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Uvod

Asistirana reprodukcija podrazumije-
va zahvate kojima u kontroliranim uvje-
tima rasplodujemo Zzivotinje i utjecemo
na genetsku selekciju Sirenjem poZeljne
genetike prema Zeljenim proizvodnim

svojstvima.
Pod  asistiranom  reprodukcijom
najces¢e podrazumijevamo postupke

vezane uz manipulaciju gametama
ili zametcima (Mapletoft i Hasler,
2005.). Opcenito gledajudi, asistirana se
reprodukcija moze definirati kao bilo koji
postupak koji utjece nanormalne bioloske
dogadaje vezane uz rasplodivanje, poput
ovulacije, oplodnje i ranog embrionalnog
razvoja, a u svrhu postizanja gravidnosti
i proizvodnje zdravog potomstva
(Velazquez, 2008.).

Sinkronizacija i indukcija estrusa,
umjetno osjemenjivanje (UO), multipla
ovulacija i embriotransfer (MOET) te
in vitro proizvodnja zametaka (IVP)
predstavljaju postupke asistirane
reprodukcije koje uzimaju sve vecleg
maha u govedarskoj proizvodnji, a
s ciljem brzeg genetskog mnapretka
dobivanjem velikog broja potomaka od
najkvalitetnijih  Zivotinja. ~Poznavanje

ovih tehnologija omogucuje razvoj i
primjenu  naprednijih  biotehnologija
poput kloniranja s transferom jezgre (NT)
i proizvodnje genetski modificiranih
Zivotinja.

Zivotinje u postupcima asistirane
reprodukcije pod strogom su sanitarnom
kontrolom pa je mogucnost prijenosa
zaraznih bolesti svedena na najmanju
mogucu  mjeru.  Primjena  ovih
biotehnologija olaksava medunarodni
transport i  trgovinu  genetskim
materijalom ¢ime su smanjeni troskovi
i rizik od prenoSenja zaraznih bolesti,
jer viSe nije potreban transport Zivih
zivotinja.

Postupci  asistirane  reprodukcije
poput embriotransfera (ET) i IVP
zametka zajedno s krioprezervacijom, od
izuzetne su vaznosti u ocuvanju izvornih
i ugrozenih pasmina goveda. Njihova
primjena nezaobilazna je u programima
uspostave banke gena koji pomazu u
oc¢uvanju farmskih genetskih resursa.
Biotehnoloski postupci mogu posluziti
i za rekonstrukciju pasmine/linijje u
slucajevima nestanka ili ugrozenosti od
bolesti ili prirodnih katastrofa.
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Pregled biotehnologija

Manipulacija jajnicke aktivnosti
Jajnicka se aktivnost moze kontrolirati
mehanickim  (ablacija ~ dominantnog
folikula pod kontrolom ultrazvuka) ili
hormonalnim postupcima (Bo i sur,
2003.). Ovi se postupci koriste u lijecenju
postpartalne aciklije, preganjanja i cista
na jajnicima (Rhodes i sur., 2003.) te za
sinkronizaciju ciklusa. Kontrola estrusa
uvedena je kako bi se olaksalo otkrivanje
estrusa i postiglo UO u tocno odredeno
vrijeme. Sinkronizacijom estrusa
izbjegavaju se problemi oko otkrivanja
estrusa ¢ime se povecava postotak
koncepcije. Osim toga, sinkronizacija je
neizostavan dio u primjeni ET u domacih
zivotinja. Kako bi umjetno kontrolirali
estrus, krave moraju dosegnuti pubertet
i imati normalnu ciklicku aktivnost
(Noakes, 1997.). Metode sinkronizacije
temelje se na dva osnovna principa:
produzivanju lutealne faze primjenom
progestagena i skracenju lutealne faze
regresijom Zutog tijela nakon aplikacije

prostaglandina F, ~(PGF,) (Gordon,
1996.).

Sinkronizacijski protokoli ukljucuju
uporabu  gonadotropnog  releasing

hormona (GnRH), progestagena (PRID
(Engl. Progesteron releasing intravaginal
device) i CIDR (Engl. Controlled internal
drug release  device), prostaglandina
F,, gonadotropina (humani korionski
gonadotropin (hCG), konjski korionski
gonadotropin (eCG), estrogena (estradiol
benzoat, estradiol cypionat) te ¢imbenika
rasta (govedi somatotropin, inzulin).
Hormonalni se pripravci koriste zasebno
ili u kombinaciji, ovisno o proizvodnim
sistemima i troSkovima.

Jedan od najucinkovitijih protokola
sinkronizacije s gravidnos¢u od 50-75% je
Ovsynch protokol (Thatcher i sur., 2004.,
2006.), zajedno s brojnim modifikacijama,
koji omogucuje UO u tocno odredeno
vrijeme, bez prethodnog otkrivanja

estrusa. Ova metoda ukljucuje primjenu
GnRH i PGF,.

Jedan od najjednostavnijih protokola
sinkronizacije ciklusa je uporaba PGF,,_.
Aplikacijom prostaglandina ili njegovih
analoga izaziva se regresija Zutog tijela,
¢ime se upravlja ciklicnom aktivnoscu je-
dinke (Noakes, 2001.). Period od primjene
PGF,, do pojave estrusa i ovulacije ovisi o
stadiju razvoja dominantnog folikula u
trenutku primjene PGF, . Prostaglandini
se koriste za sinkronizaciju estrusa skupi-
ne krava ili junica za pripremu UO-a; za
pripremu davateljica i primateljica u po-
stupku ET; za regulaciju spolnog ciklusa i
prilikom problema s otkrivanjem estrusa
(tiho gonjenje).

