PRILOG POZNAVANJU KRETANJA KONCENTRACIJA
LH I PROGESTERONA U JUNICA TRETIRANIH SA GnRH

ADDITION TO THE KNOWLEDGE OF LH- AND PROGESTERONE
CONCENTRATION CHANGES IN HEIFERS TREATED WITH GnRH

Z. Robié

UvoD

Izazivanje estrusa pomoéu inkreta hipotalamusa (GnRH) je vrlo intere-
santan zahvat u sklopu intenzifikacije govedarske proizvodnje. Ovaj zahvat se
temelji na djelatnosti dijela endokriniuma koji regulira odvijanje procesa re-
produkcije pobudivajudi lu¢enje LH. Funkcija LH je viestruka:

— uzrokuje pucanje Grafovog folikula (ovulacija)

— podstite stvaranje Zutog tijela

— u zajednici sa FSH izaziva rast folikula i produkciju steroidnih hormona.
 Istrazivanja Skubiszewskog i suradnika 1983. i J. Arendartika 1983. su
pokazala da dolazi do povetanja koncentracije LH u perifernoj krvi, koja

doseze visinu koncentracije LH u preovulatornoj fazi. Povezano s time se pri-
§lo odredivanju koncentracije LH i progesterona kod junica u diestrusu.

MATERIJAL I METODA RADA

Ispitivanje je obavljeno na dvije junice istoénofrizijske pasmine u dobi
od 14 mjeseci. Junice su se nalazile na eksperimentalnoj farmi Cornell Uni-
verziteta Ithaca, New York, USA.

Laboratorijska obrada sakupljenih uzoraka krvi je izvrSena u radio izo-
topnom laboratoriju Veterinarskog koledza Cornell Univerziteta Ithaca, New
York, USA.

U obe junice su bili uvedeni kateteri u venu jugularis. Uzimanje uzoraka
od po 5 ml krvi se vriilo na slijedeci nacin:
— prvo uzimanje 30 minuta prije injekcije GnRH
— drugo uzimanje 15 minuta prije injekcije GnRH
— treée uzimanje 1 minutu prije injekcije GnRH.

Potom se u venu iniciralo 50 ml GnRH, a odmah iza toga se inicirala
solucija od 10 ml fizioloske otopine.
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— Cetvrto uzimanje 5 minuta poslije injekcije GnRH:

— Ppeto uzimanje 10 minuta poslije injekcije GnRH

— Sesto uzimanje 15 minuta poslije injekcije GnRH

— sedmo uzimanje 20 minuta poslije injekcije GnRH

— 0smo uzimanje 30 minuta poslije injekcije GnRH

— deveto uzimanje 45 minuta poslije injekcije GnRH

— deseto uzimanje 60 minuta poslije in jekcije GnRH

— Jjedanaesto uzimanje 90 minuta poslije injekcije GnRH
— dvadeseto uzimanje 120 minuta poslije injekcije GnRH.

Nakon $to se u epruveti formirao ugrusak, isti' je uklonjen, a uzorci su
preneseni u laboratorij, gdje su ostavljeni preko noci na sobnoj temperaturi
i ujutro centrifugirani na.2500 okretaja u trajanju od 5 minuta. Po centrifu-
giranju je uzet serum (sa plastiénim pipetama) i stavljen u plastiéne poli-
propilenske tube koje su zatim stavljene u hladnjak za duboko smrzavanje.
Odredivanje LH i progesterona je obavljeno analiti¢kim postupcima koji se
primjenjuju u radioizotopnom laboratoriju Vet. koled?a Cornell univerziteta
u Ithaci, New York. U prethodno pripremljenu tubu je stavljeno 400 ml PBSG
(Phosphate Buffered Saline — 0,1% gelatine) zatim je dodano 100 ml uzorka
seruma junica. Iza dodavanja seruma od junica sadrzaju tube se dodalo 200
¢l otopljenog antiseruma (kunicji antiovine LH serum) i &itav sadrzaj se pro-
mijeSao na Wortex mjesalici. Sadrzaj tube je nakon mijesanja sa Wortex-om
podvrgnut inkubaciji od 24 h na temperaturi 40C. Po zavrsenoj inkubaciji,
inkubatu je dodano 100 ml radioizotopa (Radioiodinated ovine LH).

