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Kratak sadrzaj

Krioprezervacija sperme nerasta predstavija kljucni proces u reprodukciji svi-
nja, omogucavajuci dugotrajno ¢uvanje i globalnu razmenu genetskog materijala.
Medutim, spermatozoidi nerasta su izrazito osetljivi na kriogeni stres, zbog ¢ega
Je optimizacija protokola neophodna za o¢uvanje pokretljivosti, vitalnosti i oplodu-
juce sposobnosti. Ovaj rad uporeduje dva protokola krioprezervacije, sa fokusom
na razlike u prikupljanju sperme, vremenu razblaZivanja, centrifugiranju, pripremi
razredivacCa i pakovanju sperme. Procenjeni su sledeci kinetiCki parametri: pro-
secCna putna brzina (VAP), brzina pravolinijskog kretanja (VSL), zakrivijena putna
brzina (VCL), amplituda bo¢nog pomeranja glave (ALH), frekvencija ukrStanja ta-
lasa (BCF), ispravijenost (STR) i linearnost (LIN). Takode, analizirana su dva do-
datna morfoloSka parametra: izduzenost i povrsina glave. Vrednosti su izrazene
kao srednje vrednosti + standardna devijacija. Nakon ve$tackog osemenjavanja
uporedeni su osnovni parametri reprodukcije kod svinja: stopa koncepcije i velici-
na legla. Sveukupno, iako univerzalni protokol jo$ uvek nije utvrden, napredak u
formulaciji krioprotektanata i kontroli temperature nastavija da poboljSava funkcio-
nalnost sperme nakon odmrzavanja. Potrebna su dalja komparativna istraZivanja
kako bi se protokoli dodatno usavrSili za konzistentno i visokokvalitetno o¢uvanje
sperme nerasta, ¢ime se obezbeduje efikasno vestacko osemenjavanje i genet-
Ska konzervacija u svinjarstvu.

Kljuéne reci: sperma nerasta; koncepcija; krioprezervacija; veli¢ina legla

Summary

Cryopreservation of boar semen is a critical process in swine reproduction,
enabling long-term storage and global genetic exchange. However, boar sperma-
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tozoa are notably sensitive to cryogenic stress, making the optimisation of proto-
cols essential for preserving motility, viability, and fertilising capacity. These ab-
stract compares two cryopreservation protocols, focusing on differences in semen
collection, extension time, centrifugation, extender preparation, and semen pac-
kaging. The following kinetic parameters were assessed: velocity of average path
(VAP), velocity of straight-line path (VSL), velocity of curvilinear path (VCL), am-
plitude of lateral head displacement (ALH), beat-cross frequency (BCF), straight-
ness (STR) and linearity (LIN). Also, two additional morphological parameters we-
re assessed: elongation and area of the head. Values were expressed as means
+ standard deviation. After tie insemination, the basic porcine reproductive para-
meters were compared: conception rate, and litter size. Overall, while no univer-
sal protocol has emerged, advances in cryoprotectant formulation and temperatu-
re management continue to improve post-thaw functionality. Further comparative
research is warranted to refine protocols for consistent, high-quality boar semen
preservation, ensuring efficient artificial insemination and genetic conservation in
the swine industry.

Key words: boar semen; conception rate; cryopreservation; litter size

uvoD

Vestacko osemenjavanje (V.0.) kod svinja znac¢ajno je napredovalo od svo-
je prve primene 1920-ih godina. Dok je hladenje sperme nerasta postala standar-
dna praksa sredinom 20. veka, krioprezervacija sperme nerasta — uobi¢ajena kod
drugih vrsta domacih Zivotinja, suo€ila se sa izazovima zbog visoke osetljivosti
spermatozoida na zamrzavanje. Duboko zamrzavanje, odnosno krioprezervacija,
izlaze spermatozoide toplotnom, osmotskom i oksidativhom stresu, $to mozZe na-
rusiti njihovu vitalnost i sposobnost oplodivanja. Uprkos ovim poteSko¢ama, kon-
tinuirana istrazivanja unapreduju protokole zamrzavanja i razredivace, ¢ime se
poboljSava kvalitet sperme nakon odmrzavanja (Pezo et al., 2025). Upotreba krio-
prezervisane sperme donosi brojne strateSke prednosti u uzgoju svinja. Ona omo-
gucava dugotrajno Euvanje i globalnu distribuciju superiornog genetskog materi-
jala bez potrebe za transportom Zivih Zivotinja, ¢ime se unapreduje biosigurnost i
smanjuju logisticki tro8kovi. Takode, duboko zamrznuto seme nerastova omogu-
¢ava formiranje geneti¢kih depoa ili banaka gena, koje imaju kljuénu ulogu u o¢u-
vanju i selektivnim uzgojnim programima. Ove pogodnosti posebno su znacajne u
organizovanim uzgojnim sistemima koji teze genetskom unapredenju velikih po-
pulacija (Gonzalez-Pena et al., 2015).