Primjena progestagena ili egzogenog
progesterona temelji se na spoznaji da
progestagen djeluje na isti nacin kao zuto
tijelo. Apliciran u organizam goveda
progestagen c¢e blokirati oslobadanje
gonadotropina preko negativne povratne
sprege i time odgadati ciklicku aktivnost,
odnosno folikularni rast sve dok se
njegov izvor ne ukloni ili se njegov ucinak
smanji (Noakes, 2001.). Progestageni se
mogu koristiti i kod krava koje nisu u
ciklusu jer senzibiliziraju hipotalamusno-
hipofizarno-jajnicku vezu.

Primjena gonadotropnog releasing
hormona ili njihovih agonista izaziva po-
rast koncentracije folikulostimulirajuceg
(FSH) i luteinizirajéeg hormona (LH). LH
¢e izazvati ovulaciju ili luteinizaciju ve-
¢ih folikula prisutnih u vrijeme tretmana,
Sto ¢e omoguciti endogeni porast FSH te
dovesti do stvaranja novog folikularnog
vala (Thatcher i sur., 2001.).

Primjena progesterona u kombinaciji
s GnRH i PGF, pospjesuje pojavu
estrusa i koncepciju (Xu i Burton, 2000.).
GnRH potice folikulogenezu kako bi u
trenutku aplikacije PGF, na jajniku bio
prisutan dominantni folikul. Ovulacija
je moguca nakon prestanka djelovanja
negativne povratne sprege progesterona
uklanjanjem CIDR umetka (Noakes,
2001.).
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Kako bi se postigla optimalna kontrola
ciklusa potrebno je poznavati fiziologiju
hormonalne regulacije jajnicke aktivnosti
i interakciju izmedu majke i zametka
u svthu poboljSanja reproduktivne
ucinkovitosti. Sinkronizacijski postupak
moZe povecati pojavnost abnormalnog

estrusa i rane embrionalne smrtnosti
(MacMillan i sur, 2003.). Odgovor
na sinkronizacijski protokol ovisan

je o folikularnom statusu u vrijeme
zapocinjanja postupka, starosti i kondiciji
krave, vremenskom odmaku od zadnjeg
teljenja i dr. (Rhodes i sur., 2003.).

Umjetno osjemenjivanje

Umjetno osjemenjivanje najstarija
je i mnajprimjenjivanija reproduktivna
biotehnologija u stocarstvu i glavni
uzrok genetskog napretka u posljednjih
nekoliko desetljeca. UO ima vaznu ulogu
u kontroli spolno prenosivih bolesti
te omogucuje jednostavni prijenos i
trgovinu genetskim materijalom.

Zajedno s krioprezervacijom
sjemena, UO omogucuje maksimalno
iskoriStavanje reproduktivnog potencijala
genetski vrijednih rasplodnjaka na nacin
da jedan bik moze proizvesti i do 50 000
teladi godi$nje. UO je neizostavan dio u
programima ET (Funk, 2006.).

Procjenjuje se da je porast mlijecnosti
zabiljezen u drugoj polovici 20. stoljeca
u najvecoj mjeri prouzrocen velikim
genetskim napretkom upravo zbog
uporabe UO (Gordon, 1994.).

Prilikom UO krave se osjemenjuju po-
laganjem sjemena u tijelo maternice Sto
rezultira gravidno$¢u od 55-60% (Ver-
berckmoes i sur., 2004.). Vaginalno i plitko
cervikalano osjemenjivanje treba izbjega-
vati jer su rezultati osjemenjivanja vrlo losi
(Tomaskovi¢ i sur., 2007.), dok je osjeme-
njivanje u rog maternice rizi¢no zbog mo-
gucnosti ozljede endometrija (Parkinson,
2001.). Kada koristimo vrijedno sjeme po-
put seksiranog, preporuca se intrakornu-
alno UO u svrhu poboljsanja reproduktiv-
ne ucinkovitosti (Hunter, 2003.).

Iako varijabilna plodnost izmedu bi-
kova bitno utjece na ovu biotehnologi-
ju, otkrivanje estrusa predstavlja kljucni
¢imbenik koji utjece na uspjesnost UO, a
time i optimalno rasplodivanje. Neto¢no
otkrivanje estrusa vodi nepravovreme-
nom UQO, smanjenom postotku gravidno-
sti i produljenom medutelidbenom raz-
doblju. UO je potaknulo vecu primjenu
sinkronizacijskih programa koji ne zahti-
jevaju otkrivanje estrusa, ¢ime je postalo
jo$ ucinkovitije.

Embriotransfer

Embriotransfer (MOET = multipla
ovulacija i embriotransfer) metoda
je asistirane reprodukcije koja se vec
desetlje¢cima  sustavno  koristi  kod
goveda, malih prezivaca, konja te
divlja¢i za genetsko poboljSanje stada
i dobivanje velikog broja potomaka od
najkvalitetnijih Zenskih Zivotinja (Merton
isur., 2003.).

ET je biotehnoloski postupak kojim
se kravama u ranoj gravidnosti ispiru
zametci iz maternice koji se zatim
premjeStaju u maternicu sinkronizirane
primateljice kako bi se nastavio
unutarmaterni¢ni razvoj te se na posljetku
rodila normalna i za Zivot sposobna
mladuncad.

