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UTICAJ TESKIH METALA IZ HRANE I VODE NA KVALITET DUBOKO
ZAMRZNUTOG SEMENA BIKA

Rezime

Mineralne materije su neophodne za odvijanje bioloskih funkcija i izgradnju tkiva
biljaka, Zivotinja i ljudi. Do sada je u zivoj prirodi otkriveno ukupno 89 hemijskih elemenata,
od koji su 27 esencijalni, a 16 ima znacajnu ulogu u normalnim fizioloSkim funkcijama
organizma. Prirodni faktori zivotne sredine kao i razli¢iti antropogeni zagadivaci, utiCu na
funkcije reproduktivnog trakta i na kvalitet sperme Zzivotinja i ljudi. Termin ,,metali u
tragovima® podrazumeva koncentraciju u tkivima nizu od koncentracije gvozda. Toksi¢no
dejstvo teSkih metala se zasniva na stimulaciji formiranja slobodnih radikala i reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta u organizmu Sto uzrokuje oksidativni stres i dovodi do lipidne peroksidacije
membrane. Na taj na¢in, oni mogu da izazovu o$tecenja Celija, poremecaje funkcija enzima
ili genetskog materjala (DNK). U organizam se unose hranom, vodom ili dospevaju preko
vazduha. Teski metali koji su toksi¢ni za spermu su Pb, Cd, Hg i Ni. Najmanje koli¢ine ovih
elemenata ostecuju spermatozoide i dovode do smanjenja njihove pokretljivosti i broja. Oni
negativno uticu na proces kapacitacije i akrozomsku reakciju, smanjuju aktivnost enzima koji
ucestvuju u odbrani od oksidativnog stresa 1 dovode do promena u tkivu testisa. Cilj naSih
istrazivanja je bio odredivanje koncentracija cinka, olova, Zive i kadmijuma u hrani i vodi za
priplodne bikove, vodi kori§¢enoj za izradu razredivaca kao i u sadrZaju otopljenih pajeta i
analiza njithovog moguceg uticaja na parametre kvaliteta sperme.

Koncentracija spermatozoida i broj spermatozoida po dozi su bili u zadovoljavaju¢em
opsegu kao 1 prosecne vrednosti procenta ukupno pokretljivih spermatozoida, ukupnog broja
pokretljivih spermatozoida u dozi, procenta i broja progresivno pokretljivih spermatozoida i
izmedu grupa bikova nisu dokazane statisticki znaCajne razlike u srednjim vrednostima.
Prose€an broj brzih spermatozoida u dozi je bio manji u odnosu na standardne vrednosti u
svim grupama bikova. Srednje prose¢ne vrednosti procenta zivih spermatozoida u dozi, zivih
spermatozida sa inaktnim akrozomom, ukupnog broja oStec¢enih ¢elija u dozi, spermatozoida
sa protoplazmatskom kapljicom, primarno i sekundarno abnormalnih formi ¢elija i ukupno
patoloski promenjenih spermatozoida su bile u prihatljivim granicama. Izmedu grupa bikova
nisu dokazane statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima. Prosecne vrednosti
procenta Zivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom su takode bile u prihvatljivom
opsegu, ali su izmedu pojednih grupa bikova utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim
vrednostima. Srednje vrednosti procenta spermatozoida sa neoste¢enim hromatinom su bile
nesto nize, a sa oSte¢enim hromatinom nesto viSe u odnosu na utvrdene standardne vrednosti.
Izmedu pojedinih grupa su utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima.
Prosecne vrednosti procenta Zivih spermatozoida u dozi i procenta Zivih spermatozoida sa
intaktnim akrozomom su bile zadovoljavajuce u grupama B i1 D, a znafajno manje u grupama

A1 C. Procenat mrtvih spermatozoida sa intaktnim akrozomom u dozi je bio zadovoljavajuéi,



ali su izmedu pojedinih grupa utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima.
Procenat mrtvih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom u dozi i ukupan broj celija sa
ostecenim akrozomom je bio zadovoljavajuci u grupama, B, C i D, a znacajno veci u grupi A.
Procenat spermatozoida sa neoste¢enim ili oSteCenim membranama je bio zadovoljavajuéi, a
izmedu pojedinih grupa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima.
Srednje vrednosti krivolinijske brzine spermatozoida su bile u pozeljnim granicama ali su
pravolinijska brzina i prosecna brzina bile znacajno manje u grupama A, B i C u odnosu na
grupu D. Vrednosti za amplitudu lateralnog otklona se nisu znacajno razlikovale izmedu
grupa i skladu su sa navodima iz literature. Srednje vrednosti indeksa lineranosti su bile niske
u svim grupama dok je indeks oscilacije bio zadovoljavaju¢i, a izmedu pojedinih grupa su
utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u srednjim vrednostima. Srednje vrednosti pravolinijskog
indeksa, frekvence prelazaka pravolinijske putanje i ¢elija koje se krecu manjezno su bile u
dozvoljenim granicama i bez statisti¢ki znacajnih razlika.

Koncentracija cinka u senu je bila u opsegu od 12 mg/kg do 17 mg/kg, a u
koncentrovanoj hrani se kretala od 50 mg/kg do 84 mg/kg, sto je znatno nize od koncentracija
koje dozvoljavaju NRC, Pravilnik o kvalitetu hrane za zivotinje i Evropski pravilnik
EC2002/32.

Koncentracija cinka u vodi za pice se kretala u opsegu od 0,03 mg/L do 0,74 mg/L
dok je koncentracija zive u svim ispitivanim grupama bila priblizno ista (<0,001 mg/L).
Koncentracija olova je iznosila 0,012 - 0,022 mg/L, a kadmijuma 0,0010 - 0,0014 mg/L sto
je u skladu su propisanim granicama.

Koncentracije cinka, Zive, olova i kadmijuma u vodi koja je koriS¢ena za pravljenje
razredivaca za seme, su bile priblizno iste u svim ispitivanim grupama i bile su ispod donje
granice osetljivosti metode (<0,001 mg/L).

Koncentracija cinka u semenu bikova simentalske rase je u nasim ispitivanjima bila u
opsegu od 3,15+2,74 do 6,44+0,57 mg/kg, zive od 0,03+0,01 do 0,07+0,01 mg/kg i olova od
0,02+0,005 mg/kg do 0,07+£0,017 mg/kg. Koncentracija kadmijuma je u ispitivanim uzorcima
bila ispod nivoa detekcije metode (< 0,001 mg/kg).

Skoro svi ispitivani parametri kvaliteta semena su u bili u opsegu vrednosti
karakteristicnih za vrstu a korelacionom analizom nije utvrdena njihova povezanost sa

sadrzajem teSkih metala u hranivima i semenu pripremljenon za VO.

Kljucne reci: bikovi, cink, hraniva, kadmijum, kvalitet semena, olovo, Ziva, voda.

Naucna oblast: Veterinarska medicina
Uza nauc¢na oblast: Ginekologija sa andrologijom
UDC: 636.2/085.1:546.47/49+81:618



THE INFLUENCE OF HEAVY METALS FROM FEED AND WATER ON DEEP
FROZEN BULL'S SEMEN QUALITY

Summary

Minerals are necessary for maintaining biological functions and also are incorporated
in plants, animals and human tissues. So far, presence of 89 chemical elements is documented
in live organisms, and out of it, 27 are essential, while 16 plays significant role in normal
physiological functions. Environmental factors and also antropogenic pollutants influence
functions of the reproductive tract and quality of the human and animals semen. Term ,,trace
elements* is used for those with lower concentration than the iron has. Toxic effects of so
called ,,heavy metals*, are based on their ability to stimulate free radicals and reactive oxygen
species formation in the body. This leads to oxidative stress and membrane lipid per-
oxidation. By this mechanism, they can cause cells damage, enzyme dysfunction and DNK
damage. These elements may reach live organisms by food, water and air. Toxic heavy
metals are: Pb, Cd, Hg and Ni. Vary small amounts of theese metals in ejaculates can damage
sperm cells lower their number and motility. They also exert negative effects on the
capacitation process and acrosomal reaction, decrease activity of enzymes involved in anti-
oxidative defense causing changes in testicular tissue. The aim of our investigations was to
determine concentrations of zinc, lead, mercury and cadmium in feed and water for breeding
bulls, water used for extender preparation and in the content of thawed straws and to analyse
their possible influence on the semen quality parametrs. In the all examined samples of feed
and water, concentrations of heavy metals were below the acceptable levels, as regulated by
appropriate adapted roles and regulations.

Sperm concentration and number of sperm cells in a dose were in the satisfactory
range as were mean values of the total motile sperm cells, total number of motile cells in a
dose and percent and number of cells showing progressive motility. Between groups no
statistically significant differences were noted. Mean number of the fast sperm cells was
lower in comparison with standard values in all tested groups. Mean values of the percentage
of live sperm cells, live cells with intact acrosome, total number of damaged cells per dose,
sperm cells with protoplasmic droplet, cells with primary and secondary abnormal forms and
total number of pathologically changed spermatozoa were within the acceptable limits.
Between groups no statistically significant differences were noted. Mean values of live sperm
cells with damaged acrosomes were also in acceptable range but between groups we were
able to note statistically significant differences. Mean percentage of the sperm cells with
intact chromatin were lower and, with damaged chromatin, were higher in comparison to
standard values. We were able to note statistically significant differences between groups.
Mean percentage of the live sperm cells in a dose and percentage of live cells with intact



acrosome were satisfactory in groups B and D but significantly lower in groups A i C.
Percentage of dead sperm cells with intact acrosome in a dose was also satisfactory and we
were able to note statistically significant differences between groups. Percentage of dead
sperm cells with damaged acrosomes in a dose and total number of cells with damaged
acrosomes was satisfactory in groups B, C and D, but significantly higher in a group A.
Percentage of sperm cells with intact or damaged membranes was satisfactory and between
groups no statistically significant differences were noted. Mean values of the curvilinear
velocity were within the acceptable range but straight-line velocity and average path velocity
were lower in groups A, B i C in comparison to the group D. Values obtained for the
amplitude of lateral head displacement did not significantly differ and were in accordance
with literature data. Mean values of the linearity index were low in all groups while wobble
index was satisfactory and statistically significant differences were noted between groups.
Mean values of the straightness, beat-cross frequency and cells with circular movements were
within the acceptable limits and without statistically significant differences

Zinc concentration in hay was 12 to 17 mg/kg, and in concentrate 50 mg/kg to 84
mg/kg, which is far below the limits allowed by NRC, Rules on animals feed quality in
Serbia and Evropean regulations EC2002/32.

Zinc concentration in drinking water was 0,03 mg/L to 0,74 mg/L, while mercury
concentration was nearly same in all groups (< 0,001 mg/L). Lead concentration in water was
0,012 - 0,022 mg/L, and that of cadmium 0,0010 - 0,0014 mg/L which is below permitted
limits.

Concentration of all metals tested, in water used for extender preparation, were
similar in all investigated groups and bellow the method sensitivity level (< 0,001 mg/L).

In our investigations, zinc concentration in the semen of Simmental bulls was within
the range of 3,15+2,74 to 6,44+0,57 mg/kg, mercury from 0,03+0,01 to 0,07+£0,01 mg/kg and
lead from 0,02+0,005 to 0,07+£0,017 mg/kg. Cadmiium concentration in tested samples was
below the level of detactibility < 0,001 mg/kg.

Nearly all investigated parameters of the semen quality, were within the range
characteristic for bulls and no clear correlations were discovered between the metals content
in feed, water and semen doses for Al.

Key words: bulls, cadmium, feed, lead, mercury, semen quality, water, zinc

Scientific field: Veterinary medicine
Specific scientific field: Gynecology and andrology
UDC: 636.2/085.1:546.47/49+81:618
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1. Uvod

U Zivoj prirodi je do sada otkriveno ukupno 89 hemijskih elemenata, od kojih je 27
esencijalno, odnosno neophodno za odvijanje bioloSkih funkcija i izgradnju tkiva biljaka,
zivotinja i ljudi. Mineralne materije se u organizam biljaka, zivotinja i ljudi unose vazduhom,
vodom i hranom, i dele se na makro i mikroelemente. U makroelemente spadaju svi elementi
koji se nalaze u koli¢ini ve¢oj od 100 mg/kg telesne mase (Ca, P, Mg, Na, K, C1 i S), a u
mikroelemente svi ostali, ¢iji je sadrzaj u telu zivotinje manji od te grani¢ne vrednosti.
Najmanje 30 elemenata pripada grupi mikroelemenata koji su neophodni za normalno
funkcionisanje organizma i zdravlje Zivotinja a posebno su znacajni gvozde, bakar, mangan,
cink, jod i kobalt. Nacionalni Istrazivacki Savet (National Research Council, NRC), navodi
da je, od ukupno 17 minerala, 10 mikroelemenata neophodno u ishrani domaéih Zivotinja
(Cr, Co, Cu, J, Fe, Mn, Mo, Ni, Se i Zn). Mineralne soli su vazan sastojak svih ¢elija i
telesnih tec¢nosti, a svaki organ ima svoj karakteristican mineralni sastav, na koji se u izvesnoj
meri moze uticati ishranom. Fizioloska uloga mineralnih materija je viSestruka. One su
regulatori osmotskog pritiska, elektrohemijske reakcije krvi, limfe i1 telesnih tec¢nosti i
propustljivosti ¢elijskih membrana. Osim toga, predstavljaju sastavni deo kostiju i zuba,
ucestvuju u sintezi hormona, vitamina, enzima, a prisustvo pojedinih jona je nepohodno za
funkcije miSic¢a 1 nerava.

Danas je poznato vise od 200 razl¢itih enzima u biljnim i zivotinjskim organizmima,
kao i u organizmu ljudi, za ¢ije funkcije su vezani dvovalentni joni cinka koji, pre svega, ima
znacajnu ulogu u sintezi nukleinskih kiselina. Ucestvujuéi u specificnim enzimskim
reakcijama, on olaksava iskori§¢avanje aminokiselina i fosfora i ugradnju timidina u DNK i
uridina u RNK. Ovej element je neophodan kao kofaktor za aktivnost DNK- i RNK-
polimeraza. Poznato je da cink igra esencijalnu ulogu u transkripciji polinukleotida i samim
tim u procesu genske ekspresije. On ucestvuje u stabilizaciji ¢elijske membrane, molekula
DNK, RNK i ribozoma. Takode, cink je neophodan za sintezu kolagena, glutationa i tkivnih
proteina 1 ulazi u sastav metaloenzima kao S$to su fosfataza, karboanhidraza, alkohol
dehidrogeneza, superoksid dismutaza i karboksipeptidaza.

Znacaj cinka u reprodukciji proizilazi iz Cinjenice da se on javlja kao osnovna
komponenta ili aktivator enzima koji su ukljuceni u genezu polnih steroida. Cink je bitan za
biosintezu testosterona i uti¢e na aktivnost folikulostimulirajuéeg i luteiniziraju¢eg hormona,

Sto znaci da je u uskoj vezi sa procesom spermatogeneze.



Brojnim istrazivanjima je dokazano da cink ima ulogu u metabolizmu prostaglandina
i sinergisticko dejstvo sa esencijalnim masnim kiselinama, kao i da u¢estvuje u metabolizmu
vitamina A. Dokazano je da resorpciju cinka inhibiraju velike koli¢ine kalcijuma, kao i
fitinske kiseline, koja gradi nerastvorljive soli fitate sa kalcijumom, cinkom i gvozdem i na
taj nacin spreava njihovu resorpciju. Nedostatak cinka kod svih Zivotinja se manifestuje
gubitkom apetita ili njegovim izopacenjem, smanjenim rastom, promenama na kozi i njenim
derivatima, prolivom, oslabljenim imunoloskim odgovorom, kasnijim polnim sazrevanjem,
kao i usporenim rastom testisa i potpunim prekidom spermatogeneze.

Prirodni faktori zivotne sredine kao i razliCiti antropogeni zagadivaci, uticu na
funkcije reproduktivnog trakta i na kvalitet sperme Zivotinja i ljudi. Veliki znacaj za pro-
oksidativni efekat imaju metali kadmijum (Cd), olovo (Pb), ziva (Hg), hrom (Cr), nikal (Ni),
ali i biometali, kao §to su bakar (Cu), gvozde (Fe), cink (Zn), mangan (Mn), kobalt (Co) i
selen (Se). Toksi¢no dejstvo teskih metala Se zasniva na tome $to stimuliSu formiranje
slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i biomolekula u organizmu. Ovo uzrokuje
oksidativni stres i dovodi do lipidne peroksidacije ¢elijskih membrana ¢ime se narusava njena
funkcionalnost i selektivnost pri transportu materija. Na taj nacin, teSki metali mogu da
izazovu o$tecenje ¢elija ili genetickog materjala (DNK) i poremete funkcije enzima.

Olovo je metal sa kumulativnim dejstvom i ono deluje konkurentno esencijalnim
metalima (gvozdu, kalcijumu, bakru i cinku) za njihove brojne funkcije u organizmu, a
posebno na one koje su vezane za prisustvo slobodnih —SH grupa u delovima molekula
proteina i enzima. Prema fizi¢ko-hemijskim osobinama Pb** jon moze lako da zameni Ca™
jon u kalcifikovanim tkivima (kostima i zubima). Dugotrajna izloZenost uticaju olova dovodi
do promena u kvalitetu semena i hromatinskoj strukturi. Internacionalna agencija za
istrazivanje kancera IARC (International Agency For Research on Cancer) je jo$ 1987.
godine svrstala olovo u kancerogene materije.

Visoko toksi¢an efekat kadmijuma je rezultat njegovih interakcija sa esencijalnim
mikro i makro elementima, posebno sa gvozdem, kalcijumom, bakrom i cinkom. Metil-ziva
se resorbuje gotovo u potpunosti (100%), 1 to moze da bude razlog zabrinutosti nakon
povecane konzumacije mesa ribe, skoljki, rakova i njihovih proizvoda, ukoliko sadrze
povecane koli¢ine ovog metala. Metil-Ziva je snazan otrov, koji u prvom redu napada
centralni nervni sistem. Jedinjenja zive ometaju steroidogenezu, ukljucujuéi sintezu polnih
hormona, narusavaju plodnost muzjaka i Zenki i ometaju hipotalamo-hipofizno-tireoidnu
osovinu i hipotalamo-hipofizno-adrenalnu osovinu. Svi nabrojani teSki metali uneti u

organizam putem hrane, vode ili vazduha mogu dovesti do promena u kvalitetu sperme
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priplodnjaka, koje se manifestuju pove¢anim brojem patoloski promenjenih spermatozoida.
Svaki ejakulat sadrzi odredeni procenat patomorfoloski promenjenih spermatozoida, a
poremecaji fertiliteta nastaju pri znatnom povecanju njihovog broja. Defekti u morfologiji
spermatozoida mogu biti primarni, ako nastaju u toku spermatogeneze. Kao uzroci se mogu
navesti svi uticaji koji vode ka smetnjama u proliferaciji ¢elija kao i njihovoj diferecijaciji.
To mogu da budu: citostatici, toksini, hormoni, jonizuju¢a zraCenja, trauma, toksi¢na
jedinjenja i zapaljenski procesi. Sekundarni defekti nastaju pri prolasku spermatozoida u
lumen tubula contorti u toku transporta, epididimalnog sazrevanja i nagomilavanja u repu
pasemenika. Tercijarne promene u morfologiji nastaju posle izlaska spermatozoida u spoljnu
sredinu i najcescée su posledica pogresne manipulacije ejakulatom.

Sagledavaju¢i iznete cinjenice, istrazivanja sprovedena u okviru ove doktorske
disertacije su bila preduzeta sa ciljem da se utvrdi, da li pri pravilnim uslovima eksploatacije
priplodnih bikova simentalske rase, razliite koli¢ine teSkih metala u hranivima i vodi imaju

uticaja na njihovu koncentraciju i parametre kvaliteta semena.



2. Pregled literature

2.1. Sastav sperme

Sperma je specificna telesna te¢nost koja se sastoji od semene plazme i
spermatozoida. Semena plazma je smeSa sekreta akcesornih polnih Zlezda i sprovodnih
puteva muskog genitalnog trakta. Osnovna karakteristika semene plazme su veoma slozen
sastav 1 izrazena varijabilnost u prisustvu i koncentraciji pojedinih sastojaka. Variranja u
sastavu postoje izmedu Zivotinjskih vrsta, u okviru iste vrste kod razli¢tih rasa, a i u okviru
iste rase kod razli¢itih jedinki. Koncentracija pojedinih sastojaka varira i kod iste zivotinje u
zavisnosti od godis$njeg doba i perioda seksualne aktivnosti. Sekretorna aktivnost akcesornih
polnih Zlezda direktno je zavisna od koncentracije testosterona u cirkulaciji (Mann, 1974).
Jedna od glavnih karakteristika semene plazme sisara je da se u njenom sastavu nalaze u
visokim koncetracijama supstance koje se u drugim telesnim te¢nostima zastupljene samo
tragovima. Tu se ubrajaju limunska kiselina, alkalna fosfataza, fruktoza, fosforilholin,
argotionin, inozitol i gliceril-fosforil-holin (Mann, 1974). Semena plazma predstavlja
prirodnu sredinu za spermatozoide i njen zapreminski udeo iznosi 50-90%. Kod bika, semena
plazma je belicaste do bledo Zute boje, specifi¢ne tezine 1,024-1,033, pH 6,9-7,0 i sastoji se
od 91% vode 1 9% rastvorenih supstanci. U formiranju semene plazme ucestvuju sekreti
testisa i epididimisa sa 5-10%, pri ¢emu je sekret testisa slabo bazan (pH 7,1-7,8) a
epididimisa kiseo 1 iznosi pH 6. Od organskih sastojaka najznacajniji su albumini, polni
hormoni i glutaminska kiselina. Sekret semenih kesica ¢ini 10-45% zapremine ejakulata sa
kiselom elektrohemijskom reakcijom (pH 6-6,4). On sadrzi proteine, fruktozu, limunsku
kiselinu, askorbinsku kiselinu, ergotionin, jone K i Ca, kao i flavin, od ¢ijeg prisustva zavisi
boja semene plazme. Od enzima su zastupljene alkalna fosfataza i nukleozidaza. Sekret
prostate je zastupljen je samo sa 4 do 6% ukupne zapremine semene plazme i sastoji se od
proteina, slobodnih aminokiselina, limunske kiseline, Na, K, Ca, jona hlora i bikarbonata, kao
i enzima fosfataze. Sekret bulbouretralnih Zlezdi ucestvuje sa 10-20% ukupne zapremine i
svojim alkalnim sadrzajem neutraliSe kiselost u izvodnim kanalima genitalnog trakta.

Od neorganskih sastojaka plazme bika kojih ima oko 0,9%, dokazano je prisustvo Na,
K, Mg, Ca, Zn, Mn, Cu, Cl, Fe, sulfata, fosfata i bikarbonata (Mann, 1974). Bikarbonati i
fosfati imaju ulogu pufera.

Od organskih sastojaka u seminalnoj plazmi se nalaze Seceri, proteini, masti i enzimi.

Osnovni izvor energije za spermatozoide je fruktoza koja se stvara u semenim kesicama i



njena koncentracija se kre¢e od 1,5 do 9,0 g/L (Andrabi, 2009). Limunska kiselina je
normalan sastojak semene plazme bika i nalazi se u koncentraciji od 3,40 do 11,5 g/L §to
zavisi od koncentracije testosterona (Andrabi, 2009). Ona se stvara u semenim kesicama i
ampulama ductus deferens-a, a ima ulogu u vezivanju jona Ca i odrzavanju pH (Mann,
1974). U semenoj kesici bika prisutan je i sorbitol u koncentraciji od 1,0 do 1,36 g/L i on
predstavlja izvor energije. U manjoj koncentraciji se moze naéi i inozitol (0,25-0,46¢/L)
(Hartree, 1957). Lipidi sperme su pretezno sastavni deo strukture spermatozoida i u semenoj
plazmi ih ima malo. Prosecna konacentracija lipida u semenoj plazmi iznosi 4,29 g/L
(Andrabi, 2009). Jos 1936. godine je von Euler otkrio prostaglandine u semenoj plazmi ljudi
i pretpostavio da se sintetiSu u prostati po ¢emu su i dobili ime. Dvadeset godina kasnije,
Eliasson (1959) je dokazao da su glavni izvori prostaglandina semene Kkesice, §to je i
potvrdeno kasnije od strane Hamborga (1976). Kod bikova je dokazano prisustvo
prostaglandina (PG E 1 i PG E2) u koncentraciji od 50 do 100 mg/L (Andrabi, 2009). U
semenoj plazmi bika se nalazi u proseku 5,7 pmol/L slobodnih aminokiselina i to:
glutaminske kiseline, glicina, serina, alanina i asparaginske Kkiseine. Osim pomenutih
aminokiselina, u sastavu semene plazme bika se mogu nadi i tirozin, treonin, valin i arginin
(Mann, 1974). Proteini u semenoj plazmi bika su zastupljeni u koli¢ini od 30 do 80 g/L i
karakteristi¢na je dominacija globulina. Sastav proteina semene plazme je slede¢i: albumini
2,52%, a globulini 66,5%, B globulini 19,6% iy globulini 10,4% (Szumowski, 1959).

Proteini semen plazme omogucavaju lakSe prodiranje spermatozoida u oocite (El1 Hau
Ghoui i sar. 2007) i podsticu fagocitozu mrtvih spermatozoida aktiviranjem polimorfo-
nuklearnih ¢elija sa proteaznom aktivno$¢u (Dacheux i sar. 2003). Dokazano je da se u
epididimisu bika sintetiSe glikoprotein koji ima uticaja na pokretljivost spermatozoida (engl.
forward motility protein) (Acott i Hoskins, 1978; White i sar. 1987). Komponente semene
plazme pomaZzu brzem oporavku povrSinskih proteina spermatozoida (Dominguez 1 sar.
2008), kao 1 ukupnom poboljSanju parametara kvaliteta sperme nakon otapanja (Maxwell 1
sar. 2007). Nekoliko faktora semene plazme ukljucujuéi proteine, citokine, polne hormone i
prostaglandine ucestvuju u migraciji spermatozoida kroz reproduktivni trakt zenki 1 poseduju
bioloski kapacitet u zastiti spermatozoida od razli¢itih patogena (Maegawa i sa. 2002). Iz
semene plazme bika, Reddy i Bhargava su 1979. Godine, izolovali su protein sa izraZzenim
antibakterisjkim delovanjem i nazvali ga seminal plasmin. Godinu dana ranije Chari i sar. su
u sastavu semene plazme otkrili jedan inhibitorni protein koji deluje na gonadotropine i
nazvali ga inhibin. U radu Jobim-a i sar, (2004) opisuju se kiseli proteini (13-16kDa) u

semenoj plazmi koji se mogu koristiti kao markeri sperme koja dobro podnosi zamrzavanje i
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proteini od 25 do 26 kDa kao markeri sperme koja loSe podnosi duboko zamrzavanje u
te¢nom azotu. Cetiri proteina semene plazme bika (BSP) su devedestih godina identifikovani
kao BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 i BSP-30 kDa i oni ¢ine znacajan deo ukupnih proteina
semene plazme (70 do 80%). Oni se nalaze na povrSini akrozoma, zatim na post-
akrozomskom delu kao i u srednjem delu spermatozoida Sto je bitno u pocetnoj fazi
pokretljivosti posle ejakulacije (Manjunath i sar. 1994). Takode je poznato da oni ucestvuju u
kapacitaciji govedih spermatozoida (Manjunath 1 Therien, 2002). U semenoj plazmi se nalazi
i veliki broj enzima medu kojima je od velikog znacaja fibrinolizin ¢ija je osnovna uloga u
odrzavanju ejakulata u teCnom stanju i olakSavanju prolaska spermatozoida kroz cerviks
(Miljkovi¢, 1966). Od drugih enzima treba navesti: aminopeptidazu, glutamat oksalacetat
transaminazu (GOT) i glutamat piruvat transaminazu (GPT) (Flipse, 1960). Indikatori dobrog
kvaliteta sperme bika su alkalna fosfataza (ALP) i laktat dehidrogenaza (LDH) (Sirat i sar.
1996). U semenoj plazmi bika otkrivene su i o manozidaza, f manozidaza, a glukozidaza, 3
galaktozidaza, B N acetilglukaminidaza i B glukoronidaza (Conchie i Mann, 1957). Pored njih
postoje i nukleoliticki enzimi i to 5 nukleozidaza, nukleotid fosfodiesteraza, nukleotid
pirofosfataza, nukleotid fosforilaza, piridin nukleozidaza i adenozin 3,5 mono fosfat
fosfodiesteraza (Mann i Lutwak-Mann, 1981), kao i enzimi o kojima se manje zna:
arilsulfataza, a 1-4 glukozidaza i prostaglandin H2D izomeraza (Gadella i sar. 1991). U
semenoj plazmi bika dokazano je i prisustvo superoksidismutaze (SOD) i glutation
peroksidaze (GPX) koje imaju ulogu da zaStite spermatozoide od reaktivnih kiseonickih
grupa (ROS) (Goncalves i sar. 2010). Transaminaze su deponovane u srednjem delu
spermatozoida (Mann i Lutwak-Mann, 1981), dok je LDH u citozolu i mitohondrijama
(Burgos i sar. 1995). U semenoj plazmi postoje joS dva antioksidativna enzima: glutation
reduktaza (GR) i katalaza (CAT) (Zubkova i Robaire, 2004). Selvaraju (2009), u svom radu
ukazuje da dodavanje faktora rasta slicnog insulinu (IGF-1) u spermu uti¢e na smanjenje
stepena lipidne peroksidacije i povec¢ava motilitet spermatozoida.

Semena plazma sadrzi samo 5 % sekreta iz proksimalnih partija sprovodnih kanala
muskog genitalnog trakta, a 95% njene zapremine predstavljaju produkti lu¢enja semenih
vezikula, prostate i bulbouretralnih Zlezda. Uvodenjem savremenih biohemijskih metoda,
sredinom proslog veka, prikupljeni su brojni podaci o sastavu ove telesne tec¢nosti i buduéi da
se smatralo, da se radi 0 sekretu sa relativno jednostavnim fizioloskim ulogama, nauc¢nike je
zbunjivala izuzetna slozenost sastava semene plazme, posebno njenih proteinskih
komponenti. Osnovne funkcije semene plazme su: odrzavanje optimalnog pH, obezbedivanje

hranljivih materija (fruktoza), zastita od oksido-redukcionih procesa i postizanje odredenog
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volumena ejakulata, ali je njen sastav izuzetno kompleksan. Puni smisao sloZenosti sastava
semene plazme postao je jasan posle ogleda u kojima je dokazan njen uticaj na ¢elije (Stites i
Erickson, 1975), a kasnije i na efektorske molekule (Witkin i Toth, 1983) imunoloskog
sistema.