Komercijalna upotreba duboko zamrznutog semena kod svinja i dalje je
ograni¢ena zbog slabijih reproduktivnih rezultata u poredenju sa rashladenim se-
menom. Procenat pradenja sa duboko zamrznutim semenom obi¢no iznosi 50—
60%, a veli€ina legla je manja. Ovi ishodi povezani su sa smanjenom pokretljivo-
S¢u i vitalnoS¢u spermatozoida nakon odmrzavanja. Pored toga, vreme oseme-
njavanja u odnosu na ovulaciju je presudno, jer spermatozoidi nakon odmrzava-
nja imaju kraéi zivotni vek u reproduktivnom traktu, $to zahteva preciznu detekciju
estrusa i striktne protokole inseminacije (Michael et al., 2000). Da bi se prevazisla
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ogranicenja, razvijene su napredne metode inseminacije poput intrauterine (1UI)
i duboke intrauterine (DUI), koje omogucavaju deponovanje sperme blize mestu
oplodnje, ¢ime se povecava stopa koncepcije ¢ak i pri manjem broju spermato-
zoida. Studije su pokazale da kombinovanje duboko zamrznutog semena sa op-
timalnim vremenom i tehnikom osemenjavanja moze dati zadovoljavajuce rezul-
tate, 8to ovu metodu €ini odrzivom opcijom u kontrolisanim uzgojnim programima
(Gonzalez-Pena et al., 2014).

Buduénost upotrebe duboko zamrznutog semena u reprodukciji svinja zavisi
od daljeg usavr8avanja protokola krioprezervacije, razredivaca i tehnika insemi-
nacije. Istrazivanja su usmerena na poboljSanje stope prezivljavanja spermatozo-
ida, smanjenje oStecenja tokom procesa zamrzavanja i odmrzavanja, kao i razvoj
efikasnijih tehnika V.O. Oc¢ekuje se da ¢e napredak u ovim tehnologijama omogu-
Citi veCu integraciju duboko zamrznutog semena u komercijalne programe uzgoja
svinja, doprinoseci genetskoj raznovrsnosti, produktivnosti i odrZivosti svinjarstva
(Pezo et al. 2025). Krioprezervacija sperme nerasta je klju¢na tehnika u savreme-
noj reprodukciji svinja, koja omoguéava dugotrajno Cuvanje i globalnu disemina-
ciju genetskog materijala. Za razliku od sperme bikova, spermatozoidi nerasta su
izrazito osetljivi na hladni Sok i osmotski stres, Sto oteZzava proces zamrzavanja.
Protokol krioprezervacije tipi¢no obuhvata: prikupljanje sperme, razblaZivanje ra-
zredivaCima, postepeno hladenje, dodavanje krioprotektanata, pakovanje u pa-
jete, zamrzavanje i odmrzavanje. Svaka faza mora biti pazljivo optimizovana da
bi se oCuvala vitalnost i sposobnost oplodenja nakon odmrzavanja. Savremena
istrazivanja fokusirana su na unapredenje sastava razredivaca i regulaciju brzine
hladenja kako bi se smanijila ¢elijska oStecenja (Rath et al., 2009).