Primjena ET u rasplodivanju goveda

omogucuje brzi genetski napredak
stada uz znatno skracenje generacijskog
intervala uporabom rasplodnog

potencijala elitnih plotkinja (Gordon,
1996.). Postupak progenog testiranja
bikova ubrzan je, inducira se radanje
blizanaca, sprjecava se prijenos zaraznih
bolesti te postoji mogucnost da i slabo
plodne i neplodne Zivotinje mogu imati
potomstvo (Getz i sur., 2001.). Osim
toga, ET omogucuje laksi medunarodni
transport i trgovinu duboko smrznutim
zametcima ¢ime se smanjuju troskovi i
pomaze aklimatizacija Zivih Zzivotinja.
Zametci su jeftiniji za transport od
odraslih zivotinja, a manji je i rizik od
prijenosa zaraznih bolesti. Presadeni u
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domace primateljice, ET zametci imaju
prednosti nad odraslim Zivotinjama,
jer primaju pasivni imunitet preko
kolostruma, a imaju fiziolosku i
prirodnu adaptaciju u novoj sredini.
Nadalje, ET je od iznimne vaznosti
za ocuvanje autohtonih i ugrozenih
pasmina te primjenu drugih metoda
asistirane reprodukcije kao Sto su
dijeljenje zametaka (Engl. embryo
splitting) u svrhu dobivanja blizanaca
te odredivanje spola zametaka (Engl.
embryo sexing) (Gordon, 1996.).

Varijacije u broju dobivenih zametaka,
neodgovarajudi superovulacijski odgovor
te poremeceni transport spermija nakon
superovulacije uz nisku stopu gravidnosti
(Peterson i Lee, 2003.) predstavljaju
glavne ogranicavaju¢e c¢imbenike koji
utjecu na uspjeSnost MOET programa.
ET se dobiva prosjecno 5 do 8 zametaka
od krava i 1 do 3 zametka u junica, a
postupak se kod iste davateljice moze
ponoviti 3 do 4 puta godisnje. Oko 20%
davateljica ne reagira na superovulacijske
programe i ne proizvede niti jedan
zametak. Postotak  gravidnosti u
primateljica iznosi 50-60% (Makek i
sur., 1997.), s najve¢im uspjehom nakon
transfera svjezih zametaka, dok su junice
najbolje primateljice (Thibier, 2005.).
Na uspjesSnost MOET programa utjece i
odabir zametaka za transfer. Morfoloska
ocjena zametaka najceS¢a je koriStena
metoda prilikom procjene kvalitete
uzgojenog zametka, zbog jednostavnosti
izvedbe i neinvazivnosti (Lojki¢ i sur.,
2014.). Glavni nedostatak ove ocjene
je njezina subjektivnost (Aguilar i

sur, 2002.) pa velik broj zametaka
Klasificiranih kao dobri u terenskim
uvjetima, pokazuju znakove degeneracije
kada se gledaju pod svjetlosnim ili
elektronskim mikroskopom. S obzirom
da je kvaliteta zametka jedan od klju¢nih
¢imbenika koji utjeCe na uspjeh ove
tehnologije, potrebno je razviti objektivne
metode koje su primjenjive u terenskim
uvjetima (Velazquez, 2008.).

ET zahtijeva sinkronizaciju davateljice
i primateljice kako bi se osigurao rani
embrionalni razvoj u smislu elongacije
zametka i majéino prepoznavanje
gravidnosti od strane primateljice.

Postupak ET obuhvaéa odabir
krava davateljica na osnovu uzgojnih
i reprodukcijskih vrijednosti,
superovulaciju davateljica u svrhu
oslobadanja veceg broja jajnih stanica u
jajovod nakon ovulacije, UO i ispiranje
maternice 6. do 8. dana ciklusa (Makek i
sur., 1996.). Izolirani zametci klasificiraju
se i ocjenjuju na osnovu razvojnog
stadija i kvalitete (Wright, 1998.). Prema
kvaliteti, zametci se svrstavaju u one
prve, druge i trece klase, neoplodene
jajne stanice i degenerirane zigote i
zametke. Govedi zametci klase I. i
II. u stadiju razvoja od kasne morule
do blastociste daju najvisi postotak
koncepcije nakon ET. U tabeli 1. prikazan
je postotak gravidnosti nakon transfera
zametaka razlicite kvalitete. Transfer
zametaka u primateljice provodi se
tehnikom beskrvnog transfera izmedu 6.
i 8. dana ciklusa primateljice. Zametci se
polazu u prednju tredinu ipsilateralnog
roga maternice.

Tabela 1. Postotak gravidnosti nakon transfera zametaka razlicite kvalitete (Siedel i Siedel, 1991.).

Izvrsna 275
Dobra 152
Srednja 42
Losa 42

% gravidnosti
%

54 63
30 58
31
12
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Proizvodnja zametaka in vitro

Zensko tele rada se sa zalihom
od priblizno 150 000 jajnih stanica u
jajniku. Uzevsi u obzir da je prosjecni
zivotni vijek krave 8 godina te da ima 17
ciklusa godisnje, dolazimo do izracuna
da krava ima potencijal ovulirati 136
jajnih stanica tijekom Zivota. Ostale jajne
stanice propadaju s atrezijom folikula.
IVP  govedih zametaka omogucuje
iskoriStavanje jajnih stanica koje bi u
fizioloSkim uvjetima propale, kako bi
se smanjio gubitak vrijednog genetskog
materijala. U veterinarskoj medicini
ova se tehnologija pocela primjenjivati
krajem osamdesetih godina 20. stoljeca
rodenjem Virgila, prvog teleta oteljenog
nakon oplodnje in vitro (Brackett i sur.,
1982.). Danas se ova tehnologija rutinski
koristi u znanstvene i komercijalne svrhe
te u svrhu ocuvanja genetskog materijala
u sklopu banke gena. Unato¢ visokim
troskovima, u drzavama poput Italije
i Japana, zabiljezena je komercijalna
IVP teladi za tov (Galli i Lazzari, 2003.,
Hamano i sur., 2006.).

IVP se sastoji od tri koraka:
dozrijevanja (IVM) i oplodnje (IVF)
jajnih stanica in vitro te uzgoja (IVC)
oplodenih jajnih stanica do stadija
morule/blastociste. U ovom stadiju
zametci se mogu presaditi u primateljice
ili smrznuti.