Imunosupresivno delovanje semene plazme je dokazano kod svih do sada ispitivanih
vrsta sisara, a iz podataka dobijenih ispitivanjem ove telesne te¢nosti ljudi, vidi se da je ono
pretezno usmereno na limfocite, NK celije (engl. natural killer) i sistem komplementa.
Pojedini sastojci su ¢ak aktivni i kod nesrodnih Zzivotinjskih vrsta. Semena plazma ljudi,
inhibira proliferativni odgovor govedih limfocita stimulisanih mitogenima u in vitro
uslovima, a semena plazma bika inhibira proliferaciju limfocita ljudi. Ovo delovanje je
veoma izrazeno $to dokazuje podatak da u finalnoj koncentraciji od 1%, semena plazma
gotovo u potpunosti (98-99%), inhibira proliferaciju limfocita, a da pri tome ne ispoljava
citotoksi¢ne efekte (Lazarevic i sar. 1995). Ova telesna te¢nost je u visokim koncentracijama
citotoksi¢na zbog prisustva relativno malih molekula koji se lako uklanjaju dijalizom ili se
efekat citotoksic¢nosti prevazilazi upotrebom visokih razredenja (Lazarevi¢, 1991).

Zbirni prikaz inhibitornog djelovanja semene plazme sisara na celije i molekule
imunoloskog sistema izneli su jo§ 1999. godine James 1 Skibinski kao 1 Vukoti¢ 1986. Ovi
autori navode da sastojci semene plazme mogu da ucestvuju u regulaciji brojnih imunoloskih
procesa u organizmu zenki, sa ciljem da se izbegne ili redukuje odgovor na antigene
spermatozoida. Zanimljivo je ovde napomenuti da semena plazma moze delovati i
stimulativno na funkcije pojedinih elemenata imunoloskog sistema. U ove efekte, koje je
teSko objasniti, spadaju: stimulacija aktivnosti T supresorskih ¢elija, stimulacija B ¢elijskog
odgovora pri infekciji Epstein-Barrovim virusom i stimulacija hemotakse neutrofila. Neki
drugi rezultati govore takode tome u prilog (Lazarevi¢ i sar. 1994). Pri tome su kod razlicitih
zivotinjskih vrsta aktivni razliciti molekuli, ali sa istim krajnjim efektom - da se spreci
prepoznavanje i destrukcija spermatozoida. Najbolje je upoznata imunosupresivna aktivnost
komponenti semene plazme ljudi, prvenstveno zbog znacaja ovog fenomena u etiopatogenezi
AIDS-a. Prisustvo imunosupresivnih molekula u blizini ovog virusa svakako ima znacaja u
nastanku oboljenja.

Danas se smatra da su u tom pogledu kod ljudi najaktivniji i prema tome i najvazniji
prostaglandini serije E i to PG E1 i E2 (Quayle i sar. 1987). Sasvim je sigurno da oni nisu i
jedine imunosupresivne supstance, jer i semena plazma oslobodena od prostaglandina
ispoljava imunosupresivne efekte, ali u manjoj meri. Ne postoji ni jedna telesna te¢nost u

kojoj je koncentracija prostaglandina tako visoka kao u semenoj plazmi. Dokazano je da je
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kod bikova sinteza prostaglandina u semenim vezikulama na visokom nivou, ali je njihova
koncentracija u semenoj te¢nosti relativno mala. To je dovelo do pretpostavke da se
prostaglandini kod ove zivotinjske vrste, ili resorbuju ili ostaju adsorbovani na povrsini
spermatozoida. Ova pretpostavka jo$ uvek nije potvrdena. Kod nerasta i ovna, glavna
imunosupresivna komponenta semene plazme je seminalna ribonukleaza (s-RNAse), koja
ispoljava i embriotoksi¢no delovanje, a sprecava i rast nekih tumora (Matousek, 1985). Kod
bikova su, po svemu sudeci, u ovom pogledu najaktivnije dve proteinske frakcije koje jos
uvek nisu potpuno definisane Jedna od njih ima molekulsku masu manju od 50 kDa, a druga
vecu od 150 kDa (Fahmi i sar. 1985b).

Dokazano je da imunosupresivno djelovanje ispoljavaju i ekstracelularne organele iz
semene plazme ljudi - prostazomi, ¢ije uloge nisu jos uvek u dovoljnoj meri poznate. Oni
smanjuju stepen prezentacije antigena spermatozoida imunokompetentnim celijama zbog
toga sto ih antigen prezentujuce Celije lako fagocituju, pa je na taj nacin njihova aktivnost
usmerena protiv sporednih antigena (Skibinsky i sar. 1992). Osim toga, Lazarevi¢ i saradnici
(1995) su dokazali da i vezikulozomi iz semene plazme kesica bika, takode inhibiraju
proliferativni odgovor humanih i govedih limfocita stimulisanih mitogenom Con A u in vitro
ulovima. U istoj seriji ogleda je utvrdeno da i prostazomi (iz semene plazme ljudi) spre¢avaju
proliferaciju govedih limfocita. Ovaj unakrsni efekat potvrduje da se radi o univerzalnom
principu i ispitivanja na drugim zivotinjskim vrstama bi verovatno dala slicne rezultate. To
samo potvrduje koliko je lokalna blokada imunoloskog sistema znacajna i snazna.

Jo§ jedna Karakteristika semene plazme je da ona spreCava aktivaciju sistema
komplementa i u klasi¢nom i u alternativnom putu (Petersen i sar. 1980). To prakti¢no znaci
da su spermatozoidi, sve dok na sebi nose omota¢ od semene plazme, zasti¢eni od delovanja
MAC (engl. membrane attacking complex) komplementa. Medutim, danas se zna da u blizini
mesta oplodnje, posto izgube svoj proteinski omotaé, spermatozoidi mogu da dovedu do
aktivacije sistema komplementa alternativnim putem. Ova reakcija je izgleda znacajna za
otpocinjanje akrozomske reakcije i oslobadanje enzima, koji razlazu zonu pelucidu i prethodi
¢inu same oplodnje (Fahmi i Hunter, 1985a). U sastavu folikularne te¢nosti se, pred
ovulaciju, nalaze sve komponenete sistema komplementa i to u znatno vecoj koncentraciji
nego u serumu. Ako se u laboratorijskim uslovima semena plazma odvoji visestrukim
ispiranjem i centrifugovanjem pri malim brzinama, lako se moze dokazati da ,,isprani”
spermatozoidi mogu da aktiviraju komplement. Ako su ove hipoteze ta¢ne, moglo bi se
tvrditi da sistem komplementa ima i druge - ne-imunoloske uloge. To bi verovatno izmenilo

nase poglede na ovaj kompleksni sistem belancevina za koji se smatra da je nastao kao
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efektorski deo imunoloskog sistema. U istrazivanjima pocetkom devedesetih godina,
dokazano je da osim semene plazme ¢oveka i glodara, semena plazma bika ispoljava snaznu
antikomplementarnu aktivnost (Lazarevi¢, 1991). Daljim istrazivanjima je utvrdeno da,
semena plazma coveka i bika dovodi do inhibicije precipitacije imunih kompleksa u in vitro
uslovima. Fizioloski zna¢aj ove pojave nhije sasvim jasan, ali ako se napravi analogija sa tom
osobinom komplementa, inhibicija precipitacije sprecava talozenje imunih kompleksa u

tkivima genitalnih organa (Lazarevi¢ 1991. i Lazarevic i sar. 1995).

2.2. Grada spermatozoida

Spermatozoidi su celije jedinstvene po svojoj gradi, ali i po tome da su tokom
formiranja izgubili skoro svu citoplazmu. Uz jedro ostaju samo akrozom, koji sadrzi enzime
neophodne tokom oplodenja i mitohondrije koje obezbeduju energiju neophodnu za
pokretanje kroz reproduktivne kanale muzjaka i zenki. Zreli spermatozoid se sastoji od glave
I repa.

Glavna komponentna glave je jedro, a oko 2/3 prednje strane jedra prekriva akrozom u
kome se nalaze enzimi. Osnovu jedra okruzuje postakrozomski omota¢, koji se kod mrtvih
spermatozoida boji eozinom ili bromfenol plavim, Sto je vazno prilikom pregleda sperme
tokom pripreme za veStatko osemenjavanje (Eurell, 2006). U postakrozomskom delu
membrane spermatozoida nalaze se transmembranski proteini koji tokom oplodenja
prepoznaju receptore u membrani ovocita. Haploidno jedro spermatozoida je manje od jedra
somatskih ¢elija i sadrzi visoko kondenzovani protaminski DNK - kompleks. U zavisnosti od
prisustva jednog X ili jednog Y hromozoma govorimo o gino- ili andro-spermatozoidima
(Gledié, 2012).

Akrozom se stvara iz Goldzi aparata i sadrzi proteoliticke enzime koji omogucavaju
prodiranje u jajnu celiju. On se sastoji se iz dva segmenta: akrozomalne kape (anteriorni
akrozom) i ekvatorijalnog segmenta (posteriorni akorzom) (slika 2.1). U toku akrozomalne
reakcije fuzioniSe se spoljna akrozomalna membrana sa plazma membranom. UnutraS$nja
akrozomalna membrana i ekvatorijalni segment kod vecine vrsta ostaju ocuvani sve do

spajanja sa jajnom celijom.
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Slika 2.1. Grada spermatozoida (preuzeto iz Vukovic¢ i Perkovi¢, 2012).

Akrozom sadrzi specifiécne enzyme: akrozin, hijaluronidazu, kiselu fosfatazu,
arilamidazu, arilsulfatazu A i aspartat-arilamidazu. Glavni funkcionalni delovi repa su
aksonema, mitohondrijski procep, prateca vlakna (ogrtaci) i fibrilarna ovojnica. Aksonema
se proteze celom duzinom repa i sastavljena je od dva centralna mikrotubulusa, okruzena sa
devet parova mikrotubula. Aksonema je odgovorna za pokretljivost spermatozoida talasastim
udarima repa (Gledi¢, 2012).

Spermatozoidi stizu u epididimis iz ductula efferentes, cevstog organa klupcastog
oblika, duzine 50 cm. Njihov unutrasnji zid je obloZen dvoslojnim epitelom sa sekretornim i
apsortivnim c¢elijama. U pasemeniku je dokazano prisustvo androgenih i estrogenih receptora
(Hess, 2000) od kojih zavise procesi resorpcije, sekrecije, transport i metabolizam. Procesi
resorpcije poéinju pod uticajem estrogena, a transport spermatozoida zavisi od androgena.
Uticaj na transport imaju jos i kateholamini i oksitocin. Vreme potrebno za prolaz
spermatozoida celom duZinom kroz epididimus zavisi od ucestalosti ejakulacije i traje u
proseku od 2 do 3 nedelje. Prolazom kroz pasemenik dolazi do koncentrovanja spermatozoida
usled resorpcije vode i pojednih sastojaka sekreta testisa i sprovodnih kanala. Uporedo sa
poveéanjem koncentracije, spermatozoidi podlezu procesu sazrevanja. Proces sazrevanja
spermatozoida u pasemeniku je zavrSen onda kada ove ¢elije stignu u oblast repa pasemenika.

U repu pasemenika oni leze tesno zbijeni, a iz sekreta se uglavnom preuzima glukoza. Zbog

10



gustog pakovanja, spermatozoidi su skoro nepokretni a potro$nja energije je mala.

Pokretljivost spermatozoida omogucava relativno jednostavnu procenu njihovog
fizioloskog statusa, ali motilitet sam po sebi, ne predvida ta¢no njihovu potencijalnu oplodnu
sposobnost. Energija potrebna za kretanje se crpi iz intracelularnih skladista ATP-a (adenozin
trifosfat). KoriS¢enje ATP je regulisano od strane endogenog nivoa CAMP koji ima direktan
uticaj na pokretljivost sperme (Hafez, 1987). Spermatozoidi su metabolicki aktivni zato $to
poseduju enzime potrebne za biohemijske reakcije glikolize, ciklus trikarbonskih kiselina,
oksidaciju masnih kiselina, transport elektrona i heksozno monofosfatnog puta. U anaerobnim
uslovima, spermatozoidi razlazu fruktozu, glukozu ili manozu u mle¢nu kiselinu. Ova
glikoliticka ili fruktoliticka aktivnost, omogucéava spermatozoidima da preZive u anaerobnim
uslovima i vazna je tokom njihovog skladiStenja za upotrebu u vestackom osemenjavanju.
Spermatozoidi koriste razlic¢ite supstrate u prisustvu kiseonika. Posle razlaganja fruktoze,
nastaju laktat ili piruvat a njihovim razlaganjem ugljen dioksid i voda. Koris¢enjem ovih
kataboli¢kih procesa, spermatozoidi pretvaraju veci deo energije u ATP. Iako se vec¢ina ATP
molekula koristi za proces kretanja, jedan deo energije se koristi i za procese aktivnog
transporta kroz membranu spermatozoida. Ovi procesi spre¢avaju gubitak pojedinih jona iz
spermatozoida. U odsustvu egzogenih supstrata, spermatozoidi koriste svoja intracelularna

skladista plazmalogena da obezbede energiju na kraci vremenski rok (Hafez, 1987).

2.3. Spermatogeneza

Razvi¢e polnih organa muZjaka se odvija vrlo rano 1 usko je povezano sa razvicem
urinarnog sistema. Ovi organi se razvijaju iz intermedijalnog mezoderma u predelu koji se
oznacava kao urogenitalna plo¢a. Tokom razvi¢a gonada, razlikujemo nekoliko faza i to su :
naseljavanje klicinih ¢elija u gonadne nabore, formiranje indiferentnih gonada, formiranje
nizova blastema koji okruZuju primordijalne klicine celije 1 diferenciranje indiferentnih
gonada u semenike. Izvodni polni kanali muZzjaka se razvijaju od glavnog (Volfovog — Wolff)
kanala i odgovaraju¢ih kanalica mezonefrosa (Gledi¢ 2012). Spermatogeneza je proces
stvaranja spermatozoida koja se odvija tokom cele godine. Ovaj proces se odvija kod polno
zrelih muzjaka u semenim kanali¢ima testisa kojih ima dve vrste: izuvijani (tubuli seminiferi
contorti) i pravi (tubuli seminiferi recti). Izuvijani semeni kanali¢i su oblozeni klicinim
epitelom sa dve vrste ¢elija i to Sertolijevim ¢elijama i germinativnim ¢elijama, koje nizom
deoba i transformacija proizvode spermatozoide. Sertolijeve celije su prave epitelne Celije i
pruzaju se od bazalne membrane do lumena kanali¢a. U vreme puberteta i one prestaju da se

dele i zauzimaju trajni poloZaj u semenom epitelu. Jedro Sertolijevih ¢elija je euhromati¢no,
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ovoidno ili trouglasto i smeSteno u prosSirenom bazalnom delu ¢elije, a ¢elijska membrana sa
susednim Sertolijevim ¢elijama formira sve vrste meducelijskih veza. Sertolijeve Celije imaju
nekoliko vaznih uloga u semenom epitelu, a to su: potporna, formiranje odeljaka, nutritivna,
sekretorna i fagocitna. Spojne zone izmedu Sertolijevih ¢elija omogucavaju regulisano
pomeranje klicinih celija tokom spermatogeneze od bazalnog do apikalnog dela.
Formiranjem odeljaka, susedne Sertolijeve ¢elije se medusobno povezuju i tako obezbeduju
odgovarajuéu mikrosredinu za diferencijaciju klicinih ¢éelija. Sertolijeve ¢éelije obezbeduju
odgovarajuce supstance klicinim ¢elijama, luc¢e regulatorne supstance i fagocituju rezidualna
tela nastala tokom spermiogeneze (Gledi¢, 2012).

Klicine celije su smestene izmedu Sertolijevih ¢elija i to, od bazalnog dela do
povrsine semenog epitela i oznacavaju se kao spermatogene ¢elije. Uz bazalnu membranu se
nalaze mati¢ne Celije (spermatogonije) koje se dele mitozom. Jedan deo ovih ¢elija i dalje
ostaje kao mati¢ne ¢elije (zadrzavaju sposobnost samoobnavljanja), a ostale se diferenciraju u
primarne spermatocite. Primarni spermatociti ulaze u mejozu i posle prve deobe, od njih
nastaju sekundarni spermatociti, a od njih posle druge deobe, spermatide. Spermatide se
nalaze u povrsnom delu semenog epitela i ne dele se ve¢ se transformiSu u spermatozoide
(spermiogeneza). Visina klicinog epitela kojim su oblozeni tubuli seminiferi contorti je 61 -
80 um i okruzeni su sa laminom proprijom debljine 7 - 10 um. Do polne zrelosti, semeni
kanali¢i, ili tubuli seminiferi contorti predstavljaju kompaktne kanale u obliku vrpce sa dve
¢elijske grupe, a sa pocetkom polne zrelosti spermatogonije se kre¢u izmedu Sertolijevih
¢elija u pravcu bazalne membrane sa kojom dolaze u kontakt. Deobom spermatogonija,
zapocdinje proces spermatogeneze. Tokom spermatogeneze, klicine éelije Su povezane
intracelularnim mostovima, tako da celijske grupe imaju isti stadijum razvi¢a i identican
genetski sadrzaj tzv. klon. Sa izuzetkom spermatogonija koje nalezu direktno na bazalnu
membranu, svi ostali stadijumi razvitka su opkoljeni Sartolijevim, odnosno potpornim
¢elijama. U bazalnom delu, Sertolijeve ¢elije su specificnom vrstom veza povezane jedna sa
drugom u tzv. zonule ocludentes, koje ¢ine osnovu barijere krv - testis. Time se stvara bazalni
deo semenog epitela u kome se nalaze spermatogonije i preleptoteni spermatociti | reda. Tek
se, neposredno pre stupanja u profazu, pasira desmozomalna zona i ¢elije dospevaju u deo
klicinog epitela koji ima lumen. Spermatociti se nalaze u profazi | i pomeraju se slazuc¢i se na
spratove kao na merdevinama. Celije koje od njih nastaju su spermatide u fazi II (Gledié,
2012). Germinativne c¢elije nastaju iz gonocita, izvornih semenih ¢elija prisutnih u malom

broju i u semenim kanali¢ima fetusa.
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Sertolijeve celije nastaju iz potpornih ¢elija oko Cetvrtog meseca po rodenju muskog
teleta. Dva meseca po rodenju dolazi do diferencijacije gonocita u spermatogonije.
Spermatogonije su male celije okruglog oblika, veli¢ine 10-14 pum sa jedrom ispunjenim
hromatinskim granulama. Spermatogeneza se odvija u izuvijanim semenim kanali¢ima i
obi¢no se deli u tri faze: spermatocitogeneza, mejoza i spermiogeneza. U procesu spermato-
citogeneze razlikujemo tri tipa spermatogonija; A - spermatogonije, intermedijarne i B —
spermatogonije (Gledic¢, 2012).

Spermatogonije se dele mitozom i imaju 60 hromozoma u obliku sitnih Stapi¢a. Ovom
deobom nastaju A - spermatogonije i intermedijarne spermatogonije. Spermatogonije tipa A
su heterogena populacija i opisana su dva tipa: tamne i svetle. Tamne su prave mati¢ne éelije
1 dele se mitozom. Od njih nastaju dva tipa Celija: jedne koje ostaju maticne i miruju i druge
koje se diferenciraju u interermedijarne, a one u spermatogonije tipa B (Gledi¢, 2012).

Intermedijarne spermatogonije su bogate hromatinom u jedru i od njih mitotickom
deobom nastaje prva generacija B - spermatogonija. One se dele mitozom i svaka od njih daje
po dva primarna spermatocita.

Primarni spermatociti (spermatociti I reda) su vecée ¢éelije od spermatogonija i okruglog
su oblika. U njima se obrazuje dobro izrazen Goldzijev aparat i mnogo sitnih bazofilnih
granula koje ¢ine hromatoidno telo.

Spermatociti | reda (primarni spermatociti) se dele mejozom - (redukciona deoba), gde
se diploidni broj hromozoma (60 hromozoma), postavlja u ekvatorijalnu ravan i deli po
duzini. Proizvod ove deobe su sekundarni spermatociti ili spermatociti II reda, sa 30 duplih
hromozoma. Daljom mejoticCkom deobom, od spermatocita Il reda nastaju spermatide sa
haploidnim brojem hromozoma. Tako od jedne spermatogonije nastaje 64 spermatida, koje se
daljom metamorfozom preobraze u spermatozoide.

Sa nastankom spermatida, proces deobe je zavrSen, a proces metamorfoze spermatida u
spermatozoide traje vise nedelja pa ¢ak i meseci. Ovaj preobrazaj se naziva spermiogeneza i
tokom njega dolazi do znaajne transformacije jedra, GoldzZijevog sistema, centriola i
mitohondrija. Od centriola se stvaraju aksijalna telasca, a od mitohondrija se obrazuju dve
fibrile, jedna spiralna koja prolazi kroz telo i centralna koja prolazi kroz telo i rep

spermatozoida.
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Slika 2.2. Prikaz spermatogeneze (preuzeto od Vukovic¢ i Perkovi¢, 2012)

Stvaranje spermatozoida je stalan proces, nezavisan od bika i on te¢e neprekidno. Od
jedne spermatogonije deobom nastaju dve spermatogonije: Al koja se ne menja i A2 koja se
deli i pretvara u dve intermedijarne spermatogonije. Od ovih nastaju 4 B1 spermatogonije i 8
B2 spermatogonija. Spermatogonije B2 se dele i nastaje 16 primarnih spermatocita
(spermatociti | reda). Od 16 spermatocita | reda redukcionom deobom (mejozom) nastaju 32
dupla sekundarna spermatocita (spermatocita Il reda). Ponovnom deobom (mejozom) nastaje
64 7singl” celija.

Vremenski posmatrano, spermatogeneza kod bika i drugih muskih Zivotinja moze da se
podeli u cetiri faze. Prva faza je mitoticka deoba spermatogonija koje se dele Cetiri puta u
vremenu od 15 do 17 dana i daju po 16 primarnih spermatocita. Ova faza se naziva i
spermatocitogeneza. Druga faza je mejotiCka deoba spermatocita koja traje oko 20 dana.
Ovom deobom se prepolovi broj hromozoma i nastaju 32 sekundarna spermatocita. Treca
faza je deoba sekundarnih spermatocita (I mejoticka deoba) koja 1i¢i na mitozu pri ¢emu
nastaju spermatide i traje od nekoliko ¢asova do jednog dana. Cetvrta faza je metamorfoza,
transformacija spermatida u spermatozoide (64) koje se ne dele i traje oko 15 do 18 dana, a
naziva se spermiogeneza (Gledi¢, 2012).
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Spermatogeneza kod mladih bikova zapocinje sa 6-9 meseci zivota i zavisi od mnogih
faktora kao $to su ishrana i rasna pripadnost, a kompletna je u uzrastu od 10 dol2 meseci.
Spermatogeneza kod polno zrelih muzjaka teCe ravnomerno tokom celog zivota sve do
senilnog stadijuma kada postepeno prestaje usled atrofije semenog epitela. Kapacitet testisa
za proizvodnju sperme je hereditarno odreden i u toku Zivota zavisi od hormona prednjeg
reznja hipofize i faktora spoljasnje sredine (ishrane, na¢ina drzanja, temperature, polnog
rezima i drugih faktora).

Barijera krv-testis odvaja bazalni i adluminalni odeljak semenog epitela, a sastav
teCnosti u semenim kanali¢ima (joni, aminokiseline, ugljeni hidrati, proteini) se znacajno
razlikuju od krvne plazme. Barijera omogucava da se u adluminalnom odeljku odrzava
visoka koncentracija ABP (engl. androgen binding protein), a time i koncentracija
testosterona neophodnog za normalnu spermatogenezu. Barijera krv-testis ima i ulogu
imunoloske barijere koja §titi ¢elije tokom mejoze od negativnog uticaja makromolekula koji
bi mogli dospeti iz krvi (antigeni ili antitela), ali i da spre¢i eventualne autoimune reakcije

organizma (Hafez, 1974).

2.4. PatomorfoloSke promene na spermatozoidima

Svaki ejakulat sadrzi i odredeni procenat patomorfoloski promenjenih spermatozoida i
smanjena plodnost nastaje pri znatnom poveéanju njihovog broja patoloskih formi. Tada se
govori o terato-zoospermiji, a promenjeni spermatozoidi nisu sposobni za oplodnju. Prema

Leidl-u i sar. (1971) etioloski postoje sledece vrste promena:

1. Primarni defekti koji nastaju u toku spermatogeneze u klicinom epitelu pri ¢emu treba
praviti razliku izmedu nespecifi¢nih 1 specificnih promena. Specifiéni primarni defekti su
retki i po pravilu urodeni tj. genetski uslovljeni, a ovakve zivotinje treba iskljuéiti iz priploda.
Nespecificni primarni defekti su posledica smetnji u spermatogoniogenezi, spermatocito-
genezi i spermatohistogenezi. Kao uzroci se mogu uzeti svi uticaji koji vode ka smetnjama
proliferacije ¢elija kao 1 diferecijacije npr. citostatici, toksini, hormoni, jonizuju¢a zracenja,
traume i zapaljenja i dr. Promene oblika glave mogu nastati zbog nedovoljne kondenzacije
hromatina, ali 1 zbog smetnji pri deljenju ¢elija (poliploidija; suvise male ili suvise velike

glave). Promene vrata, nastavka repa su posledica poremecaja u kretanju centriola.

2. Sekundarni defekti nastaju pri prolasku spermatozoida u lumen tubula contorti u toku

transporta i epididimalnog sazrevanja i nagomilavanja u repu pasemenika. Tipi¢ne promene
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su: odvojene glave, prelomljni repovi spermatozoida na mestima gde je smeStena kapljica

plazme koja se nije pravovremeno rastopila.

3. Tercijarne promene nastaju posle izlaska spermatozoida u spoljasnju sredinu i najcesce

su posledica pogre$ne manipulacije ejakulatom. Ove promene su sliéne sekundarnim.

Prema Barth i Oko (1989), na spermatozoidima postoje samo primarni i sekundarni
defekti.

Defekti za koje je dokazano da izazivaju smajen fertilitet nazivaju se defekti od veceg
znacaja za sterilitet, dok su promene koje generalno ne dovode do znacajnih posledica po
fertilnost defekti manjeg znacaja (Tabela 2.1). Kriterijumi za definiciju defekta veceg znacaja
podrazumevaju dobro izrazene primarne defekte, koji se pojavljuju u znacajnom procentu
(minimalno kod 10-15%) od ukupnog broja spermatozoida, u svakom ejakulatu, izazivaju

sterilitet muzjaka i nasledni su (Blom 1972).

Tabela 1. Defekti veceg i manjeg znacaja na spermatozoidima (Blom 1972)

Defekti veceg znacaja Defekti manjeg znacaja
Nedovoljno razvijeni spermatozoidi Siljate glave

Duple strukture (repa, glave) Umanjene glave

Defekt akrozoma (kljunasti akrozom) Velika i kratka proSirena glava
Nepostojanje glave (aktivni repovi) Odvojena glava bez repa
Diadem defekt (razli¢ita udubljenja na glavi) | Odvojene membrane akrozoma
Defekt kruskolike glave Abaksijalna implantacija
Suzena baza glave Distalna kapljica

Abnormalni oblici Savijen rep

Male abnormalne glave Terminalno uvijen rep
Abnoramalne glave bez repa Prisustvo drugih ¢elija
Spiralno uvijen rep Epitelijalne celije

Defekti srednjeg dela (patrljak defekt) Eritrociti

Proksimalna kapljica Agregacije Celija
Pseudokapljica

Jako uvijen rep (“Dag” defekt)

Promenjeni spermatozoidi mogu uticati na fertilitet tako $to ne stizu do mesta
oplodnje ili zbog nemogucénosti oplodenja jajne ¢elije. Od naslednih defekata sperme, Ceste
su promene na akrozomu. Defekt poznat kao kljunasti akrozom” (engl. knobbed acrosome)
prvi put je opisan kod sterilnog bika frizijske rase i klasifikovan je kao autozomno recesivno

oboljenje. Osim kod bikova, opisan je i kod nerastova i jar¢eva. Kod bikova, ovaj poremecaj
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karakteriSe stanjen akrozomalni vrh i udubljen (uvucen) vrh spermatozoida. Elektronskom
mikroskopijom se zapazaju cisti¢ni regioni (cisti¢na apikalna telasca) koja sadrze vezikule sa
inkluzijama kao i abnormalno slepljivanje akrozomalnih membrana. Povecan broj
spermatozoida sa kljunastim akrozomom u semenu bikova moze nastati usled delovanja
faktora spoljasnje sredine ili naslednih faktora. Poremecaji izazvani delovanjem faktora
spoljasnje sredine su obi¢no prolaznog karaktera i javljaju se zajedno sa drugim znacima
poremecaja spermatogeneze (povecan broj ukupno patoloski promenjenih spermatozoida
ukljucujudi i prisustvo jedarnih vakuola). U slucajevima stalnog prisustva, i velikog broja
spermatozoida sa defektom kljunastog akrozoma, uz odsustvo drugih poremecaja
spermatozoida postavlja se sumnja na naslednu osnovu (Chenoweth, 2005). Naborani
akrozomi su opisani kod subfertilnih bikova gde su ve¢ bili prisutni defekti kljunastog
akrozoma (Saacke, 1968). Razlike u gustini i kvalitetu DNK spermatozoida postoje ne samo
izmedu razli¢itih Zivotinja iste vrste, nego i izmedu spermatozoida istog ejakulata (Salisbury,
1977). Nepravilnost u kondenzaciji DNK je tesko uocljiva rutinskim tehnikama koje se
koriste u proceni morfologije spermatozoida. Danas je metoda proto¢ne citometrije veoma
efikasna u detektovanju stepena heterogenosti hromatinske strukture spermatozoida
(Chenoweth, 2005). Odvajanje glave i repa spermatozoida moze biti prouzrokovano
razli¢itim faktorima koji $tetno uti¢u na spermatogenezu ili sazrevanje spermatozoida (Barth,
1989) U vecini slucajeva (80-100%) rep je i dalje pokretan. ”Dag” efekat karakteriSe jako
uvijanje i pucanje repa (sa ili bez citoplazmatske kapljice) i pretpostavlja se da postoji veza
izmedu sadrzaja cinka u ishrani i ovog defekta (Blom, 1976). Postojanje pseudokapljice se
obi¢no smatra naslednim oboljenjem i procenat ovakvih spermtozoida se obi¢no povecava sa
staroS¢u bika. Pojava izrazito kratkog repa (patrljka) kod vise od 25% ovakvih spermatozoida
u ejakulatu, ukazuje na naslednu osnovu ovog defekta (Barth, 1989). Primarna cilijarna
diskinezija moze biti slaba ili potpuna nepokretljivost usled poremecaja u lokomotornom
aparatu (cilijama). Ona spada u grupu poremecéaja karakterisanu strukturnim i op$tim

poremecajima motornog aparata spermatozoida (Chenoweth, 2005).