Konvencionalna metoda krioprezervacije sperme nerasta podrazumeva
sporo zamrzavanje u isparenjima teénog azota. Sperma se najpre razblazuje ra-
zredivacima poput lactose-egg yolk (LEY), koji obezbeduju hranljive materije i ti-
ti membrane spermatozoida. Dodaju se krioprotektanti, poput glicerola, kako bi
se sprecilo formiranje ledenih kristala. Sperma se zatim hladi na 5°C, pakuje u
slam¢ice od 0,5 ml i postavlja iznad te€nog azota radi postepenog zamrzavanja.
lako je ova metoda ekonomicna i Siroko primenjena, ¢esto dovodi do smanjenja
pokretljivosti i vitalnosti zbog nekontrolisanog formiranja leda i oksidativnog stre-
sa (Hernandez et al., 2007). Protokoli sa kontrolisanom brzinom zamrzavanja ko-
riste programabilne zamrzivace koji precizno upravljaju padom temperature to-
kom procesa. Tipi¢ne stope hladenja ukljuCuju —40°C/min izmedu -5°C i -80°C,
Sto pomaze u smanjenju formiranja ledenih kristala i oksidativnhog osteéenja. Ova
metoda €uva integritet membrana i poboljSava pokretljivost spermatozoida nakon
odmrzavanja u poredenju sa konvencionalnim tehnikama. Medutim, visoka cena
i ograni¢ena dostupnost ovih uredaja sprecavaju njihovu Siroku komercijalnu pri-
menu (Westendorf et al. 1975).

Postoje dva istaknuta protokola kriokonzervacije nerastovskog semena: We-
stendorf i Paquignon metoda. Oba ukljuCuju uklanjanje seminalne plazme i upo-
trebu razredivaca koji sadrze zumance i Secere — laktozu kod Westendorf metode
i glukozu kod Paquignon metode. Westendorf protokol ukljuuje fazu hladenja na
15°C pre uklanjanja plazme i dodavanje Orvus ES paste u razrediva¢. Kompara-

115



16. Naucni simpozijum “Reprodukcija Zivotinja”

tivna istrazivanja pokazala su da Westendorf metoda daje bolju vitalnost sperma-
tozoida i manje morfoloSkih abnormalnosti, zbog ¢ega je pogodnija u odredenim
uzgojnim uslovima (Westendorf et al., 1975; Paquignon et al., 1984). Najnovije
inovacije u krioprezervaciji uklju€uju upotrebu novih krioprotektanata, antioksida-
nata i razredivaa kako bi se poboljSalo preZivljavanje spermatozoida. IstraZzuju
se i nove tehnike poput vitrifikacije, dodavanja nanocestica i proteina vezanih za
led, radi smanjenja oSte¢enja tokom zamrzavanja i odmrzavanja. Protokoli pri-
lagodeni specifi€nim rasama, kao Sto su oni razvijeni za autohtone rase poput
Windsnyer nerastova, naglaSavaju potrebu za individualizovanim pristupom za-
snovanim na genetskim i fizioloSkim razlikama. Kontinuirana istraZivanja i stan-
dardizacija protokola klju€ni su za Sirenje upotrebe duboko zamrznutog semena u
komercijalnoj reprodukciji svinja (Li et al., 2020).

Utvrdeno je da su spermatozoidi iz prvih 10 mL semene frakcije (P1) otporniji
na manipulaciju (od razblazivanja do hladenja) i na krioprezervaciju, u poredenju
sa onima iz ostatka ejakulata (Pena et al., 2003; Rodriguez-Martinez et al., 2007;
Saravia et al., 2007). Pokazano je da je upravo semena plazma u P1 frakciji klju-
¢an zastitni faktor za spermatozoide, verovatno zbog vecéeg prisustva tec¢nosti iz
kaudalnog dela epididimisa i specifi¢nih proteina, ili zbog nizih koncentracija sper-
madhezina, bikarbonata i cinka u poredenju sa drugim frakcijama. Ova Cinjenica
iskori8¢ena je za pojednostavljivanje protokola krioprezervacije, koris¢enjem sa-
mo P1 frakcije u koncentrisanom obliku, za potencijalnu upotrebu u dubokoj in-
trauterinoj inseminaciji (Rodriguez-Martinez i Wallgren, 2011).