IVP omogucuje dobivanje zametaka
od plotkinja visoke genetske vrijednosti
koje ne mogu dati potomstvo
prirodnim putem. MoZe se primijeniti
u reproduktivno zdravih krava i junica,
a isto tako i u krava s neodgovarajuc¢im
superovulacijskim odgovorom i krava
koje zbog razlicitth abnormalnosti
spolnih organa ne mogu razviti
zametak. Isto tako, omogucuje dobivanje
potomstva od visoko vrijednih plotkinja
u agoniji ili neposredno nakon uginuca
ili klanja, gravidnih Zivotinja tijekom
prva tri mjeseca gravidnosti, plotkinja
u puerperiju i Zenske teladi (Imai i sur.,

2006.). Iako moguca, IVP u juvenilnih
zivotinja nije nai$la na Siru primjenu zbog
manjeg broja proizvedenih zametaka u
odnosu na odrasle Zivotinje i invazivnosti
postupka. Iako KkoriStenje juvenilnih
zivotinja moZe skratiti generacijski
interval, mogu se javiti problemi u
selekciji zbog nedostatnih informacija o
proizvodnim rezultatima roditelja (van

Arendonk i Bijma, 2003.).
Razvoj ove tehnologije, osim
ubrzanog genetskog napretka,

omogucuje i razvoj drugih biotehnologija
kao Sto su odredivanje spola zametaka
lancanom reakcijom polimerazom (PCR=
Polymerase Chain Reaction) te kloniranje
i proizvodnja genetski modificiranih
zivotinja (Hoshi, 2003.).

Jajne stanice za IVM se mogu
dobiti od zivih zivotinja postupkom
transvaginalne punkcije folikula (Ovum
pick-up (OPU)) te usisavanjem jajnih
stanica iz folikula jajnika sakupljenih na
klaonici neposredno nakon klanja krava
i junica (Galli i Lazzari, 2003., Karadjole
i sur, 2010.). Primjenom OPU tehnike
u zdravih davateljica tijekom 6 mjeseci
moze se dobiti i do 50 zametaka, odnosno
3 do 4 puta viSe nego klasicnim ET (Bols
i sur,, 1995.). OPU se moze ponavljati 2
puta tjedno, a izvodi se u hormonalno
stimuliranih i nestimuliranih davateljica
(Getz, 2004.). Stimulacijski protokoli
koji se koriste za krave u OPU/IVF
programima razlikuju se od onih za
proizvodnju zametaka in vivo. Svrha
superovulacijskih protokola u MOET
programima je povecati broj ovulacija bez
Stetnog utjecaja na kvalitetu zametaka.
Svrha stimulacijskih protokola prije OPU
je povecati broj folikula pogodnih za
punkciju (van Wagtendonk-de Leeuw,
2006.), posebice folikula promjera 5
do 10 mm (Pieterse i sur., 1988.). Jajne
stanice iz ovih folikula pokazuju vecu
razvojnu sposobnost u odnosu na one iz
manjih folikula (Karadjole i sur., 2011.,
Lojki¢ i sur., 2016.). Utvrden je pasminski
utjecaj na superovulacijski odgovor i
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ucinkovitost OPU/IVP programa (Getz i
sur., 2008., Karadjole i sur., 2008., Lojki¢
isur., 2013.).

Uz IVP vezu se abnormalnosti u
embrionalnom, fetalnom i postnatalnom
(sindrom  velikog teleta) razvoju
(McEvoy, 2003.). One su povezane s
poremecenom ekspresijom gena vaznih
za razvoj zametka (Lonergan i sur,
2003.). Zbog neoptimalnih uvjeta uzgoja
i dodatka makromolekula, hormona i
¢imbenika rasta zametci proizvedeni
in vitro imaju manji broj stanica i veci
indeks apoptoze u odnosu na zametke
proizvedene in vivo (Koo i sur., 2002.).
Dodatak seruma u medije ubrzava
razvojnu kinetiku zametka, povecava
broj blastocista i izlazak iz zone pelucide
(Holm i sur, 2002.). Ubrzani razvoj
povezuje se i s negativnim posljedicama
poput nepravilne kompakcije morule,
preuranjene blastulacije i poremecene
genske ekspresije (Rizos i sur., 2003.).
Nakon transfera IVP zametaka ucestalija
je pojava embrionalne smrtnosti, a osim
toga svaka dodatna mikromanipulacija
zametcima uzgojenim in vitro umanjuje
njihovo prezivljavanje, sto je glavna
zapreka njihovom ucinkovitijem
koristenju. Ipak, =zadnjih je godina
postignut znatan napredak u uvjetima
uzgoja in vitro, Sto se ocituje rastom
broja gravidnosti nakon transfera u
odgovarajuce primateljice.

Duboko smrzavanje zametaka goveda

Duboko  smrzavanje  zametaka
omogucuje dugotrajnu pohranu
vrijednog genetskog materijala,

transport i ucinkovitije iskoristavanje
biotehnoloskih postupaka poput ET ili
IVP. Za duboko smrzavanje odabiru se
zametci dobre kvalitete i smrzavaju se
neposredno nakon ispiranja davateljice.
Postotak gravidnosti neznatno je manji
u odnosu na svjeze zametke (Leibo i
Mapletoft, 1998.). Kako bi s izbjegla
ostecenja, zametci se hlade optimalnom
brzinom hladenja (0,5 °C po minuti),