2.5. Bioloske karakteristike sperme

Osnovne fizioloSke i morfoloske karakteristike, na osnovu kojih se vrSi ocena
fertilizacione sposobnosti sperme, su: izgled, volumen e¢jakulata, pokretljivost i broj zivih
spermatozoida, koncentracija spermatozoida u ejakulatu, kao i neke biohemijske odlike
sperme (Hafez, 1974).
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Izgled ejakulata se ocenjuje na osnovu njegove boje, prisustva prljavstine, dlaka, krvi,
gnoja 1 slicno. Ejakulat bika je mle¢no bele ili boje slonovace, rede zuckaste (Miljkovic,
1990). Volumen ejakulata zavisi od doba zivota, telesne mase, rase, nege, individualnog
polnog rezima priplodnjaka, kao i od frekvence uzimanja sperme. Stariji bikovi daju veéu
koli¢inu sperme od mladih (Miljkovi¢, 1990). Koli¢ina ejakulata bikova se kre¢e od 1,5 do 15
mL, odnosno u proseku oko 6 mL (Hafez, 1974; Kumar i sar. 2006). Volumen drugog
ejakulata je uvek manji od volumena prvog, ako se uzimaju neposredno jedan za drugim
(Stanci¢, 1994). Koncentracija spermatozoida (broj spermatozoida u mL sperme - gustina
sperme), takode je vazan pokazatelj kvaliteta sperme. Na osnovu koncentracije
spermatozoida odreduje se stepen razredenja ejakulata, odnosno broj proizvedenih doza
semena za osemenjavanje. Koncentracija spermatozoida u spermi bika iznosi oko 1,2
x10%mL (Hafez, 1974), a moze da se kreée od 0,7 x10%/mL do 1,4x10%mL (Kumar i sar.
2006). Prema Thibieru (1975) ukupan broj spermatozoida u ejakulatu bikova francusko-
frizijske rase u dobi od 9, 12 i 15 meseci iznosi 1,13+0,69; 2,75+1,31 i 3,29+1,31 x10%mL. U
jednoj novijoj studiji (Vakanjac, 2013) je odredivana koncentracija spermatozoida u ImL
duboko zamrznutog semena bika kod 83 uzoraka metodom hemocitometrije. Koncentracija
spermatozoida moze da varira i u semenu spremljenom za VO i autor navodi da se ona
kretala u intervalu od 10,5 do 15,5 108/mL semena kod 21 uzorka (25,3%), 15,6-20,5 x
10%/mL kod 16 uzoraka (19,3%), 20,6-25,5 x 10%/mL kod 21 uzorka (25,3%), 25,6-30,5 x
10%/mL kod 17 uzoraka (20,5%), dok je u najmanjem broju uzoraka (8 uzoraka, odnosno
9,6%) ustanovljena koncentracija spermatozoida od preko 30 x 108/mL (30,6-35,5 x 10%/mL)

Pokretljivost spermatozoida je osnovni Kkriterijum za ocenjivanje kvaliteta i
upotrebljivosti sperme za osemenjavanje. Postoji nekoliko tipova kretanja spermatozoida. To
su: progresivno, cirkulatorno (kruzno) i kretanje u mestu (lebdenje). Za ocenu stepena
oplodne sposobnosti ejakulata uzima se broj, odnosno procenat progresivno pokretljivih
spermatozoida. Tako se sperma u kojoj je progresivna pokretljivost spermatozoida ocenjena
sa 80 - 100% smatra vrlo dobrom i ima numericku vrednost 5 (Vale, 1998). Ejakulati koji se
koriste za duboko zamrzavanje ne bi trebalo da imaju manje od 60% progresivno pokretljivih
spermatozoida (Miljkovi¢, 1990; Vale, 1998). Prema Thibieru (1975) pokretljivost
spermatozoida u spermi bikova francusko-frizijske rase u dobi od 9, 12 i 15 meseci iznosi
48,0£13,1; 60,3£16,8 i 63,5+15,7%. Kumar i sar. (2006) navode da se procenat progesivno
pokretnih spermatozoida bikova kretao od 72,58+0,462% do 88,04 +0,641%. Morfologija
spermatozoida, je takode veoma bitna u proceni kvaliteta sperme. Sperma bika moze da

sadrzi manji broj deformisanih (patoloskih) spermatozoida. Kvalitetna sperma obi¢no nema
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patoloskih spermatozoida ili ih sadrzi najvise 5-10% (Miljkovi¢, 1990). Kumar i sar. (2006)
navode da sperma bika u proseku sadrzi 13,17+£0,322% patoloski promenjenih
spermatozoida, a 76,06+0,48% spermatozoida sa oCuvanim akrozomom. Analizom 400
uzoraka duboko zamrznutog semena, utvrdeno je da u najveéem broju uzoraka (76%, 303
uzorka) nakon otapanja, progresivna pokretljivost spermatozoida bila izmedu 55% - 60%. Na
granici prihvatljivosti upotrebe za V.0, odnosno sa progresivnom pokretljivos¢u od 50% bio
je samo jedan uzorak (0,25%), dok je kod 24% uzoraka progresivna pokretljivost
spermatozoida bila u intervalu od 65% do 75% (Vakanjac, 2013). Isti autor opisuje da se u
uzorcima duboko zamrznutog semena bika nakon odmrzavanja, procenat patoloski
izmenjenih spermatozoida krece od 15-20%, od €ega je najveci procenat spermatozoida bez
repa (1-6%), spermatozoida sa malom glavom (2-3%), bez glave (3-5%) i sa savijenim
repovima 2-4% uzoraka.

Milovanovi¢ i sar. (2015) su analizom duboko zamrznutog semena CASA metodom
(engl. Computer Assisted Sperm Analyses) nakon otapanja pajeta utvrdili paramatre kod
kojih su doze proglasavane ,,van klase* i odbacivane i ako doza ima manje od 30% ukupno
pokretljivin spermatozoida, progresivno pokretnih manje od 20%, ukupno pokretnih
spermatozoida u dozi manje 4 x 10°® po dozi, a progresivno pokretnih manje od 3 x 10° po
dozi. Takode, seme mora da ima najmanje 4 X 10° Zivih spermatozoida sa intaktnim
akrozomom i manje od 40% abnormalnih formi.

Minimalni uslovi koje sveza sperma bika mora da ispuni po pravilniku koji je kod nas
u primeni (Sl.glasnik RS 38/2014) su sledeci: zapremina 2 mL, mle¢na boja, konzistencija
mleka, miris specifi¢an za vrstu, progresivna pokretljivost minimalno 65%, najmanje 500 x
108 spermatozoida u mL, pH od 6,5 do 7,0, morfoloski promenjenih spermatozoida do 20% 1
ukupan broj bakterija u spermi do 5000 CFU/mL. Seme bika nakon odmrzavanja treba da
ispunjava slede¢e minimalne uslove: progresivna pokretljivost spermatozoida najmanje 50%,
procenat morfoloSki promenjenih spermatozoida do 30%, progresivna pokretljivost posle
testa otpornosti najmanje 40%, broj progresivno pokretnih i morfoloski normalnih
spermatozoida u dozi posle odmrzavanja mora da bude najmanje 1 x 10° a ukupan broj
bakterija do 500 CFU/mL.

Poslednjih dvadesetak godina, u razvijenim zemljama, a u novije vreme i kod nas,
uvedena je u primenu analiza kvaliteta semena domacih Zivotinja ¢iji je akronim CASA
(engl. Computer Assisted Semen Analysis). Ovaj kompjuterski sistem omoguéava analizu
velikog broja parametara kvaliteta sveZe sperme, ohladene sperme i duboko zamrznutog

semena. Zbog visoke cene samog uredaja, ova metodologija nije jo$ uvek uvedena u rutinsku
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praksu, ali je zbog velike potrebe za preciznim analizama kvaliteta semena samo pitanje
vremena kada ¢e se to dogoditi. Trenutno se u brojnim istrazivanjima ulazu napori da se
odrede standardi za kvalitet sperme bika CASA metodom. Broj podataka koji se mogu
prona¢i u literaturi je mnogo veci za bikove holstajn-frizijske rase dok je o semenu
simentalskih bikova publikovano svega nekoliko radova. Tako su nedavno, Kaka i sar. (2015)
CASA analizama utvrdili da je pokretljivost spermatozida bikova simentalske rase posle
otapanja iznosila 38+0,7% a procenat morfoloski nepromenjenih spermatozoida je bio
64+2,3%, Procenat spermatozoida sa neoSte¢enom membranom akrozoma je iznosio
69+1,2%, a odrzivost semena (engl. viability) je bila 66+0,9%. Isti autor navodi da je VAP
(prose¢na brzina, engl. average path velocity) iznosila 39,25+0,25 um/s, VCL (krivolinijska
brzina, engl. curvilinear velocity) 51,45+0,55 pum/s, a VSL (pravolinijska brzina, engl.
straight-line velocity) 7,8+0 um/s. Frekvenca prelaska pravolinijske putanje u sekundi (BCF,
engl. beat-cross frequency) bila je 0,25+0,05 Hz, STR (pravolinijski indeks, engl.
straightness) 76+1%, LIN (indeks linearnosti, engl. linearity) 57+0,0 % i progresivna
pokretljivost 33,6+0,3%.

Sariozkan i sar. (2010) su CASA metodom utvrdili da pokretljivost spermatozoida
simentalskih bikova iznosi 43,6+1,64%, progresivna pokretljivost 9,6+0,80%, VAP 101+3,29
pum/s, VSL 69,1+5,96 um/s, VCL 207+6,55 um/s, ALH (amplituda lateralnog otklona -
pomeranja glave u odnosu na prose¢nu putanju kretanja (engl. amplitude of lateral head
displacement) 7,8+0,60 um i LIN 32,2+1,94%. Oni su registrovali prose¢nu vrednost
abnormalnosti akrozoma u 11,3+0,65 % slucajeva, a druge abnormalnosti u 15,6+£0,58 %
slu¢ajeva. Procenat ¢elija sa o€uvanom membranom je bio 43,8+0,46.

Kvalitet semena bikova simentalske rase posle otapanja ispitivali su i Celeghini i sar.
(2008). Ovi autori navode slede¢e vrednosti: ukupna pokretljivost 79,9+1,3%, progresivna
pokretljivost 60,3£1,9%, oSteCenja akrozoma 2,2+0,2%, VAP 173,5£1,8 um/s, VCL
193,9+2,9 um/s, VSL 121,1+1,7 um/s, BCF 36,2+0,4 Hz, STR 86,9+0,4% i LIN 64,2+0,6%.

Razli¢itost u vrednostima pojedinih parametara kvaliteta otopljenog semena bika
zapazena je i kod holstajn frizijske (HF) rase goveda. Tako Shojaei i sar. (2012) navode
sledece vrednosti: pokretljivost 52,6+9,4%, progresivna pokretljivost 45,6+11,0%, VAP
51,8+9,6 um/s, VSL 41,6+6,4um/s, VCL 86,6+22,1 um/s, ALH 3,6+1,1 um, LIN 0,4+00 %,
STR 0,8+0,0% i BCF 24,6+£2,6 Hz. Contri i sar. (2010) su CASA metodom kod HF rase
bikova registrovali slede¢e vrednosti: ukupnu pokretljivost 75,6+6,5%, progresivnu
pokretljivost 45,0+5,0%, VAP 134,0+9,3 um/s, VSL 107,448,3 um/s, VCL 225,3+22,0 um/s,
ALH 10,0£1,2 um, LIN 50,1+4,2%, BCF 23,2+4,0 Hz, LIN 50,1+4,2,% i STR 79,8+1,8%.
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Hu i sar. (2009) navode vrednosti parametara za kvalitet semena bikova HF rase koje se
razlikuju od gore navedenih. Pokretljivost spermatozoida je iznosila 46,86+1,53%, VAP
26,79+1,44 um/s, VSL 20,32+1,13 um/s, VCL 36,41+1,36 pum/s, ALH 2,16£1,23 um, LIN
56,63+1,22%, BCF 13,33+1,12 Hz i STR 76498+2,43%. Kod 54,92+2,32% spermatozoida
membrana akrozoma je bila ofuvana a membrana celija je bila bez oSte¢enja kod

39,04+2,38% celija.

2.6. Mineralne supstance u Zivom svetu i njihova podela

Do sada je u Zivoj prirodi opisano ukupno 89 hemijskih elemenata i od tog broja, 27
su esencijalni elementi, neophodni za odvijanje bioloskih funkcija i izgradnju tkiva biljaka,
zivotinja 1 ljudi (Kolarski, 1995). Oni su neophodni za normalno funkcionisanje organizma i
zdravlje zivotinja. Mineralne materije se u organizam biljaka, zivotinja i ljudi unose
vazduhom, vodom i hranom i dele se na makro- i mikroelemente (Obracevi¢, 1990). U
makroelemente spadaju svi elementi koji se nalaze u koli¢ini ve¢oj od 100 mg/kg telesne
mase zivotinje (Ca, P, Mg, Na, K, Cl i S), a u mikroelemente se svrstavaju svi ostali ¢iji je
sadrzaj u telu Zivotinja manji od te grani¢ne vrednosti. Mihailovi¢ i sar. (1989) isticu 16
fizioloski znacajnih mikroelemenata (Co, Cu, Fe, J, Mn, Mo, Ni, Se, As, Cd, Cr, Si, Sn, Zn,
V i F), dok Nacionalni Istrazivacki Savet (National Research Council - NRC, 1996), od
ukupno 17 minerala, navodi 10 mikroelemenata neophodnih u ishrani domaéih Zivotinja (Cr,
Co, Cu, J, Fe, Mn, Mo, Ni, Se i Zn).

2.6.1. Funkcija i uloga cinka

Cink je u Zemljinoj kori, najcesée u formi sulfata, zastupljen u koncentaciji od 70 do
130 ppm, a koli¢ina u biljkama se prose¢no kre¢e od 10 do 60 mg/kg. Cink je relativno
podjednako rasporeden u pojedinim tkivima, a proseCan sadrzaj cinka u telu Zivotinja se
krec¢e u rasponu od 20 do 30 mg/kg TM (Kastori, 1990). Bioloska uloga cinka vezana je za
normalan rast, razvitak, polno sazrevanje i odrzavanje reproduktivne funkcije jedinke. Raulin
je bio prvi koji je jo§ 1869. godine (Underwood, 1971) dokazao da je cink potreban za rast
gljivice Aspergilius niger. Neophodnost cinka i njegove uloge u organizmu zivotinja
dokazane su 1934. godine od strane Todd-a i Elvehjema (Ku i sar., 1970) u ogledima na

laboratorijskim zivotinjama.
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Istrazivanja navedenih autora podstakla su na proucavanje potreba i uloge cinka u
ishrani domaéih Zivotinja i Goveka. Sezdesetih godina proslog veka, Miller i Miller (1960),
kao 1 Ott i sar. (1965) su opisali znacaj cinka u ishrani goveda. Keilen i Mann su 1949.
godine, prvi put izolovali i precistili enzim koji sadrzi cink (karboanhidraza izolovana iz
pankreasa vola) i time potvrdili znacaj cinka za normalne funkcije organizma (Kolarski,
1995). Danas je poznato vise od 200 razli¢itih enzima u biljnim i Zivotinjskim vrstama, kao i
u organizmu ljudi, za ¢ije funkcije su neophodni dvovalentni joni Zn (Hurley i Doane, 1989;
Smith, 2000, Keen i sar. 2003). Cink ima veoma znac¢ajnu ulogu u sintezi nukleinskih kiselina
(Ku i sar., 1970; Smith, 2000). Ucestvujuci u specifi¢cnim enzimskim reakcijama, on olaksava
iskori§¢avanje aminokiselina i1 fosfora i ugradnju timidina u DNK 1 uridina u RNK (Pavlovi¢-
Trajkovié i sar., 1996), odnosno neophodan je kao kofaktor za aktivnost DNK- i RNK-
polimeraza (Hidiroglou, 1984; Prentice, 1993; Kumar, 2006). Poznato je da cink ima
esencijalnu ulogu u transkripciji polinukleotida, a samim tim i u procesu genetske ekspresije
(Underwood, 1996; Kumar, 2006). Ovaj element ucestvuje u stabilizaciji ¢elijske membrane,
molekula DNK, RNK i ribozoma (Keen i sar. 2003). Takode je neophodan za sintezu
kolagena, glutationa i tkivnih proteina, a zbog nedostatka cinka u hrani iz organizma teladi se
urinom izlu€uju povecane koliine azota i sumpora, Sto ukazuje na poremecaj u metabolizmu
proteina (Hicks i Wallwork, 1987; Kolarski, 1995). Cink ulazi u sastav metaloenzima kao $to
su fosfataza, karboanhidraza, alkohol dehidrogeneza (Cheah and Yang 2011), superoksid
dismutaza i karboksipeptidaza (Keen i sar. 2003).

Znacaj cinka u reprodukciji proizilazi iz ¢injenice da je on, ili osnovna komponenta,
ili aktivator enzima koji su ukljuceni u sintezu polnih steroida. Cink je bitan za biosintezu
testosterona (Martin 1 sar., 1994) 1 utice na aktivnost folikulostimulirajuceg i luteinizirajuceg
hormona (Root i sar., 1979), tako da je u uskoj vezi sa procesom spermatogeneze (Bedwal i
Bahuguna, 1994; Bjorndahl i Kvist, 1982).

Rezultati nekih istrazivanja su ukazali da cink ima ulogu u metabolizmu
prostaglandina i sinergisticko dejstvo sa esencijalnim masnim kiselinama (Pavlovi¢-Trajkovi¢
i sar., 1996), kao i sa metabolizmom vitamina A (Apgar, 1985). Brandao-Neto i sar. (1995),
ukazuju na usku vezu Zn™ sa insulinom, parathormonom i hormonima hipofize i posebno,
prolaktinom (PRL). Joni cinka mogu da inhibiraju sekreciju PRL, unutar opsega fizioloski i
farmakoloski relevantnih koncentracija, $to otvara moguénost njegove klinicke aplikacije.
Potrebe u cinku zavise od fizioloskog stanja i proizvodne kategorije Zivotinje (Madsen,

1991). Dokazano je da resorpciju cinka inhibiraju velike koli¢ine kalcijuma, kao i fitinske
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kiseline koja gradi nerastvorljive fitate sa kalcijumom, cinkom i gvozdem i na taj nacin
sprecava njihovu resorpciju (Kolarski, 1995).

Koncentracija cinka u serumu vecine zivotinja iznosi od 0,5 pug/mL do 1,5 ug /mL
(7,6 do 22,9 umol/L) dok je u punoj krvi, ona i do deset puta veca (Keen i sar. 2003). Potrebe
u cinku, za sve rase i kategorije mle¢nih goveda, se kre¢u oko 40 ppm, ali se smatra da bi
koli¢ina cinka u hrani trebala da iznosi 50-60 ppm, a ponekad i do 100 ppm (Obracevic,
1990). Potrebe u cinku za tovne rase goveda iznose 30 ppm (NRC, 1996) i 40 ppm za
priplodna grla (NRC, 1989), odnosno 70-80 ppm za priplodne bikove (Dairy Reference
Manual, 1995).

Koli¢ina cinka u hrani varira i svakako zavisi od koli¢ine cinka koja se tom periodu
nalazi u zemljistu, ali i od vrste i od dela biljke koje se koriste u ishrani zivotinja. Smatra se
da se, koli¢ina cinka u biljnim hranivima u proseku kre¢e od 25 do 50 mg/kg VSM
(Obracevi¢, 1990). Trave prosecno sadrze 30 do 50 mg Zn/kg SM, dok leguminozne biljke
sadrze 20 do 30 mg/kg (Spears, 2003). Koncentracija cinka u uljanim saémama se kre¢e od
50 do 70 ppm, ali je njegova dostupnost smanjena zbog visokog sadrzaja fitinske kiseline.
Soja 1 proizvodi od soje, kao 1 kikiriki sadrZe dosta cinka i u njima njegova koncentracija
takode iznosi od 50 do 70 mg/kg (Spears, 2003). Proteinska hraniva animalnog porekla su
znatno bogatija u cinku. Mesno i riblje brasno sadrze od 80 do 120 ppm Zn, a iskoristivost
cinka iz ovih hraniva je veca (Obracevi¢, 1990). Ostali proizvodi iz mora sadrze 20-50
mg/kg a meso riba ¢ak do 100 mg/kg (Spears, 2003).

Nedostatak cinka se kod svih zivotinjskih vrsta manifestuje gubitkom apetita,
izopacenim apetitom, smanjenim rastom, promenama na kozi i njenim derivatima (dlaka,
vuna, perje) (Obracevi¢, 1990), prolivom i oslabljenim imunoloskim odgovorom (Keen i sar.
2003). Kod svinja je posebno karakteristi¢cna pojava parakeratoze koja je posledica
nedovoljne koli¢ine ili poremeéaja resorpcije cinka (Sevkovié i sar., 1983). Nedostatak cinka
se kod pilica manifestuje zaostajanjem u rastu i razvoju, slaboj operjanosti, dermatitisom i
kasnijim polnim sazrevanjem (Kolarski, 1995). Kod jagnjadi se, kao simptomi deficita cinka,
navode: izopaceni apetit (jedenje sopstvene vune) i smanjen prirast (Obracevi¢, 1990; Keen i
sar. 2003), crvenilo koze iznad papaka i oko o¢iju (Ott i sar., 1965; Keen i sar. 2003), kao i
usporen rast testisa i potpuni prekid spermatogeneze (Underwood i Somers, 1969; Keen i sar.
2003).
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Kod konja se nakon ishrane obrocima deficitarnim u cinku javljaju lezije oko usta i
nozdrva, a zdrebad prestaju da rastu ili im je rast jako usporen. Mogu se pojaviti i lezije na
kopitama i kozi nogu (Radovanovic i sar., 1997; Keen i sar. 2003).

Nutritivna Sirina izmedu neophodne koli¢ine cinka u ishrani Zivotinja i toksi¢nih
nivoa je veoma visoka (NRC, 1996), jer su zivotinje tolerantne na povecanje koli¢ine cinka u
obroku i prema nekim autorima dobro podnose koli¢ine koje iznose oko 1000 ppm
(Obracevi¢, 1990). Tolerancija zavisi od sastava osnovnog obroka i posebno od sadrzaja
minerala koji uti¢u na resorpciju i iskori$¢avanje cinka, kao §to su bakar, gvozde i kadmijum
(Underwood,1971). Smatra se da je maksimalno dozvoljena koli¢ina cinka u hrani za goveda
500 mg/kg obroka (NRC, 1989).

Apsolutno velike koli¢ine cinka u hrani izazivaju kod Zvotinja razli¢ite simptome kao
Sto su: smanjen apetit, dijareja i anemija zbog poremecenog metabolizma bakra i gvozda
(Kolarski, 1995).

2.6.2. Resorpcija, distribucija i ekskrecija cinka

U najveéem broju nau¢nih studija se isti¢e da je tanko crevo glavno mesto resorpcije
cinka, pri ¢emu je u duodenumu ona veéa nego u nizim partijama (Miller i Cragle, 1965;
Underwood, 1971). Resorpcija cinka se podjednako odvija pasivnom difuzijom i aktivnim
transportom (Lee i sar. 1989). Jedan deo resorbovanog cinka se brzo transportuje kroz éelije
mukoze, a deo se zadrzava u mukozi iz koje se polako oslobada u toku narednih nekoliko
¢asova (Gordon i sar. 1981). Kod monogastri¢nih zivotinja, cink se podjednako resorbuje iz
duodenuma, jejunuma i ileuma, dok se kod preZivara jedna treéina cinka resorbuje iz
abomazusa (Cousins i sar. 2006; Sekler i sar. 2007).

U transportu cinka kroz crevnu mukozu znac¢ajnu ulogu ima metalotionen (MT),
protein citosola male molekulske mase, koji za sebe, osim cinka, vezuje jo§ i bakar i
kadmijum. Koncentracija MT-Zn u jetri i citosolu crevne mukoze se brzo menja (Cousins i
sar. 2006) i ta promena je proporcionalna promeni sadrzaja cinka u obroku. Sam transport
cinka do bazalne membrane enterocita se odvija pomocu Zn transportera 1 (ZnT-1), a zatim
se pomocu ZnT-2 i ZnT-4, koji su regulatori intracelularne koli¢ine cinka, on transportuje u
endozome (Cousins, 2006; Sekler i sar. 2007). Dokazano je da se ZnT-1 nalazi celom
duzinom ileuma, dok se ZnT-2 nalazi u duodenumu i jejunumu, a ZnT-4 celom duzinom
tankih creva (Cousins, 2006; Sekler i sar. 2007). Rastvorljive organske supstance male

molekulske mase, kao $to su amino 1 hidroksilne kiseline, vezuju za sebe cink i time
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olaksavaju njegovu resorpciju (Underwood, 1996). Resorpciju cinka poboljSavaju metionin,
cistein, redukovani glutation i citrati, dok fitati, hemiceluloza i lignin deluju inhibitorno na
ovaj proces (Pavlovi¢-Trajkovi¢ i sar., 1996). Resorpciju cinka i njegov transport mogu
ograniCiti kompetitivne interakcije cinka sa jonima koji imaju sli¢ne fizicko-hemijske
karakteristike, kao S$to su kadmijum, bakar, kalcijum i gvozde (Underwood, 1996;
Radovanovi¢ i sar., 1997). Prekomerna akumulacija ili toksi¢nost vecine antagonisti¢kih
elemenata moze biti tretirana dodavanjem cinka kao specifi¢na terapija kod trovanja, posebno
toksi¢énim metalima kao $to su olovo (Pb), kadmijum (Cd) i ziva (Hg) (Watts, 1988).

Powell i sar. su jo§ 1964.godine dokazali da kadmijum pojacava simptome deficita
cinka kod teladi, ali i da cink moze da ublazi ili odlozi toksi¢ne efekte kadmijuma. 1zgleda da
izmedu kadmijuma i cinka postoji kompeticija oko vezivanja za odredena mesta na crevnom
epitelu.

Resorpcija cinka kod prezivara iznosi 20 - 40% od ukupno unetog cinka u organizam
(Kolarski, 1995), a nakon resorpcije u crevima, cink ulazi u portalnu cirkulaciju i vezan za

albumine dolazi do tkiva (Gordon i sar., 1981).

2.6.3. Uloga cinka u reprodukciji

Cink ima znacajnu ulogu u reproduktivnim procesma zivotinja, zbog viSestrukog
delovanja na metabolizam androgenih hormona, estrogena i progesterona, zajedno sa
prostaglandinima. Dodavanje cinka ima pozitivno dejstvo u nekim slucajevima steriliteta
muzjaka, kao 1 u smanjivanju komplikacija za vreme graviditeta (Favier, 1992). Cink u
procese reprodukcije moze biti ukljucen kao esencijalna komponenta ili kao aktivator enzima
neophodnih za sintezu steroidnih hormona. On moze da deluje i indirektno, preko hipofize na
sintezu gonadotropnih hormona ili direktno preko kompleksa sa specifiénim ligandima u
gonadama i prostati (Apgar, 1985).

Deficit cinka izaziva smetnje u razvoju testisa uz vidnu atrofiju tubularnog epitela i
istovremeno smanjen sadrzaj cinka u testisima, epididimusu i prostati (Hidiroglou, 1984). U
cilju ispitivanja uticaja deficita cinka na reproduktivne osobine Pitts i sar., 1966. su izveli
ogled na 17 mladih bikova holstajn rase u trajanju od 21 nedelje. Bikovi su bili hranjeni
obrokom deficitarnim u cinku (4 ppm) i obrokom sa preporu¢enim koli¢inama (40 ppm) Koji
je davan po volji ili u ograni¢enim koli¢inama. Rezultati su ukazali da je cink neophodan za
razvoj testisa, jer je u grupi bikova hranjenih obrokom deficitarnim u cinku, rast testisa bio

znatno sporiji.
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Izmedu hormona 1 mikroelemenata, posebno cinka, postoji medusobna interakcija.
Hormoni reguliSu homeostazu mikroelemenata regulacijom sinteze proteina vezanih za
deponovanje, prolazak kroz membranske sisteme ili transport elemenata u krvnoj plazmi.
Mikroelementi predstavljaju strukturne ili aktivne komponente endokrinih zlezda, hormona i
ciljnih ¢elija. Cink ima vaznu ulogu u pravilnom funkcionisanju prostate, epididimisa i
testisa, stabilnosti membrane spermatozoida i dokazano je da se u muskom reproduktivnom
traktu i semenu nalazi u visokim koncentracijama (Kumar, 2006).

Cink je kofaktor veceg broja enzima uklju¢enih u anabolizam i katabolizam hormona.
Vezivanjem za hormone peptidne prirode, on stvara aktivnu prostornu konfiguraciju, a
modifikovanjem oblika receptora na povrSini celijskih membrana ili u jedru Ccelije,
obezbeduje biolosku aktivnost hormona (Favier, 1992).

Bedwal i Bahuguna, (1994) isti¢u da deficit cinka ima za posledicu smanjenje
aktivnosti angiotenzin pretvarajuéeg enzima (ACE) $to izaziva smanjenje koncentracije
testosterona i inhibiciju spermatogeneze. Celije testisa su pri deficitu cinka sposobne da
koriste holesterol i neutralne lipide kao prekursore steroidnih polnih hormona, ali ne i da ih
pretvore u polne hormone. Kumar i sar. (2006) su utvrdili da se dodavanjem 25 ppm cink-
propionata u hranu priplodnih bikova, koli¢ina testosterona povecala sa 2,18+0,46 na
3,52+0,58 ng/mL. Smatra se da hipogonadizam, vezan za deficit cinka, nastaje usled promena
u genezi steroida u testisima, odnosno zbog poremecene funkcije Lajdigovih ¢elija (Mansour
i sar., 1989). Om i Chung, (1996) navode da deficit cinka ne izaziva promene u koncentraciji
FSH, ali smanjuje koncentraciju testosterona u cirkulaciji, menja metabolizam steroida u jetri
i modifikuje receptore polnih steroidnih hormona, ¢ime ucestvuje u patogenezi
reproduktivnih poremecaja muzjaka. Kumar i sar. (2006) su ispitivali uticaj razli¢itih doza
preparata cinka i preparata organskog cinka dodavanih u hrani u toku 6 meseci. U ovaj
eksperiment su bile ukljucene Cetiri grupe bikova: prva grupa je bila kontrolna, drugoj grupi
je u hranu dodavano 35 ppm cink sulfata, tre¢oj grupi 70 ppm cink sulfata i ¢etvrtoj 35 ppm
organskog cink-propionata. Autori su pratili: zapreminu sperme, broj spermatozoida,
pokretljivost, procenat Zivih 1 promenjenih spermatozoida kao 1 koliinu testosterona u
krvnom serumu. Cetvrta ispitivana grupa, kojoj je dodavan organski cink, je u svim
ispitivanim parametrima bila znaajno bolja, u odnosu na ostale grupe. Janicki (2008) je
ispitivao koli¢inu cinka u tri centra za veStaCko osemenjavanje. Centar A se nalazio u
industrijskoj zoni, B u zoni poljoprivrednih oranica i C u podru¢ju Suma i jezera. Koli¢ina
cinka u semenu bikova iz centra A centra iznosila je 527,81 mg/L; centra B 847,49 mg/L i

centra C 796,01 mg/L. Razlika u srednjim vrednostima koli¢ine cinka u semenu bikova je
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statistiCki bila znaCajna izmedu priplodnjaka iz centra A i1 B. Progresivna pokretljivost
spermatozoida bikova iz centra A je iznosila 74,67+4,81 %, centra B 69,67+2,97 % i centra C
76,67£2,58 %, ali ove razlike nisu bile statisticki znacajne.

Sperma je zajednicki proizvod testisa, pasemenika i dopunskih polnih Zlezda, a stvara
se pocev od polne zrelosti do senilnog stadijuma 1 izlucuje se pri ejakulaciji (Miljkovic,
1990). Sperma predstavlja visoko specifican sekret organizma, koji se sastoji iz semene
plazme i uoblicenih c¢elijskih elemenata (spermatozoida). Semena plazma transportuje, hrani,
Stiti 1 aktivira spermatozoide, a slozenim sastavom predstavlja prirodnu sredinu za
spermatozoide i posle napustanja muskih polnih organa. Sastav sperme moZe znatno da varira
izmedu pojedinih vrsta Zivotinja (Stanci¢, 1994), ali i izmedu individua iste rase. Pored toga,
mogu da se zapaze i dnevne varijacije u sastavu i karakteristikama sperme iste jedinke
(Mann, 1964), jer na karakteristike sperme utice veliki broj spoljasnjih i unutra$njih faktora.