Spermatozoidi su najpre inkubirani u sopstvenoj plazmi semena 30 minuta
nakon sakupljanja, a zatim, bez centrifugiranja (tj. bez uklanjanja semene plaz-
me), razblazeni su lactose egg yolk (LEY) razredivacem i ohladeni na +5°C tokom
1h 30 min pre nego $to su dodatno tretirani LEY+glicerolom (3%) i razredivacem
sa surfaktantom, pakovani u MiniFlatPack i rutinski krioprezervisani, sa brzinom
hladenja od 50°C/min.

Ovaj pristup pojednostavljuje i skracuje ceo postupak — traje 3h i 30 min u
poredenju sa konvencionalnih 8 sati. Prezivljavanje ¢elija ovim metodom bilo je
jednako dobro (preko 60%) (Saravia, et al., 2010). Pokazano je da nema znacaj-
nih razlika u krioprezervaciji P1 spermatozoida u poredenju sa ostatkom ejakula-
ta, Sto ukazuje da se pojednostavljen postupak moze rutinski primenjivati.

Ovaj protokol ima viSe prednosti: eliminiSe uobitajeno pocetno razblaziva-
nje i centrifugiranje, ¢ime se zadrzava korisna semena plazma. Takode, varijaci-
je izmedu nerasta se smanjuju upotrebom P1 frakcije, koja sadrzi spermatozoide
podobne za krioprezervaciju i proteine povezane sa plodnosc¢u (Rodriguez-Marti-
nez, et al., 2009). Ova procedura omogucava da se preostali deo ejakulata (oko
75% ukupne koli€ine) preradi u te€nu spermu za vestacko osemenjavanje. Ti-
me se jedan ejakulat moze istovremeno iskoristiti za kriokonzervaciju P1 frakcije
— namenjene genetskim bankama, repopulaciji ili komercijalnoj distribuciji — i za
rutinsku proizvodnju ohladenog semena za V.O. Na taj nacin, protokol ne ome-
ta uobiCajeno rukovanje nerastima i ejakulatima (Rodriguez-Martinez i Wallgren,
2011).
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Cilj ove studije bio je da se odredi in vivo fertiliteta duboko zamrznutih sper-
matozoida, kriokonzervisanih konvencionalnim i eksperimentalnim metodama, tj.
da se utvrdi procenat koncepcije i veliina legla dobijenih koriS¢enjem semena
zamrznutog na oba nacina, i da se ti rezultati uporede sa onima dobijenim upotre-
bom ohladenog semena, kao kontrole.

MATERIJALI | METODE

Prikupljanje semena

Ejakulati su prikupljani tehnikom masturbacije, pri €emu je ruka tehnicara ko-
ji izvodi postupak zasti¢ena duplom plasticnom rukavicom, napravljenom od nes-
permicidnog materijala. Nakon evakuacije prve frakcije ejakulata, gornja rukavica
se odbacuje, a prikupljanje se nastavlja drugom rukavicom. Prvih nekoliko mlazo-
va ejakulata (frakcija bogata bakterijama) se ispusta, a prvih 15-20 ml frakcije bo-
gate spermatozoidima (deo 1; P1) koriS¢eno je za istrazivanje. Ejakulati su saku-
pljani u sterilnu, termicki izolovanu, graduisanu posudu, prethodno zagrejanu na
37°C, u koju je ubacgena plasti¢na vrecica sa ugradenim filterom (USBag®, Mini-
tub, Tiefenbach, Nemacka). Rutinski mikroskopski pregled je raden na fazno-kon-
trastnom mikroskopu sa grejanom plo¢om, prethodno zagrejanom na 39°C, radi
odredivanja pokretljivosti spermatozoida. Koris¢éeni su samo ejakulati sa vise od
70% pokretnih spermatozoida.

Ekstenderi

Primarni ekstender

Primarni ekstender se koristi za suspendovanje ejakulata nakon prikupljanja,
u razmeri 1:1. U naSem istrazivanju koris¢eni su Androhep®, Androhep® Endu-
raGuard™ i Androhep® Plus (Minitub, Tiefenbach, Nemacka), pripremljeni prema
uputstvu proizvodaca. Za pripremu 1 L ekstendera, 47 g praha se rastvarau 1 L
destilovane, dejonizovane vode zagrejane na +37°C. Nakon 60 minuta pH rastvo-
ra se stabilizuje, uz konstantnu homogenizaciju pomoéu magnetne mesalice, pre
suspendovanja spermatozoida.

