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Celem badan byta ocena wplywu dawki analogu GnRH [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethy-
lamide wprowadzonego do nasienia na wskazniki reprodukcyjne inseminowanych samic.
Samice linii syntetycznej Hyplus inseminowano w 14. dniu po wykocie i wywolywano owu-
lacje poprzez iniekcjg domigsniowq 1 ug busereliny (grupa kontrolna) lub podanie w daw-
ce inseminacyjnej 10, 15 lub 25 ug [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide. Skutecznos¢
zastosowanych procedur oceniano na podstawie odsetka samic wykoconych oraz Sredniej
liczby krolikow urodzonych w miocie ogotem i zywych. Wyniki uzyskane po podaniu dopo-
chwowym 10, 15125 ug [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide nie roznily sie istotnie
od uzyskanych w grupie kontrolnej. Dawka analogu GnRH podanego w nasieniu miata
natomiast istotny wplyw na Sredniq liczbe krolikow urodzonych w miocie ogotem i zy-
wych. Uzyskana przy dawce 25 ug analogu na samice srednia liczba mtodych urodzonych
w miocie ogotem (10,99) i zywych (10,59) bylta istotnie wyzsza niz przy dawce 10 ug (9,84
urodzonych ogotem i 9,57 zywych). Przy dawce 15 ug analogu na samice srednia liczba
miodych urodzonych w miocie ogétem (10,66) i Zzywych (10,29) byta niemal identyczna jak
w grupie kontrolnej (odpowiednio 10,57 urodzonych ogotem i 10,11 zywych). Badany ana-
log GnRH podany w dawce inseminacyjnej w ilosci 15 ug i 25 ug na samice pozwala na
uzyskanie wskaznikow reprodukcyjnych porownywalnych z uzyskiwanymi po uzyciu stan-
dardowej metody wywotywania owulacji (iniekcja domiesniowa GnRH). UzZycie wyzszej
dawki hormonu moze mie¢ korzystny wplyw na liczbe miodych urodzonych w miocie, ale
wymaga to potwierdzenia w badaniach na wigkszej liczbie zwierzqt.

Stowa kluczowe: kréliki, inseminacja, wskazniki reprodukcyjne, GnRH

Inseminacja jest metoda rozrodu powszechnie stosowana na fermach krolikow.
Poniewaz kroliki sg zwierzgtami, u ktorych wystepuje owulacja prowokowana (kry-
cie indukuje wyrzut LH z przysadki mézgowej prowadzacy do owulacji), zastosowa-
nie sztucznego unasieniania musi by¢ polaczone ze sztucznym wywotaniem owulacji.
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W praktyce najczeséciej stosowang metoda wywotywania owulacji u krolikow jest
iniekcja domig$niowa lub podskérna hormonu GnRH lub jego syntetycznych analo-
gdéw. Obecnie z powodzeniem stosowane sg rézne analogi GnRH, np. gonadorelina,
buserelina, triptorelina, leuprolerina. Alternatywna metoda wywolywania owulacji
u krélikow moze by¢ dopochwowe podanie GnRH lub jego analogéw w dawce in-
seminacyjnej (Quintela i in., 2004; Viudes-de-Castro i in., 2007; Vicente i in., 2008;
Zapletal 1 Pavlik, 2008). Takie postgpowanie ma szereg zalet. Rezygnacja z iniekcji
domiegs$niowej lub podskdrnej powoduje zmniejszenie stresu i wyeliminowanie bolu,
przyczyniajac si¢ do poprawy dobrostanu zwierzat. Ponadto dodanie hormonu do
nasienia pozwala na uproszczenie procedury inseminacji i zmniejszenie czasu, jaki
hodowca musi poswigci¢ na jej wykonanie.

W ostatnim czasie przeprowadzono szereg badan dotyczacych wprowadzania
analogow GnRH do dawki inseminacyjnej u krolikow (Quintela i in., 2009; Vicente
iin., 2011; Rebollar i in., 2012; Gogol i in., 2014; Gogol, 2016a). Uzyskane wyni-
ki sg zachecajace, ale przed wprowadzeniem tej metody wywotywania owulacji do
praktyki fermowej konieczne sa dalsze prace nad okresleniem przydatno$ci poszcze-
gblnych analogdéw GnRH i ustaleniem ich optymalnych dawek. Obserwacje Quinteli
iin. (2004) wskazuja, ze absorpcja hormonu przez blone $luzowa pochwy przebiega
szybciej niz to ma miejsce przy iniekcji domigsniowe;j, ale znaczna czg$¢ hormonu
dostarczonego w dawce inseminacyjnej nie ulega absorpcji i dlatego dawka ta powin-
na by¢ znacznie wyzsza niz w przypadku iniekcji domigsniowe;.

