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Sazetak

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti morfometrijske osobitosti glave i repa spermija jarceva fran-
cuske alpine i dobivene vrijednosti usporediti s onima u dostupnoj literaturi. Uzorci ejakulata
uzimani su pomoc¢u umjetne vagine jednom tjedno u jarceva (n = 12) starosti 1 — 4 godine tijekom
3 mjeseca. Na obojenim razmazima sjemena Bloomovom metodom (n = 144) provedena je mor-
fometrijska analiza na 7289 spermija. Morfometrija spermija odredena je pomocu kompjutorski
potpomognutog programa za analizu slika, SFORM (VAMSTEC, Zagreb, Croatia). Vrijednosti morfo-
metrijskih pokazatelja glave i repa spermija jarc¢eva francuska alpina uglavnom se nisu razlikova-
le od vrijednosti istih pokazatelja drugih pasmina jar¢eva dostupnih u literaturi, osim kod Barbari
pasmine jarceva. Morfometrijska analiza ejakulata jaréeva mogla bi postati pouzdana standardna
metoda procjene kakvoce ejakulata, no potrebno je standardizirati morfometrijske vrijednosti po-
kazatelja glave i repa spermija i povezati ih s kvalitetom ejakulata i plodnoS¢u jarceva.

Abstract

he aim of this study was to determine the morphometric parameters of the spermatozoa head

and tail in ejaculates from French alpine bucks, and to compare the values obtained with those
in the available literatures. The samples of ejaculates were taken by artificial vagina from bucks (n
= 12) aged 1 - 4 years on a weekly basis over 3 months. Morphometric analyses were performed
on 7289 spermatozoa in stained semen smears by Bloom’s method (n = 144). Sperm cell mor-
phometry was carried out using a computer-assisted program package for image analysis, SFORM
(VAMSTEC, Zagreb, Croatia). The values of the morphometric parameters of the spermatozoa head
and tail in French alpine bucks generally did not differ from the values of the same parameters of
other breeds of bucks in the available literature, except for Barbari bucks. Morphometric analysis
of the bucks’ ejaculate could be a reliable standard method for sperm quality assessment, but it is
necessary to standardize the morphometric values of the spermatozoa head and tail parameters,
and relate them to semen quality, as well as the fertility of the bucks.
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Upravljanje rasplodivanjem domacih zivo-
tinja ima, medu ostalim, tendenciju smanjenja
broja rasplodnjaka na farmama i centrima za
umjetno osjemenjivanje uz istodobnu potra-
Znju, odnosno selekciju izvrsne kakvoce ejaku-
lata. S obzirom na vaznost spermija u reproduk-
tivnom procesu, razvijeno je mnostvo metoda
za analizu kakvoce i funkcije spermija (Hidalgo
i sur., 2005.). Procjena kakvoce sjemena nacin
je procjene potencijala plodnosti rasplodnjaka
te je sredstvo pomocu kojega se izracunava broj
doza spermija za umjetno osjemenjivanje koje
se mogu dobiti od jednog ejakulata. Gibljivost
spermija jedan je od pokazatelja u standardnoj
procjeni ejakulata rasplodnjaka koji se naj¢eSce
koristio, dok je morfoloska analiza spermija
imala sekundarno mjesto u primjeni, jer je za
spomenutu analizu potrebno mnogo viSe vre-
mena zbog sloZzenosti metodologije.

Sustavi racunalno potpomognute morfome-
trijske analize sperme (engl. computer-assisted
sperm morphometry analysis, ASMA) unaprije-
dili su procjenu morfologije spermija, s preci-
zno ponavljaju¢im mjerenjima dimenzija glave
spermija u razli¢itih Zivotinjskih vrsta (Gravan-
ce i sur, 1996.), ukljutujuci jarceve (Hidalgo
i sur., 2006., Gravance i sur., 1996., Hidalgo i
sur., 2005.). Nadalje, morfometrijska mjerenja
glave spermija mogu se koristiti u boljim kla-
sifikacijskim tehnikama primjenom postupaka
statistickog modeliranja. U tom pogledu ASMA
tehnologija i multivarijatne statisticke metode,
ukljucujuci diskriminacijsku analizu i grupiranje
podataka, uspjesno su koriStene za procjenu
morfoloskih klasa/podskupina glave spermija
u nekoliko Zivotinjskih vrsta (Thurston i sur.,
2001., Buendiaisur., 2002., Esteso i sur., 2006.,
Rubio-Guillén i sur., 2007.).