Ekstender za hladenje

Ekstender za hladenje koristi se za resuspenziju spermatozoida nakon cen-
trifugiranja i dekantovanja ejakulata suspendovanog u primarnom ekstenderu.
Za hladenje je koris¢en CrioGuard™-CF (Minitub, Tiefenbach, Nemacka), pripre-
mljen prema uputstvu proizvodaca: za 0,5 L ekstendera, 44 g CrioGuard-a rastvo-
reno je u 400 ml destilovane vode na +37°C, dodato je 100 g (ml) svezeg zuman-
ca, a suspenzija je ohladena na +17°C.
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Ekstender za krioprezervaciju

Za dovodenje ohladenog semena na +5°C do finalne koncentracije sperma-
tozoida, pre pakovanja i krioprezervacije, koris¢en je CrioGuard™-CF ekstender
za krioprezervaciju (Minitub, Tiefenbach, Nemacka). Za pripremu 0,5 L ekstende-
ra, 40,7 g CrioGuard-a rastvoreno je u 370 ml destilovane vode na +37°C, dodato
je 100 g (ml) svezeg zumanca i 5 ml Equex STM paste (Minitub, Tiefenbach, Ne-
macka). U ekstendere je dodato 15 mli 40 ml glicerola, za grupe krioprezervisane
sa 3% i 8% krioprotektanta. Ekstenderi su zatim ohladeni na +5°C.

OBRADA SEMENA | KRIOPREZERVACIJA

Konvencionalna procedura (TCP)

Ejakulati dostavljeni u laboratoriju inkubirani su ~24 sata na 17°C (Portable
Semen Storage Unit, Minitub, Tiefenbach, Nemacka). Nakon inkubacije, izvrSeni
su mikroskopski pregled i CASA analiza. Zatim su ejakulati centrifugirani na 800
rpm tokom 12 minuta, nakon ¢ega je supernatant dekantovan i zamenjen hlade-
nim ekstenderom jednakog volumena.

Spermatozoidi dobijeni centrifugiranjem suspendovane frakcije bogate sper-
matozoidima krioprezervisani su prema proceduri Westendorf et al. (1975), modi-
fikovanoj od Thurston et al. (2001). Uzorci su ohladeni na 5°C tokom 2h i 30 min,
zatim razblazeni do finalne koncentracije 1 x /ml sa ekstenderom za zamrzavanje
ohladenim na 5°C. Doze za ve$tatko osemenjavanje pakovane su u 8 pajeta od
po 0,5 ml, svaka sa priblizno 5 x spermatozoida.

Eksperimentalna procedura (XCP)

Za krioprezervaciju eksperimentalnom procedurom koriséeni su samo eja-
kulati sa >90% pokretnih spermatozoida u CASA analizi. Deo 1 (P1, prvih 20 ml
frakcije bogate spermatozoidima) inkubiran je u vodenom kupatilu na 33°C ~30
minuta, a zatim razblazen komercijalnim hladenim ekstenderom (Androhep®, An-
drohep® EnduraGuard™, Androhep® Plus) u razmeri 1:1. Doze su pakovane u
25 pajeta, svaka sa priblizno 16 x spermatozoida.

Razblazeni ejakulati, bez centrifugiranja, ohladeni su na 5°C u roku od 1h |
30 min. i dovedeni na finalnu koncentraciju sa izotermalnim (5°C) ekstenderom za
krioprezervaciju (CryoGuard™-CF, Minitub, Tiefenbach, Nemacka). Pakovani su
u 0,5 ml providne PVC pajete (Minitub, Tiefenbach, Nemacka), pomo¢u kompjute-
rizovanog uredaja za punjenje, zatvaranje i etiketiranje (MPR 133 Combo). Zamr-
zavanije je sprovedeno kompjuterizovanim zamrzivacem (lceCube 15 M, Minitub)
sledec¢im protokolom: hladenje do —6°C brzinom 6°C/min, stabilizacija na —6°C 1
minut radi inicijacije kristalizacije, hladenje od —6°C do -20°C tokom 15 sekundi,
dalje do —80°C brzinom 40°C/min, zadrzavanje 30 sekundi na —80°C, zatim hla-
denje do —150°C brzinom 70°C/min, a potom uranjanje i Cuvanje u te€nom azotu.
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Ohladeno seme

Kontrolne doze te€nog semena pripremljene su prema rutinskoj proceduri
na farmi.