uz dodavanje krioprotektora  koji
osiguravaju prezivljavanje zametaka
nakon smrzavanja. Uporabom visoko
permeabilnih  krioprotektora  poput
etilen glikola, omogucuje se izravan
transfer zametaka u primateljice, bez
prethodnog uklanjanja krioprotektora
i uporabe mikroskopa (Voelkel i Hu,
1992.). Ovom se metodom sadrzaj pajete
nakon otapanja u vodenoj kupelji izravno
polaZe u maternicu krave. Krioprotektor
napusta zametak u maternici, bez
osmotskog stresa. Postotak gravidnosti
jednak je kao i kod uporabe glicerola
(Leibo i Mapletoft, 1998.). Kako je
smrzavanje zametaka proces  koji
zahtijeva skupu laboratorijsku opermu i
vremenski je zahtjevno, ocekuje se da ce
postupak vitrifikacije ubrzo nadomjestiti
klasicno smrzavanje zametaka. Ovim
izrazito brzim postupkom smrzavanja
zametak se kratko izlaze vrlo visokim
dozama krioprtektora, nakon cega se
izravno uranja u tekudi dusik. Na taj se
nacin izbjegava formiranje kristala leda
koji prouzroce najveca ostecenja tijekom
smrzavanja (Grizelj, 2006.).

Zametci uzgojeni in vitro manje su
vitalni od in vivo uzgojenh zametaka,
a njihovo smrzavanje cesto je manje
uspjesno. Mediji za uzgoj zametaka in
vitro ne utje¢u samo na njihov razvoj,
nego imaju znacajan utjecaj na njihovo
prezivljavanje = nakon = smrzavanja.
Primjerice, dodatak seruma u medij
za IVC prouzro¢i nakupljanje lipida
u stanicama trofoblasta (Ferguson i
Leese, 1999.). In vitro uzgojeni zametci
imaju promijenjeni lipidni metabolizam

(Abd El Razek i sur, 2000.), Ssto
je uzrok je povecanoj osjetljivosti
zametka na djelovanje slobodnih

kisikovih radikala nakon smrzavanja i
odmrzavanja. Smanjeno preZivljavanje
nakon smrzavanja posljedica je i
morfoloskih oSte¢enja poput nepotpune
kompakcije, nepotpunih medustani¢nih
veza,  abnormalnosti = mitohondrija
i fragmentacije koje su ces¢e u IVP
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zametaka. I razvojni stadij zametaka
utjece na posljedice dubokog smrzavanja
pa zametci kasnijeg razvojnog stadija
imaju vecu toleranciju na smrzavanje od
zametaka u ranijem razvojnom stadiju
(Dinnyes i sur.,, 1999.). Iako se uspjeh
smrzavanja zametka moZe povecati
ovisno o metodi krioprezervacije,
kvaliteta in vitro uzgojenog zametka
ostaje glavni c¢imbenik koji utjeée na
njegovu kriotoleranciju.

Kontrola zaraznih bolesti

Proizvodnja velikog broja ET i IVP
zametaka i mogucénosti medunarodne
trgovine, postavila je pitanje regulacije
zakonskih  normi. Zdravstveni je
savjetodavni odbor za  sigurnost
(HASAC), unutar  Medunarodnog
drustva za embriotransfer (IETS)
odigrao vaznu ulogu u prikupljanju
i Sirenju znanstvenih informacija o
prijenosu zaraznih bolesti ET (Thibier,
1998.). Medunarodno drustvo za ET
donijelo je propise vezane uz sanitarnu
kontrolu proizvodnje zametaka da bi
se smanjio rizik mogudeg prijenosa
zaraznih bolesti (Thibier, 1998.). Brojna
istrazivanja pokazala su da se govedim
zametcima ako se postuju propisi vezani
uz sanitarnu kontrolu ne prenose zarazne
bolesti. Prema riziku prijenosa, patogeni
su svrstani u nekoliko kategorija
(Stringfellow i sur., 2004.).

Kategorija 1 obuhvaca bolesti ili
uzrocnike bolesti za koje postoji dostatno
dokaza daje rizik od prijenosa zanemariv,
pod uvijetom da se s govedim zametkom
prilikom prikupljanja i prijenosa pravilno
rukovalo. Pravilno rukovanje ukljucuje
mikroskopski pregled zone pelucide,
ispiranje zametka i prema potrebi
ispiranje u tripsinu.

Uzrocnici koji spadaju u kategoriju 1
su: enzootska leukoza goveda, slinavka i
Sap, bolest plavog jezika, Brucella abortus,
virus zaraznog govedeg rinotraheitisa,
bolest Aujetzkog i goveda spongiformna
encefalopatija.

Kategorija 2, 3 i 4 su bolesti o kojima
je provedeno manje istrazivanja o
mogucnostima prijenosa i potrebna su
daljnja in vivo i in vitro istraZivanja (npr.
goveda virusna diareja). Zanemarivi rizik
od prijenosa zaraznih bolesti putem ET
omogucuje ocuvanje vrijedne genetike
u slucaju izbijanja epidemija (Wrathall
i sur, 2004.) i omogucuje uzgoj stada
slobodnog od zaraznih bolesti.

Medunarodni promet zametcima

Primjena spomenutih biotehnologija
omogucuje  medunarodni  transport
i trgovinu genetskim materijalom,
¢ime se smanjuje rizik od prenosenja
zaraznih bolesti i troskovi, jer viSe nije
potreban transport Zivih  Zivotinja.
Osim smanjenog rizika od prenosSenja
zaraznih bolesti, trgovina dubokog
smrzavanja zametcima omogucuje i
smanjene troskove karantene, mogucnost
odabira Zivotinja iz Sire genetske baze
te bolju prilagodbu zivotinja na novu
sredinu. Prilagodba je osobito vazna u
tropskom i suptropskom podrudju gdje
tele ima mogudnost prilagodbe unutar
maternice te postnatalno sisanjem krave
primateljice koja je udomacena na tom
podrudju (Mapeltoft i Hasler, 2005.).