Racunalna analiza slike sve se viSe primje-
njuje u razli¢itim dijagnosti¢ckim postupcima u
klinickim laboratorijima, Sto omogucuje nume-
ricku ocjenu i najsuptilnijih promjena nedostu-
pnih vizualnom pregledu (Nafe, 1991., Russack,
1994.) te time omogucuje objektivnu kvantifi-
kaciju odredenih pokazatelja, poput morfome-
trijskih osobitosti spermija. Sustav za analizu
slike sastoji se od mikroskopa, kamere visoke
rezolucije, monitora, racunala i programa za
prihvat i analizu slike. Pomoc¢u videokamere
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svjetlosni mikroskop sliku pretvara u analogni
elektri¢ni signal koji se potom u ra¢unalu digita-
lizira u elemente slike nazvane pikseli (Bartels i
Thompson, 1994.). Ljudsko oko u stanju je ra-
zluciti 30 — 40 nijansi sivila po slici, dok ra¢una-
lo moze razluciti 256 nijansi po svakom pikselu
(Kisner, 1988.). Digitalni signal moze se pretvo-
riti u analogni signal i biti prikazan na monitoru
snazne rezolucije koji omogucuje prepoznava-
nje istrazivanih detalja stanicnih struktura. Naj-
¢eSce koriStena metoda jest interaktivna racu-
nalna analiza slike, gdje se ra¢unalnim miSem
dijelom automatski, dijelom rucno, ocrtavaju
konture struktura koje su od interesa za mjere-
nje (Kardum, 2016.).

Baak (1985.) definira morfometriju kao
kvantitativni opis geometrijskih struktura u
svim dimenzijama. Numerickom objektivizaci-
jom opazenih struktura omogucuje se reprodu-
cibilnost metode, a od velikog je znacenja Sto se
moze koristiti standardno obradeni materijal,
primjerice razmaz sjemena obojen eozin-nigro-
zin metodom. Osim toga, rezultati mjerenja
(primarni podaci) mogu se koristiti za izracun
novih podataka (sekundarni podaci), koji se
tada mogu statisticki obraditi (Oberholzer i sur.,
1991.). Prednost je u tome $to je jeftina i teh-
nicki jednostavna metoda, a mogu se odredivati
razliciti planimetrijski pokazatelji (Baak, 1985.,
Van Diest i sur., 1991., Kardum, 2016.).

Cilj je ovoga istrazivanja odrediti morfome-
trijske osobitosti glave i repa spermija jarceva
francuske alpine i usporediti dobivene vrijedno-
sti s onima u dostupnoj literaturi.

MATERLJALI | METODE
Polucivanje ejakulata

Jar¢evima je ejakulat polu¢en pomocu
umjetne vagine nakon skoka na fantom (koza
u estrusu), Sto je obavljala uvijek ista osoba/
veterinar na koju su jarcevi bili naviknuti. Sva-
kom jarcu ejakulat je polucen 4 puta mjesecno,
ukupno 12 puta tijekom pokusnog razdoblja od
3 mjeseca.

Postupak bojenja

Postupak supravitalnog bojenja prema Blo-
omu uklju¢uje primjenu boja eozina i nigrozina.
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Slika 1. Morfometrijska
analiza spermija u
programu SFORM.

Pritom se jedna manja kap sjemena, veca kap
eozina i dvije kapi nigrozina nakapavaju na jed-
nu stranu ¢iste, odmascéene i zagrijane predmet-
nice. Potom se kapljice ¢istim Stapi¢em pazljivo
promijesaju i nacini se razmaz koji se susi na
toplom mjestu. Mrtvi se spermiji, koji nisu ima-
li cjelovitu stani¢nu membranu, oboje eozinom
(crveno), dok cjelovite stani¢tne membrane Zivih
spermija ne popustaju boje te ostaju neobojeni.
Boja nigrozina odgovorna je za stvaranje tamne
pozadine koja olaksava procjenu spermija.

Morfometrijska analiza spermija

Racunalna analiza slike napravljena je na
osobnom racunalu koriStenjem programa
SFORM (VAMSTEC, Zagreb, Hrvatska). Sustav
se sastoji od kamere u boji visoke rezolucije
(Donpisha 3CCD) koja sliku svjetlosnog mikro-

