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Sažetak
Nehormonalne metode (svjetlosni režim i utjecaj mužjaka) sinkronizacije stada u kozarstvu u skladu su sa sve strožom europskom legislativom vezanom uz korištenje hormonalnih pripravaka (gestagenskih protokola) u proizvodnji hrane, a napose su važne u organskoj proizvodnji hrane te suvremenim potrošačkim trendovima.

U radu se opisuju nehormonalni protokoli sinkronizacije koji se primjenjuju za provođenje rasplođivanja u sezoni spolne aktivnosti te jednako tako za razdoblje anestrusa, oba s primjenom umjetnog osjemenjivanja (UO).

Dosadašnji nehormonalni protokoli nisu uspjeli ostvariti zadovoljavajuću sinkronizaciju ovulacije koja bi osigurala efikasnu provedbu UO na tako sinkroniziranim stadima. 

U ovom radu istaknut će se važnost najnovijih FLOCK-REPROD protokola koji su predmet istraživanja projekta „Hormone-free non-seasonal or seasonal goat reproduction for a sustainable European goat-milk market; FLOCK-REPROD”, broj ugovora: 243520, financiranog od strane Europske komisije i 7. okvirnog programa (FP7) koji je okupio istraživače te predstavnike srednjeg i malog poduzetništva iz sedam zemalja Sredozemnog bazena. 
Ti se protokoli temelje na korištenju svjetlosnog režima i utjecaja mužjaka uz primjenu UO.
Ključne riječi: nehormonalne metode, sinkronizacija, UO, koza, svjetlosni režim, utjecaj mužjaka

Abstract 
This paper presents a non-hormonal methods of synchronization (light treatment and male effect) in dairy goat herds which are in conformity with the EC regulation which restricts the use of exogenous hormones (gestagen protocol) in food production; they are particularly important in organic food production and modern consumer trends.
This paper describes a non-hormonal synchronization protocols which could synchronize the animals to be bred during the high sexual season and also during anoestrus, both with the use of artificial insemination (AI).
The existing non-hormonal protocols failed to achieve a satisfactory synchronization of ovulation that would ensure effective implementation of the AI on such herds.
This paper will highlight the importance of the new FLOCK-REPROD protocols that are the topic of the research project "Hormone-free non-seasonal or seasonal goat reproduction for a sustainable European goat-milk market; FLOCK-REPROD", Grant Agreement: 243 520, financed by European Commission and 7th Framework Programme (FP7), which brought together researchers and representatives of small and medium sized enterprises from seven countries of the Mediterranean basin.
These protocols are based on the use of light treatment and the male effect using the AI.
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Uvod
Uzgoj koza proširio se po svim kontinentima zbog manjeg troška proizvodnje u odnosu na druge vrste, a posebice je važan jer omogućuje poljoprivrednu aktivnost u područjima s nepovoljnim klimatskim uvjetima. Koze su po prirodi izrazito adaptivne na različite biofizičke i okolišne uvjete. U nepovoljnim uvjetima krša krčeći šipražja smanjuju mogućnost pojave požara, a povećavaju ukupnu poljoprivrednu iskoristivost površine neke zemlje, posebice onih na kojima nije moguće uzgajati zahtjevnije vrste ili pasmine.

Danas se sve više susrećemo s trendovima proizvodnje visoko kvalitetnih proizvoda, sve češće organskih, spremnih za tržišnu utakmicu. Za takovu proizvodnju bitan je pasminski odabir koji će ostvariti visoke prinose.

Krenuvši od toga, primjena reproduktivnih i selekcijskih programa i genetskog unaprijeđenja stada predstavlja temelj visokoproduktivnog kozarstva.