Sperma i semena plazma sadrze znatne koli¢ine cinka. Treba ista¢i da koncentracija
cinka varira izmedu Zivotinjskih vrsta, kao i izmedu individua iste rase. Arver i Eliason,
(1980) izvestavaju da se koncentracija cinka u semenoj plazmi i spermatozoidima bikova
kre¢e oko 0,4+0,05 mmol (26 pg/mL) i 30,6+6,6 nmol/10® Celija (1,989 pg/10® ¢elija).
Bhavsar i sar. (1989) smatraju da je proseCan sadrzaj cinka u semenoj plazmi, odnosno
spermatozoidima 3,367+0,801 mg/100 mL, odnosno 0,0460+0,0048 mg/100mL respektivno.
Massonyi i sar. (2004a) navode da prosecna koli¢ina cinka u semenu bika iznosi 83,15+61.61
mg/kg, 1 preporucuje da se za normalno funkcionisanje reproduktivnog trakta muzjaka mora
obezbediti neophodna Koli¢ina cinka od 35 do 40 ppm. Analiziranjem koli¢ine cinka u
semenoj plazmi 30 bikova, ustanovljeno je da prosecna koli¢ina ovog elementa iznosi
235,9+£20,5 mg/L, a u spermatozoidima 94,0£11,0 mg/L, Sto je dovoljno za normalno
odvijanje spermatogeneze (Tvrda i sar. 2013a). Ispitivanjem masenom spekrofotometrijom
mikroelemenata u bikovskom semenu je ustanovljena koli¢ina cinka od 1,2+0,03 pg/L i ovaj
metod se preporucuje za analizu mikroelemenata u semenu u okviru programa unapredenja
reprodukcije na farmama (Aguiar i sar. 2012b).

Sorensen i sar. (1998) su utvrdili prisustvo jona cinka u spermatogonijama, primarnim
I sekundarnim spermatocitima i u kasnim spermatidima. Prisustvo jona cinka u
spermatogonijama i u citoplazmi kasnih spermatida ukazuje na specificnu ulogu slobodnog
cinka u poéetku mejoze i u spermiogenezi.

Hidiroglou i Knipfel, (1984) ukazuju da je cink koncentrovan u repu i da je ukljuéen u

kontrolu pokretljivosti spermatozoida preko ATP-sistema. Osim znacaja za morfologiju repa
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i pokretljivost spermatozoida, smatra se da je cink znacajan za stabilnost plazma membrane i
mehani¢ke osobine citoskeletnih proteina, kao i za stabilnost hromatina (Suzuki i sar., 1995).

S obzirom na lokalizaciju, u veznom delu (glava-rep), Bjorndahl i Kvist, (1982) u
svom radu ukazuju da cink sprecava razdvajanje veze "glava-rep"” reverznim vezivanjem za
SH-grupe 1 sprecavanjem njihove oksidacije. Blom 1 Wolstrup, (1976) pretpostavljaju da je
koli¢ina cinka u repu proporcionalna pojavi "Dag* defekata (izraZzeno uvijenih repova) kod
bikova rase danski dzersej.

Yamaguchi i sar. (2009) su bojenjem tkiva testisa ustanovili (fluorescentnom bojom
specificnom za cink), da se on akumulira u mitohondrijama spermatogonija i spermatozoida.
Povecane doze cinka smanjuju stepen oSteCenja tkiva testisa izazvanih stresom, teSkim
metalima ili toplotom (Boran 2004). Pitts i sar. (1966) navode, da je kada su bikovi bili
hranjeni po volji obrocima koji su sadrzavali 4 i 40 ppm cinka ili ograni¢enom koli¢inom
hrane sa 40 ppm Zn, koncentracija spermatozoida u ispitivanim ejakulatima bila 825, 985 i
1128 x10%/mL. Pokretljivost spermatozoida je iznosila 49,4%:; 58,6% i 61,2% respektivno.

2.6.4. Nacini unosenja i uticaj olova, zive i kadmijuma na organizam

Prirodni faktori zivotne sredine, kao i razli¢iti antropogeni zagadivaci, utiCu na
funkcije reproduktivnog trakta i na kvalitet sperme Zivotinja i ljudi. Hemijski elementi
predstavljaju vazne ekofizioloske faktore Zivotne sredine, a neki od njih su neophodni za
osnovne fizioloSke procese u organizmu, ukljucujuéi i one vezane za reprodukciju. Termin
»metali u tragovima“ podrazumeva koncentraciju u tkivima niZzu od koncentracije gvozda.
Veliki znacaj za prooksidativni efekat imaju metali: kadmijum (Cd), olovo (Pb), Ziva (Hg),
hrom (Cr), nikal (Ni), ali i takozvani biometali, kao §to su bakar (Cu), gvozde (Fe), cink (Zn),
mangan (Mn), kobalt (Co) i selen (Se). Toksi¢no dejstvo teskih metala je najcesce posledica
stimulacije nastanka slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u organizmu §to
uzrokuje oksidativni stres i dovodi do lipidne peroksidacije membrane. Time se u velikoj
meri narusavaju njena funkcionalnost i selektivnost pri transportu materija. Na taj na¢in, teski
metali mogu da izazovu osteCenja celija, poremecaj funkcije enzima ili promene u
genetickom materjalu (DNK) (David, 2001, Mathur i sar. 2010).

U prirodi se olovo pretezno nalazi u obliku sulfidnih i karbonatnih jedinjenja i
minerala galenita, cerusita i anglezita i vrlo ¢esto se pojavljuje u rudama zajedno s cinkom.
Prosecne koncentracije olova u zemljistu su izmedu 15 i 25 mgkg (Radojevi¢ i sar.,1999).

Olovo se kao polutant moze detektovati u svim segmentima Zivotne sredine i bioloskim
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sistemima. Od davnina je poznato toksi¢no dejstvo olova u Zivotnoj i radnoj sredini. Olovo
nije esencijalni metal, a uneto u organizam se moze naci u gotovo svim tkivima i organima
sisara. Nakon uno$enja, olovo ispoljava toksi¢ni efekat na jetru, bubrege i mozak, koji se i
smatraju njegovim ciljnim organima (Jarup 2003.). Olovo je metal sa kumulativnim dejstvom
i deluje konkurentno prema nekim esencijalnim metalima (gvozdu, kalcijumu, bakru i cinku).
Tako uti¢e na njihove brojne funkcije u organizmu, a posebno na one koje su povezane sa
prisustvom slobodnih —SH grupa u proteinima i enzimima. Prema fizicko-hemijskim
osobinama, Pb™ jon moze lako da zameni Ca™ jon u kalcifikovanim tkivima (kostima i
zubima). Olovo u kostima doprinosi razvoju osteoporoze, smanjenju koStane mase, promeni
strukture i povecanoj resorpciji kostiju kod starijih osoba (Kali¢anin i sar., 2004a; Kali¢anin i
sar., 2004b). Olovo ima visok afinitet za S—vezujuju¢a mesta u tkivima, pa lako gradi
nerastvorne sulfide i stupa u interakcije sa delovima bioloskih molekula sa slobodnim —SH
grupama. Primer blokade —SH grupa je i u sintezi hema gde dolazi do povisene koncentracije
delta-amino levulinske kiseline (D-ALA) protoporfirina u eritrocitima, krvnoj plazmi i urinu.
Olovo ometa normalan metabolizam gvozda sprecavajuc¢i njegov ulazak u eritroblaste i
retikulocite (Popovié i sar., 1983). Stetni efekat olova je posledica njegove sposobnosti da se
vezuje za sulfhidrilne grupe proteina i ono je kompetitivho sa Ca**jonima. Olovo doprinosi
stvaranju reaktivnih vrsta kiseonika in vivo, $to dovodi do slabljenja unutrasnje
antioksidativne odbrane i izaziva poremecaje u razmeni jona kroz ¢elijske membrane (Flora i
Flora, 2006; Ercali i sar., 1996). Na molekularnom nivou, dejstvo olova se ogleda u
povecanoj produkciji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Gurer i sar., 2000) i stimulaciji lipidne
peroksidacije (Patrick, 2006). Olovo se akumulira u tkivu i moze da izazove brojne
neuroloSke, hematoloske 1 reproduktivne poremecaje (Massanyi i1 sar. 2004). Dugotrajna
izloZenost uticaju olova dovodi do promene u kvalitetu semena i promena hromatinske
strukture (Janicki, 2008). Internacionalna agencija za istrazivanje kancera IARC
(International Agency For Research on Cancer) je jo§ 1987. godine svrstala olovo u
kancerogene materije (Steenland i Boffetta, 2000).

Kadmijum je oznacen kao jedan od 126 najvecih zagadivaca Zivotne sredine od
strane Agencije za zastitu zivotne sredine u Americi, a njegovo biolosko vreme poluraspada
je kod ljudi izmedu 10 i 30 godina (Arabi, 2006). Kadmijum se unosi u organizam u obliku
para i Cestica praSine kao oksid, hlorid, fluorid, sulfid, karbonat i acetat. Apsorpcija se
uglavnom odvija respiratornim putem i manjim delom preko digestivnog trakta, dok je
resorpcija preko koze neznatna. Preko industrijskog otpada, kadmijum ulazi u sastav

povrsinskih voda. Zagadeno zemljiste i voda, kao i biljke su polazna karika ishrane i osnovni
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izvor kadmijuma za Zivotinje i ljude. Oko 90% kadmijuma dolazi u biljke iz zemljista, a
svega 10% iz vazduha. Najveca koli¢ina kadmijuma se unosi putem kontaminirane hrane
(pirina¢, iznutrice, gljive). Koncentracija kadmijuma u vodi za pice treba da bude manja od
lug /L (ATSDR, Agency for Toxic Substances and Disease Registry 1999.), a u zemljistu
mora biti manja od 85 mgkg. Visoko toksi¢an efekat kadmijuma je rezultat njegovih
interakcija sa esencijalnim mikro i makro bioelementima, posebno sa gvozdem, kalcijumom,
bakrom i cinkom (Brzoska i sar., 1997). Izlu¢ivanje kadmijuma iz organizma je sporo, a
odvija se preko bubrega, jetre, mleka i pljuvackom (Popovi¢ i Trickovi¢, 1983; Jarup 2003.).
Kadmijum veoma malo ucestvuje, ili ne uéestvuje, u direktnoj metaboli¢koj razmeni, vec se
vezuje za razliite bioloske komponente, kao $to su proteini, tiolne (-SH) grupe i anjonske
grupe 25 razli¢itih makromolekula. Na taj nacin, ovaj element ostvaruje svoj toksican efekat
(ATSDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1989).

Ziva je §iroko rasprostranjena u prirodi gde se moze naéi u elementarnom,
neorganskom i organskom obliku. Opsta populacija ljudi i Zivotinja je izloZena Zivi uglavnom
putem konzumiranja kontaminirane hrane, posebno ribe, u kojoj se ziva akumulira u obliku
metilne Zive (Bayen i sar. 2005; Bhan i Sarkar, 2005). Trovanje elementarnom Zivom nastaje
udisanjem i ona se dobro resorbuje u plu¢ima, a zadrzava se u centralnom nervnom sistemu
ili ostaje u eritrocitima. Kada dospe u digestivni trakt, elementarna ziva ne predstavlja
opasnost jer se teSko resorbuje iz creva. Neorganska ziva je prisutna i u nekim pesticidima,
baterijama, pigmentima i konzervansima pojedinih medicinskih preparata. Neorganske soli
Zive, unete u organizam, mogu izazvati tremor, neuropsihijatrijske poremecaje, gingivitis 1
stomatitis (Bhan 1 Sarkar, 2005; Jarup 2003). Organska Ziva se u organizam unosi iskljucivo
hranom. Njeni organski proizvodi se rastvaraju u mastima i dobro se resorbuju iz digestivnog
trakta. Metil-ziva se resorbuje gotovo potpuno i to je razlog zabrinutosti nakon povecane
konzumacije ribe, $koljki, rakova i njihovih proizvoda. Metil-ziva je snazan otrov, koji u
prvom redu oSteCuje centralni nervni sistem. Jedinjenja Zive ometaju steroidogenezu,
ukljucujuéi sintezu polnih hormona, naruSavaju plodnost muzjaka 1 zenki i ometaju osovine

hipotalamus-hipofiza-tireoidea i hipotalamus-hipofiza-nadbubreg (Tan i Mahaffey 2003).

2.6.5. Uticaj olova, zive i kadmijuma na kvalitet sperme

Reproduktivni epitel spada u osetljiva tkiva koja reaguju na promene pojedinih
hemijskih faktora i parametara okoline. Kako navode Marzec-Wroblewska i sar. (2012), svi

hemijski elementi se, u ovom pogledu, mogu podeliti u tri grupe. U prvu spadaju esencijalni
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hemijski elementi (K, Na, Ca, Mg i Fe) koji ¢ine 2 do 5 % ukupne teZine tela Zivotinje i imaju
klju¢nu ulogu kao gradivni elementi i u metabolickim procesima. Oni ulaze u sastav
koenzima, antioksidativnih enzima i aktivatora hormona, u¢estvuju u transportu kiseonika,
regulaciji osmotskog pritiska i regulaciji acido-bazne ravnoteze. Drugoj grupi pripadaju
mikroelementi koji se nalaze u tragovima (Zn, Cu, Mn, Co i Se). Njihovo prisustvo u spermi
je neophodno za funkcije spermatozoida ali u vecoj koli¢ini mogu biti toksi¢ni. Tre¢u grupu
Cine toksicni teSki metali (Pb, Cd, Hg, Ni) ¢ije i najmanje koli¢ine u spermi, oStecuju
spermatozoide. Njih karakteriSe dobra elektroprovodljivost, a u hemijske reakcije ulaze kao
pozitivni joni, odnosno katjoni. Mikroelementi koji pripadaju drugoj i tre¢oj grupi, dovode u
spermi bika do smanjenja pokretljivosti 1 broja spermatozoida, uticu negativho na proces
kapacitacije i akrozomsku reakciju, smanjuju aktivnost enzima koji u¢estvuju u odbrani od
oksidativnog stresa i dovode do promena u tkivu testisa.

Toksi¢ni metali se u tragovima mogu naci i u spermi bikova a dospevaju u organizam
preko hraniva 1 vode za pice. Pravilnik o higijenskoj ispravnosti vode za pice (SI. list SRJ, br
42/98 i 44/99) propisuje da je maksimalna dozvoljena koncentracija kadmijuma u vodi
0,003mg/L, dok Evropska regulativa 98/83EC dozvoljava 0,005 mg/L. Dozvoljena koli¢ina
olova i Zive u vodi za pice je na osnovu naseg i evropskog pravilnika 0,01 mg/L za olovo i
0,001 mg/L za Zivu (SI. list SRJ, br 42/98 i 44/99,98/83EC).

Pravilnik o kvalitetu hrane za Zivotinje i Evropski pravilnik EC2002/32 su u
saglasnosti o najvecoj dozvoljenoj koli¢ini kadmijuma koja iznosi 1 mg/kg, olova 10 mg/kg
i zive 0,1 mg/kg u hrani za zivotinje. Neki metali mogu ispoljavati toksi¢ne efekte i kada se u
vrlo malim koli¢inama prede nivo praga toksi¢nosti. National Research Council definise
maksimalnu tolerantnu koncentraciju metala kod "Zivotinja koje su hranjene u ogranicenom
periodu, a ta koli¢ina minerala nece uticati na zivotinje i ne bi trebalo da ostanu rezidue u
proizvodima za ljudsku ishranu koji poticu od tih zivotinje". Maksimalna tolerantna koli¢ina
iznosi za kadmijum 0,5 ppm, olovo 30 ppm, Zivu 2 ppm i cink 500 ppm (NRC 2000).

Massany i sar. (2004a) su utvrdili da je u semenu bika koncentracija cinka
83,15+61,61, kadmijuma 0,10+0,14 i olova 0,06+0,04 mg/kg. ProseCan procenat patoloski
promenjenih spermatozoida iznosio je 11,79+4,88. NajceSce je zapazano odvajanje glave od
repa spermatozoida (3,85+2,25%), a zatim kljunasta glava u 2,04+1,26 % slucajeva.

Tvrda i sar. (2012) su analizirali uticaj olova i kadmijuma na pokretljivost
spermatozoida, kao i na aktivnost antioksidativnih sistema u semenoj plazmi bika.
Koncentracija olova je iznosila 0,57+0,01 pug/mL, a kadmijuma 0,11+0,01 pg/mL. Sperma je

bila razvrstana u tri kategorije: odlicna, dobra i osrednja. Rezultati njihovih istraZivanja
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ukazuju na rizik od povecanja aktivnosti enzima oksidativnog stresa 1 moguceg smanjenja
parametara kvaliteta semena bika. Najmanje koncentracije kadmijuma i olova su bile
utvrdene u spermi koja je ocenjena kao odli¢na.

Godinu dana kasnije isti autori (Tvrda i sar. 2013Db) su ispitivali koncentraciju olova i
kadmijuma u semenoj plazmi i spermatozoidima bika. U semenoj plazmi je bilo 0,23+£0,02
ug/mL olova, a u spermatozoidima 0,414+0,07pug/mL $to je statisticki znacajno vise (P<0.05).
Koncentracij kadmijuma je u semenoj plazmi bila 0,09+0,01pg/mL, a u spermatozoidima
0,23+0,02 pg/mL, ali ova razlika nije bila statistiski znacajna. Analizom aktivnosti enzima
oksidativnog stresa autori su zakljucili da ovi teski metali dovode do njihove povecane
aktivnosti §to moze da uti¢e na fertilnost muzjaka.

Uticaj kadmijuma u koncentracijama od 50 do 750 umol/L na spermatozoide je
ispitavao Arabi (2006a), pri ¢emu je utvrdeno da je samo koncentracija kadmijuma od 750
pmol/L imala toksi¢an efekat na spermatozoide. Prisustvo kadmijuma u navedenoj
koncentraciji u semenoj plazmi dovelo je do smanjene progresivne pokretljivosti, osteéenja
akrozoma i smanjene akrozomalne reakcije, kao i povecanja aktivnosti enzima oksitativnog
stresa (malondialdehid peroksidaze). Ve¢ naredne godine, Arabi (2007) je ispitivao uticaj
veéih kocentracija kadmijuma u semenoj plazmi i to u koli¢ini od 1000 umol/L. Ova koli¢ina
kadmijuma dovodi do smanjene progresivne pokretljivosti spermatozoida, povecane
aktivnosti enzima oksidativnog stresa, a analiza DNK spermatozoida ,komed” testom
ukazuje da je 93% dvolancane DNK oSte¢eno. Dobijeni rezultati ukazuju na statisticki
znaajno smanjenje oplodne mo¢i speramtozoida.

Smanjena progresivna pokretljivost spermatozoida, povecanje aktivnosti enzima
lipidne peroksidacije 1 90% oStecenja dvolanc¢ane DNK spermatozoida su dokazani i
ispitivanjima semena bika gde je utvrdena koli¢ina Zivinog hlorida od 300 uM (Arabi 2005a).
Kao zakljucak, autor navodi da je ziva, koja spada u faktore iz okruZenja, potencijalni
oksidant koji dovodi do steriliteta muskih jedinki.

Teski metali se nalaze u prirodi i uti¢u na kvalitet sperme divljih zivotinja. Ispitivanja
koncentracije olova, kadmijuma, nikla i cinka i nihov uticaj na kvalitet sperme lisaca vrsio je
Massanyi (2005). Ovaj autor je utvrdio da koncentracija cinka u spermi lisaca iznosi
13,0945,22 mg/kg, kadmijuma 0,07+0,05 mg/kg, olova 0,08+0,06 mg/kg i nikla 0,35%0,24
ma/Kkg, i da ove koli¢ine teskih metala dovode do oStecenja repa spermatozoida i zadrzavanja
parotoplazmatskih kapljica. Utvrdena je negativna korelacija izmedu cinka i slomljenih

repova spermatozoida i kadmijuma i zadrzavanja protoplazmatske kapljice. Analizu
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elemenata u tragovima u duboko zamrznutom semenu bika dao je Aguiar (2012a). On je
analizirao koncentracije kalcijuma, bakra, gvozda, magnezijuma cinka, joda, molibdena,
astata, selena, kobalta, cezijuma, mangana, olova, barijuma i nikla. Koncentracija cinka u
ispitivanim uzorcima duboko zamrznutog semena je bila 0,9+0,3 mg/L a olova 1,0+0,9 pg/L.
Cilj ovih analiza je bio procena kvaliteta ejakulata na osnovu kolic¢ine elemenata u tragovima.

Ziva je veoma toksi¢an element za ljude i Zivotinje i efekat na spermatozoide ispitivao
je Arabi (2006b) koji je uzorke duboko zamrznutog semena podelio u pet grupa. Prva grupa
je bila kontrolna, drugoj grupi je dodao 50 uM Zivinog hlorida, tre¢oj 150 uM, Cetvrtoj 350
uM i petoj 550 puM. Nakon bojenja po Blomu, anliziran je procenat Zzivih i mrtvih
spermatozoida u uzorku. Kontrolna grupa je imala 78+34,88 % zivih spermatozoida, druga
grupa 65+4,12%, tre¢a grupa 6043,56%, Cetvrta 60+4,11% i peta 59+3,06%. Rezultati ovog
autora ukazuju da se paralelno sa povecanjem koli¢ine zivinog hlorida u uzorku, statisticki
znacajno smanjivao procenat zivih spermatozoida.

Gvozde u semenoj plazmi bika povoljno utie na progresivnu pokretljivost
spermatozoida, smanjenje broja patoloski promenjenih ¢éelija i povoljniji odnos zivih i mrtvih
spermatozoida (Eghbali, 2010). Ovaj autor je spermu podelio na odli¢nu (progresivna
pokretljivost 92,24+0,51%), dobru (progresivna pokretljivost 81,66+£0,62%) i osrednju
(progresivna pokretljivost 71,66+1,05%). Koncentracije gvozda 1 olova u odli¢noj spermi su
iznosile 44,19+0,48 mg/L i 0,022+0,0007 mg/L, u dobroj spermi 36,40+1,37mg/L, i
0,03331+0,0018mg/L, a u osrednjoj 34,12+1,22 mg/L i 0,03331+0,0018 mg/L. Kako se
smanjuje koli¢ina gvoZda u spermi a povecava koli¢ina olova, statisticki znac¢ajno raste broj
patoloski promenjenih spermatozoida kod odli¢ne, dobre 1 osrednje sperme (6,06,£0,36%:;
6,81+0,62% i 8,45+1,17%) i smanjuje se procenat progresivno pokretnih spermatozoida.

Veoma interesantan rad je objavio Janicki (2008), koji je vrSio ispitivanja u tri centra
za veStaCko osemenjavanje. Centar A se nalazio u u industrijskoj zoni, B u zoni
poljoprivrednih zemljiSta 1 C u okruZenju Suma 1 jezera. Osim, ve¢ spomenutog ispitivanja
koncentracije cinka ovaj autor je razmatrao i uticaj olova i Zive na spermatozoide bika.
Koncentracija olova u semenu bikova centra A je iznosila 18,212 ng/dL, centra B 23,423
pg/dL i centra C 31,686 ng/dL. Razlike izmedu vrednosti registrovanih kod bikova iz centara
A i C su bile statisti¢ki znacajne. Zanimljivo je da su bikovi iz centra C, koji se nalazio u
Sumskom okruzenju, imali najve¢e koncentracije olova u semenu, ali nisu dokazane
statisticki znacajne razlike u progresivnoj pokretljivosti spermatozida izmedu grupa A, B i C.

Arabi (2005b) je u in vitro uslovima ispitivao uticaj zive u koli¢inama od 600 i 1200 uM i

33



nikotina (0,75 puM) na integritet membrane spermatozoida, pokretljivost i akrozomalnu
reakciju. Njegovi rezultati ukazuju na smanjenu pokretljivost spermatozoida kao i na

smanjeni antioksidativni kapacitet semena u koje su dodati Ziva i nikotin.
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3. Cilj i zadaci istrazivanja

Cilj istrazivanja

Osnovni cilj istrazivanja, sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije, je bio
odredivanje koncentracija cinka, olova, kadmijuma i zive u hrani i vodi za priplodne bikove,
odredivanje koncentracije ovih elementa u duboko zamrznutom semenu bikova i analiza

njihovog uticaja na parametre koji odreduju kvalitet sperme.

Zadaci istraZivanja

Radi realizacije ovih ciljeva formulsani su slede¢i istrazivacki zadaci:

- Odabir i formiranje Cetiri grupe bikova za ispitivanje duboko zamrznute sperme.

- Uzorkovanje duboko zamrznutog semena bikova uzgajanih na tri razlicita lokaliteta u
regionu i jednom lokalitetu u Nemackoj i njihovo dopremanje do laboratorija u
kontejnerima sa te¢nim azotom

- Uzorkovanje hrane (sena i potpune krmne smeSe za priplodne bikove) i vode i
dopremanje do laboratorija u kojima ¢e se vrsiti ispitivanja.

- Ispitivanje parametara kvaliteta semena bikova sve Cetiri grupe.

- Odredivanje koncentracije olova, kadmijuma, cinka i Zive u hrani i1 vodi za bikove sve
cetiri grupe.

- Odredivanje koncentracije olova, kadmijuma, cinka i zive u vodi za pripremu
razredivaca sa seme bikova.

- Odredivanje koncentracije olova, kadmijuma, cinka i zive u duboko zamrznutom
semenu bikova sve Cetiri grupe.

- Statisticka obrada rezultata 1 poredenje vrednosti dobijenih odredivanjem
koncentracije teSkih metala u hrani i duboko zamrznutom semenu 1 analiza njihovog

uticaja na kvalitet semena
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4. Materijal i metode rada

U okviru ove disertacije je analizirano 40 uzoraka duboko zamrznutog semena bikova,
podeljenih prema lokalitetu centara u Cetiri grupe (A, B, C i D). U njima su odredivane vrednosti
parametera koji definiSu kvalitet otopljenog semena i ove analize su vrSene u Odeljenju za
reprodukciju Naucnog instituta za veterinarstvo ,,Novi Sad“ i na Katedri za porodiljstvo,
sterilitet i v.o. Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu. Koncentracije
olova, cinka, kadmijuma i Zive u uzorcima duboko zamrznutog semena bikova, kao i u
uzorcima, hrane i vode za pi¢e odredivane su u laboratoriji Katedre za ishranu i botaniku,

Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu.

4.1. Formiranje oglednih grupa bikova i kolekcija semena

Bikovi ukljuceni u ova ispitivanja su bili simentalske rase, starosti od 6 do 8 godina i
drZzani su pojedinac¢no u slobodnom sistemu, a kolekcija semena je vrSena dva puta nedeljno u
skladu sa rezimom eksploatacije u centru. Svi priplodnjci su bili hranjeni sa 8 do 12 kg sena
lucerke dobijenog sa lokalnih terena i sa 4 — 6 kg koncentrata dnevno (I AM 163 DEWA —
Kraftfuttewerk Georg & Co. Wagner GmbH KG, Nemacka) uz dodatak mineralno vitaminskog
premiksa (Mineralfuttermittel fur Rinder Hoveler Spezialfutterwerke GmbH & Co KG,
Nemacka) prema preporuci proizvodaca i u koli¢inama zavisnim od njihove telesne mase. Sastav
koncentrata i vitaminsko mineralnog premiksa su bili u skladu sa normativima predvidenim za
priplodne bikove. Kori$¢eni premiks je sadrzavao cink oksid u koncentraciji od 16,52 g/kg i tu
vrednost istiCemo zbog toga §to je u disertaciji ispitivan sadrZzaj ovog metala.

Seme je uzimano vestatkom vaginom za bikove posle pripreme u vidu probnog skoka na
drugog bika. Svi ejakulati su bili razredivani u zavisnosti od koncentracije spermatozoida
razredivaCem Andromed (Minitube, Nemacka) i pakovani u prethodno obelezene pajete
zapremine 0,25 mL (Minitube, Nemacka). Posle ekvilibracije na +4 °C, pajete su zamrzavane

standardnim postupkom i ¢uvane u te¢nom azotu na — 196 °C.

4.2. Ocena kvaliteta duboko zamrznutog semena posle otapanja

Uzorci 40 doza duboko zamrznutog semena bikova sa razli¢itih lokacija dostavljeni u

laboratoriju radi detaljnijih analiza i ocene kvaliteta i podeljeni su u Cetiri grupe od po 10.
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Priprema uzoraka semena bika

Otapanje semena

Duboko zamrznute pajete su otapane u vodenom kupatilu na 38°C u toku 30 sekundi.
Pajete su brisane filter papirom, nakon ¢ega je o€itavano ime bika i datum proizvodnje. Vrh
pajete je odse¢en makazama i seme je istisnuto u sterilne ependorf epruvete zapremine 1,5
mL. Stalak sa otopljenim semenom jedrzan na sobnoj temperaturi do momenta vrSenja

analiza.

CitoloSko ispitivanje

Citolosko ispitivanje je obuhvatalo kompletnu citolosko-morfolosku analizu. Preparati
za direktnu mikroskopiju su bili pripremljeni supravitalnim bojenjem po Henkoku (Hancock
2: tripan plavo/eozin-nigrozin). Boja je pravljena prokuvavanjem 0,67 g eozina, 0,2 g tripan
plavog i 10 g nigrozina u 100 mL vode. Seme i boja su, u podjednakim koli¢inama, bili
pomesani u ependorf epruveti, homogenizovani i inkubirani u termomikseru tokom pet
minuta (Thermomixer comfort, Eppendorf, Nemacka) na 37 °C sa 300 obrtaja/min. Jedna kap
homogenata ukoli¢ini od 10 uL je zatim bila preneta mikropipetom na zagrejanu
mikroskopsku ploc¢icu veli¢ine 76x26 mm. Pomoc¢u staklenog stapica, jednim potezom je
obezbedivan ravnomeran raspored spermatozoida duz &itave plo¢e. Ovako napravljeni
razmazi su zatim osuSeni na grejacu ploca (Slide Warmer, General Medic, Srbija).
Supravitalno obojeno seme analizirano je na fazno kontrastnom svetlosnom mikroskopu
(Olympus, Japan) sa imerzijom, pod uveli¢anjem od 1000 puta. Analizom je odredivan odnos
zivih 1 mrtvih ¢elija, nalaz intaktnih i oSte¢enih akrozoma, protoplazmatskih kapljica, kao 1

primarnih, sekundarnih i ukupnih patoloskih formi spermatozoida (Barth i Oko, 1989).

CASA (Computer Assisted Sperm Analyses)

Sistemom CASA (ISAS Proiser, model V.1.2., Spanija, eng. ISAS integrated sperm
analysis system, srp. Integrisani sistem za analizu sperme) odredivani su: koncentracija
spermatozoida, pokretljivost 1 brojni brzinski parametri. Za potrebe CASA koriS¢en je
poduzorak od 5 pL koji je nanet na leja-komorice (Proiser D4C20, Valensija, Spanija),

dubine 20 um, postavljene na grejnoj ploc¢i mikroskopa. Nakon prestanka pasivnog kretanja
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spermatoida, izvrSeno je snimanje svih 7 definisanih polja komorice. Broj analiziranih

spermatozoida po uzorku je iznosio od 1500-5000, odnosno 150-250 spermatozoida po

snimku. Program je bio podesen tako, da analizira 25 slika u sekundi, a ekspozicija snimka je

bila 2 sekunde (ukupno 50 sekvenci).