Propisi Medunarodnog drustva za ET
vezani uz sanitarnu kontrolu proizvodnje
zametaka omogucuju siguran transport in
vivo proizvedenih zametaka podrijetlom
od davateljica seropozitivnih na neke
patogene (Thibier, 1998.). Istrazivanja
vezana uz zametke in vitro pokazuju da je
struktura zone pelucide koja je vazna za
obranu od pateogena razli¢ita od strukture
zone pelucide zametaka proizvedenih in
vivo. Time je rizik transporta IVP zametaka
vedi u smislu kontrole zaraznih bolesti pa
se viSe paZnje treba posvetiti seroloskim
testiranjima davateljica jajnih stanica
(Mapeltoft i Hasler, 2005.).

Pregled ostalih biotehnologija
Ucinkovita IVP preduvijet je za primje-
nu naprednijih biotehnologija poput klo-
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niranja, transgeneze, odredivanja spola
potomstva i dr. Ove biotehnologije omo-
gucuju izravno manipuliranje genomom
zivotinja da proizvedu nesto pozZeljno ili
da odstranimo nepoZeljno. Primjenom
razlicitih biotehnologija poput seksiranja,
multiplikacija genoma zametka bliZnje-
njem ili transferom jezgre (kloniranje)
moze se postiéi jos brzi genetski napre-
dak prijenosom genoma iz nukleusnih
stada u proizvodne jedinice.

Odredivanje spola spermija i
zametaka (seksiranje)

Kontrola spola mladuncadi izuzetno
je vazna u govedarskoj proizvodnji. U
prirodnoj reprodukciji omjer spolova
je otprilike 50:50. Mesna industrija
preferira musku telad zbog boljih tovnih
karakteristika i prirasta, dok u mlijecnom
govedarstvu zenska telad predstavlja
najpoZeljniju i najprofitabilniju jedinku.
Iz tog razloga razvijene su metode
kojima mozemo kontrolirati spol buduce
jedinke, a osnivaju se na odredivanju
spola spermija ili zametka.

Spermij koji nosi X kromosom
u goveda sadrzi 3,8% vise DNK od
spermija s Y kromosomom. Na osnovu
ove Cinjenice spermiji se mogu odvojiti
citometrijskom analizom DNK u glavi
spermija. ~ Proto¢nom  citometrijom
omogucdeno je odvajanje X- spermija i Y-
spermija s to¢nosc¢u od 90% i vise (Garner i
Seidel, 2008.). Nedostatak ove tehnologije
je sporost (u jednom satu se moze odvojiti
10 miljjuna spermija svakog spola, sto
odgovara jednoj dozi za UO), loSija
plodnost i slabije prezivljavanje nakon
dubokog smrzavanja, uglavnom radi
oStecenja spermija te kratak Zivotni vijek
seksiranog sjemena u genitalnom traktu
(Amann, 1994.). Jedan od ogranicavajucih
¢imbenika koji utjece na Siru primjenu je
cijena seksiranog sjemena koja je znatno
viSa u odnosu na cijenu komercijalnog
sjemena (Seidel, 2009.).

Druga mogucénost je odredivanja
spola zametka lancanom reakcijom

polimerazom. Ovom se tehnikom
ispituje specificna DNK Y kromosoma
koja se umnozava pomocu PCR. Uspjeh
gravidnosti koriste¢i seksirane in vivo
proizvedene zametke ne razlikuje se
od uspjeha gravidnosti u Kklasi¢nim
MOET programima. Za razliku od
njih, IVP seksirani zametci rezultiraju
manjim postotkom gravidnosti nakon
transfera u primateljice (Lopes i sur,
2001.). Seksiranje zametka predstavlja
najprecizniju metodu odredivanja spola,
no invazivnost postupka biopsije te skupa
tehnologija usporavaju Siru primjenu.

Proizvodnja geneticki istovjetnih
Zivotinja

Proizvodnja  geneticki  istovjetnih
jedinki u govedarstvu moze se postici
razdvajanjem blastomera do 4- stani¢nog
stadija razvoja zametka, bliZnjenjem,
odnosno cijepanjem (splitting) zametka u
stadiju moruleili blastociste ili transferom
jezgre (nuclear transfer) (Wells, 2003.).

Bliznjenje

Klonirane ovce, koze i goveda
dobivene su prije 30-ak godina tehnikom
cijepanja zametaka. Naime, sposobnost
skupine  stanica  odstranjenih iz
zametka da nastave razvoj iskoriSteno
je za dobivanje genetski identi¢nih
jedinki koje potje¢u iz istog zametka.
Visestanicni govedi zameci cijepaju se s
pomoc¢u mikromanipulatora na dva ili
na Cetiri dijela, a polovice ili Cetvrtine
zametka mogu se prije transfera opet
staviti u nadomjesne zone pelucide ili
se transferiraju gole (Christie, 1996.).
Uz uspjeh gravidnosti od 50%, ovom
tehnologijom moguce je dobiti preko
100% teladi vise nego samo MOET-om
(Gray i sur.,, 1991.). To je izuzetno bitno
kada se od visokovrijedne davateljice
ispiranjem dobije samo 1 do 2 zametka
(Seidel, 1984.).

Bliznjenje omogucava proizvodnju
identi¢nih Zivotinja te ima specifinu
primjenu samo za odredene proizvodnje.
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Uz druge manipulacije genomom
(transgenezu) bliznjenje ima aplikaciju
u farmaceutskoj industriji (Piedrahita,
2000.). U mlijecnih krava mogu se
proizvesti tovni blizanci od jajnih stanica
iz jajnika sakupljenih na klaonici i
osjemenjenih in vitro s mesnatim bikom,
¢ime se osigurava da ta telad ima barem
75% tovne genetike, a proizvedeni su na
najjeftiniji nacin (Matkovi¢ i sur., 2000.).

