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ISPITIVANJE UTICAJA ESTROGENE AKTIVNOSTI SENA
LUCERKE NA PROIZVODNE I REPRODUKTIVNE 
POKAZATELJE MUZNIH KRAVA NA FARMAMA

PKB KORPORACIJE

M. Jovi~in, A. Milovanovi}, Radmila Beskorovajni, Gordana U{}ebrka,
D. @iki}, Milica Vukovi}, R. Nikoli}, M. Radivojevi}*

Izvod: Ispitivani su nivoi estrogene aktivnosti prvog otkosa lucerke biolo{kim te-
stom na polno nezrelim `enkama pacova u odnosu na proizvodne i reproduktivne poka-
zatelje muznih krava. Od 9 uzoraka sena, kod 3 je ustanovljena poja~ana estrogena ak-
tivnost. Analiza proizvodnih parametara ukazuje na postojanje povezanosti estrogene ak-
tivnosti sena lucerke u periodu u kome muzne krave dobijaju lucerku u obroku i ukupne
koli~ine mleka, muznog proseka i sadr`aja mle~ne masti. Zapa`en je negativan uticaj na
ispoljavanje polnog `ara, odnosno broj osemenjenih krava, kao i uticaj na smanjenu
uspe{nost osemenjavanja, pove}an indeks osemenjavanja i du`i prose~an servis period.

Klju~ne re~i: estrogeni, lucerka, krave, reprodukcija, mle~nost.

Uvod

Hraniva biljnog porekla sadr`e brojna nenutritivna jedinjenja koja mogu, u man-
joj ili ve}oj meri uticati na zdravlje i proizvodne karakteristike `ivotinja. Zna~ajnu gru-
pu ovih jedinjenja predstavljaju fitoestrogeni, jedinjenja sa estrogenom aktivno{}u koje
se prirodno nalaze u biljkama, i koji uneti u `ivotinjski organizam ispoljavaju efekte
estrogenizacije.
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U na{oj zemlji, posle kukuruza, lucerka je najva`nija krmna kultura koja se kori-
sti u ishrani krava (\or|evi} i sar., 2002). Kori{}enjem lucerke u ishrani u organizam `i-
votinja unosi se i odre|ena koli~ina kumestrola, fitoestrogena koji spada u grupu kume-
stanata (Sormunen-Cristian i sar., 1998). Koli~ina fitoestrogena u lucerki nije konstant-
na ve} zavisi od hemijskog sastava zemlji{ta, klimatskih faktora, gljivi~nih oboljenja,
starosti luceri{ta, broja otkosa, na~ina konzerviranja, itd. (Kallela, 1975; Miljkovi},
1976; Adams, 1996).

Palfij (1981) ukazuje da umerene koli~ine fitoestrogena, koje su ekvivalentne
73,2  g dietilsilbestrola, pove}avaju koli~inu mle~ne masti, a pove}ane koli~ine fitoestro-
gena dovode do smanjenja mle~ne masti.

Simptomi fitoestrogenoze su pove}enje i edem vulve, hiperplazije i cisti~ne dege-
neracije endometrijuma, ovarijalne ciste, sekrecije estralne sluzi, anomalije polnog ciklu-
sa, anestrija, akoncepcija, embrionalni mortalitet, prolapsus vagine, superestrus, abortus,
pove}anje vimena i delimi~na sekrecija kod infantilnih `ivotinja (Miljkovi}, 1976).

S obzirom na veliki broj jedinjenja koja pokazuju estrogenu aktivnost, jedan od
na~ina detekcije je biolo{ki ogled na polno nezrelim `enkama mi{eva i pacova. 

Cilj ovog rada je bio da se uterotrofnom probom ispita prisustvo estrogenih ma-
terija i dobijeni rezultat dovede u vezu sa proizvodnim i reproduktivnim parametrima
muznih krava.

Materijal i metod

Tokom 2003. godine, posredstvom Instituta PKB Agroekonomik, na 7 govedar-
skih farmi PKB Korporacije, sa ukupno 9 razli~itih parcela uzeto je 9 uzoraka prvog ot-
kosa sena lucerke. Reprezentativni uzorak sena je dobijen pomo}u „Haycheck“- uzorki-
va~a za seno (proizvo|a~ Haycheck, Kalifornija, SAD).