skopa Olympus BX 41, vidljivu pod objektivom
povecanja 40 x, digitalizira i prenosi u osobno
racunalo. Morfometrijska analiza spermija jar-
Ceva provedena je na obojenim razmazima sje-
mena Bloomovom metodom jer je njome vidljiv
sredisnji dio repa spermija. Ukupno je analizi-
rano 144 obojenih razmaza spermija. Na njima
je izmjereno priblizno 50 spermija po svakom
obojenom razmazu. Analizirane su samo glave
spermija koje se nisu preklapale s drugim sper-
mijima ili ne¢isto¢ama i repovi koji nisu bili pre-
savijeni. Granice glave, srediSnjeg djela i repa
spermija oznacavane su interaktivno (najprije
glava, zatim sredisnji dio, a potom rep spermi-
ja) uz ru¢nu korekciju racunalnim misem (slika
1). Za glavu i sredisnji dio spermija odredene su:
povrsina (um?), opseg (um), minimalni i maksi-
malni polumjer (pm), duzina i Sirina (um), a za
rep spermija odredena je duzina u mikrometri-
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ma. Pokazatelji oblika za glavu spermija izra-
¢unati su prema Hidalgo i sur. (2005.) pomocu
primarnih pokazatelja, i to: pravilnost (engl. re-
gularity, n x duzina x Sirina / 4 x povrsina), na-
boranost (engl. rugosity; 4m x povrsina/opseg?),
eliptitnost (engl. ellipticity; duzina/sirina) i
elongacija (engl. elongation; (duzina - $irina)/
(duzina + Sirina). Izracunata je i duljina spermija
(duzina glave + duzina repa spermija) te razli-
Citi omjeri primarnih pokazatelja: duzina glave
/ duZina spermija, duzina glave / duzina repa,

duzina repa/ duzina spermija, opseg glave / du-
Zina spermija, povrsina glave / duzina spermija,
duZina glave x Sirina glave / duzina spermija.

Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka ucinjena je po-
mocu programskog paketa SAS 9.4 (Statistical
Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute
Inc., Cary, SAD). Deskriptivna statistika napravlje-
na je pomocu modula PROC MEANS i PROC FREQ.

Tablica 1. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti glave spermija jarceva.

Varijacije unutar istih
jarceva

Pokazatelji
glave
spermija

Varijacije izmedu jarceva
(prema datumu

uzorkovanja)

Elipti¢nost = duzina / éirina, Elongacija = [(duzina - &irina) / (duzina + $irina)], Naboranost = [4m x povrsina / opseg?], Pravilnost = [ x duzina

X $irina / 4 x povrsinal
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Dob jarceva kategorizirana je u tri skupine:
skupina 1 (1-1,5 godina), skupina2(>1,5-2,5
godine), skupina 3 (> 2,5 godine).

REZULTATI
Pojedinacni morfometrijski pokazatelji
glave i repa spermija

Morfometrijska mjerenja odredena su na
ukupno 7289 spermija. Budu¢i da je postojala
razlika izmedu morfometrijskih podataka “Zi-

vih spermija” (neobojenih) i “mrtvih spermija”
(obojeni), koji su bili statisti¢ki znacajno razli-
¢iti (veca duzina, sirina, povrsina te opseg gla-
ve i spojnog dijela repa), za daljnju su analizu
uvrsteni morfometrijski pokazatelji samo Zivih
spermija (N = 6567). Zbog toga Sto se svakom
jarcu ejakulat uzimao vise puta, deskriptivnim
je podacima prikazana varijacija unutar jedinki
(jarceva), izmedu jedinki po svakom datumu
uzimanja ejakulata te ukupna varijacija morfo-
metrijskih pokazatelja glave i repa (tablice 1,
2i3).

Tablica 2. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti repa spermija jaréeva.

Varijacije unutar istih
Pokazatelji Jedinki
srediSnjeg
dijelarepa
iduzina
repa
spermija

Varijacije izmedu
jaréeva (prema datumu
uzorkovanja)
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Tablica 3. Deskriptivni pokazatelji ostalih morfometrijskih pokazatelja glave i repa spermija jaréeva.

Varijacije unutar istih
jedinki

Razlicite
mjere
glaveirepa
spermija

Varijacije izmedu
jaréeva (prema datumu
uzorkovanja)