Kloniranje

Prema Velazquez (2008.) do 2007.
godine u svijetu je registrirano oko 160
laboratorija u 37 zemalja od kojih se
75% bave kloniranjem domacih Zivotinja
(govedo, svinja, ovca, bivol).

Kloniranje je tehnika nuklearne
transplantacije koja ukljucuje fuziju
stanica embrionalnog ili somatskog
podrijetla s enukleiranom  jajnom
stanicom (iz koje je uklonjena jezgra
s njezinim genetskim materijalom) te
transfer blastomera i aktivaciju jajne
stanice, predimplantacijski ~ razvoj
zametaka in vitro i embriotransfer u
primateljice (Stice i sur., 1998.).

Kloniranje odrasle ovce (Wilmut
i sur, 1997.) izazvalo je golemi
interes i potaknulo mnoge rasprave o
mogucnostima i opasnostima primjene
ove mocne tehnologije. Slijededi uspjeh
klonirane Dolly, proizvedeni su i
govedi klonovi koristeci fetalne stanice
fibroblasta, stanice jajovoda, granuloza
stanice, stanice fibroblasta koZe te stanice
misica (Hasler, 2003.).

Transfer jezgre somatskih stanica
(SCNT) predstavlja vrijednu tehnologiju
u smislu umnoZavanja superiornog
genotipa i  proizvodnje identi¢nih
transgenih jedinki. Mogude primjene
ukljucuju kloniranje genetski vrijednih
bikova kako bi se povecala dostupnost
sjemena na trzistu, multipliciranje jedinki
visokih proizvodnih rezultata nakon
uginucda, smanjenje troSkova progenog
testiranja (Galli i sur.,, 2003.), ocuvanje
ugrozenih pasmina goveda, osobito kada

nije dostupan muzjak (McEvoy, 2003.).
SCNT moZze imati i veliku primjenu u
istrazivanjima epigenetskih modifikacija
(Dindot i sur, 2004.), mehanizama
diferencijacije i starenja (Tsunoda i Kato,
2000.) i ljudske neplodnosti (Zavos i
Illmensee, 2006.).

Ipak, unato¢ brojnim istrazivanjima,
uspjesnost kloniranja vrlo je niska. Za-
jedno s IVF, SCNT je povezan s visokom
embrionalnom i fetalnom smrtnoscu,
teskim teljenjima, velikom porodajnom
masom i slabim postnatalnim preZzivlja-
vanjem. Svega 5-15% kloniranih zame-
taka prezivi do porodaja (Wells i sur.,
2004.). Vecina preostalih zametaka pro-
padne u raznim stadijima razvoja zbog
fetalnih i placentalnih abnormalnosti
poznatih kao ,,sindrom kloniranja” (Tsu-
noda i Kato, 2000.).

Osim ucinkovitosti, za Siru primjenu
potrebno je i prihvacanje ove tehnologije
od strane javnosti. Prema istrazivanjima,
ne postoji razlika u kakvoéi mesa i mlijeka
izmedu kloniranih i nekloniranih goveda
(Yang i sur., 2007.). Americka Agencija za
hranu i lijekove (FDA) proglasila je meso
i mlijeko kloniranih Zivotinja sigurnim za
konzumaciju.

Transgeneza

Transgeneza je postupak genetske
modifikacije zivotinja. Razvoj rekombi-
nantne DNK tehnologije omogucio je izo-
laciju i modifikaciju gena te unoSenje no-
vih gena u genom Zivotinja. Strana DNK
moze se stabilno integrirati u genom sisa-
vaca i dalje nasljedivati prema Mendelje-
vim zakonima.

Prvo genetski modificirano govedo
proizvedeno je 1989. godine (Roschlau
i sur., 1989.). Oko 25 Zivotinjskih vrsta
danas je ukljuceno je u razvoj transgen-
skih linija za temeljna biomedicinska
istrazivanja i primjenu (Houdebine,
2005.). Genetski modificirane Zzivotinje
nisu ukljuéene u komercijalne programe
rasplodivanja, no njihova uloga je znatna
u farmaceutskoj industriji i medicini.
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Transgenska tehnologija moze se kori-
stiti u proizvodnji proteina u mlijeku i
serumu krava za terapeutske svrhe u
humanoj medicini (biopharming) (Kee-
fer, 2004.). Proizvodnja je usmjerena i k
uzgoju Zivotinja s organima imunoloski
kompatibilnim za humanu transplanta-
ciju (ksenotransplantacija). Transgenska
tehnologija nailazi i na primjenu u po-
ljoprivredi, proizvodnjom goveda koja
su genetski modificirana za poboljSanje
sastava mlijeka i otpornosti prema bole-
stima (Paape i sur., 2002.). Proizvedene
su linije krava s visokim udjelom kazei-
na (Brophy i sur., 2003.) i otporne na ma-
stitis prouzrocen S. aureus (Wall i sur.,
2005.).

S obzirom na visoku cijenu postupka
i uzgoja genetski modificiranih zivotinja
i ¢injenicu da su proizvodna svojstva
zivotinja uglavnom regulirana ne jednim
nego s vise gena, vjerojatno je da ¢e se ova
tehnologija vise koristiti u farmaceutskoj
nego u govedarskoj industriji.