Inkubat je zatim promijesan na Wortex-u i ponovno stavljen na inkuba-
ciju u trajanju od 24 h kod +5°C. Zavrietkom inkubacije uzorcima je doda-
no 200 ml ARGG (ov¢ji anti-kunié gamaglobulin). Zatim se uzorci promijesa-
ni na Wortex-u i stavljeni na inkubaciju u trajanju od 72 h kod 4°C. Inkubi-
ranom sadrZaju je dodano 3 ml hladnog PBS (Phosphate Buffered Saline) bez
mijeSanja. SadrZzaj tube je tada stavljen na centrifugiranje kod 1000 okretaja
u trajanju od 30 min. Kada je centrifugiranje zavrieno oprezno je dekanti-
ran supernatant u posudu-za tekuce radioaktivne otopine. Ostatak tube je
podvrgnut mjerenju sa gama broja¢em (Beckman).

- Rezultati mjerenja su na osnovu procenta vezivanja usporedivani sa pro-
centom vezivanja standarda prikazanih na standardnoj krivulji (konstruira-
noj na semi-logaritamskom papiru) i na taj nadin je izvriena kvantifikacija
istih. 3 '

Odredivanje progesterona se vrsilo po slijedecoj proceduri: tube 8 x 50
ml sa premazom antiprogesterona 11 — BSA na unutarnjim stijenkama su
stavljene u hladnu kupelj (radi kolenja reakcije dok se svi reagenti ne stave
u tubu). U tube predvidene za uzorak je dodano 800 ml mjesavine PBS-0,05
BSA. Uzorci seruma su promije$ani na Wortex-u, zatim je iz svakog uzorka
uzeto 100 ml i dodano sadrzaju tube. Tome je dodana otopina 100 ml progeste-
rone — 11 Succinil ™J. Nakon dodavanja izotopa tuba sa sadrzajem je iz-
vadena iz hladne kupelji i podvrgnuta mije$anju sa Wortex-om iz cega je iz-
vreno inkubiranje u trajanju od 2 sata na temperaturi od 370C.
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Zavrietkom inkubacije isiSe se pomocu vacuum boce sadrzaj tube, zatim
se doda 1,3 ml vode (da se isperu stijenke) i ponovno ispere, zatim se tuba
podvrgne mjerenju sa gama brojac¢em,.

Na osnovu postotka vezivanja ispitivanih uzoraka u odnosu na standar-
dnu krivulju izracunata je koli¢ina progesterona u serumu junica.

REZULTATI

Rezultati ispitivanja kretanja koncentracije progesterona i LH kod ju-
nica u diestrusu prije i poslije injekcije GnRH su prikazani u tabeli broj 1
i grafikonu broj 1.

Tab. 1
Koncentracija LH i progesterona u junica prije i poslije iniciranja
GnRH
Concentration LH and Progesteronne before and after GnRH
administration

Vrijeme Junica 1 Junica 2

: . (Heifer 1) (Heifer 2)
gifg‘agm pra progesteron LH progesteron LH

pung ng/ml ng/ml

— 30 minuta 0,38 0,58 0,36 0,59
— 15 i 0,39 0,39 0,79 - 0,42
— 1 072 14 115 - 1,80

0 ’ injekecija GnRH - : wl
+ 5 . 0,95 1,49 0,78 0,78
+ 10 i 0,56 5,9 0,49 15,70
+ 15 = 0,43 2,0 0,39 1,3
+ 20 0,36 3,65 0,24 3,2
4+ 30 5 0,28 13,9 0,46 10,1
+ 45 s 0,56 23,0 0,82 20,8
+ 60 5 0,80 35,0 0,64 36,0
+ 90 " 0,40 ! 44,0 0,0 - - 0,10
+120 0,38 - 0,32 0,69 0,37