U ovom radu prikazane su metode upravljanja reprodukcijom stada koje ne koriste egzogene hormone (gestageni), već se protokoli sinkronizacije sastoje od primjene nehormonalnih protokola (hormone free, sans hormone) ili pak protokola koji sinkronizaciju ostvaruju primjenom prostaglandinskih pripravaka za koje ne postoje restrikcije u korišenju, uz prethodnu primjenu svjetlosnih režima i utjecaja mužjaka. 
Time su ovi protokoli, koji su predmet istraživanja FP7 projekta „Hormone-free non-seasonal or seasonal goat reproduction for a sustainable European goat-milk market; FLOCK-REPROD”, u skladu s pravilnikom Europske komisije (96/22/EC) koji ograničuje uporabu egzogenih homona (koje trenutno koristi većina kozara koji na svojim uzgojima primjenjuju UO), a koja će u vrlo skorom vremenu biti dodatno postrožena. Tako je u nekim zemljama Europske unije korištenje vaginalnih spužvica u potpunosti zabranjeno (Švedska); na tržištu su se 2008. godine pojavile spužvice s manjom količinom gestagena (20 mg), a MRL (maximum residue limits) striktno određuje karencu prilikom primjene ovakovih pripravaka (zabrana predaje mlijeka tijekom 11 dana gestagenskog protokola i 4 dana nakon vađenja spužvica).

UO omogućuje brzu difuziju poželjnih genetskih svojstava u sustavu selekcije. Njegovo provođenje zahtijeva dobru sinkronizaciju estrusa i ovulacije u koza. Smrznuto sjeme vrhunskih jarčeva danas u Europi ima visoku vrijednost (i preko 50 eur po pajeti) što potencira važnost dobre sinkronizacije stada koja je do sada nehormonalnim protokolima bila loša, a time je koncepcija nakon UO-a bila niska te kozarima financijski neisplativa.

Karakteristike spolne aktivnosti koza
Koze su sezonski poliestrične životinje čija sezona spolne aktivnosti (puna sezona) u umjerenom klimatskom pojasu traje od sredine ljeta do sredine zime tj. tijekom razdoblja kada započinje i traje skraćivanje trajanja dana, zbog čega ih nazivamo „short day breeders“. To znači da je i sezona jarenja vremenski određena te traje od siječnja do ranog ljeta, s najizraženijim razdobljem u proljeće kada su uvjeti klime i prehrane optimalni za preživljavanje potomstva. Ostatak godine (od 3. do 6. mjeseca) koze se nalaze u razdoblju anestrusa (spolna neaktivnost).

Duljina trajanja dana ovisi o zemljopisnoj širini pa se i sezonalnost razlikuje od jedne regije do druge. Kozama koje su izložene manjim promjenama duljine trajanja dana (tropska i ekvatorijalna područja), sezona spolne aktivnosti traje duže, nego onima u umjerenim područjima, kod kojih je anestrus duži i izraženiji (dublji).
Obzirom na navedeno, opskrba tržišta kozjim mlijekom i mliječnim proizvodima te jarećim mesom izrazito je sezonska. 
Ukoliko kozari žele odgovoriti zahtjevima tržišta i opskrbljivati ga svojim proizvodima tijekom cijele godine, a pri tome se bave organskim uzgojem hrane i/ili prate sve strožu zakonsku regulativu, nužno je provoditi reproduktivni management stada koji koristi nehormonalne sinkronizacijske protokole.
Nehormonalne metode sinkronizacije stada
Utjecaj mužjaka

Utjecaj mužjaka ili utjecaj jarca sastoji se od naglog uvođenja spolno aktivnog mužjaka u skupinu prijemčivih ženki koje želimo pariti, a koje su prethodno bile izolirane od mužjaka, kako bi u njih izazvali sinkroniziranu pojavu tjeranja. Ukoliko ga se samostalno koristi, učinkovit je u prijelaznom razdoblju, u vrijeme pred početak prirodne sezone spolne aktivnosti (u dubokom anestrusu nije učinkovit).
Koze su po svojoj prirodi životinje koje spontano ovuliraju, a u slučaju naglog izlaganju stresu (nagle promjene u okolišu kao što je uvođenje mužjaka) postaju životinje s induciranom ovulacijom.