Za biolo{ki ogled kori{}ene su polno nezrele `enke pacova Wistar soj, odgajene
na farmi laboratorijskih `ivotinja Nau~nog instituta za veterinarstvo-„Novi Sad“. Pacovi
su sme{teni u kavezima „Ehkrat“ (Nema~ka). Hranjeni su i pojeni ad libitum. Hrana je
peletirana, deklarisana za ishranu pacova, proizvo|a~a VZ „Subotica“, koja je prethodno
testirana radi isklju~enja eventualnog prisustva mikotoksina (zearalenona). Re`im svetla
bio je 12h dan/12h no}, i automatski je regulisan. Temperatura je odr`avana na 20ºC.
@enke pacova su tokom celokupnog trajanja ogleda bile u kavezu sa majkama do trenut-
ka `rtvovanja. Proba se zasniva na trodnevnoj aplikaciji ekstrakta lucerke `eluda~nom
sondom u uzrastu od 21 do 23 dana. Aplikovana koli~ina je iznosila 5ml/kg/telesne ma-
se dnevno. Dvadeset ~etiri sata nakon poslednjeg tretmana merene su mase tela, a `ivo-
tinje `rtvovane u etarskoj narkozi. Nakon `rtvovanja, va|ene su i preparisane materice
bez jajnika, odvajane od vezivnog tkiva i merene vagom „Tehtnica Exacta 300ES“, sa di-
gitalnon skalom koja o~itava vrednosti na tre}oj decimali grama. Za ispitivanje kori{}e-
no je 4 jedinke po uzorku lucerke i 4 u kontrolnoj grupi, ukupno 40.

Postupak ekstrakcije ra|en na osnovu opisa Liu i sar. (2001). Ukratko, uzorak bil-
jnog materijala (100 g) preliven je sa metil alkoholom (700 ml) i uz povremeno mu}kan-
je na sobnoj temperaturi ostavljeno je da stoji 24 ~asa. Ura|ene su tri sukcesivne ekstrak-
cije sa sve`im rastvara~em. Ekstrakti su sakupljeni i upareni pod sni`enim pritiskom.
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Rastvara~ je uklonjen primenom injektorske vodene pumpe a vlaga je uklonjena pomo-
}u rotacione vakuum pumpe. Temperatura kupatila maksimalno je bila 50oC.

Proizvodni i reproduktivni pokazatelji krava dobijeni su iz redovne sto~arske i ve-
terinarske evidencije koja se vodi na gazdinstvima PKB Korporacije.

Rezultati istra`ivanja i diskusija

U skladu sa ciljevima rada u tabeli 1 su prikazani rezultati biolo{kog ogleda.

Tab. 1. Rezultati ispitivanja estrogene aktivnosti uzoraka
sena lucerke po gazdinstvima

Pove}anje relativne mase uterusa ustanovljeno je kod tri uzorka i to sa gazdinstva
C (oba uzorka) i gazdinstva E (tab. 1). Pove}anje relativne mase ukazuje na pove}anu
estrogenu aktivnost pomenutih uzoraka. Porast te`ine pod dejstvom izlaganja estrogenim
agonistima posledica je kombinacije hipertrofije i hiperplazije }elija materice, }elijske
infiltracije, vezivanjem vode-edema u tkivu i njenog nagomilavanja u lumenu materice
(Kanno i sar., 2001.). Mehanizam delovanja se ogleda u mogu}nosti vezivanja fitoestro-
gena za estrogene receptore   i   (Kuiper i sar., 1998). Na osnovu ~injenice da se zavisno
od doze masa uterusa pove}ava kao odgovor na delovanje estrogenih supstanci, OECD
(Organizacija za ekonomsku saradnju i razvoj), je izdao 2000. godine protokol pod nazi-
vom „Uterotrofna proba u cilju detekcije estrogena i estrogenu sli~nih supstanci“. Pored
pomenute in vivo metode za detekciju postoji i ve}i broj in vitro metoda za detekciju
estrogene aktivnosti koje se baziraju na kulturi }elija karcinoma dojke (Welshons i sar.,
1990., Boue i sar., 2003). Ove in vitro tehnike su ~esto neprakti~ne zato {to zahtevaju po-
stojanje skupocene opreme. In vitro tehnika je senzitivnija nego {to je neophodno za kli-
ni~ka ispitivanja a nije u stanju da ispita uticaj metabolita nastalih kao posledica fiziolo-
{kih mehanizama u organizmu (Galey i sar., 1993).

Proizvodni rezultati gazdinstva E, jednog od gazdinstava na kome je utvr|ena po-
ve}ana estrogena aktivnost u uzorku sena lucerke prikazani su u tabeli 2.
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Tab. 2. Polugodi{nji prikaz proizvodnih pokazatelja i distribucije utro{ka pojedinih
otkosa sena lucerke na gazdinstvu E

Zbirna koli~ina mleka, procenat mle~ne masti i muzni prosek po grlu bili su naj-
ni`i u VI mesecu koji odgovara periodu u kome je ve}i deo kabastog obroka ~inilo seno
lucerke I otkosa za koji je utvr|ena pove}ana estrogena aktivnost (tab. 2). U VIII mese-
cu, kada je seno lucerke I otkosa kori{}eno u kombinaciji sa senom II otkosa zabele`en
je najni`i muzni prosek u {estomese~nom ispitivanju proizvodnih parametara (tab. 2).

