristi 8 pajeta. Ipak u praksi se pri osjemenjivanju zdravih, a posebice mladih kobila,
zadovoljavajuci rezultati postizu ve¢ koristenjem 200 milijuna spermija tj. otapanjem samo
4 pajeta (Grizelj, 2008.).

Utvrdena je viSa plodnost svjeZze i smrznute sperme ako se kobila osjemeni 2 puta u

razmaku 24 ili 48 sati, u usporedbi sa jednokratnom inseminacijom (Grizelj, 2008.).

Finger-in-canvix

Slika 10. Metoda osjemenjivanja kobila
Izvor: http://nongae.gsnu.ac.kr/~cspark/teaching/chap17.html
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7. Zakonski okvir umjetnog osjemenjivanja u Republici Hrvatskoj

Umjetno osjemenjivanje, stavljanje u promet i izvoz sjemena kopitara iz RH regulirani
su Zakonom o veterinarstvu (NN 41/2007. i NN 155/2008.) i pravilnicima kojima se
zakonodavstvo RH uskladuje sa zakonodavstvom Europske Unije:

* Pravilnik o zdravstvenim zahtjevima za stavljanje u promet i uvoz Zivotinja, sjemena,
jajnih stanica i zametaka koji ne podlijezu zahtjevima propisa iz dodatka A dijela i
pravilnika o veterinarskim i zootehni¢kim pregledima odredenih zivotinja i proizvoda u
prometu s drzavama ¢lanicama Europske Unije (NN85/09.).

* Pravilnik o obrascu veterinarskog certifikata za stavljanje u promet sjemena kopitara
kojim se odreduju uvjeti za izdavanje certifikata za izvoz sjemena kopitara u drzave
¢lanice Europske Unije (NN 110/09.).

Zakonske odredbe regulirane su i:

* Pravilnikom o mjerama kontrole arteritisa konja (NN 62/09.).

* Pravilnikom o veterinarskim uvjetima za premjestanje kopitara i uvoz iz tre¢ih zemalja
(NN154/2008.).

* Pravilnikom o veterinarsko zdravstvenim uvij etima za uvoz 1

provoz odredenih zivih papkara i kopitara (NN 41/2009.).

Ovi ¢e pravilnici u potpunosti ili dijelom stupiti na snagu prilikom ulaska
RH u EU (Prvanovi¢, 2012.).
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8. Umjetno osjemenjivanje u Hrvatskoj

U Hrvatskoj je veliki interes uzgajivaca i drzatelja konja, pogotovo sportskih grla, te
stoga, kako bi imali §to bolje rezultate tih visokokvalitetnih jedinki je vrlo bitno da je i
plodnost dobra, $to u Hrvatskoj i nije tako, ve¢ je vrlo nezadovoljavajuca.

Prema Prvanovi¢ Babi¢, (2014.) Republika Hrvatska bi, koja je sad ve¢ ¢lanica EU,
trebala vise gledati na prevenciju smanjene plodnosti, odnosno neplodnosti. Trebala bi
bolje regulirati provedbu mjera kontrole plodnosti konja posto u razvijenim zemljama
postoji vrlo dobar sustav praéenja potencijalnih problema sa plodno$cu, neplodnoséu,
spolnim prenosivim bolestima te drugo. Centar u KriZzevcima je jedino mjesto u kojemu se
do sada sakupljalo 1 skladi$tilo sjeme pastuha. Veliki broj udruga uzgajivaca uz poticaj
Ministarstva poljoprivrede i Drzavnog savjeta za konjogojstvo u buduénosti planira da se
poveca broj centara u kojemu bi se polucivao ejakulat pastuha te distribuiranje doza
sjemena za umjetno osjemenjivanje. Pored toga bi koordinaciju, edukaciju te stru¢nu
potporu pruzala Klinika za porodnistvo i reprodukciju Veterinarskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Na Drzavnu ergelu lipicanaca Pakovo 1 Lipik planira se, takoder, uvodenje
umjetnog osjemenjivanja gdje bi se isto tako polucivao ejakulat te distribuirao. Na Klinici
za reprodukciju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu se umjetno osjemenjivanje
sa svjezom, rashladenom i duboko smrznutim ejakulatom iz uvoza vrlo uspjesno provodi.
Isto tako je provodenje vrlo uspjesno i u manjem broju privatnih veterinarskih stanica te
ambulanti, kao $to su u Karlovcu i Vrbovcu. Umjetno osjemenjivanje, koje se provodi u
Hrvatskoj, ima uspjeh koji se moze usporediti sa ostalim zemljama EU i SAD. Postotak
plodnosti iznosi 70%.