Jarčeve (te sve mužjake u stadu starije od 3 mjeseca) i koze treba u potpunosti međusobno izolirati tijekom najmanje 2 mjeseca prije planiranog uvođenja mužjaka (bez vidnog, slušnog, njušnog i dodirnog kontakta), na udaljenost od najmanje 100 metara. 

Izolaciju mužjaka treba planirati na način da se mužjake uvodi u skupinu ženki 60 dana nakon početka svjetlosnog režima kratkog dana (odnosno pridodno kratkih dana ili aplikacije implantata melatonina).  

Prisuće spolno aktivnih mužjaka u skupini prijemčivih ženki dovodi do pojave tjeranja i ovulacije kod koza. Kako bi mu povećali učinkovitost i poboljšali sinkronizaciju estrusa, učinak jarca kombinira se s prethodnim podvrgavanjem mužjaka i ženki svjetlosnom režimu i/ili injekcijom/jama prostaglandina, ovisno u kojem razdoblju godine planiramo rasplođivati stado (sezona spolne aktivnosti ili tijekom anestrusa), kako bi bili aktivni u željeno vrijeme.

Utjecaj mužjaka neće imati učinka ukoliko ga samostalno provodimo u vrijeme dubokog anestrusa, a bez prethodne primjene svjetlosnog režima.

Za ostvarenje dobrih rezultata bitno je koristiti mužjake s prethodnim iskustvom parenja, 2-6 godina stare, zdrave, u dobroj kondiciji, s dobro izraženim spolnim nagonom (libidom). U mjesecu koji prethodi uvođenju, isto vrijedi i za ženke, ne smijemo ih podvrgavati nikakovim zootehničkim ili profilaktičkim postupcima (obrezivanje papaka, vakcinacija, itd.). Mužjaci prilikom uvođenja u skupinu ženki trebaju biti opremljeni pregačom kako bismo spriječili neplanirana parenja.
U razdoblju od 1. do 5. dana nakon uvođenja mužjaka, ženke imaju kratki i neplodni ciklus koji može i ne mora biti detektiran od strane jarca. Nakon kratkog ciklusa, u koza se ubrzo (7-11 dana od uvođenja mužjaka) javlja plodni ciklus. 
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Grafikon 1. Standardni progesteronski profil koze (s kratkim i plodnim ciklusom) nakon uvođenja jarca.
Zbog toga se za potrebe detekcije estrusa u ženki, odnosno parenja ili UO, marker na pregaču jarcu postavlja iza 5. dana. Žuto tijelo refrakterno je 4 dana nakon ovulacije.
Prilikom uvođenja mužjaka treba poštivati omjer od 1 jarca dobrog libida na 10 koza te obvezno osigurati svakodnevnu izmjenu jarčeva koja će osigurati kontinuiranu stimulaciju ženki. Jarčevi opremljeni pregačama moraju biti slobodno pušteni među koze tijekom 24 sata, bez ikakovih ograničenja (barijera, lanaca, držanja u hodniku) sve do parenja ili UO (nikako ih ne odvojiti iz skupine prilikom pojave prvih mrkanja u koza). Tijekom tog vremena uzgajivač mora osigurati jarčevima uredno hranjenje i odmor.  
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Slika 1. Jarac opremljen pregačom za                      Slika 2. Obilježene koze; detekcija estrusa
detekciju estrusa

Svjetlosni režimi

Sezonskom spolnom aktivnošću koza može se manipulirati primjenom svjetlosnih režima. Izvedbu i planiranje provođenja svjetlosnog režima treba učiniti najmanje godinu dana prije željenog vremena rasplođivanja. 

Važno je ne avansirati pojavu estrusa u koza više od 2 ciklusa godišnje tj. 42 dana u odnosu na datum posljednjeg plodnog parenja. Štoviše, optimalno bi bilo ne avansirati pojavu ciklusa više od 1 ciklusa godišnje tj. 21 dan. 