Palfij (1981) je u svom radu ukazao da optimalni nivo fitoestrogena u sto~noj hra-
ni uslovljava pove}anje koli~ine mle~ne masti, dok dalje pove}anje estrogene aktivnosti
dovodi do pada koli~ine mle~ne masti.

Reproduktivni pokazatelji gazdinstva E, jednog od gazdinstava kome je utvr|ena
pove}ana estrogena aktivnost u uzorku sena lucerke prikazana je u tabeli 3.

Tab. 3. Polugodi{nji prikaz reproduktivnih pokazatelja i distribucije utro{ka pojedinih
otkosa sena lucerke na gazdinstvu E

Kada je u ishrani krava u VI mesecu kori{}eno seno lucerke I otkosa uspe{nost
osemenjavanja, servis period i indeks v.o. bili su nepovoljniji u odnosu na ostale mesece
(tab. 3). Me|utim, u kombinaciji sena lucerke I i II otkosa, u X mesecu, dobijene su dru-
ga~ije vrednosti reproduktivnih pokazatelja (tab. 3).

Probleme u reprodukciji kod krava i ovaca, kao posledica delovanja fitoestrogena
opisao je i Adams (1995). On je utvrdio poreme}aje funkcije jajnika pra}ene sa smanje-
nim procentom koncepcije i porastom embrionalnih gubitaka. Ovaj vid neplodnosti je
privremen i nestaje mesec dana nakon isklju~enja hraniva bogatih fitoestrogenima. Jedan
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od mehanizama poreme}aja reprodukcije usled delovanja fitoestrogena opisuju Montgo-
mery i sar. (1985) koji ukazuju da pove}anje kumestrola dovodi do statisti~ki zna~ajnog
pada koncentracije luteiniziraju}eg hormona kod ovarijektomisanih ovaca. Eksperimen-
ti ra|eni na laboratorijskim `ivotinjama ukazuju na pojavu vi{eoocitnih folikula kao po-
sledica delovanja fitoestrogena {to, tako|e, mo`e biti razlog smanjenja reproduktivnih
funkcija (Jefferson i Newbold, 2000).

Uop{teno, fitoestrogeni dovode do subklini~ke neplodnosti koja se uglavnom ne
prepoznaje, jer se smanjeni procenat plodnosti prihvata kao normalan (Adams, 1996).

Zaklju~ak

Na osnovu dobijenih rezultata biolo{kog testa mo`e se zaklju~iti da postoji zna-
~ajna razlika u estrogenoj aktivnosti sena lucerke na pojedinim parcelama. Iz rezultata
koji se odnose na proizvodne i reproduktivne pokazatelje mo`e se samo naslutiti posto-
janje korelacije sa estrogenom aktivno{}u sena lucerke. Za dono{enje kona~nog zaklju~-
ka treba nastaviti sa ispitivanjima narednih otkosa i uklju~iti podatke sa ostalih farmi iz
ogleda.

Opisana metoda se mo`e uspe{no primeniti u daljim ispitivanjima estrogene ak-
tivnosti sto~ne hrane. U cilju pove}anja osetljivosti same metode neophodno je uraditi ci-
tolo{ka i histolo{ka ispitivanja. 
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Original scientific paper

INVESTIGATION OF THE ALFALFA HAY ESTROGENIC 
INFLUENCE ON PRODUCTION AND REPRODUCTIVE 

PERFORMANCE ON DAIRY FARMS OF PKB CORPORATION

M. Jovi~in, A. Milovanovi}, Radmila Beskorovajni, Gordana U{}ebrka,
D. @iki}, Milica Vukovi}, R. Nikoli}, M. Radivojevi}*

Summary

Estrogenic activity of first alfalfa cutting was investigated using uterine bioassay
on immature female rats with correlation to production and reproductive performance of
dairy cows. Nine hay samples were investigated and three had increased estrogenic acti-
vity. Production analyses have shown existing correlation between milk yeald, milk fat
content, average milk production and estrogenic activity in lucerne hay during the fee-
ding period. It is noticed a negative influence on estrus manifestation, number of insemi-
nations, and also low rate of insemination and longer duration of open days.

Key words: estrogens, alfalfa, cow, reproduction, milk yeald.
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