Kako vecina veterinarskih stanica posjeduje ultrazvu¢ne aparate te provode i ginekoloske
preglede kobila, uz minimalnu edukaciju, umjetno osjemenjivanje se ne bi moralo raditi u
specijaliziranim ustanovama (no samo S§to se tiCe rashladenog ejakulata). Umjetno
osjemenjivanje s duboko smrznutom spermom bi se ipak trebalo raditi u specijaliziranim
ustanovama, posto je postupak sloZeniji te iziskuje vecu razinu znanja.

Sto se ti¢e razvoja umjetnog osjemenjivanja u Republici Hrvatskoj on se moze usmijeriti u
dva smjera. Moze se uvoziti sperma kvalitetnih rasplodnih pastuha odredenih pastuha, sto
je vrlo znacajno za oplemenjivanje i osvjezavanje krvi nasih rasplodnih kobila, te se tako

moze stvoriti dobra baza za kvalitetnije jedinke.
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U cilju boljeg kontroliranja sjemena kvalitetnih pastuha te povecanja dostupnosti
kvalitetnog sjemena u svim dijelovima Hrvatske te mogucnosti izvoza, razvoj umjetnog
osjemenjivanja se moze odvijati 1 u smjeru stvaranja ,,.banke sperme nasih autohtonih
pasmina. U okviru Hrvatske poljoprivredne agencije tim strucnjaka je ve¢ smislio plan
pohrane genetskog materijala nasih autohtonih pasmina.

Edukacija uzgajivaca, stocarske selekcijske sluzbe te veterinara je iznimno nuzna kako bi

uvodenje umjetnog osjemenjivanja u uzgoje kopitara bilo Sto kvalitetnije.
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9.

Embriotransfer

Embriotransfer (ET) predstavlja postupak reprodukcije u kojemu se zametak

davateljice 7 dana nakon ovulacije prenosi (transferira) u maternicu sinkronizirane

primateljice koja ¢e gravidnost iznijeti sve do poroda (Makek i sur. 2009.).

ET je koristan ukoliko zelimo povecati godisnju reproduktivnu stopu kobila. Postoje neke

pasminske udruge koje omogucuju registraciju vise zdrebadi godiSnje po donorici kobile.

To bi omogu¢ilo da mlada kobila (2 godine) ima potomstvo iako mnogi to smatraju loSom

idejom. Kobile koje imaju manju plodnost, te pogotovo one koje imaju probleme s

maternicom, pomoc¢u ET mogu imati potomstvo. No, uzgajivaci prije nego sto se odluce za

ET, smatraju ga prilicno skupim i dugotrajnim procesom, sa niskom stopom uspjeha
(Hopkins i Meadows, 2003.).

Embriotransfer mozemo podijeliti u 5 faza:

1.

2
3
4.
5

sinkronizacija estrusa,
indukcija superovulacije,
sakupljanje embrija,

ispitivanje i manipulacija embrijima,

. transfer embrija

9.1. Prednosti embriotransfera

a)

Omogucenje dobivanja potomaka kobila koje same ne mogu odrzavati trudnocu,
zbog bolesti maternice ili ozljeda (upala jajovoda, raniji pobacaji i sl.). Najcesce se
to javlja kod kobila koje se tijekom Zdrijebljenja ozljede te nisu u mogucnosti vise
nositi zdrijebe.