Važno je imati na umu da će primjena svjetlosnog režima i utjecaja mužjaka s ciljem indukcije estrusa i provođenja UO u razdoblju punog anestrusa, izazvati u koza pojavu samo 1 plodnog mrkanja te eventualno još jednog (u slučaju da nije došlo do oplodnje prilikom prvog induciranog estrusa). Nakon toga koze će se opet vratiti u stadij anestrusa.

Izmjena režima dugog dana i režima kratkog dana stimulirat će pojavu spolne aktivnosti u životinja u željeno doba godine. Vrlo je važno da istom svjetlosnom režimu budu podvrgnuti mužjaci i ženke kako bi bili spolno aktivni u vrijeme planiranog rasplođivanja. 
Prijelaz s razdoblja dugih na razdoblje kratkih dana mora se provesti naglo. Nikako nije dobro postupno skraćivati dugi dan jer to smanjuje učinkovitost protokola. Razlika u dužini trajanja dugog i kratkog dana mora iznositi barem 4 sata, to je razlika koja će u životinja izazvati optimalnu razliku u sekreciji melatonina.
Nadalje, treba izbjegavati izlaganje životinja svjetlosti van propisanih razdoblja tj. tijekom sati u kojima životinje moraju biti izložene mraku jer to ugrožava cjelokupni svjetlosni režim (npr. ranojutarnja i kasnovečernja mužnja, nadzor jarenja, neplanirani ulasci u objekt, ulična rasvjeta, svjetlo u izmuzištu, svjetiljke za glavu).  

Prekomjerno izlaganje režimu kratkog i/ili dugog dana može u životinja izazvati stanje nepodražljivosti (refrakternosti): prekid cikličnosti u koza izloženih kratkim danima duže od 120 dana ili neuredna cikličnost nakon izloženosti režimu dugog dana dulje od 180 dana. Prekratkim pak izlaganjem nećemo ostvariti optimalnu aktivaciju spolne aktivnosti. Potrebno je realizirati režim od minimalno 70 dugih dana i 50 kratkih dana. 
Ova manipulacija duljinom trajanja dana primjenom umjetnog osvjetljenja ili korištenjem prirodnog svjetla u određeno doba godine (primjerice prirodni kratki dan kada su prirodni dani sami po sebi kratki) naziva se svjetlosni režim. To je najraširenija metoda za rasplođivanje koza koja se može primijeniti tijekom sezone anestrusa te jednako tako tijekom sezone spolne aktivnosti. 
Svjetlosni režim sastoji se od izlaganja koza izmjeni razdoblja dugih dana (DD=16h neprekidnog svjetla) i razdoblja kratkih dana (KD= 8-12h neprekidnog svjetla) u točno određeno doba godine. 
Za protokole osjemenjivanja koji se planiraju provesti tijekom razdoblja anestrusa, klasični svjetlosni režim sastoji se od primjene 90 uzastopnih dugih dana, a zatim 60 uzastopnih kratkih dana. 
Za protokole osjemenjivanja koje planiramo provesti tijekom sezone spolne aktivnosti životinje je potrebno podvrgnuti režimu koji se sastoji od izmjene 90 DD – 90 KD – 90 DD – 90 KD. Ovaj je protokol testiran za provođenje UO u mjesecu svibnju i studenom, dok se za sve ostale mjesece može provesti, ali još nisu provjereni rezultati. Za provedbu rasplođivanja tijekom mjeseca studenog, ovaj svjetlosni režim može koristiti prirodne dane kao kratke dane. 

Za planiranje provedbe rasplođivanja tijekom ostalih mjeseci sezone spolne aktivnosti, ovaj se tretman mora provesti korištenjem melatonina za simulaciju kratkih dana. Općenito gledano, ovim protokolom na farmi ostvarujemo pojavu ciklusa 2 puta godišnje s razmakom od 6 mjeseci tj. 2 razdoblja jarenja.
Jasno je da se protokoli koji se izvode tijekom pune sezone mogu izvesti i manipulacijom dvama injekcijama prostaglandina, bez aplikacije svjetlosnih režima. 
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Slika 3. Provođenje svjetlosnog režima na farmi