Duzina spermija = duzina glave + duzina repa

RASPRAVA

Uobicajeno se pretrage ejakulata u spermija
jarceva rade vizualnim metodama, pri ¢emu se
procjenjuje broj normalnih i broj abnormalnih
spermija na osnovi izgleda glave i repa sper-
mija, Sto bi znadilo da se populacija spermija
u ejakulatu dijelila na udio normalnih spermi-
ja i udio abnormalnih spermija. Standardnim
procjenama morfologije spermija ne moze se
temeljito procijeniti rasplodna sposobnost
muzjaka, jer ne omogucuje objektivnu analizu
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malih, ali zna¢ajnih razlika koje postoje izmedu
spermija u razli¢itim uzorcima. Upotrebom ra-
zlicitih programa racunalne analize slike (sper-
mija) dobile su se mnogo preciznije i detaljnije
morfometrijske mjere, Sto je uvelike pomoglo u
boljoj procjeni morfologije spermija, a ¢ime se
smanjuju varijacije u procjeni grade spermija
te u detekciji suptilnih razlika medu pojedinim
spermijima koje se ne mogu detektirati subjek-
tivnim metodama (Sancho i sur., 1998., Hidalgo
i Dorado, 2009.). U dostupnoj literaturi postoji
tek nekoliko studija u kojima je provedena mor-
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fometrijska analiza spermija u jar€eva. Zbog
mogucnosti velike varijacije u podacima poka-
zatelja spermija izmjerenih morfometrijskom
analizom izmedu razli¢itih laboratorija (poda-
tak koji se navodi u literaturi) dobiveni rezultati
ovog istrazivanja usporedeni su dostupnima iz
literature. Tako su Sinha i sur. (2014.) u jarCeva
sli¢ne dobi kao i u ovom istrazivanju (2 do 4 go-
dina), koristeci se takoder racunalno potpomo-
gnutom morfometrijskom analizom spermija,
istu metodu bojenja razmaza, ali za jareve pa-
smine Barbari, dobili vrijednosti koje su u nekim
parametrima odstupale od rezultata ovog istra-
zivanja. Usporedbom podataka nasSega istra-
Zivanja (podebljane vrijednosti) s podacima iz
istrazivanja Sinha i sur. (2014.) uocljivo je da su
se srednje vrijednosti povrSine glave spermija
(37,35 £ 3,46 prema 29,40 * 0,16 (um?)) te po-
vriina (18,87 % 2,19 prema 8,54 + 0,05 (um?) i
sirina sredisnjeg dijela repa spermija (1,9 £ 0,47
prema 0,66 + 0,01 (um)) najvise razlikovale, dok
je u vrijednostima svih ostalih morfometrijskih
pokazatelja spermija bilo minimalnih razlika.
Tako su vrijednosti morfometrijskih pokazatelja
spermija naseg istrazivanja uglavnom bile vece
(podebljane vrijednosti) od vrijednosti morfo-
metrijskih pokazatelja spermija Barbari pasmi-
ne: povrsina glave 29,40 + 0,16 prema 37,35
+ 3,46 (um?), duzina glave 7,89 * 0,06 prema
9,17 # 0,52 (um), Sirina glave 4,26 + 0,04 pre-
ma 4,19 £ 0,29 (um), opseg glave 24,90 + 0,14
prema 24,43 £ 1,19 (um), elipti¢nost glave 1,86
+ 0,02 prema 1,88 ¥ 0,1, naboranost glave 0,60
+0,01 prema 0,79 * 0,02, elongacija glave 0,30
+0,01 prema 0,3 £ 0,03, pravilnost glave 0,90 +
0,01 prema 0,95 % 0,03, povrsina srediSnjeg di-
jelarepa 8,54 + 0,05 prema 18,87 * 2,19 (pm?),
duzina sredisnjeg dijela repa (um) 12,48 + 0,06
prema 12,95 % 0,74, Sirina srediSnjeg dijela
repa 0,66 + 0,01 prema 1,9 % 0,47 (um), duzi-
na repa 48,14+ 0,23 prema 51,28 £ 2,75 (um).
Nasuprot tome, vrijednosti primarnih morfo-
metrijskih pokazatelja glave i repa spermija jar-
¢eva u ovom istrazivanju gotovo su istovjetne
s vrijednostima istih pokazatelja dobivenih u
istrazivanju Wibowoa i sur. (2013.), koji su istra-
zivali razlike u morfometrijskim pokazateljima
spermija izmedu Cetiri lokalno uzgajane pasmi-
ne jarceva. Hidalgo i Dorado (2009.) mjerili su
morfometrijske pokazatelje glave spermija Flo-
rida jar¢eva obojanih Diff-Quik metodom, gdje
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su prikazane vrijednosti bile podjednake vrijed-
nostima izmjerenim u ovom istrazivanju, jedino
se vrijednost povrsine glave spermija malo viSe
razlikovala.

ZAKLJUCAK

U ovom su radu prvi put izneseni detaljni re-
zultati morfometrijskih pokazatelja glave i repa
spermija u jareva pasmine francuska alpina.
Morfometrijski pokazatelji spermija pod utjeca-
jem su razli¢itih genetskih i ¢imbenika okolisa
koje dodatno treba istraziti, no dobivene vrijed-
nosti i nove spoznaje ovim istrazivanjem pomo-
¢i ¢e u buduc¢im istrazivanjima. Morfometrijska
analiza ejakulata jar¢eva mogla bi postati po-
uzdana standardna metoda procjene kakvoce
ejakulata, no potrebno je standardizirati mor-
fometrijske vrijednosti pokazatelja glave i repa
spermija i povezati ih s kvalitetom ejakulata
i plodnoS¢u jar€eva. Povezivanje tih standar-
da omogucilo bi kvalitetniju selekciju jareva u
centrima za umjetno osjemenjivanje te pruzilo
relevantna saznanja o pravilnosti spermatoge-
neze i spermiogeneze u jarceva.
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