DISKUSIJA

Pregledom rezultata istraZivanja prikazanih u tabeli broj 1 i grafikonu
broj 1 se jasno vidi kretanje koncentracije LH i progesterona. Kretanje pro-
gesterona je nepromijenjivo nakon injekcije GnRH dok se kretanje LH mi-
jenja, Kretanje LH prije iniciranja GnRH prati baznu liniju (vidi grafikon
broj 1) te nakon 10 minuta po iniciranju dolazi do naglog povecanja koncen-
tracije da bi ve¢ u 15-estoj minuti kod obe Zivotinje doslo do pada koncen-
tracije na istu razinu (kao $to je to bilo prije iniciranja). Od 20-ete minute
po iniciranju koncentracije LH pocinje naglo rasti tako da u 90-etoj minuti
kod Zivotinje broj 1 dostiZe visinu 46 ng/ml, a kod Zivotinje broj 2 taj maksi:
mum je veé¢ postignut nakon 60 minuta (po iniciranju GnRH). Nakon posti-
gnutog maksimuma slijedi nagli pad na baznu liniju kod obe Zivotinje s ti-
me da kod junice broj 1 pad nastaje kasnije nego S$to je to slu¢aj kod junice
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Grafikon broj 1
Graficki prikaz LH i progesterona u junica prije i poslije
iniciranja GnRH
(Curve of Concentration LH and progesterone before and after
GnRH administration)

broj 2. Kod obe junice je tok krivulja bifazni tj prva faza se manifestira u
povecanoj koncentraciji LH u razdoblju izmedu 5 i 10 minuta nakon inicira-
nja da bi se zatim pojavio pad, a 5 minuta kasnije nagli porast. Injekcijom
GnRH je pobudena aktivnost prednjeg reZnja hipofize koja je pocela luditi
LH dosegavsi isti nivo kao $to je to i slucaj u proestrusu. Pove¢ano lucenje
LH u krava i zrelih junica se zbiva prema Buttleru 1983. u preovulatornoj
fazi i traje manje od 8 sati. Hansel 1983. navodi da u prostrusu postoji luce-
nje gonadotropnih hormona u dovoljnim koli¢inama da izazovu ovulaciju.
Lugenje gonadotropnih hormona je posljedica djelovanja neurohormona koje
izluéuje hipotalamus. Lucenje LH je posljedica lu¢enja gonadotropin reali-
zing hormona (GnRH) iz hipotalamusa. SCHALLY i sur. 1971. su identificirali
i izolirali sekret hipotalamusa koji pobuduje lucenje FSH i LH i nazvali ga
gonadotropin realiziranog hormona (GnRH).

Uloga LH nije do kraja sasvim razjasnjena, izmedu ostalog se smatra da
ucestvuje u sintezi progesterona preko holesterola. U prilog ove postavke su

16



istrazivanja Behrrmana i Armstronga 1969. koji su 15 minuta nakon tretira-
nja $takora sa LH utvrdili signifikantno povecanje holesterol esteraze, koja
konvertira estere u slobodni holesterol koji pobuduje sintezu progesterona.
Nalbandov 1973. smatra da LH i FSH mogu zajednicki i pojedina¢no stimu-
lirati ovulaciju. Preovulatornu aktivnhost FSH i LH Nalbandov smatra da je
to ovulaciono induciraju¢i hormonski kompleks.

U svakom slu¢aju kretanje LH daje sliku fizioloskog stanja Zivotinja u
proestrusu na osnovu ega se mogu planirati odgovarajuci zahvati u pogledu
reprodukcije.

ZAKLJUCAK

Kretanje LH u junica u diestrusu pod utjecajem GnRH (Gonadotropnog
realising hormona) je bifazno.

Prva faza porasta koncentracije LH je utvrdena izmedu 5 i 15 minuta
nakon iniciranja GnRH kod obe Zivotinje.