Zaklju¢na razmisljanja

Metode  asistirane  reprodukcije
primjenjuju se u govedarstvu vec
desetlje¢cima. Dok je UO godinama

najisplativiji i najkoriSteniji nacin Sirenja
pozelinog genoma, druge tehnologije
nailaze na primjenu s vecim ili manjim
uspjehom. Od tehnologija koje se
temelje na transferu zametaka, MOET
ima najSiru primjenu. Unaprjedenje
ovih postupaka omogucuje i napredak
u detekciji estrusa i sinkronizacjskim
postupcima. IVP zametaka ima veliki
potencijal u govedarstvu i, uz bolje uvjete
uzgoja koji bi osigurali ve¢u ucinkovitost,
mogao bi zamijeniti klasi¢ne programe
MOET-a. Odredivanje spola spermija i
zametaka ima komercijalnu primjenu
sa zadovoljavaju¢im rezultatima.
Naprednije tehnologije poput
transgeneze i kloniranja zbog visokih
troskova i nezadovoljavajuceg uspjeha
nisu naisle na Siru primjenu iako je njihov

potencijal velik, posebice u farmaceutskoj
industriji i konzervacijskoj biologiji.

Sazetak

Vise od pet desetljeca istrazivanja re-
produktivne biologije omogucdilo je razvoj
biotehnoloskih postupaka koji povecavaju
ucinkovitost mesnog i mlije¢nog govedar-
stva. Ovi postupci omogucuju manipulaciju
gametama i zametcima u svrhu poboljSanja
plodnosti i genetskog napretka. Usvajanje
i primjena postupaka asistirane reproduk-
cije u rasplodivanju krava ima dalekosezne
posljedice u komercijalnom uzgoju stoke.
Umjetno osjemenjivanje, embriotransfer i
proizvodnja zametaka in vitro tehnologije su
koje se sustavno primjenjuju u uzgojnim pro-
gramima diljem svijeta omogucavajuéi brzi
genetski napredak, skracenje generacijskog
intervala, kontrolu zaraznih bolesti i sman-
jenje proizvodnih troskova. Umjetno os-
jemenjivanje desetlje¢ima je najisplativiji i
najkoriSteniji nacin Sirenja poZeljnog geno-
ma. Embriotransfer je tijekom posljednjih 30
godina postao medunarodno prihvacena
metoda rasplodivanja s preko 500 000 zam-
etaka proizvedenih in vivo godisnje. Propisi
Medunarodnog drustva za embriotransfer
vezani uz sanitarnu kontrolu proizvodnje za-
metaka omogucuju siguran transport in vivo
proizvedenih zametaka, bez rizika od Sirenja
zaraznih bolesti. Od ukupnog broja zametaka,
oko 15% godisnje ih se proizvodi in vitro. Ova
tehnologija omogucuje dobivanje zametaka
od plotkinja visoke genetske vrijednosti koje
ne mogu dati potomstvo prirodnim putem, a
zbog vece ucinkovitosti s vremenom bi mo-
gla zamijeniti klasicne programe MOET-a.
Postupci asistirane reprodukcije poput em-
briotransfera i in vitro proizvodnje zametaka
zajedno s krioprezervacijom, od izuzetne
su vaznosti u ocuvanju izvornih i ugrozenih
pasmina goveda. Njihova primjena nezaobi-
lazna je u programima uspostave banke gena
koji pomazu u ocuvanju farmskih genetskih
resursa. Osim navedenog, ove biotehnologi-
je povecavaju ponudu visokokvalitetne
stoke te primjenu naprednih biotehnologija.
Odredivanje spola spermija i zametaka nudi
stoarima mogucnost odabira spola teleta,
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a time i isplativiju proizvodnju mesa i mli-
jeka. Napredne biotehnologije poput kloni-
ranja i transgeneze imaju veliki potencijal u
rasplodivanju, no zbog troskova i losih rezul-
tata one se uglavnom koriste u istrazivanjima
te u farmaceutskoj industriji.

govedo,

asistirana
in vitro

Kljucne rijedi:
embriotransfer,

reprodukcija,
tehnologija,

transgeneza, kloniranje
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More than five decades of research
in reproductive biology have resulting
in the development of biotechnologies in
the cattle industry to increase efficiency in
beef and dairy production systems. These
technologies are related to gamete and embryo
manipulation aimed at improving fertility and
genetic progress. The application of assisted
reproductive technology in stockbreeding
has tremendously altered the rate of genetic
improvement in breeding programmes and
strategies. Artificial insemination, embryo
transfer and in vitro embryo production
are technologies systematically applied in
breeding programs around the world. They
enable rapid genetic progress, shortening
of the generation interval, control of disease
transmission and reduction of production
costs. Worldwide, artificial insemination
has been the most efficient and useful way
to improve the genetic quality of the herd.
Over a period of thirty years, embryo transfer
has become an internationally accepted
technology with over 500,000 in vivo produced
embryos per year. The recommended handling
procedures of the International Embryo
Transfer Society enable the safe export of in
vivo derived embryos, without the risk of
disease transmission. Approximately 15% of
embryos produced annually are produced by

in vitro technology. This technology enables
embryo production from cows of high genetic
merit that cannot produce offspring by
conventional reproduction. Improvements
in OPU/IVF programs would have a great
impact on the cattle industry and could
replace the traditional MOET programs in the
near future. Furthermore, they are important
for the development and operation of a gene
bank for the cryoconservation of animal
genetic resources, to preserve indigenous
and endangered breeds of cattle. In addition
to genetic progress, the application of these
biotechnologies in animal breeding permits
high quality breeding stock to be available
on the market and enables the application
of advanced technologies. Semen and
embryo sexing allows for identification
and selection of sex, which can assist in the
more efficient management of resources.
Cloning and transgenesis have great
potential in the cattle industry, though due
to their low efficiency and high costs, these
technologies are predominantly applied in
experimental settings and the production of
pharmaceuticals.

Key  words:  assisted  reproductive
technologies, cattle, Embryo transfer, in vitro
technology, transgenesis, cloning
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