Nakon obrade slike dobijeni su slede¢i parametri:

koncentracija spermatozoida (x10° u mL i u dozi);

procentualna zastupljenost pojedinih klasa spermatozoida prema pokretljivosti
(progresivno pokretni, neprogresivno prokretni i nepokretni), kao i prema brzini (brzi,
srednje brzi, spori i staticni spermatozoidi).

Vrednosti parametara brzine koji istovremeno podrazumevaju standardnu CASA

terminologiju i specifi¢nu analizu kinetike spermatozoida za:

krivolinijsku brzinu (engl. VCL-curvilinear velocity), izrazenu u um/sec. Ona

oznacava prosecnu brzina spermatozoida na njegovoj istinskoj putanji;

pravolinijsku brzinu (engl. VSL-straight-line velocity), izrazenuum/sec. Ona
oznacava prose¢nu brzinu spermatozoida na pravolinijskoj putanji koja spaja

prvu i poslednju slikanu poziciju spermatozoida;

prose¢nu brzinu (engl. VAP-average path velocity), izrazenu u um/sec, koja
oznacava prosecnu brzinu spermatozoida na njegovoj prosecnoj putanji. Ova
putanja se kompjuterski obracunava preko algoritma CASA instrumenta,

kojom se ,,ispravlja‘“ krivolinijsko kretanje spermatozoida;

amplitudu lateralnog otklona-pomeranja glave u odnosu na prose¢nu putanju

kretanja (engl. ALH-amplitude of lateral head displacement), izrazenu u um;

indeks linearnosti (engl. LIN-linearity), izrazen u % Kkoji se odnosi na

linearnost krivolinijske eputanje i dobija se odnosom VSL/VCL;

Indeks oscilacije (eng. WOB-wobble), izrazen u %. Ovaj indeks se odnosi na

stepen oscilacije istinske putanje u odnosu na prose¢nu putanju i dobija se
odnosom VAP/VVCL;

pravolinijski indeks (eng. STR-straightness), izrazen u % koji se odnosi na

linearnost na prose¢noj putanji i dobija se odnosom VSL/VAP;
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o frekvencu prelaska pravolinijske putanje u sekundi (engl. BCF-beat-cross
frequency), izrazen u hercima (Hz). Frekvenca predstavlja prosecan broj

prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje.

Curvilinear — VeL-
path \\

Average
path

VSI_/, a5
\
\/ Straight-line path *

Slika 4.1. Prikaz standardne terminologije izraza merenih CASA sistemom (WHO laboratory
manual for the Examination and processing of human semen, 5. izdanje, str. 138-139, World
Health Organization 2010).

Protocna citometrija

Za odredene strukturne i fizioloSke Kkarakteristike spermatozoida koriSéene su
analiticke sposobnosti proto¢nog citometra (,,Guava EasyCyte", Guava Tecnologies Inc,
Hayward, Kalifornija, SAD). Aparat je opremljen softverom podesenim za analizu semena i
obradu podataka (IMV Technologies, L'Aigle, Francuska). Proto¢nom citometrijom su
odredivani  slede¢i parametri kvaliteta duboko-zamrznutog semena: kapacitacija
spermatozoida, integritet membrane spermatozoida i akrozoma, vijabilitet spermatozoida,

ostecenje-kondenzacija hromozoma
Test kapacitacije

Test kapacitacije je izvoden na osnovu procene nivoa kalcijumovih jona u citoplazmi
glave spermatozoida. Celije sa slobodnim kalcijumom u citoplazmi se boje zeleno. U
zavisnosti od koli¢ine slobodnog kalcijuma u citoplazmi intenzitet zelene boje je veci ili
maniji.

U ispitivanju je koris¢en Fluo-4 NW calcium kit (F36206, Molecular Probes,
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Invitrogen, SAD). Test se sastoji od 3 komponente: a) Fluo-4 NW dye mix (Komponenta A);
b) probenecid rastvorljiv u vodi (Komponenta B) i c) pufer-Komponenta C (rastvor 1x
HBSS, 20 MM HEPES).

Komponente su pripremane i koriS¢éene prema preporuci proizvodaca. Nakon
inkubiranja uzorka na 37 °C u mraku tokom 30 minuta, analizirano je oko 2000 Cestica u
triplikatu, u programu ,,Calcium setup* (IMV, Francuska). Za dalju obradu su uzimane

srednje vrednosti.

Test integriteta membrane spermatozoida i akrozoma

Lektin poreklom iz kikirikija (Arachis hypogea), povezan sa FITC-om, boji akrozom
spermatozoida ukoliko je membrana akrozoma oS$tec¢ena ili je akrozom reagovao zbog
vezivnja za karbohidratne grupe glikoproteina. Osteceni akrozom se intenzivnije boji nego
netaknuti akrozom. Propidijum jodid (PI) ulazi u spermatozoide i boji spermatozoide sa
oSteCenom membranom. Zbog toga, spermatozoidi sa neoSteCenom membranom i
neosteéenim akrozomom, ne reaguju na zeleno ili crveno. Spermatozoidi sa neoSte¢enom
membranom ali oSte¢enim akrozomom, su osetljivi na zeleno ali ne reaguju na crveno.
Spermatozoidi sa oSteCenom membranom ali neoSte¢enim akrozomom su osetljivi na crveno
a neosetljivi na zeleno. Spermatozoidi sa oStecenom membranom i akrozomom su osetljivi 1
na zeleno i na crveno.

Za ovaj test su koris¢eni: propidijum jodid 2.4 mM (Live/dead sperm viability Kit,
L7011, Invitrogen, SAD), PNA-FITC (Lectin FITC labeled from Arachis Hypogea - peanut,
L7381 Sigma Aldrich, SAD) i Easy Buffer (IMV, Francuska).

U ependorf epruvete je dodavano po 2 pL PJ, 1pl PNA-FITC, 97 uL EasyBuffera i
4uL semena. Ovaj rastvor je dodatno razredivan sa 296 puL EasyBuffer-a, tako da je ukupna
koli¢ina smese iznosila 400 pL. Uzorci su inkubirani u mrakutokom 10 minuta na 37°C.
Ukupno je analizirano 5000 cestica u programu ,Viability Acrosome setup” (IMV,
Francuska).

Vijabilitet — odnos Zivih i mrtvih spermatozoida

Za test permeabiliteta membrane koriste se SYBRI4 i propidijum jodid. Zivi

spermatozoidi se boje u zeleno (SYBR-14 prolazi kroz neoSteCene membrane i te Celije
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fluoresciraju zelenom bojom, dok PJ prodire kroz oSte¢ene membrane spermatozoida i one
fluoresciraju crvenom bojom.

Za ove analize je koris¢en Live/dead sperm viability kit (L7011, Invitrogen) tako $to
je SYBR 14 razreden do koncentracije od 1 mM u DMSO, a PJ do 2,4 mM u vodi. Za dalja
razredenja koriS¢en je EasyBuffer razrediva¢ (IMV, Francuska)

U ependorf epruveti su 2uL PJ i 2uL SYBR-14 bili razredeni sa 96y EasyBuffer
razredivaca, a zatim je dodavano 4L semena bika. Dodatno razredenje je izvrSeno sa 296 L
EasyBuffer-a, tako da je ukupna koli¢ina smese iznosila 400 pl. Inkubacija je sprovedena
tokom 10 minuta na 37°C u mraku. Ukupno je analizirano 5000 estica u programu
,» Viability setup* (IMV, Francuska).

Ostecenje - kondenzacija hromozoma

Ovaj test je oznafen kao SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) i sprovodi se
pomocu boje akridin oranz. Procena strukturne stabilnost hromatina nukleusa na denaturaciju
se vrsi posle delovanja kiseline. Akridin oranz (AN) menja boju u crveno ako se veze za
raskinute fragmente DNK ili u zeleno ako se veze za neraskinutu DNK.

Za ovaj test se koriste slede¢e komponente: TNE razrediva¢ (meSavina 0.15M NacCl,
0,01M Tris i ImM EDTA), kiseli deterdzent (0,1% Triton X-100 i 0,08N HCI, pH 1,2) i
akridin oranz u kona¢nom rastvoru od 6pg/ml.

U prvom koraku se 4 pl semena bika pomesa sa 196 pL TNE razredivaca i 0,4ml
kiselog reagensa. Posle 30 sekundi, dodaje se 1,2 mL rastvora akridin oranz. Ocitavanje se
vr$i taéno 3 minuta nakon dodavanja kiselog deterdZenta. Analizirano je ukupno 2000 Cestica
u triplikatu u programu ,,Viability setup* (IMV, Francuska). Za dalju obradu su uzete srednje

vrednosti.

4.3. Odredivanje koncentracija cinka, olova, kadmijuma i zive u hranivima, vodi i
duboko zamrznutom semenu bika

U postupku odredivanja sadrzaja teSkih metala sve koris¢ene hemikalije su bile p.a.
Cisto¢e proizvodaca J. T. Baker (SAD), a dejonizovana voda (specificne otpornosti od
18MQ) dobijena je iz dejonizatora vode Heming PO 2a + LD3M (Srbija). Za pripremu
uzoraka kori$éeni su analiticka vaga KERN ABS-220-4 (Nemacka), i mikrotalasna pe¢ Anton
Paar MW 3000 (sa kivetama oznake MF 100) (Austrija).

Koncentracije teskih metala su odredivane na atomskom apsorpcionom spektrometru
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Perkin Elmer Analyst 700 sa MHS sistemom (SAD), uz kori$¢enje lampi istog proizvodaca.

4.3.1. Priprema uzoraka hraniva i semena

Za pripremu uzoraka kori$¢ena je mikrotalasna digestija. Na analitickoj vagi, u kivete
za pripremu uzoraka, odmereno je oko 1+0,0001 g usitnjenog i homogenizovanog uzorka.
Tokom procesa digestije, koris¢ena je smesa od 65% HNO3z (6 mL) i 30% H202 (1 mL).
Proces digestije je sproveden programom za razlaganje uzoraka hrane, sa opsegom od 250 do
630 W u cetiri koraka.

1. Prvi korak 250 W 3:00 min
2. Drugi korak 630 W 8:00 min
3. Treéi korak 500 W 22:00 min
4. Cetvrti korak ow 30:00 min

Zajedno sa uzorkom, pripremana je i slepa proba (bez dela uzorka za ispitivanje).
Posle hladenja do sobne temperature, pripremljeni uzorci su kvantitativno preneti u odmerni
sud. Za odredivanje sadrZaja cinka, kadmijuma, olova i zive odmerni sud je dopunjen do

oznacenog podeoka 0,1 mol/L HNOs.

4.3.2. Instrumentalno odredivanje sadrzaja teskih metala

Sadrzaj teSkih metala u uzorcima (ug/L) je odredivan metodom atomske apsorpcione
spektrometrije (AAS), tehnikama plamene atomizacije (Zn), elektrotermalne atomizacije
grafitnom kivetom (Pb i Cd) i tehnikom hladnih para (Hg).

Odredivanje sadrzaja cinka — metoda atomske apsorpcione spektrometrije (AAS) —
SRPS EN 14084 (2008)

Za odredivanje sadrZaja ispitivanog elemenata u uzorcima, koriS¢ena je metoda
atomske apsorpcione spektrometrije (AAS), tehnika plamene atomizacije (FAAS). Na
aparatu je instalirana lampa sa Supljom katodom za odredivanje odgovarajuceg elementa, kao
1 deuterijumska lampa za korekciju pozadinskog zracenja, a zatim je izabrana odgovarajuca
talasna duzina karakteristi¢na za cink (AZn = 213,8 nm) uz podesavanje odgovarajuéih uslova

za analizu ($irina proreza, polozaj plamenika, protok acetilena i vazduha).
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Rastvor uzorka je prenet u odmerni sud od 50 mL i dopunjen 0,1 M rastvorom HNO:s.
Pripremljena je serija standardnih rastvora koji su razblazeni vodenim 1,5 M rastvorom
HNOg, kako bi koncentracija kiseline u uzorcima i standardima bila §to pribliznija.

Nakon stabilizacije plamena, u plamen je prvo rasprStena dejonizovana voda, zatim
standardni rastvori i na kraju slepa proba i ispitivani rastvor. Na osnovu izmerene apsorpcije
standardnih rastvora nacrtana je kalibraciona kriva. Sadrzaj cinka je odreden na osnovu
kalibracione krive, uzimajuci u obzir mase uzoraka i primenjena razblazenja.

Odredivanje sadrzaja olova i kadmijuma — metoda atomske apsorpcione
spektrometrije (AAS) — SRPS EN 14084 (2008)

Sadrzaj kadmijuma i olova u uzorcima, usled niske koncentracije ovih elemenata,
odreden je metodom atomske apsorpcione spektrometrije (AAS), tehnikom elektrotermalne
atomizacije grafitnom kivetom (GFAAS).

Na aparatu je instalirana grafitna kiveta, lampa sa Supljom katodom za odredivanje
odgovaraju¢eg elementa, kao i deuterijumska lampa za korekciju pozadinskog zracenja.
Izabrana je odgovarajuca talasna duzina karakteristi¢na za svaki elemenat (APb = 283,3 nm;
ACd = 228,8 nm) i podeseni su odgovarajuéi uslovi za analizu (autosempler, $irina proreza,
acetilen, vazduh, protok argona i ostali instrumentalni parametri) koji su prikazani u tabeli
4.1. Prema uputstvu proizvodaca koriS¢eni su razlic¢iti modifikatori, rastvor primarnog

amonijum-fosfata za olovo i rastvor paladijum-hlorida i magnezijum-nitrata za kadmijum.

Tabela 4.1. Parametri prilikom oredivanje sadrzaja metala (Pb, Cd) u grafitnoj kiveti

Talasna
Metal duZina Parametar Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4
(nm)

Temp. (°C) 130 450 1900 2500
Pb 283,3 Rampa (s) 10 15 0 2
Vreme (S) 30 10 4 2

Temp. (°C) 130 350 1200 2500
Cd 228,8 Rampa (s) 10 15 0 2
Vreme (S) 30 10 4 2

Nakon podesavanja grafitne peci, u kiveti su najpre tretirani standardni rastvori zatim
slepa proba i na kraju ispitivani rastvor. Na osnovu izmerene apsorpcije standardnih rastvora,
nacrtana je kalibraciona kriva. Sadrzaj svakog elementa (Pbi Cd) odreden je na osnovu
kalibracione krive, uzimajuéi u obzir mase uzoraka i eventualna primenjena razblazenja.

Odredivanje Zive — metoda atomske apsorpcione spektrometrije (AAS) —-metoda SRPS
EN 13806 (2008)
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Za odredivanje sadrzaja zive u uzorcima, koriS¢ena je metoda atomske apsorpcione
spektrometrije (AAS), tehnika hladnih para (CVAAS) koja se zasniva na osobini Zive da je
njena para stabilna na sobnoj temperaturi. Na aparatu je instalirana EDL lampa za
odredivanje zive, kao i1 deuterijumska lampa za korekciju pozadinskog zracenja, a zatim je
izabrana odgovarajuca talasna duzina karakteristi¢na za zivu (Ang= 253,7 nm) uz podesavanje
odgovarajucih uslova za analizu (Sirina proreza, poloZaj plamenika, acetilen, vazduh i protok
azota).

Iz pripremljenog rastvora, za analizu je uzimano 10 mL uzorka. Kao redukciono
sredstvo upotrebljen je 3% rastvor natrijum-bor hidrida u 1% natrijum-hidroksidu koji
redukuje zivu do elementarne zive. Elementarna ziva u struji inertnog gasa (azota) je uneta u
atomizer, gde je meren njen apsorpcioni signal. Na osnovu izmerene apsorpcije standardnih
rastvora nacrtana je kalibraciona kriva. Sadrzaj Zive odreden je na osnovu kalibracione krive,

uzimajuci u obzir mase uzoraka i primenjena razblazenja.

4.4. QOdredivanje ukupnog broja zivih aerobnih mikroorganizama u duboko
zamrznutom semenu bikova

Ukupan broj zivih aerobnih mikroorganizama odredivan je standardnom metodom
ISO TR 8607 ISO (TR 8607;1991(E). Svi uzorci duboko zamrznutog semena su bili
otopljeni u uredaju za otapanje semena na temperaturi od 37 °C i posle toga su od 1 mL
semena pravljena razredenja. Na Petri Solju je prenet 1 mL razredenog semena finalnog
razredenja 10™. Inokulum je zatim pazljivo pomesan sa hranljivim agarom (Torlak,
Srbija) i Petri Solje su ostavljane na hladnoj horizontalnoj povrsini tako da podloga
oc¢vrsne. Zasejane ploce su inkubirane na temperature od 37zl °C u toku 72 sata. Broj
mikroorganizama u 1 mL uzorka duboko zamrznutog semena odredivan je brojanjem
izraslih kolonija posle 72h inkubacije. Kolonije se broje golim okom na svakoj ploci
koja sadrzi ispitujuc¢i uzorak. U obzir su uzimane samo dobro prepoznatljive
kolonije, izrasle u podlozi. Posle inkubacije i brojanja kolonija, izraGunava se
aritmeticka sredina broja kolonija nadenih na dve plo¢e pomnozenog sa 1/d; gde je d
faktor finalnog razredenja (d=10") i izrazava se kao broj mikroorganizama u 1 mL

ispitanog uzorka.
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4.5. Metode statistiCke obrade

U statistiCkoj analizi dobijenih rezultata, koris¢eni su deskriptivni statisticki
pokazatelji koji omogucavaju opisivanje dobijenih eksperimentalnih rezultata i njihovo
tumacenje. Od deskriptivnih statistickih pokazatelja izracunavani su: mera centralne
tendencije, standardna devijacija, standardna greska aritmeticke sredine i koeficijent
varijacije. Dalja statisticka analiza je vrSena U zavisnosti od toga da li su analizirani podaci
normalno distribuirani ili ne. Testiranje na normalnost izvedeno je je pomoc¢u Kolmogorov-
Smirnov (Kolmogorov-Smirnov) testa. U slu¢aju normalne distribucije podataka za poredenje
signifikantnih razlika izmedu ispitivanih grupa koris¢ena je parametarska analiza varijanse
(one way analysis of variances). U slucaju kada distribucija podataka nije bila normalna
upotrebljavana je ne-parametarska Kruskal - Vallisova analiza varijanse (Kruskal Wallis
Analysis of Variance on Ranks). U slucaju da postoje statisticki signifikantne razlike izmedu
grupa, parovi grupa su poredeni izmedu sebe na osnovu parametarskog Tukievog testa,
odnosno ne-parametarskog Dunn's Multiple Comparison testa. Signifikantnost razlika
ustanovljavana je na nivoima znacajnosti od 5 i 1 %. Svi dobijeni rezultati su prikazani
tabelarno i graficki. Statisticka analiza je uradena upotrebo programskih paketa GraphPad
Prism version 5.00 for Windows, GrapfPad Software, San Diego, California USA,
www.graphpad.com i MS Excel-u.
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5. Rezultati

Radi bolje preglednosti, rezultati dobijeni u ovim istrazivanjima su podeljeni u Cetiri
podpoglavlja: 5.1. Rezultati ocene kvaliteta duboko zamrznutog semena posle otapanja; 5.2.
Rezultati odredivanja koncentracije teskih metala u hranivima, vodi za pice i vodi kori$¢enoj
za razrediva¢ za seme; 5.3. Rezultati odredivanja koncentracije teskih metala u duboko

zamrznutom semenu i 5.4. Rezultati mikrobioloske analize duboko zamrznutog semena.

5.1. Rezultati ocene kvaliteta duboko zamrznutog semena posle otapanja

U tabelama od 5.1.1. do 5.1.35. su prikazani rezulati dobijeni odredivanjem
parametara kvaliteta duboko zamrznutog semena bikova i njihovom statistickom analizom.
Ukupno je ispitano seme 40 bikova podeljenih u 4 grupe od po deset bikova sa razli¢itih

geografskih podrucja, kao $to je opisano u poglavlju Materijal i metode.

Tabela 5.1.1.Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem broja spermatozoida
105mL (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 96,118 44,145 13,960 45,93 206,536 | 53,700
B 10 92,314 16,902 5,345 18,31 127,671 | 73,001
C 10 | 104,235% | 15,649 4,949 15,01 128,410 | 79,813
D 10 68,324 13,534 4,280 19,81 94,703 50,837

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima je prikazana istim slovima: A, p<0,05

Analiza prose¢nih vrednosti koncentracije spermatozoida (108/mL), je ukazala da je
najvece vrednosti ovog parametra imala grupa C (104,235+15,649), dok je najmanji broj
spermatozoida zabeleZzen u grupi D (68,324+13,534). Signifikantne razlike (p<0,05) su
ustanovljene samo izmedu ove dve grupe, dok ih, izmedu ostalih grupa, nije bilo (p>0,05).
Najvece variranje, koje izlazi izvan granica homogenosti statisticke serije (45,93%), je

zabelezeno u grupi A (tabela 5.1.1).

U tabeli 5.1.2. su prikazani deskriptivni statisticki parametri dobijeni izraunavanjem

prosecnog broja spermatozoida po jednoj pajeti (0,25 mL).
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Tabela 5.1.2.Deskriptivni statisticki parametri dobijeni izraCunavanjem broja spermatozoida
10%/dozi (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 24,029 11,036 3,490 45,93 51,634 13,425
B 10 23,078 4,225 1,336 18,31 31,918 18,250
C 10 26,802% 4,195 1,327 15,65 32,102 19,953
D 10 17,0812 3,383 1,070 19,81 23,676 12,709

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima je prikazana iistim slovima: a, p<0,01

Analiza prosecnih vrednosti broja spermatozoida u jednoj dozi semena (u milionima),
ukazala je da je najvee vrednosti ovog parametra imala grupa C (26,802+4,195), dok je
najmanji broj spermatozoida registrovan u grupi D (17,081+3,383). Kao i u prethodnom
slucaju, statisticki signifikantne razlike (p<0,01) su ustanovljene samo izmedu ove dve grupe,
ali ne i izmedu ostalih (p>0,05). Najvece variranje, koje izlazi izvan granica homogenosti
statisticke serije (45,93%), registrovano je u grupi A (tabela 5.1.2).

Analizirajuéi prosecne vrednosti procenta ukupno pokretljivih spermatozoida u jednoj
dozi semena (%), ustanovljeno je da je najvece vrednosti imala grupa C (54,14+10,95%), dok
je najmanji procenat pokretnih spermatozoida zabelezen u grupi A (42,95+12,23%). Izmedu
ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Najveca
variranja, koje izlaze izvan granica homogenosti statisticke serije, zabelezena su u grupama D
(38,46%) i B 36,38% (tabela 5.1.3).

Tabela 5.1.3. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem procenta ukupno
pokretljivih spermatozoida u dozi (CASA)

Grupe n x (%) SD Sy CV (%) | X max X min
bkova
A 10 42,95 12,23 3,868 28,48 67,50 20,40
B 10 49,10 17,86 5,649 36,38 71,40 14,70
C 10 54,14 10,95 3,464 20,23 70,10 40,50
D 10 51,66 19,87 6,283 38,46 73,30 16,60

Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem broja ukupno pokretljivih

spermatozoida (10%dozi) prikazani su u tabeli 5.1.4.
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Tabela 5.1.4. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem broja ukupno

pokretljivih spermatozoida 10%/dozi (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova

10 11,303 8,896 2,813 78,70 34,873 2,736

B 10 11,457 4,948 1,565 43,19 20,178 3,163

C 10 14,337 4,665 1,475 32,54 22,106 9,066

D 10 9,028 4,545 1,437 50,34 17,356 3,209

Grupa C je imala najvecée prosecne vrednosti broja ukupno pokretljivih spermatozoida
u jednoj dozi semena (14,337+4,665), dok je najmanji broj pokretnih spermatozoida
zabelezen u grupi D (9,028+4,545). Izmedu ispitivanih grupa bikova nisu ustanovljene
signifikantne razlike (p>0,05). U svim grupama zapaZeno je visoko variranje, koje je bilo
najve¢e kod grupe A (78,70%) a najmanje u grupi C (32,54%). Ovako visoko variranje
podataka i relativno mala dubina statistickih serija, doprinelo je izostanku signifikantnih
razlika (tabela 5.1.4).

U tabeli 5.1.5. su prikazani deskriptivni statisti¢ki parametri dobijeni izra¢unavanjem

procenta progresivno pokretljivih spermatozoida u dozi (CASA)

Tabela 5.1.5. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni izraCunavanjem procenta
progresivno pokretljivih spermatozoida u dozi (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 24,70 7,69 2,430 31,12 36,90 13,50
B 10 29,18 12,81 4,050 43,89 46,10 8,30
C 10 32,88 8,67 2,741 26,36 47,40 22,00
D 10 28,89 11,73 3,709 40,60 40,50 6,60

Analiza prose¢nih vrednosti procenta progresivno pokretljivih spermatozoida ukazala
je da je najveée vrednosti imala grupa C (32,88+8,67%), dok je najmanja pokretljivost
spermatozoida zabelezena u grupi A (24,70+7,69%). Izmedu ispitivanih grupa nisu
ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Najveca variranja, koja izlaze izvan
granica homogenosti statisticke serije, zabeleZena su u grupama B (43,89%) i D (40,60%)

kao Sto je prikazano u tabeli 5.1.5.
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Deskriptivni ~ statisticki  parametri dobijeni odredivanjem broja progresivno

pokretljivih spermatozoida (10%dozi) dati suu tabeli 5.1.6.

Tabela 5.1.6. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem broja progresivno
pokretljivih spermatozoida 10%/dozi (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova

10 6,351 4,883 1,544 76,88 19,029 2,170

B 10 6,769 3,185 1,007 47,05 12,121 1,801

C 10 8,679 3,141 0,993 36,19 15,203 5,379

D 10 5,012 2,557 0,808 51,02 9,523 1,281

Analizom prosec¢nih vrednosti broja progresivno pokretljivih spermatozoida u dozi
(10%) ustanovljeno je da je najveée vrednosti imala grupa C (8,679+3,141), dok je najmanje
progresivno pokretljivih spermatozoida bilo u grupi D (5,012+2,557). Izmedu ispitivanih
grupa nisu ustanovljene signifikantne razlike (p>0,05). U svim grupama je zabeleZeno visoko
variranje vrednosti ovog parametra, koje je bilo najvece u grupi A (76,88%) a najmanje u
grupi C (36,19%). Visok stepen varijacija podataka i relativno mala dubina stattistickih serija

su doprineli izostanku statisti¢ke znacajnosti razlika (tabela 5.1.6).

U tabeli 5.1.7. su prikazani deskriptivni statistiCki parmetri dobijeni izraunavanjem

procenta brzih spermatozoida u jednoj dozi semena CASA metodom.

Tabela 5.1.7. Deskriptivni statisticki parmetri dobijeni izraCunavanjem procenta brzih
spermatozoida u jednoj dozi (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 29,46 10,16 3,214 34,50 49,10 16,20
B 10 33,92 15,94 5,040 46,99 53,60 7,70
S 10 39,27 11,77 3,721 29,96 60,80 25,10
D 10 35,47 17,05 5,391 48,06 56,30 6,50

Analiza prose¢nih vrednosti procenta brzih spermatozoida u dozi, ukazala je da je

najvece vrednosti imala grupa C (39,27+11,77%), dok je najmanje brzih spermatozoida
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zabelezeno u grupi A (29,46+10,16%). Izmedu ispitivanih grupa nisu utvrdene statisticki
signifikantne razlike (p>0,05). U svim grupama bikova je uoceno visoko variranje vrednosti
ovog parametra, koje je bilo najveée kod bikova grupe D (48,06%) a najmanje kod bikova
grupe C (29,96%). Visok stepen variranja i mala dubina statistiCkih serija su uslovili

izostanak statisticki signifikantnih razlika (tabela 5.1.7).

Tabela 5.1.8. Deskriptivni statisticki parametri za procenat zivih spermatozoida u dozi

(CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova

A 10 55,00 10,07 3,183 18,30 74,00 39,00

B 10 57,90 20,11 6,359 34,73 85,00 17,00

C 10 59,80 12,25 3,875 20,49 76,00 43,00

D 10 61,40 13,68 4,326 22,28 78,00 34,00

Bikovi grupe su D najveéi proseni procenat zivih spermatozoida

(61,40+13,68%) dok je najmanje zivih spermatozoida registrovano u grupi A

(55,00+10,07%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike

(p>0,05), a najvece variranje (34,73%), koje izlazi izvan granica homogenosti statisticke

serije, zabeleZeno je kod bikova grupe B (tabela 5.1.8.).

Deskriptivni statisticki parametri, dobijeni analizom procenta zivih spermatozoida sa

intaktnim akrozomom u dozi (CASA), prikazani su u tabeli 5.1.9. Njihova analiza ukazuje da

Su najveCe prosene vrednosti procenta zZivih spermatozoida sa intaktnim akrozomom

ustanovljene u grupi C (47,40+£14,45%), dok je najmanje zivih spermatozoida sa intaktnim

akrozomom registrovano kod bikova grupe D (46,80+14,73%).

Tabela 5.1.9. Deskriptivni = statisticki parametri dobijeni analizom procenta zivih
spermatozoida sa intaktnim akrozomom u dozi (CASA)
Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 46,90 8,94 2,826 19,06 64,00 36,00
B 10 47,30 17,55 5,550 37,10 75,00 14,00
C 10 47,40 14,45 4,571 30,49 70,00 18,00
D 10 46,80 14,73 4,659 31,48 66,00 19,00
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Izmedu ispitivanih grupa bikova nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike u
srednjim vrednostima ovog parametra (p>0,05). Najvece variranje, koje izlazi izvan granica

homogenosti statisticke serije, zabelezeno u grupi B (37,10%) (tabela 5.1.9).

U tabeli 5.1.10. su izneti deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem

procenta zivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomima u dozi (CASA).

Tabela 5.1.10. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem procenta zivih
spermatozoida sa oSte¢enim akrozomima u dozi (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 3,401 3,27 1,035 96,26 10,00 1,00
B 10 4,20 2,39 0,7572 57,01 9,00 0,00
S 10 2,70% 2,83 0,8950 104,83 8,00 0,00
D 10 7,407 3,27 1,035 44,23 15,00 4,00

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, p<0,05; a, p<0,01

Analizom prosec¢nih vrednosti procenta zivih spermatozoida sa oste¢enim akrozomom
ustanovljeno je da je u uzorcima semena bikova grupe D, bilo najvise ovih celija
(7,40+3,27%). Ovaj procenat je bio veoma signifikantno ve¢i od procenta u grupi C
(2,70+2,83%) (p<0,01) i znacajno veci (p<0,05) u odnosu na procenat registrovan u grupi A
(3,40+3,27%). Izmedu ostalith grupa bikova nisu ustanovljene signifikantne razlike u
srednjim vrednostima ovog parametra (p>0,05). U svim ispitivanim grupama je zabeleZeno
Visoko variranje procenta zivih spermatozoida sa oStecenim akrozomima, koje je bilo najvece
u grupi C (104,83%), a najmanje u grupi D (44,23%). Ovako visoko variranje podataka i
relativno mala dubina statistickih serija su imali za posledicu izostanak statisticki
signifikantnih razlika izmedu ostalih grupa (tabela 5.1.10).