Poniewaz analogi GnRH sg absorbowane przez btone §luzowa pochwy mniej
efektywnie niz w przypadku podania domigsniowego (Okada i in., 1982), koniecz-
ne jest poszukiwanie i testowanie analogéw o wysokiej aktywnosci. Jednym z ta-
kich analogow jest [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide, ktérego aktywnoS$¢ jest
14 razy wyzsza w poréwnaniu do gonadoreliny (Conn i Crowley, 1991). Wyniki ba-
dan Quinteli i in. (2009) 1 Gogola (2015) wskazujg na mozliwos¢ skutecznego indu-
kowania owulacji poprzez podanie [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide w dawce
inseminacyjnej, jednak nie daty jednoznacznej odpowiedzi, jaka dawka tego analogu
moze by¢ zalecana do stosowania w praktyce fermowe;.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu dawki analogu GnRH
[des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide wprowadzonego do nasienia na wskazniki
reprodukcyjne inseminowanych samic.

Material i metody

Material doswiadczalny stanowily dojrzate ptciowo kroliki, samce i samice linii
syntetycznej Hyplus. Zwierzeta utrzymywano pojedynczo w klatkach w pomieszcze-
niu zamknigtym przy temperaturze 20-23°C i wilgotnosci wzglednej 60-75%. Kro-
liki zywione byly komercyjna pelnodawkowa mieszanka granulowang zawierajaca
18,7% biatka ogolnego, 4,8% ttuszczu i 14,7% wiokna surowego. Samice miaty nie-
graniczony dostep do paszy, natomiast w przypadku samcoéw dawka byla ograniczona
do 180 g na dzien. Dostep do wody byl nieograniczony. Badania przeprowadzono
na 423 samicach w laktacji, wielorodkach odchowujacych po 10 mtodych. W celu
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synchronizacji rui 8 dni przed planowana inseminacja zmieniano program $wietlny
w hali produkcyjnej wydhuzajac dzien $wietlny z 10 do 16 godzin na dobg. Druga
metoda stosowang w celu wywotania rui byto oddzielenie samic od mtodych na okres
24 godzin przed inseminacja. Samice wybierano losowo do czterech grup i unasie-
niano w czternastym dniu po wykocie, stosujgc nastepujgce metody wywotywania
owulacji:

a) Grupa do$wiadczalna 1: 10 ug [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide w daw-
ce inseminacyjnej,

b) Grupa do$wiadczalna 2: 15 pg [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide w daw-
ce inseminacyjnej,

¢) Grupa do$wiadczalna 3: 25 ug [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide w daw-
ce inseminacyjnej,

d) Grupa kontrolna: 1 pg busereliny (Receptal, Hoechst, Niemcy) w iniekcji do-
migéniowej bezposrednio po unasienianiu.

Nasienie uzyte do inseminacji pochodzito od 20 samcow. Po pobraniu ejakulaty
rozcienczano wstgpnie (1:5) rozcienczalnikiem komercyjnym Galap (IMV, Francja)
1 oceniano ruch postepowy plemnikoéw oraz ich koncentracj¢. Ruch plemnikéw oce-
niano subiektywnie przy uzyciu mikroskopu wyposazonego w stolik podgrzewczy
przy temperaturze 37°C. Koncentracj¢ plemnikéw okreslano metoda mikroskopowa
przy uzyciu komory Biirkera. Ejakulaty charakteryzujace si¢ ruchem postgpowym
plemnikéw na poziomie minimum 70% }aczono, a naste¢pnie rozrzedzano rozcienczal-
nikiem Galap do uzyskania koncentracji plemnikéw na poziomie 50 mln/ml. Roz-
ciefnczone nasienie dzielono na 4 czgsci. Jedna czg$¢, bez dodatku GnRH, byta uzyta
do inseminacji samic w grupie kontrolnej. Kolejne czgséci, z dodatkiem [des-Gly10,
D-Ala6]-LH-RH ethylamide na poziomie 20, 30 i 50 pg/ml byty uzyte do insemina-
cji samic w grupach do$wiadczalnych 1, 2 1 3. Samice inseminowano przy uzyciu
jednorazowych plastikowych pipet dawka nasienia o objgtosci 0,5 ml zawierajaca
25 mln plemnikow. Skuteczno$¢ inseminacji oceniano na podstawie odsetka samic
wykoconych oraz $redniej liczby krolikow urodzonych w miocie ogétem i zywych.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu Statistica
ver. 12.0. Istotno$¢ roznic sprawdzano testem chi kwadrat w przypadku odsetka samic
wykoconych oraz testem t w przypadku liczby mtodych urodzonych w miocie.