Razdoblje dugog dana: Razdoblje dugog dana može se ostvariti umjetnim osvjetljenjem ili korištenjem prirodnih dugih dana, ovisno o željenom vremenu rasplođivanja i tipu (opremljenosti) uzgoja.
Kod umjetnog osvijetljenja objekt treba biti opremljen neonskim svjetlima koja stvaraju rasvijetljenost od najmanje 200 luksa u razini očiju životinja. Životinje trebaju biti izložene neprekinutom svjetlu tijekom 16 uzastopnih sati na dan (od 6h ujutro do 22h navečer). Osvijetljenje mora početi prije zore i završiti nakon zalaska sunca. Točno vrijeme početka i završetka osvijetljenja (uvijek u ukupnom trajanju od 16h može se pomicati, ali ukupna izloženost mora iznositi 16h). Ukoliko ih izložimo dugom danu koji traje duže od 16h (18h, 20h ili više) inhibitorni učinak svjetla na spolnu aktivnost bit će slabiji. 
Ukoliko je u nekim objektima tijekom dana zadovoljavajuća rasvijetljenost (200 lx) tada se i prirodna svjetlost može koristiti kao dio svjetlosnog režima.

Prirodno duge dana možemo u svrhu režima dugog dana koristiti tijekom proljeća i ljeta, pod uvjetom da prije toga nisu bile izložene svjetlosnom režimu umjetnog dugog dana jer previše dugih dana može u koza izazvati neurednu cikličnost.

Uvjeti za provođenje režima krakog dana (8h do maksimalno 12h kontinuiranog osvjetljenja) ostvaruju se na dva načina, ovisno o željenom razdoblju provođenja rasplođivanja: korištenjem prirodnih kratkih dana (nakon provedbe režima dugog dana, ukoliko su prirodni dani dovoljno kratki, možemo ih koristiti u sklopu režima kratkog dana) ili aplikacijom subkutanih implantata melatonina. Ako režim kratkog dana započne prije 15. ožujka / 01. travnja, prirodni dani mogu se koristiti kao kratki dani. 

Implantate melatonina u načelu koristimo kada režim dugog dana završava kalendarski prekasno te prirodne dane zbog njihove dužine ne možemo smatrati kratkima ili pak kada radni raspored u uzgoju ne omogućuje da životinje budu izložene kontinuiranom mraku u trajanju od barem 12h. Svakoj kozi aplicira se po 1, a svakom jarcu po 3 implantata, prvog dana režima kratkog dana. U uzgojima gdje nije moguće osigurati maksimalno 12h svjetlosti u razdoblju kratkih dana preporuča se korištenje melatoninskih implantata.

Za provođenje rasplođivanja u razdoblju anestrusa koristi se klasični svjetlosni režim koji se sastoji od 90 DD nakon kojih slijedi 60 KD. 

Za provođenje rasplođivanja tijekom sezone spolne aktivnosti, za postizanje sinkronizacije spolnog ciklusa, svjetlosni režim treba se sastojati od 90DD+ 90KD+90DD+90KD. Za provedbu rasplođivanja tijekom mjeseca studenog (razdoblje spolne aktivnosti), ovaj svjetlosni režim koristi prirodne dane kao kratke dane.
Za planiranje provedbe rasplođivanja tijekom ostalih mjeseci sezone spolne aktivnosti, ovaj se tretman mora provesti korištenjem melatonina za simulaciju kratkih dana. Ovaj protokol omogućuje dva razdoblja rasplođivanja u šestomjesečnom razdoblju (npr. svibanj i studeni).
FLOCK-REPROD protokoli temelje se na primjeni svjetlosnih režima u kombinaciji s učinkom mužjaka što će u konačnici rezultirati sinkronom pojavom mrkanja u koza. Ovi protokoli alternativa su standardnim gestagenskim protokolima (vaginalne spužvice). Uspjeh ovih protokola zahtijeva striktno pridržavanje uputstvima, a predviđeni su za provođenje UO koza (ili pak pripusta „iz ruke” i prirodnog pripusta na velikim farmama gdje želimo ostvariti grupirana jarenja), sve bez korištenja hormonskih protokola. 