Dobivanje viSe trudnoca po sezoni.

Stjecanje trudno¢e od 2 ili 3 godine starih kobila. To omogucava dobivanje
zdrijebadi godinu dana ranije od uobicajenog.

Stjecanje trudnoce od kobila koje se natjecu. Vrijedna Sportska grla u tom slucaju
izlaze iz natjecanja samo onoliko vremena koliko je potrebno da se od nje dobije
zametak.

Dobivanje trudnoc¢a kod kobila koje su se kasno Zdrijebile u sezoni te na taj nacin

omoguciti ranije zdrijebljenje tijekom sljedece sezone.
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f)

9)
h)

)

Poveéana produkcija zametaka od strane iznimnih kobila koje na taj nacin imaju
vedi genetski utjecaj u rasplodu

ET je moguc¢ i za ugrozene vrste kopitara (magarce)

Pruza Sansu starim kobilama, koje su ve¢ dale odlicno potomstvo, da nastave,
odnosno da ostanu nesto duze u priplodu.

Omogucuje da se na brz nacin provjeri vrijednost 1 plodnost (svjezeg i dubokog)
sjemena odredenog pastuha.

Omogucuje da se na relativnho jednostavan i jeftin nacin izvrSi medunarodna
razmjena vrhunskog genetskog materijala, bez rizika od prenoSenja odredenih

zaraznih bolesti i spolnih bolesti.

9.2. Nedostaci eumbriotransfera

a)

b)

d)

Glavni nedostatak su troskovi. Odrzavanje kobila primateljica, potrebno ih je dobro
hraniti te zbrinuti tijekom cijele godine i voditi brigu o njezinom zdravlju.

Stopa ispiranje maternice kod kobila sa malom plodnoséu je niska, uspjesnost
ispiranja maternice zdravih kobila je 50 %, dok kod starijih kobila je vrlo niska, do
20 %

Tehnike s kojim bi se povecala stopa ovulacije u kobila su uglavnom neuspjesna.
Kobile obi¢no mogu dati jedno jaje ili dva jaja za oplodnju po ciklusu. Mnoga
istrazivanja su usredotoCena na to, no to je vrlo skupo 1 neuspjesno, a obi¢no
rezultira samo s jednim pomo¢nim embrijem.

Ogranicenje predstavljaju pasminske udruge koje nisu dopustale provodenje ET 1
produkciju viSe Zdrebadi godisnje od iste kobile, no danas je to u veéine pasmina
dopusteno. Jedino ogranienje koje danas udruge postavljaju je da se dopusta

registracija samo jednog zdrebeta godiSnje po kobili (Sellers, 2001.).

26



10. Proizvodnja zametaka in vitro

Proizvodnja zametaka in vitro predstavlja treu generaciju biotehnologije. In vitro
oplodnja je postupak u kojem je jajna stanica oplodena ejakulatom izvan tijela Zivotinje.
Pojam in vitro (lat. u staklu) koristi se jer su rani bioloski eksperimenti kultiviranja tkiva
izvan zivuceg organizma od kojeg potjecu, bili provodeni u staklenim posudama — ¢asama,
epruvetama ili petrijevim zdjelicama. Danas se pojam in vitro koristi da oznaci biolosku
proceduru koja se odvija izvan organizma u kojem bi se normalno odvijala. Razvoj ove
biotehnologije ima veliki potencijal za temeljna istrazivanja te za njihovu primjenu u
komercijalnom uzgoju te genetskom napretku. Osim toga omogucuje razvoj drugih

biotehnologija poput kloniranja.