Wyniki

Wyniki inseminacji po wprowadzeniu analogu GnRH do dawki inseminacyjnej
przedstawiono w tabeli 1. Nie stwierdzono istotnego wptywu metody wywotywania
owulacji i dawki analogu GnRH dodanego do nasienia na odsetek samic wykoconych.
Odsetek ten byt na podobnym poziomie we wszystkich grupach i wahat si¢ od 85,4%
w grupie doswiadczalnej 1 do 87,7% w grupie do$wiadczalnej 3. Dawka analogu
GnRH dodanego do nasienia miata istotny wptyw na $rednig liczbe mtodych urodzo-
nych w miocie ogotem i zywych. Najwyzsze wartosci stwierdzono w grupie do§wiad-
czalnej 3, a najnizsze w grupie doswiadczalnej 1 (P<0,05). Uzyskana przy dawce
15 pg analogu na samice $rednia liczba mtodych urodzonych w miocie ogotem (10,66)
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i zywych (10,29) byta niemal identyczna jak w grupie kontrolnej (odpowiednio 10,57
urodzonych ogoétem i 10,11 zywych). Nizsza dawka (10 pg) spowodowala obnizenie,
natomiast wyzsza (25 pg) podwyzszenie $redniej liczby mtodych krélikéw w miocie
w stosunku do grupy kontrolnej, jednak obserwowane rdéznice nie byty statystycznie
istotne.

Tabela 1. Wskazniki reprodukcyjne samic inseminowanych nasieniem z dodatkiem analogu GnRH
[des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide. ($rednia = odchylenie standardowe)

Table 1. Reproductive parameters of rabbit does inseminated with semen supplemented with GnRH
analogue [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide (mean + standard deviation)

Liczba samic Liczba mtodych w miocie
Grupa inseminowanych  |Liczba samic wykoconych| Number of young per litter
Gr P Number (%) ] _
oup of inseminated Kindling rate ogdtem zywe
does total live
10 ug GnRH/samicg 130 111 (85,4) 9,8443,07a  9,5743,02 a
10 ng GnRH/doe
15 pg GnRH/samice 80 70 (87,5) 10,66+2,29 ab 10,29+2,43 ab
15 ug GnRH/doe
25 pg GnRH/samice 130 114 (87,7) 10,99+2,80b  10,59+2,96 b
25 pg GnRH/doe
Kontrolna 83 72 (86,7) 10,57+2,84 ab 10,11+2,95 ab
Control

a, b — wartos$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie (P<0,05).
a, b — values in the same column with different letters are statistically different (P<0.05).

Oméwienie wynikow

Prezentowane wyniki potwierdzajg wczesniejsze obserwacje Quinteli i in. (2009)
1 Gogola (2015), ze podanie analogu GnRH- [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide
w dawce inseminacyjnej jest skuteczng metoda wywotywania owulacji u krolikow.
We wczesniejszych badaniach wlasnych przetestowano dawki [des-Gly10, D-Ala6]-
-LH-RH ethylamide na poziomie 5, 10 i 15 pg na samice¢ (Gogol, 2016b). Wykaza-
no istotny wptyw zastosowanej dawki analogu na odsetek samic wykoconych i brak
wptywu na liczbe mtodych urodzonych w miocie. Najnizsza dawka hormonu (5 pg)
nie byla wystarczajaca do wywotania owulacji u wigkszo$ci samic. Przy tej dawce
uzyskano bardzo niski odsetek samic wykoconych na poziomie 29,5%. Wyniki uzy-
skane po podaniu 10 i 15 pg analogu w dawce inseminacyjnej byly porownywalne
do uzyskanych w grupie kontrolnej po iniekcji domigsniowej GnRH (72,2% samic
wykoconych). Obserwacje te znajduja potwierdzenie w prezentowanych badaniach.
Wskazniki uzytkowosci reprodukceyjnej uzyskane po podaniu dopochwowym 10, 15
125 pg [des-Glyl0, D-Ala6]-LH-RH ethylamide nie r6znity si¢ istotnie od uzyska-
nych w grupie kontrolnej. Stwierdzono natomiast istotny wptyw dawki analogu na
liczbe mtodych urodzonych w miocie ogdtem i zywych. Zaznaczyta si¢ tendencja
do wzrostu liczby krélikéw urodzonych w miocie wraz ze wzrostem dawki analogu.
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Zwigkszenie dawki z 10 do 25 pg spowodowato statystycznie istotny wzrost liczby
krolikow urodzonych w miocie ogdtem i1 zywych odpowiednio o 1,151 1,02 sztuki.
Nie stwierdzono istotnego wplywu dawki analogu na odsetek samic wykoconych.