Odmrzavanje i restitucija doza za osemenjavanje

Pajete su odmrzavane uranjanjem u vodeno kupatilo na 39°C duze od 30
sekundi. Nakon susSenja, sadrzaj je prebacen u PVC epruvete (8 pajeta za TCP
doze, 25 pajeta za XCP doze). Dodavan je izotermalni ekstender za nerastovsko
seme (Androhep®, Androhep® EnduraGuard™, Androhep® Plus) do ukupno 70
mL. Epruvete su zatvorene i Cuvane u frizideru za nerastovsko seme na 17°C.

Vestacko osemenjavanje

Osemenjavanje je obavljeno nakon detekcije estrusa kod krmaca i nazimica
u reproduktivnom programu farme, od strane osoblja farme. Doze su aplikovane
jednokratnim kateterima za osemenjavanje (FoamTip, Minitub, Tiefenbach, Ne-
macka) prema rutinskoj proceduri.

Krmace su pracene zbog pojave estrusa od 17. do 24. dana posle oseme-
njavanja, a graviditet je potvrdivan ultrazvu¢no 28-35 dana nakon osemenjava-
nja. Belezeni su podaci o procentu prasenja (FR) i veli€ini legla (ukupan broj pra-
sadi — TNP; Zivorodena prasad — LP; mrtvorodena prasad — SB).

Tabela 1. Prosecne vrednosti kinetiCkih parametara spermatozoida u odmrznutom
semenu koriS¢éenom za vestacko osemenjavanje.

Ukupni Spori Srednji Brzi Jedinica
VCL 113,1 16,6 33,6 158,5 mm/s
VSL 35,6 3,3 6,7 51,2 mm/s
VAP 55,2 7,0 14,2 78,1 mm/s
LIN 31,4 19,6 20,0 32,3 %
STR 64,4 46,3 47,2 65,6 %
WOB 48,8 42,3 42,3 49,3 %

Statisticka analiza

Deskriptivni statisticki testovi i razlike izmedu varijabli analizirani su pomocu
ANOVA testa (Unequal N° High Sensitivity Distribution) u programu Statistica 9.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).
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REZULTATI

Da bi se ispitala oplodna sposobnost spermatozoida krioprezervisanih pre-
ma obe testirane procedure, 10 krmaca je osemenjeno semenom krioprezervisa-
nim konvencionalnom metodom (TCP), a 10 krmaca spermatozoidima kriopre-
zervisanim skra¢enom (eksperimentalnom) procedurom (XCP). Kao kontrola ko-
ris¢eni su podaci iz evidencije (procenat koncepcije i veli€ina legla) prethodnih
osemenjavanija istih majki ohladenim semenom.

Figura 1. Stopa koncepcije (CR)

Conception Rate (%) Conception Rate (%)
120 LS=17*10"normal(x; 72,1565;38,5131)
TCP=10*10"normal(x; 50;52,7046)
T XCP=10*10*normal(x;60;51,6398)
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Procedure

Conception rate after insemination with chilled, TCP and XCP semen
Means N Std.Dev. | Variance | Std. Err. | Minimum | Maximum
LS 72,16 40 38,51 1483,26 9,34 0,00 100,00
TCP 50,00 10 52,70 2777,78 16,67 0,00 100,00
XCP 60,00 10 51,64 2666,67 16,33 0,00 100,00
All Grps 62,88 37 45,93 2109,36 7,55 0,00 100,00

Analysis of variance. The selected values are significant on level p <,05000

SS df MS SS df MS F
Effect Effect Effect Error Error Error P
3204,787 2 1602,394 | 72732,10 34 2139,179 | 0,749069 | 0,480448

Stopa koncepcije kod krmaca osemenjenih ohladenim te¢nim semenom
iznosila je 72,15 £ 9,34%, kod onih osemenjenih TSR-semenom 50,00 + 16,66 %,
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a u grupi osemenjenoj XCP-semenom stopa koncepcije je bila 60,00 + 16,32%.
Nisu utvrdene znacajne razlike u stopi koncepcije izmedu grupa krmaca oseme-
njenih ohladenim semenom i onih osemenjenih krioprezervisanim semenom. Ta-
kode, nisu zabelezene znacajne razlike u stopi koncepcije izmedu grupa oseme-
njenih semenom krioprezervisanim prema ispitivanim krioprotokolima. Analiza va-
rijanse takode nije pokazala znacajnost.