Deskriptivni statisticki parametri dobijeni izraCunavanjem procenta ukupno oStec¢enih

akrozoma u dozi semena (CASA) prikazani su u tabeli 5.1.11.
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Tabela 5.1.11. Deskriptivni statisticki parametri za procenat ukupno o$tec¢enih akrozoma u

dozi semena (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 25,20 6,91 2,185 27,42 33,00 11,00
B 10 24,50 13,30 4,206 54,29 47,00 6,00
C 10 17,00 5,38 1,700 31,62 26,00 8,00
D 10 24,00 11,29 3,571 47,06 47,00 12,00

Analiza prosecnih vrednosti ukupnog procenta spermatozoida sa oSte¢enim
akrozomom u dozi semena, ukazala je da su najvece vrednosti registrovane u j grupi A
(25,20+6,91%), dok je najmanji procenat spermatozoida sa oStecenim akrozomom zabelezen
u grupi C (17,00£5,37%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticke signifikantne
razlike (p>0,05). Najveca variranja, koja izlaze izvan granica homogenosti statisticke serije,

zabelezena su u grupama B (54,29%) i D (47,06%) (tabela 5.1.11).

U tabeli 5.1.12. su prikazani deskriptivni statisticki parametri dobijeni izracu-

navanjem procenta spermatozoida sa protoplazmatskom kapljicom.

Tabela 5.1.12. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni izraCunavanjem procenta
spermatozoida sa protoplazmatskom kapljicom (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
10 1,70 2,00 0,6333 117,81 6,00 0,00
B 10 1,90 2,38 0,7520 125,17 8,00 0,00
C 10 1,80 1,32 0,4163 73,14 4,00 0,00
D 10 1,00 1,33 0,4216 133,33 4,00 0,00

Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa protoplazmatskom kapljicom su bile
najve¢e u grupi B (1,90+£2,38%), dok je najmanja vrednost zabelezena u grupi D
(1,00£1,33%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike
(p>0,05). U svim grupama je uocljivo visoko variranje vrednosti ovog parametra, koje je bilo
najvece u grupi A (117,81%) a najmanje u C grupi (73,14%).Visoke vrednosti koeficijenta
varijacije i relativno mala dubina statistickih serija, imali su za posledicu izostanak statisticke

znacajnosti razlika u srednjim vrednostima ovog parametra (tabela 5.1.12).
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Deskriptivni

statisticki parametri

dobijeni

izraCunavanjem procenta primarno

abnormalnih, patoloski promenjenih spermatozoida u dozi semena izneti su u tabeli 5.1.13.

Tabela 5.1.13. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni izraGunavanjem procenta primarno
abnormalnih, patoloski promenjenih spermatozoida u dozi semena (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova

10 6,80 4,98 1,576 73,30 19,00 2,00

B 10 8,30 4,17 1,317 50,18 15,00 3,00

S 10 11,60 6,31 1,996 54,40 24,00 3,00

D 10 9,70 5,27 1,667 54,35 22,00 4,00

Prosecne vrednosti procenta primarno abnormalnih, odnosno patoloski promenjenih

spermatozoida su bile najvece u grupi C (11,60+£6,31%), a najmanje u grupi A (6,80+4,98%).

Izmedu ispitivanih grupa bikova nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike u srednjim

vrednostima ovog parametra (p>0,05). Najveca variranja, izvan granica homogenosti

statisticke serije, Su zabelezena u grupama A (73,30%) i C (54,40%) (tabela 5.1.13).

U tabeli 5.1.14, su prikazani deskriptivni statisticki parametri za procenat sekundarno

abnormalnih, patoloski promenjenih spermatozoida u dozi semena.

Tabela 5.1.14. Deskriptivni statisticki parametri za procenat sekundarno abnormalnih,
patoloski promenjenih spermatozoida u dozi semena (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X'min
bikova
A 10 3,50 1,96 0,6191 55,94 6,00 1,00
B 10 6,30 4,86 1,535 77,06 18,00 0,00
C 10 4,30 3,34 1,055 77,56 11,00 0,00
D 10 5,30 5,52 1,745 104,13 16,00 1,00

Analiza prosecnih vrednosti procenta sekundarno abnormalnih, odnosno patoloski

promenjenih spermatozoida u dozi, ukazala je da su one najvece u grupi B (6,30+4,86%), dok

je najmanja vrednost zabelezena u grupi A (3,50+1,96%). Izmedu ispitivanih grupa bikova

nisu ustanovljene signifikantne razlike (p>0,05). U svim grupama bikova je zabelezeno
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visoko variranje, koje je bilo najveée u grupi D (104,13%) a najmanje u grupi A (55,94%).
Ovako visoko variranje podataka i relativno mala dubina statistickih serija su uslovili

izostanak statisticki signifikantnih razlika (tabela 5.1.14).

Deskriptivni  statisticki parametri za procenat ukupno patoloski promenjenih
spermatozoida prikazani su u tabeli 5.1.15. 1z prikazanih podataka se zapaza da su prosecne
vrednosti procenta ukupno patolosSki promenjenih spermatozoida bile najvece u grupi C
(15,90+7,80%), dok je najmanji broj promenjenih spermatozoida registrovan u grupi A
(10,3046,13%).

Tabela 5.1.15. Deskriptivni statisticki parametri za procenat ukupno patoloski promenjenih
spermatozoida (CASA)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 10,30 6,13 1,938 59,51 25,00 3,00
B 10 14,60 5,10 1,614 34,95 24,00 9,00
C 10 15,90 7,80 2,465 49,03 28,00 3,00
D 10 15,00 5,87 1,856 39,13 25,00 8,00

Usled visokih vrednosti koeficijenata varijacije i relativno male dubine statistickih

serija, nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05)
procenta ukupno patoloski promenjenih spermatozoida (tabela 5.1.15). U svim grupama
bikova je zabelezeno visoko variranje, koje je bilo najveée u grupi A (59,51%), a hajmanje u
grupi B (34,95%).

U tabeli 5.1.16. su prikazani deskriptivni statisticki parametri za procenat Celija sa

neoSte¢enim hromatinom u dozi, odreden metodom proto¢ne citometrije.

Tabela 5.1.16. Deskriptivni statisticki parametri za procenat celija sa neoSteCenim
hromatinom u dozi (proto¢na citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 90,15? 6,39 2,020 7,09 97,26 76,86
B 10 63,972 22,18 7,013 34,67 85,01 22,32
C 10 79,56 13,53 4,279 17,01 93,33 58,55
D 10 77,66 10,52 3,327 13,55 87,09 53,53

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima je prikazana istim slovima: a, p<0,01
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Analizom prose¢nih vrednosti statusa hromatina kod neoSte¢enih spermatozoida
ustanovljeno je da je najveée vrednosti ovog parametra imala grupa A (90,15+6,39%) i one
su bile veoma signifikantno veée od najmanjih vrednosti (63,97+22,18%) koje su zabelezene
u grupi B (p<0,01). Izmedu ostalih ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisti¢ki
signifikantne razlike (p>0,05). Najveée variranje, koje izlazi izvan granica homogenosti

statisticke serije (34,67%), zabeleZeno je u grupi B (tabela 5.1.16).

Deskriptivni statisticki parametri za procenat ¢elija sa oSteCenim hromatinom u dozi

odredivanih metodom proto¢ne citometrije prikazani su u tabeli 5.1.17.

Tabela 5.1.17. Deskriptivni statisti¢ki parametri za procenat ¢elija sa o$te¢enim hromatinom
u dozi (protocna citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 9,93? 6,47 2,046 65,17 23,14 2,74
B 10 35,142 21,30 6,737 60,64 77,68 14,99
C 10 19,94 12,95 4,094 64,93 41,45 6,67
D 10 22,34 10,52 3,327 47,10 46,47 12,91

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: a, p<0,01

Analiza prose¢nih vrednosti vrednosti procenta spermatozoida sa oSteenim
hromatinom, ukazala je su najvece vrednosti registrovane u grupi B (35,14421,30), dok je
najmanji broj ostecenih spermatozoida imala grupa A (9,93+6,47). Samo su izmedu ove dve
grupe ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike (p<0,01). U svim grupama bikova je
uocljivo visoko variranje ovog parametra. Ono je bilo najve¢e u grupi A (65,17%), a
najmanje u grupi D (47,10%). Ovako visoko variranje podataka i relativno mala dubina
statistickih serija su wuslovili izostanak statisticki signifikantnih razlika u srednjim

vrednostima izmedu ostalih grupa (tabela 5.1.17).

U tabeli 5.1.18. su prikazani deskriptivni statisticki parametri za procenat zivih

spermatozoida u dozi, odredivani metodom proto¢ne citometrije.

55




Tabela 5.1.18. Deskriptivni statistiCki parametri za procenat zivih spermatozoida u dozi
semena (proto¢na citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 7 37,79/ 16,58 6,268 43,89 74,18 23,82
B 8 62,474 19,43 6,869 31,10 79,78 28,20
C 10 43,86° 8,78 2,777 20,02 60,30 32,36
D 10 64,23% 16,36 5,175 25,48 85,74 30,10

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05; a, p<0,01

Analizom proseCnih vrednosti procenta zivih spermatozoida u dozi semena,
ustanovljeno je da su one bile najmanje u grupi A (37,79+16,58%) i bile su signifikantno
manje od najveéih vrednosti procenta zivih spermatozoida koji je zabelezen u grupi D
(64,23+16,36%); (p<0,01). Takode je procenat Zivih spermatozoida bio znacajno manji u C
grupi (43,86+8,78%) u odnosu na grupu D (64,23+£16,36%) (p<0,05). Vrednosti registrovane
u grupi A su bile statisticki signifikantno manje od vrednosti u grupi B (62,47+£19,43%)
(p<0,05). Izmedu ostalih ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike u
srednjim vrednostima (p>0,05). U svim grupama bikova je uocljivo povecano variranje, koje

je bilo najvece u grupi A (43,89%) a najmanje (20,02%) u C grupi (tabela 5.1.18).

Deskriptivni statistiCki parametri za procenat zivih spermatozoida sa intaktnim

akrozomom (ZIA) u dozi semena odredivanog proto¢nom citometrijom prikazani su u tabeli

5.1.19.

Tabela 5.1.19. Deskriptivni statisticki parametri za procenat Zzivih spermatozoida sa
intaktnim akrozomom (ZIA) u dozi semena (protocna citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 7 36,278 16,31 6,163 44,95 72,02 23,08
B 8 58,08% 18,18 6,426 31,30 74,72 24,68
C 10 42,55 8,83 2,791 20,74 58,10 30,10
D 10 59,118 17,11 5,411 28,95 83,44 24,40

Statisticka signifikantmost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05
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Prosecne vrednosti procenta zivih spermatozoida sa intaktnim akrozomom su bile
najmanje u grupi A (36,27£16,31%) 1 bile su statisticki signifikantno manje od najvecih
vrednosti procenta zivih spermatozoida koji je zabelezen u grupi D (59,11£17,11%) (p<0,05).
Procenat zivih spermatzoida sa intaktnim akrozomom je bio zna¢ajno manji kod bikova grupe
A (36,27£16,31) u odnosu na B grupu (58,08+18,18%) (p<0,05). Izmedu ostalih ispitivanih
grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Najveéi koeficijent
varijacije (44,95%), koji izlazi izvan granica homogenosti statistiCke serije, zabeleZen je

grupi A (tabela 5.1.19).

U tabeli 5.1.20. su prikazani deskriptivni statistiCki parametri za procenat mrtvih
spermatozoida sa intaktnim akrozomom (MIA) u dozi, odredivani metodom proto¢ne

citometrije.

Tabela 5.1.20. Deskriptivni statisticki parametri za procenat mrtvih spermatozoida sa
intaktnim akrozomom (MIA) u dozi (proto¢na citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 7 27,81 8,95 3,383 32,19 39,62 15,94
B 8 17,272 7,13 2,521 41,30 32,02 10,24
C 10 33,69% 7,53 2,381 22,35 45,02 20,84
D 10 19,14° 8,57 2,709 4475 37,28 7,320

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima je prikazana istim slovima: a, b, p<0,01

Prose¢ne vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa intaktnim akrozomom u dozi
semena bika su bile najmanje u grupi B (17,27£7,13%) i bile su statisticki signifikantno
manje (p<0,01) od najveéih vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa intaktnim
akrozomom zabeleZenim u grupi C (33,69+7,53%). Takode je procenat mrtvih spermatozoida
sa intaktnim akrozomom, bio zna¢ajno manji (p<0,01) u grupi D (19,14+8,57%) u odnosu na
C grupu (33,69+7,53%). lzmedu ostalih ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki
signifikantne razlike (p>0,05). Najvece variranje, koje izlazi izvan granica homogenosti

statistiCke serije, zabeleZeno je u grupama D (44,75%) 1 B 41,30% (tabela 5.1.20).

Deskriptivni  statisticki  parametri dobijeni izraCunavanjem procenta Zivih
spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom (ZOA) u dozi semena metodom protocne citometrije

prikazani su u tabeli 5.1.21.
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Tabela 5.1.21. Deskriptivni statisticki parametri za procenat zivih spermatozoida sa

oste¢enim akrozomom (ZOA) u dozi (proto¢na citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 7 1,512 0,74 0,2797 48,96 2,50 0,74
B 8 4,39% 2,95 1,042 67,15 10,86 1,18
C 10 1,31 0,57 0,1803 43,66 2,26 0,62
D 10 5,12bd 1,17 0,3711 22,90 6,24 2,30

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostim prikazana je istim slovima: a, b, ¢, d, p<0,01

Analiza prose¢nih vrednosti zivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom ukazuje da
je grupa C imala najmanje vrednosti ovog parametra (1,31+£0,57%) i one su bile statisti¢ki
veoma signifikantno manje od najvecih vrednosti procenta zivih spermatozoida sa oSte¢enim
akrozomom koji je zabeleZen u grupi D (5,12£1,17%) (p<0,01). Procenat ZOA ¢elija je bio
veoma znacajno manji u grupi C (1,31+0,57%) u odnosu na B grupu (4,39+2,95) (p<0,01).
Grupa A (1,51£0,74%) je imala statisticki signifikantno manji procenat Zivih spermatozoida
sa oSte¢enim akrozomom od grupe D (5,12+1,17%) (p<0,01). Na kraju, procenat zivih
spermatozoida sa oSteCenim akrozomom je bio veoma znacajno manji kod A grupe
(1,51%0,74%) u odnosu na grupu B (4,39+2,95%) (p<0,01). Izmedu ostalih ispitivanih grupa
nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Kod svih ispitivanih grupa je
zabeleZeno visoko variranje, koje je bilo najvece u grupi B (67,15%), a najmanje (22,90%) u

D grupi (tabela 5.1.21).

U tabeli 5.1.22. su prikazani deskriptivni statistiCki parametri za procenat mrtvih
spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom (MOA) u dozi semena bika odredeni metodom

protocne citometrije.

Tabela 5.1.22. Deskriptivni statisticki parametri za procenat mrtvih spermatozoida sa
oSte¢enim akrozomom (MOA) u dozi (protoc¢na citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 7 37,917B2 10,19 3,853 26,89 51,16 23,94
B 8 20,234 14,96 5,289 73,96 47,48 9,04
S 10 22,458 10,12 3,199 45,05 46,80 14,42
D 10 16,61% 7,92 2,506 47,70 32,62 6,94

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05; a, p<0,01
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Prose¢ne vrednosti mrtvih spermatozoida sa oste¢enim akrozomom su bile najmanje u
grupi D (16,61+7,92%) 1 bile su statisti€¢ki veoma signifikantno manje (p<0,01) od najvecih
vrednosti ovog parametra koji je zabelezen u grupi A (37,91£10,19%). Grupa B
(20,23£14,96%) je imala signifikantno manji procenat mrtvih spermatozoida u odnosu na
vrednosti grupe A (p<0,05). Procenat mrtvih spermatozoida sa o$te¢enim akrozomom je bio
znacajno manji u C grupi (22,45+10,12%) u odnosu na grupu A (37,91+10,19)(p<0,05).
Izmedu ostalih ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
Kod svih grupa bikova je zabelezeno visoko variranje, koje je bilo najvece u grupi B
(73,96%) a najmanje u grupi A (26,89%). Ovako visoko variranje podataka i relativno mala
dubina statistickih serija su doprinele izostanku statisticki signifikantnih razlika zmedu

ostalih grupa (tabela 5.1.22).

Deskriptivni  statisticki parametri dobijeni izracunavanjem ukupnog procenta
spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom u dozi semena, metodom protoCne citometrije,

prikazani su u tabeli 5.1.23.

Tabela 5.1.23. Deskriptivni statisticki parametri za ukupan procenat spermatozoida sa
ostecenim akrozomom u dozi semena (protocna citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 7 39,06"8 9,91 3,747 25,38 51,90 24,70
B 8 24,66 13,70 4,842 55,55 48,98 14,02
C 10 23,764 10,45 3,303 43,96 49,06 15,32
D 10 21,748 8,68 2,745 39,93 38,32 9,24

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05

Prosecne ukupne vrednostiprocenta mrtvih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom
bile su najmanje u grupi D (21,7448,68%) 1 bile su statisticki signifikantno manje (p<0,05),
od najve¢ih vrednosti procenta mrtvih spermatozoida koji je zabelezen u grupi A
(39,06£9,91%). Procenat mrtvih spermatozoida sa oSteCenim akrozomom je bio znacajno
manji p<0,05) u C grupi (23,76£10,45%) u odnosu na grupu A (39,06£9,91%). Izmedu
ostalih ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Kod svih
grupa je zabeleZzeno visoko variranje, koje je bilo najvece u grupi B (55,55%), a najmanje u
grupi A (25,38%). Visoko variranje podataka i relativno mala dubina statistickih serija

doprinelo je izostanku statisticki signifikantnih razlika izmedu srednjih vrednosti ovog
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parametra registrovanih u ostalim grupama (tabela 5.1.23).
U tabeli 5.1.24. su prikazani deskriptivni statistiCki parametri za procenat
spermatozoida sa neoSte¢enom membranom u dozi semena, odredivani metodom proto¢ne

citometrije.

Tabela 5.1.24. Deskriptivni statistiCki parametri za procenat spermatozoida sa neoSte¢enim
membranama u dozi (proto¢na citometrija, test permeabiliteta membrane spermatozoida,
engl.viability assay)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 41,46 10,20 3,226 24,60 63,75 31,13
B 10 49,23 21,20 6,703 43,06 77,30 10,32
C 10 45,11 9,50 3,005 21,07 61,81 33,42
D 10 47,80 18,04 5,704 37,73 74,44 12,49

Analizom prose¢nih vrednosti procenta spermatozoida sa neo$te¢enom membranom
ustanovljeno je da je najvece vrednosti imala grupa B (49,23+21,20%), dok je najmanji
procenat ovih spermatozoida zabelezen u grupi A (41,46+10,20%). Izmedu ispitivanih grupa
nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05). Najvece
variranje, koje izlazi izvan granica homogenosti statisticke serije, zabelezeno je u grupama B
(43,06%) i C (21,07%) (tabela 5.1.24).

Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem procenta spermatozoida sa
oSte¢enom membranom u dozi semena metodom protocne citometrije, prikazani su u tabeli

5.1.25.

Tabela 5.1.25. Deskriptivni statisticki parametri za procenat spermatozoida sa oSte¢enom
membranom u dozi semena (proto¢na citometrija)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 58,64 10,26 3,243 17,49 68,87 36,25
B 10 50,78 21,20 6,703 41,75 89,68 22,70
C 10 54,88 9,48 2,998 17,28 66,42 38,19
D 10 52,20 18,04 5,704 34,56 87,51 25,56
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Analizom prose¢nih vrednosti procenta spermatozoida sa oStecenom membranom
ustanovljeno je da je grupa A 1imala najvece srednje vrednosti ovog parametra
(58,64£10,26%), dok je najmanji broj spermatozoida sa oSteCenim membranama registrovan
u grupi B (50,78421,20%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki
signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05). Najvece variranje, koje izlazi izvan
granica homogenosti statisti¢ke serije, zabeleZzeno je u grupama B (41,75%) i C (34,56%)
(tabela 5.1.25).

U tabeli 5.1.26. su prikazani deskriptivni statisticki parametri za Krivolinijsku brzinu

(engl. curvilinear velocity - VCL) spermatozoida izrazenu u pm/sec.

Tabela 5.1.26. Deskriptivni statisti¢ki parametri Krivolinijske brzine (VCL) spermatozoida
(um/sec)

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 79,80 14,31 4,5240 17,93 98,96 53,25
B 10 73,12 17,51 5,5380 23,95 103,70 52,42
C 10 89,284 16,49 5,2140 18,47 123,20 66,15
D 10 69,46 10,64 3,3640 15,32 81,67 51,58

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, p<0,05

Ovaj parametar oznaCava proseCnu brzinu spermatozoida na njegovoj istinskoj
putanji. Analiza prose¢nih vrednosti VCL ukazala je da je najvece vrednosti imala grupa C
(89,28+16,49 umi/sec), dok je najmanja vrednost zabelezena kod grupe D (69,46+10,64
um/sec). Samo su izmedu ove dve grupe ustanovljene su statisti¢ki signifikantne razlike u
srednjim vrednostima (p<0,05), dok to nije bio slu¢aj izmedu ostalih grupa (p>0,05). Najvece
variranje, koje se nalazi u granicama homogenosti statisticke serije, zabelezeno je u grupi B

(23,95%).

Pravolinijska brzina (engl. VSL-straight-line velocity) oznacava prose¢nu brzinu
spermatozoida na pravolinijskoj putanji koja spaja prvu i poslednju slikanu poziciju
spermatozoida i izrazava se u um/sec. Rezultati dobjeni odredvanjem vrednosti ovog

parametra prkazani su u tabeli 5.1.27.
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Tabela 5.1.27. Deskriptivni statisticki parametri pravolinijske brzine (VSL) spermatozoida

(um/sec)
n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 39,22 11,53 3,6460 29,40 55,25 20,03
B 10 41,98 13,28 4,2000 31,64 62,88 24,47
C 10 48,85 9,27 2,9320 18,98 62,85 36,24
D 10 36,25 6,64 2,1000 18,32 43,39 21,88

Rezultati analize proseCne linearne brzine spermatozoda ukazuju da je najvece
vrednosti ovog parametra imala grupa C (48,85+£9,27 um/sec), dok je najmanja srednja
vrednost VSL zabelezena u grupi D (36,25+6,64 um/sec). Izmedu ispitivanih grupa nisu
ustanovljene statisticki signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05). Najvece

variranje, koje se nalazilo u granicama homogenosti statisticke serije, zabeleZeno je u grupi B
(31,64%).

Prose¢na brzina (engl. VAP - average path velocity), izrazena u pum/sec oznacava
prosecnu brzinu spermatozoida na njegovoj prose¢noj putanji. Ova putanja se kompjuterski
obracunava preko algoritma CASA instrumenta, kojom se ,,ispravlja® krivolinijsko kretanje
spermatozoida. Rezultati odredivanja vrednosti ovog parametra i njihova statisticka analiza

su prikazani u tabeli 5.1.28.

Tabela 5.1.28. Deskriptivni statisticki parametri prose¢ne brzne (VAP) spermatozoida
(um/sec)

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 49,14 10,71 3,3860 21,79 62,75 30,66
B 10 51,46 14,44 4,5680 28,07 74,66 33,33
C 10 60,324 10,55 3,3360 17,49 78,28 45,52
D 10 46,86" 8,01 2,5330 17,10 57,21 30,93

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, p<0,05

Prose¢ne vrednosti VAP su bile najvece u grupi C (60,32+£10,55 um/sec), a najmanje

u grupi D (46,86+8,01 um/sec). Samo je izmedu ove dve grupe ustanovljena statisti¢ki
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signifikantna razlika u srednjim vrednostima (p<0,05). Najvece variranje, koje se nalazilo u

granicama homogenosti statisticke serije, zabelezeno je u grupi B (28,07%).

Amplituda lateralnog otklona (engl. ALH - amplitude of lateral head displacement)
predstavlja pomeranja glave u odnosu na prose¢nu putanju kretanja izrazenu u pum. Ovi

rezultati su prikazani u tabeli 5.1.29.

Tabela 5.1.29. Deskriptivni statisticki prametri za amplitudu lateralnog otklona (ALH)
spermatozoida (um)

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 3,5378 0,32 0,1016 9,09 3,98 2,97
B 10 3,01A¢ 0,49 0,1566 16,46 3,94 2,34
C 10 3,62%¢ 0,54 0,1701 14,84 4,71 3,02
D 10 2,948 0,29 0,0931 10,02 3,34 2,48

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: a, p<0,01; A, B, C p<0,05

Analizom prosecnih vrednosti ALH ustanovljeno je da je grupa D imala najmanju
srednju vrednost ovog parametra (2,94+0,29 um), $to je statisticki vrlo znacajno manje
(p<0,01) od prosecne vrednosti grupe C (3,62+0,54 um), a znacajno manje (p<0,05) od one u
grupi A (3,53+£0,32 um). Grupa B (3,01+0,49 um) je imala vrednosti koje su znacajno
(p<0,05) manje nego u grupama A (3,53+0,32 um) i C (3,62+0,54 um). Izmedu ostalih grupa
nisu ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike (p>0,05). Najvece variranje, koje je bilo u

granicama homogenosti statisticke serije, zabelezeno je u grupi B (16,46%).

Indeks linearnosti (engl. LIN-linearity), se izrazava u procentima i odnosi se na

linearnost krivolinijske putanje. On se dobija izratunavanjem odnosa VSL/VCL.

Tabela 5.1.30. Deskriptivni statisti¢ki parametri dobijeni izracunavanjem indeksa linearnosti
(%)

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 48,19* 7,14 2,2560 14,81 60,31 37,62
B 10 56,50" 6,64 2,1000 11,75 64,78 43,24
C 10 54,80 4,60 1,4550 8,39 64,34 50,25
D 10 52,03 4,56 1,4410 8,76 57,59 42,41

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, p<0,05
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Prosec¢ne vrednosti indeksa linearnosti su bile najve¢e u grupi B (56,50+6,64%), a
najmanje u grupi A (48,19+7,14%). Statisticki signifikantne razlike u srednjim vrednostima
su dokazane samo izmedu ove dve grupe (p<0,05), ali ne 1 izmedu ostalih (p>0,05). Najvece
variranje, koje se nalazilo u granicama homogenosti statisti¢ke serije, zabelezeno je u grupi A
(14,81%).

Indeks oscilacije (engl. WOB - wobble) se izrazava u procentima i odnosi se na stepen
oscilacije istinske putanje u odnosu na prose¢nu putanju i dobija se odnosom VAP/VCL.

Rezultati dobijeni odredivanjem ovog parametra prikazani su u tabeli 5.1.31.

Tabela 5.1.31. Deskriptivni statisticki parametri indeksa oscilacije (%)

n x SD Sy CV (%) | X max X min

10 | 61,18abc 3,58 1,1320 5,85 68,50 55,68

10 69,74a 4,74 1,4980 6,79 75,77 60,63

10 67,73b 3,95 1,2470 5,82 74,68 63,57

ol O B >

10 67,32¢c 3,74 1,1830 5,56 71,97 59,96

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednosima prikazana je istim slovima: a, b, ¢, p<0,01

Analizom prosecnih vrednosti indeksa oscilacije (WOB) je ustanovljeno da je grupa A
imala najmanju vrednost ovog parametra (61,18+3,58%), §to je statisticki vrlo znac¢ajno manje
(p<0,01) od prose¢nih vrednosti registrovanih u ostalim ispitivanim grupama B
(69,74+4,74%), C (67,73+3,95%) i D (67,32+3,74%). Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene
statisticki signifikantne razlike (p>0,05). U svim oglednim grupama su koeficijenti varijacija
bili veoma niski (tabela 5.1.31).

Pravolinijski indeks (engl. STR - straightness), se takode izrazava u procentima i

odnosi se na linearnost na prosecnoj putanji 1 dobija se izraunavanjem odnosa VSL/VAP.

Rezultati dobijeni odredivanjem ovog parametra su prikazani u tabeli 5.1.32.
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Tabela 5.1.32. Deskriptivni statisti¢ki parametri pravolinijskog indeksa (%) STR

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 78,44 7,72 2,4400 9,84 88,05 65,34
B 10 80,77 4,75 1,5020 5,88 85,49 71,31
C 10 80,82 2,44 0,7707 3,02 86,16 76,83
D 10 77,18 3,17 1,0020 4,11 81,22 70,73

Analizom prose¢nih vrednosti pravolinijskog indeksa (STR) ustanovljeno je da je
najvece srednje vrednosti ovog parametra imala grupa C (80,82+2,44%), a najmanje grupa D
(77,18+3,17%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike

(p>0,05). Variranja podataka su, u svim grupama bikova, bila mala.

Frekvenca prelaska pravolinijske putanje u sekundi (engl. BCF - beat-cross
frequency), se izrazava u hercima (Hz). Ona zapravo predstavlja prose¢an broj prelazaka
krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje. Rezultati dobijeni odredivanjem ovog

parametra prikazani su u tabeli 5.1.33.

Tabela 5.1.33. Deskriptivni statisticki parametri frekvence prelaska pravolinijske putanje
(Hz)

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 10,51 1,87 0,5919 17,82 12,62 7,27
B 10 10,24 0,79 0,2492 7,70 11,40 8,74
C 10 10,21 0,56 0,1767 5,47 10,95 9,18
D 10 9,61 0,93 0,2950 9,71 10,47 7,37

Najvece prosecne vrednosti ovog parametra (BCF) su ustanovljene u grupi A
(10,51£1,87 Hz), dok su najmanje srednje vrednosti zabelezene u grupi D (9,61+0,93 Hz).
Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Najvece
variranje, koje se nalazilo u granicama homogenosti statisticke serije, zabelezeno je u grupi A
(17,82%).

U tabeli 5.1.34. su prikazani rezultati dobijeni registrovanjem stepena manjeznog

kretanja spermaatozida
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Tabela 5.1.34. Deskriptivni statisticki parametri dobijeni odredivanjem stepena manjeznog
kretanja spermatozoida

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 23,88 9,08 2,8720 38,04 38,97 8,17
B 10 21,91 7,82 2,4720 35,68 32,84 6,47
C 10 25,31 5,83 1,8420 23,02 37,66 19,89
D 10 26,23 10,64 3,3660 40,58 38,29 11,07

Analizom prosecnih vrednosti procenta manjeznog kretanja spermatozoida,
ustanovljeno je da su one bile najvec¢e u grupi D (26,23+10,64%), dok je najmanja vrednost
zabelezena kod grupe B (21,91+£7,82%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene
signifikantne razlike (p>0,05). Kod svih grupa je zabelezeno visoko variranje, koje je bilo
najveée u grupi D (40,58%), a najmanje u grupi C (23,02%). Ovako visoko variranje
podataka i relativno mala dubina statistickih serija imali su za posledicu izostanak statisti¢ki

signifikantnih razlika u srednjim vrednostima.

Na kraju ovog podpoglavlja, prikazani su rezultati dobijeni odredivanjem prosecne

povrsine glave spermatozoida (um?).