U prvoj fazi maksimalna se koncentracija krec¢e od 5,9 do 15,7 ng/ml.
Druga faza rasta LH je zapocela u 15-estoj minuti da bi kod jedne Zivotinje
postigla maksimum od 44 ng/ml u 90-etoj minuti dok bi kod druge Zivotinje
postigla maksimum u 60-etoj minuti nakon iniciranja GnRH. Kretanje pro-
gesterona u ispitivanom razdoblju se kod obe Zivotinje krece oko bazne linije.
Visina progesterona nije prelazila vrijednost od 1,15 ng/ml.

SUMMARY

LH-changes in heifers in diestrus under the influence of GnRH (Gonadotrop
realising hormone) have two phases.

The first phase of the LH concentration increase has been determined between
5 and 15 minutes after having initiated GnRH at both animals.

In the first phase maximum concentration changes from 5.9 to 15.7 ng/ml. The
second phase of growing has started in the 15" minute. One animal has reached the
maximum of 44 ng/ml the 90" minute, while the other one had the maximum in
the 60th minute after having initiated GnRH. In the research period the progestero-
ne changes ranges within the basis line. The progesterone peak has not passed the
value of 1.15 ng/ml.
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UTICAJ GENOTIPA, GUSTINE USEVA I RAZLICITIH
KOLICINA AZOTA NA PRINOS KUKURUZA U
USLOVIMA NAVODNJAVANJA U JUGOSLAVIJI I

BUGARSKOJ '

EFFECT OF MAIZE GENOTYPS, PLANT AND DIFFERENT AMOUNTS OF
NITROGEN ON GRAIN YIELD UNDER IRRIGATION IN YUGOSLAVIA
AND BULGARIA

G. Vasié
Institut za kukuruz »Zemun Polje«, Beograd-Zemun

UvoD

Navodnjavanje kukuruznih polja kao mera za dobijanje visokih i stabil-
nih prinosa kukuruza zauzima sve znacajnije mesto u poljoprivrednoj proiz-
vodnji nase zemlje i susedne Bugarske. Aktualnost problematike inspirisala
je istrazivade Instituta za kukuruz iz Zemun Polja (Jugoslavija) i KneZe (Bu-
garska) da zajedni¢ki proude uticaj razli¢itih agroekoloskih uslova i nekih
agrotehni¢kih mera (gustina useva, dubrenje) na prinos hibrida kukuruza
razli¢itih FAO grupa zrenja, selekcionisanih u ovim Institutima, kada se gaje
u uslovima navodnjavanja. Novostvoreni hibridi raspolaZu velikom potenci-
jalnom rodno$céu, koji se moze iskoristiti isklju¢ivo u optimalnim uslovima
gajenja. Ovi uslovi su definisani dovoljnim koli¢inama vode i hraniva u ze-
mlji$tu kao i potrebnim brojem biljaka po jedinici povrSine.

Gustina useva je poznata kao jedna od najvaznijih agrotehnic¢kih mera
koja direktno uti¢e na visinu prinosa. Jo§ su Kieselbach i sar. (2) uka-
zivali na potrebu smanjenja broja biljaka po jedinici povrSine, usled smanje-
nog sadrzaja vode u zemljiS§tu. Uvodenjem navodnjavanja padavine prestaju
da budu ograni¢avajuéi faktor uspe$ne proizvodnje kukuruza (Vasié, 10,
12). Veliki broj istrazivata kod nas i u svetu, kao $tosu Dungah i sar. (1),
zatim Kohnke isar. (3), Rounds i sar. (8) i dr. preporu¢uju znatno
povecdanje broja biljaka po jedinici povrSine, u uslovima navodnjavanja, nego
u uslovima gajenja bez navodnjavanja.

Znaéajno mesto u proizvodnji kukuruza ima i dubrivo. Prema Stojko-
viéu isar. (9) dubrivo utice sa 42% na povecanje prinosa stani§ta. Kol¢ar
i sar. (4) su utvrdili da vede koli¢ine NPK hraniva od 330 kg/ha nisu imale
znafaja na formiranje prinosa kukuruza, kao i da se granica optimalne gu-
stine pomera u zavisnosti od koli¢ine dubriva u uslovima gajenja bez na-
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