Figura 2. VeliCina legla (LS).

Liter Size (No of born piglets) Liter size (No of born piglets)

LS=40*1"normal(x; 12,3;29717)
TCPS=5"1*normal(x; 5;0,7071)
XCPS=6"1*normal(x; 4,8333;1,3292)
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XcPs

Procedure

Liter size after insemination with liquid, TCP and XCP- semen
Means N Std.Dev. | Variance | Std. Err. | Minimum | Maximum
LS 12,30 40 2,97 8,83 0,47 6,00 20,00
TCPS 5,00 5 0,71 0,50 0,32 4,00 6,00
XCPS 4,83 6 1,33 1,77 0,54 3,00 6,00
All Grps 10,71 51 4,07 16,53 0,57 3,00 20,00

Analysis of variance. The selected values are significant on level p <,05000

SS df MS SS df MS F
Effect Effect Effect Error Error Error P
471,3549 2 235,6775 | 355,2333 48 7,400694 | 31,84532 | 0,000000

Prosecna veli€ina legla kod krmaga osemenjenih ohladenim te¢nim seme-
nom bila je 12,30 + 0,46 prasadi, kod krmacda osemenjenih TSP-semenom 5,00
1 0,31 prasadi, a kod onih osemenjenih XSP-semenom prosec¢na veli€ina legla
iznosila je 4,83 £ 0,54 %, sasD =4,06icV = 16,53 %. Postojala je visoko znaCaj-
na razlika u veli€ini legla izmedu grupa krmaca osemenjenih te€nim semenom i
onih osemenjenih krioprezervisanim semenom (p < 0,0005), dok razlike u veli€ini
legla dobijene pri osemenjavanju spermom krioprezervisanom razli¢itim postup-
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cima krioprezervacije nisu bile zna€ajne. Analiza varijanse je takode pokazala vi-
soku znacajnost.

DISKUSIJA

Originalna metoda Pursel i Johnson (1971) dala je zadovoljavaju¢u plod-
nost. Medutim, koris¢ene su doze za osemenjavanje sa 20 x spermatozoida, a
kada je broj spermatozoida smanjen na polovinu, plodnost je bila znagajno sma-
njena u poredenju sa rezultatima dobijenim spermatozoidima krioprezervisanim u
Tris-glusoce-egg yolk ekstenderu (Pursel i Johnson, 1972). Sli¢no tome, Hillman i
Bader (1973) dobili su samo 14% praSenja sa izuzetno malim leglima.

Rezultati iz literature o krioprezervaciji nerastovskog semena u razlicitim ek-
stenderima, prema konvencionalnom protokolu zamrzavanja, u skladu su sa oni-
ma dobijenim u naSem istrazivanju (Graham i sar., 1971a; Graham i sar., 1971b;
Crabo i Einarsson, 1971).

Stopa koncepcije kod krmaca osemenjenih ohladenim te¢nim semenom u
klinickom ispitivanju iznosila je 72,15 + 9,34%, kod onih osemenjenih TCP-seme-
nom 50,00 + 16,66%, a kod onih osemenjenih XCP-semenom 60,00 + 16,32%,
bez znacajnih razlika u stopi koncepcije izmedu grupa osemenjenih ohladenim i
krioprezervisanim semenom. Takode, nisu uoene znacajne razlike u procentu
koncepcije dobijenom osemenjavanjem spermatozoidima krioprezervisanim razli-
Citim procedurama krioprezervacije. Analiza varijanse takode nije pokazala zna-
Cajnost.