Tabela 5.1.35. Deskriptivni statistiCki vrednosti dobijeni izraCunavanjem povrSine glave
spermatzoida (um?)

n x SD Sy CV (%) | X max X min
A 10 | 25,62A 1,39 0,4405 5,44 27,31 23,37
B 10 | 27,60°A8 1,38 0,4371 5,01 30,33 25,43
C 10 30,73% 1,23 0,3903 4,02 33,41 29,32
D 10 29,3208 1,36 0,4305 4,64 31,52 27,24

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: a, b, ¢, p<0,01; A, B,

p<0,05

Analizom prosec¢nih vrednosti povrSine glave spermatozoida ustanovljeno je da je
najmanju srednju vrednost imala grupa A (25,62+1,39 pm?), §to je bilo statisti¢ki vrlo
znacajno manje (p<0,01) od proseéne vrednosti u grupama C (30,73+1,23 pum?) i D
(29,32+1,36 um?), a znaéajno manje (p<0,05) od onih u grupi B (27,60+1,38 pm?). Grupa B

(27,60+1,38 um?) je imala vrednost koja je statisticki vrlo zna¢ajno manja (p<0,01) od
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vrednosti grupe C (30,73+1,23 um?), a znacajno manja (p<0,05) od vrednosti grupe D
(29,32+1,36 um?). Izmedu prose¢nih vrednosti registrovanih u grupama C i D, nisu
ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). U svim grupama bikova su

ustanovljena minimalna variranja.

5.2. Rezultati odredivanja koncentracije te§kih metala u hranivima, vodi za pice i vodi
za razredivac€ za seme

U tabelama (5.2.1. — 5.2.4) su prikazani rezultati analize koli¢ine teskih metala u senu

i koncentrovanim hranivima, vodi za pice i vodi za izradu razredivaca za seme bikova.

U tabeli 5.2.1. su prikazani rezultati dobijeni odredivanjem koncentracije teskih
metala u uzorcima sena (mg/kg) kojim su hranjeni bikovi tokom prethodnih 6 meseci od

momenta uzimanja semena za duboko zamrzavanje.

Tabela 5.2.1. Koncentracija teskih metala u uzorcima sena (mg/kg)

(b;i';(li)?/(; Zn Hg Pb Cd
A 12 0,12 54 0,16
B 16 0,52 2,8 0,16
C 17 0,11 3,8 0,19
D 16 0,41 2,2 0,11

Kao $to se moZe videti iz podatka prikazanih u tabeli 5.2.1, najmanja koncentracija
cinka je utvrdena u senu kojim je hranjena grupa bikova A i iznosila je 12 mg/kg, dok su kod
ostalih grupa vrednosti za koncentraciju cinka bile priblizno iste. Koncentracija Zive je bila
najveca u grupama B i D (0,52 i 0,41 mg/kg) dok su ostalim grupama vrednosti bile
Cetvorostruko nize. Koncentracija olova u senu je bila najveca u grupi A i iznosila je 5,4
mg/Kkg, a najniza u grupi D (2,2 mg/kg). Koncentracija kadmijuma je bila najniza u grupi D
i iznosila je 0,11 mg/kg, dok je kod ostalih grupa bila za 50 do 80% visa. Kako je odredivanje
koncentracije teSkih metala vrSeno u samo jednom uzorku sena, nije radena statistiCka
analiza.

Rezultati dobijeni odredivanjem koncentracije teskih metala u koncentrovanim
hranivima (mg/kg) kojima su hranjeni bikovi tokom prethodnih Sest meseci do momenta

uzimanja semena za duboko zamrzavanje, prikazani su u tabeli 5.2.2.
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Tabela 5.2.2. Koncentracija teskih metala u koncentrovanim hranivima (mg/kg)

SL‘(’)B‘; Zn Hg Pb cd
A 50 0,08 1,3 0,22
B 78 0,65 1,8 0,18
C 84 0,14 1,6 0,14
D 51 0,62 25 0,15

Iz podataka prikazanih u tableli 5.2.2. se zapaza, da je koncentracija cinka u
koncentrovanim hranivima bila najvisa u grupama C i B (84 i 78 mg/kg), a niza u ostalim
grupama (50 i 51 mg/kg). Koncentracija Zive je bila ve¢a u grupama B i D (0,65 i 0,62
mg/kg) u odnosu na grupe A i C (0,08 i 0,14 mg/kg). Koncentracija olova je bila najveca u
grupi D i iznosila je 2,5 mg/kg, dok je koli¢ina kadmijuma bila najveca u grupi A i iznosila
je 0,22 mg/kg. Kako je odredivanje koncentracije teskih metala vrSeno u samo jednom

uzorku koncentrovanog hraniva, kori§¢enog za ishranu bikova, nije radena statisticka analiza.

U Tabeli 5.2.3. su prikazani rezultati dobijeni odredivanjem koncentracije teskih metala

u vodi kojom su napajani bikovi .

Tabela 5.2.3. Koncentracija teskih metala u vodi za pice (mg/L)

I?i Luosz Zn Hg Pb Cd
A 0,18 <0,001 0,012 < 0,001
B 0,03 <0,001 0,020 0,0013
C 0,04 <0,001 0,022 0,0014
D 0,74 <0,001 0,020 0,0010

Koncentracija cinka u vodi za piée (tabela 5.2.3) je bila najveéa u grupi D u odnosu
na sve ostale grupe i iznosila je 0,74 mg/L. Koncentracija Zive je u svim ispitivanim grupama
bila je manja od 0,001 mg/L $to je u isto vreme i granica osetljivosti metode. Koncentracija
olova u vodi za piée je bila najmanja u grupi A i iznosila je 0,012 mg/L, dok je u ostalim
ispitivanim grupama bila priblizno ista (0,20 — 0,22 mg/mL). Koncentracija kadmijuma u
vodi za pice je bila najmanja u grupi A i bila je manja od 0,001 mg/L, dok su u ostalim

grupama vrednosti bile neSto vece 1 priblizno iste. Kako je odredivanje koncentracije teSkih

68



metala vrSeno u samo jednom uzorku vode kojom su napajani bikovi, nije radena statisticka

analiza.

U tabeli 5.2.4. su izneti podaci dobijeni odredivanjem koncentracije teSkih metala u

vodi za pripremu razredivaca za seme (mg/L).

Tabela 5.2.4. Koncentracija teskih metala u vodi za pripremu razredivaca za seme (mg/L)

Grupe

. Zn Hg Pb Cd
bikova
A 0,006 <0,001 0,004 < 0,001
B 0,002 <0,001 0,003 < 0,001
C < 0,001 <0,001 0,003 < 0,001
D 0,002 <0,001 0,004 < 0,001

Kao $to vidi iz podataka prikazanih u tabeli 5.2.4, koncentracije Zive, olova i

kadmijuma u vodi koja je kori$¢ena za pripremu razredivaca za seme, bile su priblizno iste u

svim ispitivanim grupama. Jedino je koncentracija cinka bila vec¢a u uzorku vode kori$¢ene u

centru A. Kako je odredivanje koncentracije teSkih metala vrSeno u samo jednom uzorku

vode za pripremu razredivaca za seme, nije radena statisticka analiza.
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3. Rezultati odredivanja koncentracije teSkih metala u duboko zamrznutom semenu

bikova oglednih grupa

U tabelama od 5.3.1 do 5.3.4. su prikazani rezultati dobijeni odredivanjem

koncentracije teskih metala u duboko zamrznutom semenu bikova.

U tabeli 5.3.1. su prikazani deskriptivni statisticki parmetri izraunati posle

odredivanja koncentracije cinka u duboko zamrznutom semenu bikova oglednih grupa.

Tabela 5.3.1. Deskriptivni statisticki parametri za koncentraciju cinka u semenu ispitivanih

grupa bikova (ug/mL)

Grupe n x SD Sy CV (%) X max X min
bikova
A 10 6,442 0,57 0,1790 8,79 7,50 5,80
B 10 3,15%4 2,74 0,8675 87,08 8,60 1,00
C 10 6,08% 1,25 0,3958 20,58 9,40 4,90
D 10 3,84 3,12 0,9864 81,17 8,90 0,81

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05; a, p<0,01

Statistickom analizom koncentracije cinka u dozama semena ispitivanih grupa bikova
je ustanovljeno da su najnizu koncentraciju imali bikovi grupe B (3,15+2,74 ug/mL). Ona je
bila vrlo znac¢ajno manja (p<0,01) u odnosu na koncentraciju u grupi A (6,44+0,57 pg/mL) i
znafajno manja (p<0,05) u odnosu na grupu C (6,08+£1,25 pg/mL). Izmedu srednjih
vrednosti, registrovanih u ostalim grupama, nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike
(p>0,05). Koeficijenti varijacije su bili veoma visoki u grupama B (87,08%) i D (81,17%),
dok su na zadovoljavaju¢em nivou bili u grupama A (8,79%) i C (20,58). Ovako veliki
koeficijenti varijacija predstavljaju jedan od razloga za izostanak statisticki signifikantnih

razlika u srednjim vrednostima izmedu ostalih ispitivanih grupa (tabela 5.3.1).

Deskriptivni statisticki parametri izracunati posle odredivanja koncentracije Zive

(ng/mL) u duboko zamrznutom semenu bikova ispitivanih grupa prikazani su u tabeli 5.3.2
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Tabela 5.3.2. Deskriptivni statisticki parametri za koncentraciju zive u duboko zamrznutom

semenu bikova (ug/mL)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 0,07% 0,01 0,0035 16,73 0,088 0,053
B 10 0,04%* 0,01 0,0023 17,94 0,054 0,030
C 10 0,06¢ 0,01 0,0045 23,20 0,082 0,040
D 10 0,03 0,01 0,0020 19,61 0,042 0,024

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05; a, b, ¢, d,
p<0,01

Statistickom analizom koncentracije zive u duboko zamrznutom semenu bikova
ustanovljeno je da su najmanje koncentracije registrovane u grupama D (0,03+0,01 pg/mL) i
B (0,04+0,01 pg/mL) i one su bile vrlo znac¢ajno manje (p<0,01) u odnosu na koncentracije u
grupama A (0,07+0,01pg/mL) i C (0,06£0,01 pg/mL). Izmedu ostalih grupa nisu
ustanovljene statisticki signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05). Koeficijenti

varijacije su bili u granicama homogenosti statistickih serija (tabela 5.3.2).

U tabeli 5.3.3. su prikazani deskriptivni statistiCki parametri dobijeni nakon

odredivanja koncentracije olova (ug/mL) u duboko zamrznutom semenu bikova.

Tabela 5.3.3. Deskriptivni statisticki parametri za koncentraciju olova u duboko zamrznutom
semenu bikova (ug/mL)

Grupe n x SD Sy CV (%) | X max X min
bikova
A 10 0,023 0,005 0,0016 23,43 0,029 0,014
B 10 0,04% 0,009 0,0027 20,57 0,059 0,029
S 10 0,07b¢d 0,017 0,0055 23,87 0,095 0,041
D 10 0,03¢ 0,018 0,0056 64,40 0,065 0,011

Statisticka signifikantnost razlika u srednjim vrednostima prikazana je istim slovima: A, B, p<0,05; a, p<0,01

Statistickom analizom koncentracije olova u duboko zamrznutom semenu bikova,
ustanovljeno je da je njegova najveca koncentracija u grupi C (0,070,017 pug/mL) i ona je
bila vrlo znacajno veca (p<0,01) u odnosu na sve ostale ispitivane grupe. Vrlo znacajna

razlika (p<0,01) je ustanovljena i izmedu grupe A (0,02+0,005 pg/mL) i grupe B (0,04+0,009
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pg/mL). Izmedu ostalih grupa nije ustanovljena statisticki signifikantna razlika (p>0,05).
Koeficijenti varijacije su bili u granicama homogenosti statistickih serija izuzev u grupi D u

kojoj je vrednost ovog parametra iznosila 64,40% (tabela 5.3.3).

Tokom odredivanja koncentracije kadmijuma u duboko zamrznutom semenu bikova

utvrdeno je da su sve ispitivane vrednosti bile ispod granica osetljivosti metode.

5.4. Ukupan broj zivih aerobnih mikroorganizama u duboko zamrznutom semenu
bikova

Analizom 40 uzoraka duboko zamrznutog i zatim otopljenog semena bikova nisu

izolovani aerobni mikroorganizmi.
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6. Diskusija

U skladu sa postavljenim ciljevima i prikazanim rezultatima poglavlje Diskusija je
takode podeljeno u slede¢a podpoglavlja: 6.1. Ocena kvaliteta duboko zamrznutog semena
posle otapanja; 6.2. Analiza hrane, vode za pi¢e i vode za razrediva¢ za seme na koli¢inu
teSkih metala; 6.3. Analiza koncentracije teSkih metala u duboko zamrznutom semenu bikova

i 6.4. MikrobioloSka analiza duboko zamrznutog semena.

6.1. Ocena kvaliteta duboko zamrznutog semena posle otapanja
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Grafikon 6.1.1. Proseéne vrednosti koncentracije spermatozoida (10%/mL)

Kao $to je izneto u prethodnom poglavlju, najvec¢a koncentracija spermatozoida
(10%/mL) ustanovljena je u grupi C (104,235+15,649), a najmanja u grupi D (68,324+13,534)
(Grafikon 6.1.1). Statisticki signifikantne razlike su ustanovljene samo izmedu ove dve grupe
(p<0,05).
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Grafikon 6.1.2.Prose¢ne vrednosti broja spermatozoida u dozi (10° /mL)

Najveée prosecne vrednosti broja spermatozoida u jednoj dozi semena (108/mL) su
ustanovljene u grupi C (26,802+4,195), a najmanje u grupi D (17,081+3,383) (Grafikon
6.1.2). Statisticki signifikantne razlike su ustanovljene samo izmedu ove dve grupe (p<0,01).
Medutim, ova razlika je bila posledica razli¢itih normativa koji se primenjuju za punjenje

pajeta u centima A,B i C i centru D.
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Grafikon 6.1.3. Prose¢ne vrednosti procenta ukupno pokretnih spermatozoida u dozi

Najvece vrednosti procenta ukupno pokretljivin spermatozoida u jednoj dozi
(54,14+£10,95) registrovane su u grupi C, a najmanje u grupi A (42,95+12,23) (Grafikon
6.1.3). Izmedu grupa bikova nisu ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.4. Proseéne vrednosti broja ukupno pokretljivih spermatozoida u dozi
(10%/mL)

Najvece prose¢ne vrednosti broja ukupno pokretljivih spermatozoida u jednoj dozi
semena ustanovljene su u grupi C (14,337+4,665 x 108/mL), dok je najmanji broj zabelezen u
grupi D (9,028+4,545 x 10%/mL) (Grafikon 6.1.4). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene
statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.5. Proseéne vrednosti procenta progresivno pokretljivih spermatozoida
u dozi

Grupa C je imala najvece vrednosti procenta progresivno pokretljivih spermatozoida
(32,88+8,67), dok je najmanja vrednost ovog parametra zabelezena u grupi A (24,70+7,69)
(Grafikon 6.1.5). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike
(p>0,05).
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Grafikon 6.1.6. Prose¢ne vrednosti broja progresivno pokretljivih spermatozoida u
dozi (10%/mL)

Najvece prosecne vrednosti broja progresivno pokretljivih spermatozoida u dozi,
registrovane su u grupi C (8,679+3,141 x 10%mL), dok je najmanji prosean broj zabeleZen u
grupi D (5,012+2,557 x 10%/mL) (Grafikon 6.1.6). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene
signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.7. Proseéne vrednosti procenta brzih spermatozoida u dozi

Prose¢ne vrednosti procenta brzih spermatozoida u dozi su bile najvece u grupi C
(39,27+11,77), dok je najmanje brzih spermatozoida registrovano u grupi A (29,46+10,16)
(Grafikon 6.1.7). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike
(p>0,05).
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Grafikon 6.1.8. Prose¢ne vrednosti procenta zivih spermatozoida u dozi

Grupa D je imala najveée proseéne vrednosti procenta zivih spermatozoida
(61,40£13,68), dok je najmanji procenat zivih spermatozoida zabelezen u grupi A
(55,00£10,07) (Grafikon 6.1.8). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki
signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.9. Prose¢ne vrednosti procenta zivih spermatozoida sa intaktnim
akrozomom u dozi
Prose¢ne vrednosti procenta zivih spermatozoida sa intaktnim akrozomom su bile
najvece U grupi C (47,40+14,45), dok je najmanji procenat ovih Celija zabelezen u grupi D
(46,80£14,73) (Grafikon 6.1.9). Izmedu isptivanih grupa nisu ustanovljene statisticki
signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.10. Prose¢ne vrednosti procenta zZivih spermatozoida sa oSte¢enim
akrozomom u dozi

Prosecne vrednosti procenta zZivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom (Grafikon
6.1.10) su bile najveée u grupi D (7,40+3,27) i ovaj procenat je bio statisticki signifikantno
veci nego u grupi C (2,70£2,83) (p<0,01), a znac¢ajno veci u odnosu na procenat u grupi A
(3,40+3,27) (p<0,05). Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike
(p>0,05).
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Grafikon 6.1.11. Prose¢ne vrednosti ukupnog procenta spermatozoida sa oStecenim
akrozomom u dozi

Prose¢ne vrednosti ukupnog procenta spermatozoida sa o$te¢enim akrozomom u dozi
(Grafikon 6.1.11)su bile najvece u grupi A (25,20+6,91), dok je najmanja vrednost
zabelezena u grupi C (17,00+5,37). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki
signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1 12. Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa protoplazmatskom kapljicom
U grupi B su utvrdene najveée vrednosti procenta spermatozoida sa
protoplazmatskom kapljicom (1,90+2,38), dok je najmanja vrednost zabelezena u grupi D
(1,00+1,33) (Grafikon 6.1.12). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki
signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.13. Prose¢ne vrednosti procenta primarno abnormalnih, patoloski promenjenih
spermatozoida u dozi

Prosecne vrednosti procenta primarno abnormalnih, odnosno patoloski promenjenih
spermatozoida su bile najveée u grupi C (11,60+6,31), dok su najmanje vrednosti zabelezene
u grupi A (6,80+4,98) (Grafikon 6.1.13). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene
statisti¢ki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.14. Prosecne vrednosti procenta sekundarno abnormalnih, patoloski
promenjenih spermatozoida u dozi

Najvece vrednosti procenta sekundarno abnormalnih, odnosno patoloski promenjenih
spermatozoida u dozi (Grafikon 6.1.14), imala je grupa B (6,30+4,86), dok je najmanja
vrednost zabelezena u grupi A (3,50+1,96). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene

statisti¢ki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.15. Prose¢ne vrednosti procenta ukupno patoloski promenjenih spermatozoida

Prosecne vrednosti procenta ukupno patoloski promenjenih spermatozoida (Grafikon
6.1.15) su bile najve¢e u grupi C (15,90+7,80), dok je najmanji procenat promenjenih
spermatozoida zabeleZen u grupi A (10,30+6,13). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene
statisti¢ki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.16. Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa neoSte¢enim hromatinom u
dozi

Najvece prosecne vrednosti procenta spermatozoida sa neoSte¢enim hromatinom
(Grafikon 6.1.16) registrovane su u grupi A (90,15+6,39) i one su bile statisticki
signifikantno veée od najmanjih vrednosti, zabelezenih u grupi B (63,97+22,18) (p<0,01).

Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.17. Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa oSte¢enim hromatinom u
dozi

Prosecne vrednosti vrednosti procenta spermatozoida sa ostecenim hromatinom u dozi
(Grafikon 6.1.17) bile su najveée u grupi B (35,14+21,30), a najmanje u grupi A (9,93+6,47).

Samo je izmedu ove dve grupe ustanovljena statisti¢ki vrlo znacajna razlika (p<0,01).
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Grafikon 6.1.18. Prose¢ne vrednosti procenata zivih spermatozoida u dozi (test statusa
membrane spermatozoida i akrozoma (PNA-FITC/PJ test, proto¢nom citometrijom)

Najmanje prose¢ne vrednosti procenta zivih spermatozoida (Grafikon 6.1.18) su
registrovane u grupi A (37,79£16,58) i one su bile statisticki signifikantno manje od najveéih
vrednosti procenta zivih spermatozoida koji je zabeleZen u grupi D (64,23+16,36) (p<0,01).
Procenat zivih spermatozoda je bio znac¢ajno manji u grupi C (43,86+8,78) u odnosu na grupu
D (64,23£16,36) (p<0,05). Grupa A je imala najmanje vrednosti ovog parametra
(37,79+16,58) i one su bile statisticki signifikantno manje od vrednosti u grupi B
(62,47+£19,43) (p<0,05). Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne
razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.19. Prose¢ne vrednosti procenta zivih spermatozoida sa intaktnim akrozomom
u dozi (test statusa membrane spermatozoida i akrozoma (PNA-FITC/PJ test, proto¢nom
citometrijom)
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Grupa A je imala najmanje prosecne vrednosti procenta zivih spermatozoida sa
intaktnim akrozomom (36,27+16,31) (Grafikon 6.1.19) koje su bile statisticki signifikantno
manje od najveéih vrednosti zabeleZzenih u grupi D (59,11£17,11) (p<0,05). Takode je
procenat zivih spermatozoida sa intaktnim akrozomom bio znaajno manji u A grupi
(36,27£16,31) u odnosu na B grupu (58,08+18,18) (p<0,05). Izmedu ostalih grupa nisu

ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.20. Prose¢ne vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa intaktnim
akrozomom u dozi (test statusa membrane spermatozoida i akrozoma (PNA-FITC/PJ test,
proto¢nom citometrijom)

Prose¢ne vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa intaktnim akrozomom u dozi
(Grafikon 6.1.20) su bile najmanje u grupi B (17,27+7,13) i one su bile signifikantno manje
od najvecih vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa intaktnim akrozomom zabeleZenog u
grupi C (33,69+£7,53) (p<0,01). Takode je procenat mrtvih spermatozoida sa intaktnim
akrozomom bio znacajno manji u D grupi (19,14+8,57) u odnosu na grupu C (33,69+7,53)
(p<0,01). Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.21. Prose¢ne vrednosti procenta zZivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom
u dozi (test statusa membrane spermatozoida i akrozoma (PNA-FITC/PJ test, proto¢nom
citometrijom)

Grupa C je imala najmanje proseCne vrednosti procenta zivih spermatozoida sa
oste¢enim akrozomom (1,31+0,57) koje su bile statisticki signifikantno manje od najvecih
vrednosti ovog parametra zabelezenim u grupi D (5,12£1,17) (p<0,01). Procenat zivih
spermatozoida sa oSteCenim akrozomom je bio znacajno manji u grupi C (1,31+0,57) u
odnosu na B grupu (4,39+2,95) (p<0,01). Grupa A (1,51+0,74) je imala signifikantno manji
procenat zivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom od grupe D (5,12+1,17) (p<0,01).
Takode je procenat Zivih spermatozoida sa o$te¢enim akrozomom bio znacajno manji u A
grupi (1,51+0,74) u odnosu na grupu B (4,39+2,95) (p<0,01). Izmedu ostalih grupa nisu
ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05) (Grafikon 6.1.21).
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Grafikon 6.1.22. Procenat mrtvih spermatozoida sa oste¢enim akrozomom u dozi (test
statusa membrane spermatozoida i akrozoma (PNA-FITC/PJ test, proto¢nom citometrijom)
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ProseCne vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa oSteCenim akrozomom
(Grafikon 6.1.22) su bile najmanje u grupi D (16,61+7,92) Sto je statisti¢ki signifikantno
manje od najvecih vrednosti koje su zabelezene u grupi A (37,91+10,19) (p<0,01). Grupa B
(20,23+£14,96) je imala statisticki signifikantno manji procenat mrtvih spermatozoida od
najvecih vrednosti registrovanih u grupi A (37,91+10,19) (p<0,05). Takode je procenat
mrtvih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom bio znac¢ajno manji u C grupi (22,45+10,12)
u odnosu na grupu A (37,91+10,19) (p<0,05). Izmedu ostalih grupa bikova nisu ustanovljene

statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.23. Ukupni procenat spermatozoida sa os$tecenim akrozomom u dozi (test
statusa membrane spermatozoida i akrozoma (PNA-FITC/PJ test, proto¢nom citometrijom)
Ukupne prose¢ne vrednosti procenta mrtvih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom
(Grafikon 6.1.23) su bile najmanje u grupi D (21,74+8,68) i bile su statisti¢ki signifikantno
manje od najvecih vrednosti ovog parametra koje su zabelezene u grupi A (39,06£9,91)
(p<0,05). Takode je prosecni procenat mrtvih spermatozoida sa oSteenim akrozomom bio
statisticki znacajno manji u C grupi (23,76+10,45) u odnosu na grupu A (39,06+9,91)

(p<0,05). Izmedu ostalih grupa bikova nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.24. Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa neoSteCenom membranom
(test vitalnosti spermatozoida; Sybr-14/PJ test, protoénom citometrijom)

Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa neoste¢enom membranom (Grafikon
6.1.24) su bile najvece u grupi B (49,23£21,20), a najmanje u grupi A (41,46+10,20). Izmedu

grupa bikova nisu ustanovljene statisti¢ki znacajne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.25. Prose¢ne vrednosti procenta spermatozoida sa osteCcenom membranom (test
vitalnosti spermatozoida; Sybr-14/PJ test, proto¢nom citometrijom)

ProseCne vrednosti procenta spermatozoida sa oSteCcenom membranom (Grafikon
6.1.25) su bile najvece u grupi A (58,64+10,26), dok je najmanji broj ovih Celija zabelezen u
grupi B (50,78+21,20). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisti¢ki znacajne razlike

u srednjim vrednostima (p>0,05).
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Grafikon 6.1.26. Prose¢ne vrednosti Krivolinijske brzine (VCL) spermatozoida (um/sec);
n=10

Najvece vrednosti Krivolinijske brzine (VCL- um/sec) spermatozoida (Grafikon
6.1.26) je imala grupa C (89,28+16,49 um/sec), dok je najmanja vrednost zabeleZena u grupi
D (69,46+10,64 um/sec). Samo su izmedu ove dve grupe ustanovljene statisti¢ki signifikantne

razlike u srednjim vrednostima (p<0,05), dok to nije bio slu¢aj izmedu ostalih grupa (p>0,05).
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Grafikon 6.1.27. Prose¢ne vrednosti pravolinijske brzine (VSL) spermatozoida (um/sec);
n=10

Rezultati analize prose¢ne linearne brzine spermatozoda (VSL) ukazuju da je najvece
vrednosti imala grupa C (48,85+9,27 um/sec), dok je najmanja srednja vrednost VSL
zabelezena u grupi D (36,254+6,64 um/sec) (Grafikon 6.1.27). Izmedu ispitivanih grupa nisu

ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05).

87



80 A

|

mg/l

Grupe

Grafikon 6.1.28. Prose¢na brzna (VAP) spermatozoida (um/sec); n = 10

Rezultati odredivanja vrednosti prosecne brzine spermatozoida na njihovoj prosecnoj

putanji i njihova statisticka (VAP) (Grafikon 6.1.28) su dokazali da je ona bila najveca u
grupi C (60,32+10,55 um/sec), a najmanja u grupi D (46,86£8,01 um/sec). Samo je izmedu

ove dve grupe ustanovljena statisticki signifikantna razlika u srednjim vrednostima (p<0,05).
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Grafikon 6.1.29. Srednje vrednosti amplitude lateralnog otklona (ALH) spermatozoida (um);
n=10

Amplituda lateralnog otklona (ALH) (Grafikon 6.1.29) je bila najmanja u grupi D
(2,94£0,29 um), sto je statisticki vrlo znacajno manje (p<0,01) od prosecne vrednosti
registrovane u grupi C (3,62+0,54 pm), a znacajno manje (p<0,05) od one u grupi A
(3,53£0,32 um). Grupa B (3,01+0,49 um) je imala vredosti koje su znacajno (p<0,05) manje
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nego u grupama A (3,53+0,32 um) i C (3,62+0,54 um). Izmedu ostalih grupa bikova nisu

ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05).
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Grafikon 6.1.30. Srednje vrednosti indeksa linearnosti (%); n = 10

Prose¢ne vrednosti indeksa linearnosti (Grafikon 6.1.30) su bile najveée u grupi B
(56,50+6,64%), a najmanje u grupi A (48,19+7,14%). Statisticki signifikantne razlike su

dokazane samo izmedu ove dve grupe (p<0,05), ali ne 1 izmedu ostalih (p>0,05).
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Grafikon 6.1.31. Srednje vrednosti indeksa oscilacije (%); n =10

Srednje vrednosti indeksa oscilacije (WOB) (Grafikon 6.1.31) su bile najmanje u
grupi A (61,18+3,58%), Sto je statisticki vrlo znac¢ajno manje (p<0,01) od prosecnih vrednosti
registrovanih u ostalim grupama: B (69,74+4,74%), C (67,73£3,95%) i D (67,32+3,74%).

Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.32. Prose¢ne vrednosti pravolinijskog indeksa (%); n = 10

Analizom prose¢nih vrednosti pravolinijskog indeksa (STR) (Grafikon 6.1.32)
ustanovljeno je da je najvece vrednosti imala grupa C (80,82+2,44%), a najmanje grupa D

(77,18+3,17%). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike u
srednjim vrednostima (p>0,05).
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Grafikon 6.1.33. Srednje vrednosti frekvence prelaska pravolinijske putanje (Hz); n = 10

Najveca prosecna frekvenca prelaska pravolinijske putanje u sekundi (BCF) (Grafikon
6.1.33) je ustanovljena u grupi A (10,51+1,87 Hz), dok su najmanje srednje vrednosti

zabelezene u grupi D (9,61+0,93 Hz). Izmedu ispitivanih grupa nisu ustanovljene
signifikantne razlike (p>0,05).
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Grafikon 6.1.34. Prose¢ne vrednosti manjeznog kretanja (%); n =10

Prose¢ne vrednosti manjeznog kretanja spermatozoida (Grafikon 6.1.34), su bile
najvece u grupi D (26,23+£10,64%), a najmanje u grupi B (21,91+7,82%). Izmedu ispitivanih

grupa nisu ustanovljene signifikantne razlike u srednjim vrednostima (p>0,05).
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Grafikon 6.1.35. Prose¢ne vrednosti povrsine glave spermatozoida (um?); n = 10

Prose¢ne vrednosti povrSine glave spermatozoida (Grafikon 6.1.35) su bile najmanje u
grupi A (25,62+1,39 pm?), $to je bilo statisti¢ki vrlo zna¢ajno manje (p<0,01) od proseéne
vrednosti u grupama C (30,73+1,23 um?) i D (29,32+1,36 um?), a znac¢ajno manje (p<0,05)
od onih u grupi B (27,60+1,38 um?). Grupa B (27,60+1,38 um?) je imala vrednost koja je
statisti¢ki vrlo zna¢ajno manja (p<0,01) od vrednosti grupe C (30,73+1,23 um?), a znacajno

manja (p<0,05) od vrednosti grupe D (29,32+1,36 um?). Izmedu prosenih vrednosti
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registrovanih u grupama C i1 D, nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05).

Zbog Cinjenice da u literaturi nismo pronasli ni jedan rad sa tako detaljnim analizama
pokretljivosti i morfologije spermatozoida simentalskih bikova, na ovom mestu ¢emo izneti
njihov zbirni prikaz. Osim toga, podaci koji se navode od strane drugih autora se znacajno
razlikuju 1 to u tolikoj meri da se njihovom analizom sti¢e utisak o izuzetnoj heterogenosti
vrednosti pojedinih parametara.