Mozliwos¢ uzyskania wysokiej ptodnosci i plennosci po podaniu dopochwowym
25 ng [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide na samice potwierdzaja obserwacje
Quinteli i1 in. (2009). Autorzy ci przetestowali dawki [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH
ethylamide na poziomie 25 1 30 pg na samice i uzyskali wyniki porownywalne do
uzyskanych po iniekcji domig$niowej GnRH. W kolejnym eksperymencie, przepro-
wadzonym na duzej liczbie zwierzat, autorzy ci stwierdzili istotnie wyzszy odsetek
samic wykoconych po podaniu dopochwowym 25 pg [des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH
ethylamide w stosunku do grupy kontrolnej (iniekcja domigsniowa hormonu). Meto-
da wywolywania owulacji nie miata istotnego wptywu na liczb¢ mtodych urodzonych
W miocie.

Podsumowujac, zastosowany w prezentowanych badaniach analog GnRH poda-
ny w dawce inseminacyjnej w ilosci 15 pg i 25 pug na samice pozwala na uzyskanie
wskaznikéw reprodukcyjnych porownywalnych z uzyskiwanymi po uzyciu standar-
dowej metody wywotywania owulacji (iniekcja domigsniowa GnRH). Uzycie wyz-
szej dawki hormonu moze mie¢ korzystny wptyw na liczb¢ mlodych urodzonych
w miocie, ale wymaga to potwierdzenia w badaniach na wigkszej liczbie zwierzat.

Dzigkuje panu Dariuszowi Maciejewskiemu i1 panu Tomaszowi Boduchowi za
udostepnienie zwierzat i pomoc techniczng przy realizacji badan.
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Zatwierdzono do druku 7 XII 2016

PIOTR GOGOL

Reproductive performance of rabbits inseminated with semen supplemented with GnRH analogue
[des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide

SUMMARY

The objective of the study was to evaluate the effect of a dose of GnRH analogue [des-Gly10, D-
Ala6]-LH-RH ethylamide, added to semen, on reproductive parameters of inseminated rabbit does. Fe-
males of the synthetic line Hyplus were inseminated on day 14 after kindling and ovulation was induced
through intramuscular injection of 1 pg buserelin (control group) or by adding 10, 15 or 25 pg [des-Gly10,
D-Ala6]-LH-RH ethylamide to the insemination dose. Reproductive performance was evaluated based
on the percentage of does kindled and the average number of rabbits born per litter (total and alive). The
parameters of reproductive performance obtained after intravaginal administration of 10, 15 and 25 pg
[des-Gly10, D-Ala6]-LH-RH ethylamide did not differ significantly from those obtained in the control
group. The dose of GnRH analogue, added to the semen, had a significant effect on the average number of
total and live born rabbits per litter. The average number of young rabbits born per litter obtained with the
25 ng analogue dose per doe (10.99 born in total, 10.59 born alive) was significantly higher than for the
10 pg dose (9.84 born in total, 9.57 born alive). The investigated GnRH analogue, added to the insemina-
tion dose at 15 pg per doe, produces reproductive parameters that are comparable with those obtained
using the standard ovulation induction method (intramuscular injection of GnRH). The increased hormone
dose could have a positive effect on the number of young rabbits born per litter, but this needs to be con-
firmed using a greater number of animals.

Key words: rabbit, insemination, ovulation induction, reproductive performance, GnRH