Stopa koncepcije krioprezervisanog semena nerastova neretko je znacajno
niza od one kod ohladenog semena (Johnson 1985, Almlid i Hofmo 1996). Sma-
tra se da je to posledica manje odrzivosti spermatozoida nakon odmrzavanja i
subletalne disfunkcije velikog procenta ¢elijske populacije koja prezivi proces kri-
oprezervacije (Watson 2000). Posledi¢no, sposobnost koncepcije krioprezervisa-
nih spermatozoida u genitalnom traktu Zenke krac¢a je od one kod ohladenih (Wa-
berski i sar., 1994), §to vreme osemenjavanja u odnosu na ovulaciju ¢ini kriti€nim
faktorom u mnogo vecoj meri nego kod osemenjavanja ohladenim semenom. Ovo
je posebno vazno kod vestackog osemenjavanja svinja, gde postoji velika varija-
cija u intervalu od pocetka estrusa do ovulacije, $to se ne moze unapred predvi-
deti (Weitze i sar., 1994; Kemp i Soede 1996).

Najbolje poredenje stopa koncepcije izmedu ohladenog i krioprezervisanog
semena nerasta smatra se kada se eksperimentalno osemenjavanje vrsi teCnim
i krioprezervisanim semenom istog nerasta, koristeci iste primaoce za osemenja-
vanje, $to je teSko izvesti. Kao prakti¢na alternativa ovom eksperimentu, Erickson
(2000) je naveo da se analiza na nivou majki moze sprovesti koris¢enjem poda-
taka sa te¢nim i krioprezervisanim semenom razli€itih nerastova, sto je bio slucaj
u nasSem kliniCkom ispitivanju. U jednoj studiji IVF-a sa krioprezervisanim seme-
nom, ukupan broj prasadi bio je za 1,5 prase maniji nego kod IVF-a sa te¢no kon-
zervisanim semenom (Almlid i sar., 1987). Rezultati naSeg istrazivanja pokazali

122



Ljupco Mickov i sar.:
Poredenje razlicitih protokola za krioprezervaciju sperme nerasta

su mnogo vece razlike, to se verovatno moZze pripisati €injenici da je izvedeno
samo jedno osemenjavanje.

Prose€na veliina legla nakon osemenjavanja teCnim semenom iznosila je
12,30 % 0,46 prasadi, kod onih osemenjenih TCP-semenom 5,00 + 0,31, a kod
onih osemenjenih XCP-semenom 4,83 + 0,54 %, sa sD = 4,06 i cV = 16,53 %.
Utvrdena je visoka znacajnost u razlikama u velicini legla izmedu grupa oseme-
njenih te¢nim i krioprezervisanim semenom (p < 0,0005), dok razlike u veli€ini le-
gla izmedu razli¢itih procedura krioprezervacije nisu bile zna€ajne. Analiza vari-
janse takode je pokazala visoku znac¢ajnost. Ovi podaci u potpunosti su u skladu
sa ranije pomenutim istrazivanjima (Einarsson et al.1973; Richter 1973; Richter i
Liedicke 1972; Richter i Liedicke, 1973).

Smatra se da su relativno nize stope koncepcije, kao i zna¢ajno manja veli-
¢ina legla, posledica Cinjenice da je izvedeno samo jedno osemenjavanje, za ra-
zliku od autora koji su vrSili duplo ili trostruko osemenjavanje, gde su stope kon-
cepcije i veli€ine legla bile znacajno vecée (Frangezet al.,2005). Takode, ovi para-
metri bi se znacajno poboljSali koriS¢enjem metode duboke intrakornualne inse-
minacije.

ZAKLJUCAK

U poredenju sa ohladenim semenom nerasta, metode krioprezervacije se-
mena za komercijalnu upotrebu pokazale su se kao neefikasne. Broj doza za
osemenjavanje proizvedenih iz jednog ejakulata zna¢ajno je manji nego kod pro-
izvodnje doza iz te€nog semena. U zaklju¢ku se moze rezimirati da je fertilitet kri-
oprezervisanog semena nerasta, kao i kod drugih sisara, nizi od fertiliteta svezeg
ili ohladenog semena. Medutim, upotreba optimizovanih protokola krioprezervaci-
je, u kombinaciji sa odgovarajuéim tehnikama detekcije estrusa i osemenjavanja,
u buducnosti mozZe dovesti do stopa koncepcije koje nece biti mnogo niZe od onih
dobijenih kori§¢enjem te€nog semena.
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