Kaka i sar. (2015) su CASA analizama utvrdili da je pokretljivost spermatozida
bikova simentalske rase posle otapanja iznosila 38+0,7%, a procenat morfoloski
nepromenjenth spermatozoida je bio 64+2,3%, Procenat spermatozoida sa neoSte¢enom
membranom akrozoma je iznosio 69+1,2%, a odrzivost semena (engl. viability) je bila
66+0,9%. Isti autor navodi da je VAP (prosecna brzina, engl. average path velocity) iznosila
39,25+0,25 um/s, VCL (krivolinijska brzina, engl. curvilinear velocity) 51,45+0,55 pum/s, a
VSL (pravolinijska brzina, engl. straight-line velocity) 7,8£0 um/s. Frekvenca prelaska
pravolinijske putanje u sekundi (BCF, engl. beat-cross frequency) bila je 0,25+0,05 Hz, STR
(pravolinijski indeks, engl. straightness) 76x£1%, LIN (indeks linearnosti, engl. linearity)
57+0,0 % i progresivna pokretljivost 33,6+0,3%.

Sariozkan i sar. (2010) su CASA metodom utvrdili da pokretljivost spermatozoida
simentalskih bikova iznosi 43,6+1,64%, progresivna pokretljivost 9,6+0,80%, VAP 101+3,29
pm/s, VSL 69,1+5,96 um/s, VCL 207+6,55 um/s, ALH (amplituda lateralnog otklona -
pomeranja glave u odnosu na prose¢nu putanju kretanja (engl. amplitude of lateral head
displacement) 7,8+0,60 um i LIN 32,24+1,94%. Oni su registrovali prose¢nu vrednost
abnormalnosti akrozoma u 11,3+0,65 % slucajeva, a druge abnormalnosti u 15,6+0,58 %
slucajeva. Procenat Celija sa o€uvanom membranom je bio 43,8+0,46.

Kvalitet semena bikova simentalske rase posle otapanja ispitivali su i Celeghini i sar.
(2008). Ovi autori navode sledec¢e vrednosti: ukupna pokretljivost 79,9+1,3%, progresivna
pokretljivost 60,3£1,9%, oSteCenja akrozoma 2,2+0,2%, VAP 173,5+1,8 um/s, VCL
193,9+2,9 um/s, VSL 121,1+1,7 um/s, BCF 36,2+0,4 Hz, STR 86,9+0,4% i LIN 64,2+0,6%.
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6.2. Analiza hrane, vode za piée i vode za razredivac za seme na Kkoli¢inu tes§kih metala

Najmanja koncentracija cinka u senu ustanovljena je kod grupe A i iznosila je 12
mg/kg, dok su kod ostalih grupa vrednosti bile priblizno iste i iznosile su 16-17 mg/kg.
Koncentracije Zive su bile najveé¢e u grupama B i D (0,52 mg/kg i 0,41 mg/kg) dok su u
ostalim grupama bile nize (0,11 — 0,12 mg/kg). Koncentracija olova u senu je bila najveéa u
grupi A i iznosila je 5,4 mg/kg, a najniza je bila u grupi D (2,2 mg/kg). Koncentracija
kadmijuma je bila najniza u grupi D i iznosila je 0,11 + 0,02 mg/kg, dok je kod ostalnih grupa
bila visa (0,16 — 0,19 mg/kg). Ovi podaci su prikazani u tabeli 5.2.1.

Pravilnik o kvalitetu hrane za Zivotinje 1 Evropski pravilnik EC2002/32 su u
saglasnosti 0 najvecoj dozvoljenoj koli¢ini kadmijuma - 1 mg/kg, olova - 10 mg/kg i Zive -
0,1 mg/kg u hrani za zivotinje. Na$i rezultati su ukazali da je u svim uzocima sena
koncentracija ispitivanih metala bila viSestruko niza od dozvoljenih vrednosti. Ovo je
znacajno zbog toga $§to pojedini minerali mogu ispoljavati toksican efekat i kada se u vrlo
malim koli¢inama prede preko nivoa praga toksi¢nosti. National Research Council definise
maksimalnu tolerantnu koncentraciju minerala kod "Zivotinja koje su hranjene u ogranicenom
periodu, a ta koli¢ina minerala nece uticati na Zivotinja i ne bi trebalo da ostanu rezidue u
proizvodima za ljudsku ishranu koji poticu od tih zivotinje". Maksimalna tolerantna koli¢ina
minerala iznosi za kadmijum 0,5 ppm, olovo 30 ppm i zivu 2 ppm (NRC 2000). Smatra se da
je maksimalno dozvoljena koli¢ina cinka u hrani za goveda 500 mg/kg obroka (NRC, 1980:
NRC 2000). Ova vrednost je takode znacajno veéa od one Koja je registrovana u nasim
ispitivanjima.

Koncentracija cinka u hrani koja je proizvedena na zemljistu se u proseku krece
izmedu 25 1 50 mg/kg VSM (Obracevi¢, 1990), dok trave prosecno sadrze 30 do 50 mg Zn/kg
SM, a leguminoze 20 do 30 w/g (Spears, 2003). Ove vrednosti za koncentraciju cinka u
navedenim hranivima su viSe od onih koje su registrovane u naSim ispitivanjima.
Internacionalna agencija za istrazivanje kancera IARC (International Agency For Research
on Cancer) je jos 1987. godine svrstala olovo u kancerogene materije (Steenland and Boffetta
2000), tako da je neophodno postovanje odredbi Pravilnika o dozvoljenim koncentracijama
olova i drugih toksi$nih metala u hranivima.

U nasim ispitivanjima je utvrdeno da je koncentracija cinka u koncentrovanoj hrani
bila najvisa u grupama C i D (84 mg/kg i 78 mg/kg), a niza u ostalim grupama (50 — 51
mg/kg). Koncentracija zive je bila ve¢a u grupama B i D (0,65 mg/kg i 0,62 mg/kg) u odnosu
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na grupe A i C gde je iznosila 0,08 i 0,14 mg/kg. Koncentracija olova je bila najveca u grupi
D u odnosu na ostale grupe i iznosila je 2,5 mg/kg, dok je koli¢ina kadmijuma bila najveca u
grupi A i iznosila je 0,22 mg/kg. Kao i pri analizi sadrzaja metala u senu, ove vrednosti su
bile viSestruko nize od onih koje su dozvoljene odgovaraju¢im normativima.

Soja i proizvodi od soje, kao i kikiriki ¢esto se nalaze kao dadaci u koncentrovanim
smesama, sadrze dosta cinka i on iznosi od 50 do 70 pg/g (Spears, 2003). Proteinska hraniva
animalnog porekla su znatno bogatija u cinku. Mesno 1 riblje brasno sadrze 80 do 120 ppm
Zn, a iskoristivost cinka iz ovih hraniva je veca (Obracevié, 1990), dok ostali proizvodi iz
mora sadrze 20-50 mikrograma/g a riba ¢ak do 100 pg/g (Spears, 2003). Organska Ziva se u
organizam unosi isklju¢ivo hranom a njena jedinjenja su rastvorljiva u mastima i dobro se
resorbuju iz digestivnog trakta. Metil-ziva se resorbuje gotovo u potpunosti i to moze da
bude razlog za zabrinutost nakon povecane konzumacije ribe, Skoljki, rakova i njihovih
proizvoda, kao mogucih dodataka koncentrovanoj hrani u ishrani domacih Zivotinja.

Koncentracija cinka u vodi za piée je bila najveca je u grupi D u odnosu na ostale
grupe i iznosila je 0,74 mg/L. Koncentracija Zive je u svim ispitivanim grupama je bila
priblizno ista (<0,001 mg/L). Koncentracija olova u vodi za piée je bila najmanja u grupi A i
iznosila je 0,012 mg/L, dok u ostalim ispitivanim grupama je priblizno ista (0,020 — 0,022
mg/L). Sli¢ni rezultati su dobijeni i ispitivanjem koncentracije kadmijuma koja je bila
najmanja u grupi A (<0,001 mg/L), dok je u ostalim grupama vrednosti priblizno iste (0,0010
- 0,0014 mg/L).

Nasi rezulatai ukazuju da su registrovane vrednosti znacajno manje od onih koje su
dozvoljene Pravilnikom o higijenskoj ispravnosti vode za pice (Sl. list SRJ, br 42/98 i 44/99).
Ovaj Pravilnik propisuje maksimalno dopustenu koncentraciju kadmijuma u vodi iznosi
0,003mg/L, dok Evropska regulativa 98/83EC dozvoljava 0,005 mg/L. Dozvoljena koli¢ina
olova i Zive u vodi za pi¢e na osnovu naSeg i evropskog pravilnika, iznosi 0,01 mg/L za
olovo i 0,001 mg/L za zivu. (Sl. list SRJ, br 42/98 i 44/99, 98/83EC).

Koncentracije cinka, zive, olova i kadmijuma u vodi koja se koristila za izradu
razredivaca za seme, su bile priblizno iste u svim ispitivanim grupama. U veéini slucajeva,
one su bile ispod donje granice osetljivosti metode (<0,001 mg/L) i manje od vrednosti

dopustenih navedenim pravilnicima o sadrzaju mikroelemenata u vodi za pice.
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6.3. Analiza koncentracije teskih metala u duboko zamrznutom semenu bikova

U ovom podpoglavlju su prikazani rezultati korelacione analize pojedinih parametara
kvaliteta semena i koncentracije pojedinih mikroelemenata. Poredenja su vr§ena samo za one
parametere kod kojih je ustanovljena statisticka znacajnost razlika u srednjim vrednostima.
Analize su vrSene CASA metodom 1 protocnom citometrijom (FC). Analizirani su sledeci
parametri kvaliteta otopljenog semena: broj ukupno pokretljivin spermatozoida posle
otapanja, procenat progresivno pokretljivin spermatozoida posle otapanja, procenat zivih
spermatozoida sa intaktnim akrozomom (ZIA — CASA), procenat Zivih spermatozoida sa
oste¢enim akrozomom (ZOA — CASA), procenat éelija sa ofte¢enim hromatinom (Status
hromatina), procenat ivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom (ZIA — FC), procenat
zivih spermatozoida u dozi (Z - FC), procenat mrtvih spermatozoida sa oste¢enim
akrozomom (ZOA — FC), prosetna brzina spermatozoida (VAP) i krivolinijska brzina
spermatozoida (VCL).

Statistickom analizom koncentracije cinka u semenu ispitivanih grupa bikova,
ustanovljeno je, da je njegova koncentracija bila najmanja u semenu bikova grupe B
(3,15£2,74 pg/mL), vrlo znacajno manja (p<0,01) u odnosu na koncentraciju u grupi A
(6,44£0,57 pg/mL) i znacajno manja (p<0,05) u odnosu na grupu C (6,08+1,25 ug/mL).
Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statisticki signifikantne razlike (p>0,05). Koeficijenti
vatijacije su bili vrlo visoki u grupama B (87,08%) i D (81,17%), dok su na
zadovoljavaju¢em nivou u grupama A (8,79%) i C (20,58%). Ovako veliki koeficijenti
varijacija predstavljaju jedan od razloga izostanka statisti¢ki signifikantnih razlika izmedu
ostalih grupa (tabela 5.3.1. i grafikon 6.3.1).

A B C D
Grupe

Grafikon 6.3.1. Prose¢ne vrednosti koncentracije cinka u otopljenom semenu bikova
(ng/mL)
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Sa ciljem da se ustanovi jacina zavisnosti promene nekih analiziranih parametara u

zavisnosti od koncentracije cinka u semenu izvrsena je korelaciona analiza. U sledece dve

tabele su prikazane p vrednosti, odnosno signifikantnost jacine zavisnosti. Ustanovljena je

signifikantnost u promeni ZOA u odnosu na koncentraciju cinka (p<0,01), dok kod ostalih

parametara nije ustanovljena veza izmedu promene vrednosti analiziranih parametara u

odnosu na koncentraciju cinka u semenu. Nasi rezultati, dobijeni odredivanjem koncentracije

cinka su nes$to nizi od onih koji se navode u literaturi: 0,83 ug/mL (Massany i sar. 2004) i 0,9

ug/mL (Aguiar i sar. 2012a).

Tabela 6.3.1a. Vrednosti parametra p u korelacionoj analizi odabranih parametera kvaliteta

otopljenog semena i sadrzaja cinka

Grupe Ukupno Progresivno . 5 Status
rup pokretljivi pokretljivi ZIA - FC | ZOA - CASA -
bikova _ L hromatina FC
spermatozidi spermatozidi

A 0,8984 0,9911 0,8965 0,3842 0,5705

B 0,2461 0,2174 0,3960 0,6919 0,4200

C 0,7485 0,2650 0,4397 0,7786 0,6169

D 0,2653 0,1894 0,1228 0,0089 0,6002

Tabela 6.3.1b. Vrednosti parametra p u korelacionoj analizi odabranih parametera kvaliteta

otopljenog semena i sadrzaja cinka

e 70A - FC 7-FC MOA - FC es | ver-casa
A 0,0894 0,6363 0,9050 0,9042 0,8557
B 0,7209 0,1086 0,2012 0,1459 0,1712
C 0,5245 0,9301 0,4192 0,1498 0,3927
D 0,7572 0,6679 0,5231 0,3516 0,3053

Analiziraju¢i p vrednosti ustanovljeno je da ne postoji signifikantna razlika u

posmatranim vrednostima, ali je u grupi A vrednost parametra ZOA (p = 0,0894) bila

priblizna signifikantnoj vrednosti p<0,05.
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Statistickom analizom koncentracije zive u otopljenom semenu bikova, ustanovljeno
je da je njena najmanja koncentracija zabelezena u grupama D (0,03+0,01), i B (0,04+0,01).
Ona je bila ststisticki vrlo znac¢ajno manja (p<0,01) u odnosu na koncentraciju u grupama A
(0,07+0,01) i C (0,06+0,01). Izmedu ostalih grupa nisu ustanovljene statistic¢ki signifikantne

razlike (p>0,05). Koeficijenti varijacije su bili u granicama homogenosti statistickih serija
(tabela 5.3.2. i grafikon 6.2.3).

0.08-
1
_1T
0.06-
E’ 0.04- _
—1
0.02-
0.00 : .
A B C D

Grupe

Grafikon 6.3.2. Prose¢ne vrednosti koncentracije Zive u otopljenom semenu bikova (ug/mL)

Jadina zavisnosti promene nekih analiziranih parametara u zavisnosti od koncentracije
zive U semenu utvrdivana je korelacionom analizom. U slede¢e dve tabele su prikazane p
vrednosti, odnosno signifikantnost jafine zavisnosti. Nije ustanovljena signifikantnost
(p>0,05) u promeni ni jednog analiziranog parametra kvaliteta semena u zavisnosti od
koncentracije zive, ali su ustanovljene zavisnosti kod D grupe, u promeni kod ukupno i

progresivno pokretljivin spermatozoida, kao i kod ZIA i ZOA koje su vrlo blizu
signifikantnosti.
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Tabela 6.3.2a. Vrednosti parametra p u korelacionoj analizi odabranih parametera kvaliteta

otopljenog semena i sadrzaja zive

Ukupno Progresivno < .
Grupe o L < Z0A - Status hromatina
bikova pokretlj i pokretl jivi ZIA - FC CASA EC
spermatozidi spermatozidi

A 0,3536 0,2421 0,5249 0,9906 0,4135

B 0,7094 0,7206 0,6231 0,3831 0,7334

C 0,1326 0,4861 0,1027 0,4965 0,4345

D 0,0724 0,0907 0,0839 0,0584 0,8711

Tabela 6.3.2b. Vrednosti parametra p u korelacionoj analizi odabranih parametera kvaliteta

otopljenog semena i sadrzaja zive

e 70A -FC 7-FC MOA - FC hen VCL - CASA
A 0,5566 0,7188 0,7874 0,3448 0,2206
B 0,3230 0,8104 0,9853 0,8617 0,9380
C 0,6373 0,1338 0,6389 0,8724 0,9982
D 0,4307 0,3020 0,1985 0,0463 0,0098

Statisticlkom analizom p vrednosti ustanovljene su signifikantne razlike p<0,05 u
grupi D kod dva parametra VAP, p=0,0463 i VCL, p=0,0098. U nama dostupnoj literaturi
nismo pronasli podatke o odredivanju koncentracije Zive u otopljenom semenu bika, ali je
poznato da njeno dodavanje u ejakulat bika pre zamrzavanja (u in vitro uslovima) dovodi do

smanjenja broja zZivih ¢elija (Arabi 2006b).

Statistickom analizom koncentracije olova u semenu grupa bikova ustanovljeno je da
je najveca koncentracija bila u grupi C (0,07+0,017 ug/mL) i ona je vrlo znaajno veca
(p<0,01) u odnosu na sve ostale grupe. Vrlo znacajna statisticka razlika (p<0,01) ustanovljena
je i izmedu grupe A (0,02+0,005 pg/mL) i grupe B (0,04+0,009 pg/mL). Izmedu ostalih
grupa nije ustanovljena signifikantna razlika (p>0,05). Koeficijenti vatijacije su u granicama

homogenosti statistickih serija izuzev kod D grupe gde je on iznosio 64,40% (tabela 5.3.3 i
grafikon 6.3.3).

98



0.104

0.084

0.061

mg/l

0.04 1

0.024

0.00

B

|

C

Grupe

Grafikon 6.3.3. Prosecne vrednosti koncentracije olova u otopljenom semenu bikova

(ng/mL)

Jacina zavisnosti promene nekih analiziranih parametara u zavisnosti od koncentracije

olova u semenu utvrdivana je Korelacionom analizom. U sledece dve tabele su prikazane p

vrednosti, odnosno signifikantnost jacine zavisnosti. Ustanovljena je signifikantnost u

promeni ZOA u odnosu na koncentraciju olova (p<0,01), dok kod ostalih parametara nije

ustanovljena ta veza.

Tabela 6.3.a. Vrednosti parametra p u korelacionoj analizi odabranih parametera kvaliteta

otopljenog semena i sadrzaja zZive

Grupe Ukupno Progresivno Status
rup pokretljivi pokretljivi ZIA-FC | ZOA - CASA :
bikova _ o hromatina FC
spermatozidi spermatozidi

A 0,6935 0,6253 0,3601 0,2101 0,3603

B 0,4196 0,2363 0,5423 0,7052 0,3014

C 0,8232 0,8881 0,6407 0,5270 0,7719

D 0,6673 0,5338 0,3711 0,0444 0,4898

Tabela 6.3.2b. Vrednosti parametra p u korelacionoj analizi odabranih parametera kvaliteta
otopljenog semena i sadrzaja olova

Grupe 70A - FC 7-FC MOA -FC | VAP-CASA | VCL -CASA
bikova

A 1,0000 0,8837 0,1224 0,6241 0,5651

B 0,0448 0,8234 0,8529 0,1424 0,1629

c 0,8367 0,2028 0,2413 0,2872 02078

D 0,8327 0,4533 0,9236 0,6948 07753

99




Analiziraju¢i p vrednosti ustanovljeno je da postoji signifikantna razlika p<0,05 u
grupi B kod parametra ZOA p = 0,0448. Nasi rezultati dobijeni odredivanjem koncentracije
olova a u otopljenom semenu simentalskih bikova su bili u skladu sa vrednostima koje
navode drugi autori: Massany (2004) — 0,06 mg/L, Tarda (2012) — 0,057 mg/L i Aguiar
(2012a) — 1 pg/L.

Tokom odredivanja koncentracije kadmijuma u duboko zamrznutom semenu
simentalskih bikova, uklju¢enih u naSa ispitivanja, utvrdeno je da su sve registrovane
vrednosti bile ispod granica osetljivosti metode. Massany (2004) navodi da je u semenu
bikova utvrdio koncentraciju kadmijuma od 0,1 mg/L.

6.4. Mikrobioloska analiza duboko zamrznutog semena

Analizom 40 uzoraka duboko zamrznutog i zatim otopljenog semena bikova nisu
izolovani aerobni mikroorganizmi. Ovaj nalaz ukazuje da eventualno prisistvo
mikroorganizama u duboko zamrznutom semenu nije moglo imati uticaja na opisane

promene u pokretljivosti i morfologiji spermatozoida.

100



7. Zakljuéci

Na osnovu rezultata postignutih u okviru ovedoktorskedisertacije mogu da se izvedu

slede¢i zakljucci:

1. Vrednosti dobijene odredivanjem koncentracije spermatozoida i broja spermatozoida po
dozi su bile u zadovoljavaju¢em opsegu, a statisticke razlike koje postoje izmedu grupa
su posledica razli€itih standarda pakovanja pajeta u pojedinim centrima.

2. Prose¢ne vrednosti procenta ukupno pokretljivin spermatozoida, ukupnog broja
pokretljivin spermatozoida u dozi, procenta i broja progresivno pokretljivih
spermatozoida je bio u skladu sa usvojenim normativima i izmedu grupa bikova nisu
dokazane statisticki znaCajne razlike u srednjim vrednostima. Prosecan broj brzih
spermatozoida u dozi je bio manji u odnosu na standardne vrednosti u svim grupama
bikova.

3. Srednje prosecne vrednosti procenta zivih spermatozoida u dozi, zivih spermatozida sa
inaktnim akrozomom, ukupnog broja oSte¢enih c¢elija u dozi, spermatozoida sa
protoplazmatskom kapljicom, primarno i sekundarno abnormalnih formi ¢elija i ukupno
patoloSki promenjenih spermatozoida su bile u prihatljivim granicama. Izmedu grupa
bikova nisu dokazane statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima.

4. Srednje prosecne vrednosti procenta Zivih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom su
takode bile u prihvatljivom opsegu, ali su izmedu pojednih grupa bikova utvrdene
statisti¢ki znacajne razlike u srednjim vrednostima.

5. Srednje prosecne vrednosti procenta spermatozoida sa neoste¢enim hromatinom su bile
nize, a sa oSte¢enim hromatinom viSe u odnosu na utvrdene standardne vrednosti.
Izmedu pojedinih grupa su utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u srednjim vrednostima.

6. Srednje proseCne vrednosti procenta Zzivih spermatozoida u dozi i procenta zivih
spermatozoida sa intaktnim akrozomom su bile zadovoljavajuée u grupama B i D, a
znacajno manje u grupama A i C.

7. Procenat mrtvih spermatozoida sa intaktnim akrozomom u dozi je bio zadovoljavaju¢i, a
izmedu pojedinih grupa su utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u srednjim vrednostima.
Procenat mrtvih spermatozoida sa oSte¢enim akrozomom u dozi i ukupan broj ¢elija sa
oSte¢enim akrozomom je bio zadovoljavajué¢i u grupama, B, C i D, a znacajno veci u

grupi A.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Procenat spermatozoida sa neoSteCenim ili oSte¢enim membranama je bio
zadovoljavajuci, a izmedu grupa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim
vrednostima.

Srednje vrednosti krivolinijske brzine spermatozoida su bile u pozeljnim granicama, a
pravolinijska i prose¢na brzina su bile zna¢ajno manje u grupama A, B i C u odnosu na
grupu D. Vrednosti za amplitudu lateralnog otklona se nisu znacajno razlikovale izmedu
grupa i skladu su sa navodima iz literature.

Srednje vrednosti indeksa lineranosti su bile niske u svim grupama dok je indeks
oscilacije bio zadovoljavaju¢i. Izmedu pojedinih grupa su utvrdene statisticki znaCajne
razlike u srednjim vrednostima. Srednje vrednosti pravolinijskog indeksa, frekvence
prelazaka pravolinijske putanje i ¢elija koje ispoljavaju manjezno kretanje su bile u
dozvoljenim granicama i nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa.
Koncentracija cinka u senu je iznosila 12 mg/kg do 17 mg/kg, a u koncentrovanoj hrani
od 50 mg/kg do 84 mg/Kkg, $to je znatno nize od koncentracija koje dozvoljavaju NRC,
Pravilnik o kvalitetu hrane za Zivotinje i Evropski pravilnik EC2002/32.

Koncentracija cinka u vodi za piée je bila u opsegu od 0,03 mg/L do 0,74 mg/L dok je
koncentracija Zive u svim grupama bila priblizno ista (<0,001 mg/L). Koncentracija
olova je iznosila 0,012 - 0,022 mg/L, a kadmijuma 0,0010 - 0,0014 mg/L §to je u skladu
Su propisanim granicama.

Koncentracije cinka, zive, olova 1 kadmijuma u vodi koja je koriS¢ena za pravljenje
razredivaca za seme, su bile priblizno iste u svim ispitivanim grupama i bile su ispod
donje granice osetljivosti metode (<0,001 mg/L).

Koncentracija cinka u semenu bikova simentalske rase je u nasim ispitivanjima bila u
opsegu od 3,15+2,74 do 6,44+0,57 mg/kg, zive od 0,03£0,01 do 0,07+0,01 mg/kg i
olova od 0,02+0,005 mg/kg do 0,070,017 mg/kg. Koncentracija kadmijuma je u
ispitivanim uzorcima bila ispod nivoa detekcije metode (< 0,001 mg/kg).

Skoro svih ispitivani parametri kvaliteta semena su u bili u opsegu vrednosti
karakteristi¢nih za vrstu a korelacionom analizom nije utvrdena njihova povezanost sa

sadrzajem teskih metala u hranivima i semenu pripremljenon za VO.
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U3jasea o aymopcmey

Mme 1 npesnme aytopa: mp lopaH Jakosrbesuh
bpoj nHgekca -

UsjaBbyjem
[a je [OKTOpCKa aucepTalumja nog HacnoBoOM:
YTuuaj Tewkux metana u3 xpaHe u Boge Ha KBanuteT AyO0oKOo 3aMpP3HYTOr cemeHa buka
e pesynTaT COMCTBEHOr NCTPaXKMBaYKOr paaa;
e [a guceptauuvja y UenvHU HW Yy AernoBuMMa Huje buna npegnoxeHa 3a cTuuamwe gpyre
avnnome npema CTyaujCkum nporpamMmma Apyrmx BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA;

e [1a Cy pe3ynTaTi KOPEeKTHO HaBeadeHW U
e [1a HCaM KpLumo/na ayTopcka npaBa 1 KopUCT1Oo/Na UHTENEKTyanHy CBOjUHY ApYrvX nvua.

MoTnuc ayTopa

Y Beorpagy, 30. 06. 2016.
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U3jasa 0 ucmosemHocmu wmamraHe U efieKmpoHCKe gep3uje
0okmopckoea pada

Vime 1 npesnme aytopa mp opaH Jakosrbesuh

bpoj ungekca /

Cryaujckv nporpaM: JOKTOPCKe akagemcke cTyauvje

Hacnos paga: YTuuaj TewwkmMx Metana n3 xpaHe 1 Boge Ha kBanuteT AyOOKO 3aMp3HYTOr ceMeHa
buka

MeHTop: npod. ap CnoboaaHka Bakanau

M3jaBrbyjemM fa je wtamnaHa Bep3uja MOr OOKTOPCKOr paga MCTOBETHA €NEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npepao/na pagu noxpaweHa y iurutanHom penosutopujymy YHuBep3uTteTa y beorpaay.
Hos3BorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHKM Nojaum Be3aHu 3a fobujare akageMcKor HasvBa [OKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3mMme, roamMHa n Mmecto pohena u gatym ogbpaHe paga.

OB nuyHM nopaum Mory ce o00jaBUTM Ha MPEexXHMM cTpaHuuama gurutande 6mubnuoteke, vy
€NeKTPOHCKOM KaTarory n 'y nybnukaunjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 30. 06. 2016.
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M3jasa o Kopuwherby

OsnawhyjeMm YHuBep3auteTcky 6mbnmoteky ,CBeTto3ap MapkoBuh® ga y OurutanHu penosvtopujym
YHuBep3auTeTa y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKY AucepTtauujy nod HacrnoBoOM:
YTuuaj TeWKUx Mmetana u3 XxpaHe n Boge Ha KBanurtert .EIV6OKO 3aMP3HYTOr
ceMeHa 6uka

Koja je Moje ayTopCKO Aeso.
OvcepTaumjy ca ceBMM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHCKOM ¢hopmaTty NorogHoM 3a TpajHo
apxuBupare.
Mojy aoktopcky anceprtauujy noxparweHy y OurutanHom penosutopujymy YHusepauteTa y beorpagy
W OOCTYMHY Y OTBOPEHOM MpUCTYNny MOry Aa KopucTe CBWM Koju nmowTyjy oapenbe cagpxaHe y
opgabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4ymo/na.
1. AytopcTtBo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HekoMepLumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
AyTOPCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — Aenutu nog nctnm ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AyTopcTBO — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — Aenutu nog nctum ycnosmma (CC BY-SA)
(Monumo ga 3aoKpyxuTe camo jeaHy of LeCT NoHyNeHnX nuueHum.
KpaTtak onuc nuueHuu je cactaBHu e0 OBE 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 30. 06. 2016.

1. AytopcTBo. [lo3BOrbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUbYLIMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, n npepage,
aKko ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ofpefheH of cTpaHe ayTopa unu gaBaoua NUueHLe, Yak u 'y
komepuumjanHe cepxe. OBO je HajcnobodHWja o4 CBUX NULEHLMN.

2. AyTopcTBO — HeKkoMmepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbYLMjy U  jaBHO
caonwTaBawe gena, U npepage, ako ce HaBefe ume aytopa Ha HaunH ogpefieH of cTpaHe ayTopa
nnu gasaoua nuueHue. OBa nvueHUa He J03BOSbaBa KoMepLumjanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUBYLINjY 1
jaBHO caonwTaBawe Agena, 6e3 npomMmeHa, npeobnvkoBaka Unu ynotpebe gena y CBOM Aerny, ako ce
HaBeJe MMe ayTopa Ha HavuH ofpeheH of cTpaHe ayTopa unv gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
003BOSbaBa KomepLuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM JIMLEHLIOM Ce
orpaHunyasa Hajsehu obum npaea kopulihena gena.

4. AyTOopCTBO — HEKOMepLMjanHo — AefITU NoA UCTUM ycrnoBuMma. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahe,
ONCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, WU npepage, ako ce HaBede MME ayTopa Ha HauuH
ogpefneH of cTpaHe ayTopa unv faBaola NULEHLUE M ako ce npepaga auctpubyvpa nog UCToOM Unu
cnmyHoM nuueHuoMm. OBa nvueHua He 403BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaaa. [Jo3BosrbaBate yMHOXaBake, OUCTPUOYLIMjy M jaBHO caomniiTaBarke
nena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBara unm ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce HaBefe ume aytopa
Ha HaumH oppeheH o cTpaHe ayTopa wnyM fasaoua nuueHue. OBa nuueHua [O03BOMbaBa
komepuwmjanHy ynotpeby gena.
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6. AyTOpCTBO — [AenuTU noa MUCTUM YycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakse,
ANCTPUOYLMjy M jaBHO caorluTaBakwe Aerna, U npepage, ako ce HaBede vMMe ayTopa Ha
HauMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa MNu gaBaola fuueHLe M ako ce npepaga AucTpubyupa
nog WUCTOM UNW CrnMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua O03BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby

aena v npepaga. CnuyHa je copTBEPCKMM NULEHLAmMa, OAHOCHO NuLeHLama OTBOpPEeHor
Koga.
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