Slika 11. Shema oplodnje In Vitro

lzvor:

http://www.hlede.net/studentski_radovi/smotra_2003/slike_smotre_2003/emb_tran_cro.gif

Razvoj ove biotehnologije ima fantasticne potencijale kako za temeljna istrazivanja
tako i za njihovu primjenu u komercijalnom uzgoju konja i genetski napredak stada.
Polucivanje jajnih stanica od Zzivih visoko kvalitetnih kobila, bez ikakve posljedice za
davateljicu, 1 oplodnja in vitro s odgovarajuéim pastuhom za proizvodnju Zzdrijebadi s
pedigreom je jasna prednost. Kljuéni aspekti su: moguénost dobivanja jajnih stanica od

visokokvalitetnih kobila i oplodnja sa spermom razli¢itih pastuha, tako da se dobije jedan
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faktorijalni dizajn kojim se ne povecava toliko inbreeding. Postotak gravidnosti nakon
transfera svjezih zametaka krec¢e se od 50 do 60%, a kod transfera zamrznutih/odmrznutih
zametaka taj je postotak znatno nizi te ne prelazi 35% (Ohlweiler, 2012.). U¢inkovita
proizvodnja zametaka in vitro preduvjet je za primjenu biotehnologije Cetvrte generacije:

kloniranja, transgeneze, odredivanja spola potomstva i dr.

11. Kloniranje

Kloniranje uvrstavamo u nove reproduktivne tehnike kojom dolazi do proizvodnje
genetski identi¢ne jedinke. Postoje dvije osnovne metode kloniranja: kloniranje
rasijecanjem zigote te kloniranje zamjenom jezgre stanice jezgrom somatske stanice.
Kloniranje rasijecanjem zigote je jednostavna metoda ukoliko se pravilno pripreme kobile
donori i recipijenti. Kod kloniranja zamjenom jezgre jajne stanice jezgrom somatske
stanice jedinka koja nastane je potpuno identi¢na donoru jezgre. Tehnika je vrlo
napredovala posljednjih godina, ali se ne koristi u praksi radi tehnickih problema te
etnickih dvojbi. Kloniranje bi veliku korist moglo donijeti malim i ugrozenim
populacijama konja (Ivankovi¢, 2004.).

Prvi klonirani konj je bio Prometea kojeg su 2003. klonirali u Italiji (Bhattacharya,
2003.). Dok je prvi klonirani konj Latinske Amerike kloniran 2010. godine. Daniel
Salamone, jedan od sudionika, rekao je da je napravljen od stanica koze odraslog konja te
da je savrSenog zdravlja. Laboratorij americkog sveuciliSta u Kaliforniji potvrdio je da su
genetski profili Zdrijebeta i donora potpuno identi¢ni. Zdrijebe pripada vrsti Nandubay i
zove se BS Nandubay Bicentenary. Znanstvenici su uzeli uzorak koze drugog Nandubaya i
spojili jajaScem donora kojem su prije otklonili sav genetski materijal. Embrio koji je

nastao injektiran je u maternicu kobile.
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12. Seksiranje embrija i spermija

Metodama genetskog testa lanCane reakcije polimeraze (PCR testa), kojim se
utvrduje prisutnost spolnog kromosoma, seksiranje embrija u danasnje vrijeme je moguce
u vrlo ranoj fazi razvoja. Seksiranje spermija omogucava dobivanje zeljenog spola
potomka.

Bitna spoznaja kod seksiranja spermija je da spermiji s X-kromosomom imaju 3,8% vise
DNK nego Y-spermiji, §to im daje veéu masu. U postupku razdvajanja spermiji se
propustaju kroz usku “kolonu™ pri ¢emu im se u prolazu automatski racunalno procjenjuje
masa te se nakon toga laserski razdvajaju. Kod ove tehnike razdvajanja spermija bitno je
znati da je vrlo spora te skupa, stoga zasad nema prakti¢nu Siru primjenu.

Spektrofotometrija je druga tehnika seksiranja spermija. Zapazeno je da kod X i Y
kromosoma dolazi do razlicitog reflektiranja odredene valne duzine laserskog osvjetljenja.
Nakon propustanja kroz kolonu, detektira ih se te se razdvajanjem postize Cisto¢a doze 85

do 90%.