Za provođenje protokola treba koristiti koze (ne šilježice) koje su se jarile prethodne godine (30 - 60 dana prije početka režima dugog dana), u laktaciji, s urednom reproduktivnom anamnezom (bez pobačaja), u dobi od 2 - 6 godina, dobre tjelesne kondicije.
Sva 3 protokola su još u testnoj fazi, kao takvi nevalidirani te ih zbog toga u nastavku teksta ne iznosimo u najsitnije detalje.  

Prostaglandinski protokol PG1 

Možemo ga koristiti za provedbu rasplođivanja tijekom anestrusa ili prijelaznog razdoblja, a nakon provedbe klasičnog svjetlosnog režima.

Također, može se ga se koristiti tijekom sezone spolne aktivnosti, ali samo nakon provođenja svjetlosnog režima koji se sastoji od izmjene 90DD + 90KD + 90DD + 90KD koji treba započeti provoditi prethodne godine kako bi u vrijeme uvođenja mužjaka ženke bile aciklične. Protokol se sastoji od uvođenja mužjaka opremljenog pregačom koji ženke mora pobuditi i učiniti ih cikličnima, a s kozama ostaje u boksu sve do trenutka osjemenjivanja. Nakon pojave kratkog, neplodnog ciklusa, dolazi do pojave plodnog ciklusa, nakon kojeg na jajniku ostaje funkcionalno žuto tijelo. Aplikaciju prostaglandina (75 µg kloprostenola) provodimo u vrijeme kada funkcionalno žuto tijelo više nije refrakterno te naposlijetku provodimo UO u vrijeme pojave estrusa induciranog aplikacijom prostaglandina. Prije uvođenja mužjaka potrebno je ultrazvučno pregledati koze kako bismo isključili pseudogravidne ženke.

Prostaglandinski protokol PG2

Ovaj se protokol može provesti tijekom sezone spolne aktivnosti kada je 90-100 % ženki ciklično, bez potrebe za prethodnim provođenjem svjetlosnog režima. 

Protokol se sastoji od utjecaja mužjaka i primjene dvije injekcije prostaglandina aplicirane u razmaku od 9 dana.  

Protokol se sastoji od uvođenja mužjaka opremljenog pregačom i istovremene aplikacije prve injekcije prostaglandina (75 µg kloprostenola). Nakon druge aplikacije prostaglandina slijedi UO u induciranom ciklusu. Prije uvođenja mužjaka potrebno je ultrazvučno pregledati koze kako bismo isključili pseudogravidne ženke.

Nehormonalni protokol (hormone free, sans hormone)

Ovaj se protokol može provoditi tijekom anestrusa ili tijekom pune sezone uz prethodno izlaganje životinja svjetlosnom režimu (klasični svjetlosni režim za provođenje tijekom anestrusa, odnosno cjelogodišnji svjetlosni režim 90DD + 90KD + 90DD + 90KD za provođenje tijekom pune rasplodne sezone).
Za ovaj protokol treba isplanirati dvostruki broj ženki koje će ući u protokol od broja ženki koje želimo osjemeniti. 

Detekcija estrusa - prilikom provođenja ove metode, mužjaku se na pregaču iza 5. dana mora postaviti marker jer se osjemenjuju samo obilježene koze. Lažno obilježene koze (slabo obilježene dok su bile npr. na hranilištu) se ne broje, niti osjemenjuju. Evidencija obilježenih koza obavlja se dva puta dnevno (npr. tijekom mužnje). Umjetno osjemenjivanje koza obavlja se nakon što broj koza koje su obilježene dosegne 50 % ukupnog broja koza. Ukoliko se prag od 50 % ne dosegne tijekom punih 8 dana, osjemenjuju se obilježene koze u točno određeno vrijeme nakon posljednje detekcije. Osjemenjuju se i koze koje su obilježene u razdoblju između pozitivne tj. posljednje detekcije i vremena osjemenjivanja.
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