29



13. Zakljucak

Primjena suvremenih biotehnickih metoda u reprodukciji kobila doprinosi brzem
razvoju i unapredenju genetske osnove, povecanju proizvodnje i poboljSanju plodnosti
konja. Prva generacija biotehnoloSkih metoda bila je umjetno osjemenjivanje, druga
generacija embriotransfer, treca proizvodnja zametaka in vitro i srodne tehnologije, a
Cetvrta manipulacija genomom uz pomo¢ transgeneze. U Republici Hrvatskoj
najzastupljenija je prva generacija, odnosno umjetno osjemenjivanje.

Odredivanje rane dijagnoze gravidnosti doprinosi smanjenju intervala izmedu dva
porodaja i ustedi hranidbenih dana po dobijenom potomstvu. Zbog takvih prednosti koje
donosi umjetno osjemenjivanje sve se vise vlasnika konja odlucuje za takav pripust.
Umjetno osjemenjivanje ima i svoje nedostatke, najveéi nedostatak je u ekonomskom
smislu. Sjeme vrlo kvalitetnih pastuha dostizu velike cijene, takoder moze do¢i do
problema prilikom apliciranja sjemena zbog nestru¢nog rada, zbog toga je vrlo vazno da to
obavlja veterinar a ne vlasnik ili neka druga osoba. Zbog prednosti koje donosi umjetno
osjemenjivanje vazno je da se vlasnike konja o tome poduci putem raznih okupljanja,
izlaganjima seminara i druZenja, kako bi se Hrvatsko konjogojstvo razvilo Sto bolje, te
kako bi imali kvalitetne konje za razna natjecenja, takoder pomoc¢u umjetno osjemenjivanja

mozemo spasiti nase tri autohtone pasmine konja.
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15. Sazetak

Biotehnologija rasplodivanja podrazumijeva zahvate kojima pod kontroliranim
uvjetima vrSimo rasplodivanje zivotinja i utjeCemo na genetsku selekciju Sirenjem pozeljne
genetike. Prva generacija biotehnologije rasplodivanja je umjetno osjemenjivanje, druga je
embriotransfer, tre¢a proizvodnja zametaka in vitro dok je ¢etvrta manipulacija genomom
uz pomo¢ transgeneze i kloniranja. Danas se konje ne uzgaja ponajprije s namjenom
proizvoda, nego kao Zivotinje za visokoprofilirani sport te uzitak i osobno zadovoljstvo
uzgajivaca. Upravo zbog toga postoji potreba i Zelja za najviSom razinom selekcije
odnosno u rasplod idu isklju¢ivo najuspjesniji primjerci rasplodnih kobila 1 pastuha, iznad
prosjecnih rezultata u sportu, u eksterijernim kvalitetama, zadovoljavaju¢eg temperamenta
i ¢udi. Kako takve zivotinje nerijetko nisu i idealne za rasplod, Cesto je potrebno

intervenirati primjenom razli¢itih metoda asistirane reprodukcije.

Klju¢ne rijeci: konj, reprodukcija, biotehnologija, umjetno osjemenjivanje
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16. Summary

Reproductive biotechnologies implies controlled conditions in which we perform
reproduction of animals and affect gene selection by expanding desirable genetics. First
generation of biotechnology is artificial insemination, second is embryotransfer, third is in
vitro embryo production and fourth is manipulation of the genome with the help of
transgenesis and cloning. The horses are not grown primarily for the purpose of the
product, but as animals for high-profiled sport and personal satisfaction breeders. Because
of its value in use, there is a need and desire for the highest level of selection and breeding,
where goes relatively the most successful examples of breeding mares and stallions, above
average results in sport, exterior qualities, satisfactory temperament and temper. As such
animals are often not ideal for breeding and it is often necessary to intervene by applying

various methods of assisted reproduction.

Key words: horse, reproduction, biotechnology, artificial insemination
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