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Αναφορές

Το πρότυπο στρατολόγησης και ανάπτυξης των ωοκυττάρων σε γονάδες πολλαπλών
ωοποθετών με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας έχει σπανίως μελετηθεί εις βάθος.
Στην παρούσα εργασία, ένας συνδυασμός μεθόδων, τεχνικών και θεωριών της
αναπαραγωγικής βιολογίας ιχθύων εφαρμόστηκαν σε δείγματα ωοθηκών της
ευρωπαϊκή σαρδέλας Sardina pilchardus (Walbaum, 1792), έναν πολλαπλό ωοαποθέτη
με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, ώστε να υπολογισθεί ο αριθμός των ωοκυττάρων
διαφορετικών σταδίων ανάπτυξης σε διάφορες γονάδες φάσεις του κύκλου ωορρηξίας.
Στη συνέχεια, με τη χρήση γενικών γραμμικών μοντέλων (GLMs) μελετήθηκαν οι
διακυμάνσεις των αριθμών αυτών ανάμεσα στα γοναδικά στάδια και τους μήνες της
αναπαραγωγής περιόδου με τελικό στόχο τη λεπτομερή περιγραφή της πορείας
ωογένεσης των ομάδων αυγών. Κατά τη διάρκεια των κύκλων ωορρηξίας, οι αριθμοί
των ωοκυττάρων παραμένουν σε μια κατάσταση δυναμικής ισορροπίας. Σε κάθε κύκλο
ωορρηξίας, με την είσοδο της προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων στην τελική ωρίμανση,
ξεκινάει ένα κύμα στρατολόγησης από την πρωτογενή στην δευτερογενή φάση
ανάπτυξης το οποίο ολοκληρώνεται δυο μέρες μετά την ωοτοκία. Απόθεση λεκίθου
συμβαίνει σε όλο τον κύκλο ωορρηξίας τόσο σε λεκιθικά ωοκύτταρα όσο και de novo
ενώ κατά την φάση τελικής ωρίμανσής παρατηρείται αύξηση της έντασης της. Ο
αριθμός των ωοκυττάρων σε δευτερογενή ανάπτυξη και τελική ωρίμανση ισοδύναμή με
2-3 ομάδες ωοτοκίας, ανάλογα το στάδιο ανάπτυξης κάθε γονάδας. Η πορεία
στρατολόγησης και ανάπτυξης των ωοκυττάρων παραμένει σταθερή καθ’ όλη την
περίοδο αναπαραγωγής.

Περίληψη Δείγματα σαρδέλας συλλέχθηκαν από την περιοχή του Β. Αιγαίου για την περίοδο Νοέμβριος
2018-Οκτώβριος 2019 σε μηνιαία βάση και οι γονάδες θηλυκών ατόμων αφαιρέθηκαν και
μονιμοποιήθηκαν σε διάλυμα φορμόλης. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία:
• Παρασκευή ιστολογικών παρασκευασμάτων (έγκληση σε ρητίνη, τομές ~4μm, χρώση με

κυανό του μεθυλίου- βασική φουξίνη)
• Αξιολόγηση γοναδικών ιστολογικών παρασκευασμάτων ως προς το αναπτυξιακό στάδιο

της πιο προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων (Εικόνα 1), την φάση/ένταση της ατρησίας και
την παρουσία /ηλικία POFs.

• Επιλογή 59 γονάδων επιλεγμένων γοναδικών σταδίων (Vtg2,POF-1; Vtg2,POF-2; Vtg3 και
GVM) ώστε να καλύπτουν διαδοχικές γοναδικές φάσης του κύκλου ωορρηξίας σε όλη την
περίοδο αναπαραγωγής (Νοέμβριος-Μάρτιος)

• Εφαρμογή της εξίσωσης «πυκνότητας πακεταρίσματος ωοκυττάρων (OPD)» [4] στις
επιλεγμένες γονάδες για την εκτίμηση του απόλυτου αριθμού των ωοκυττάρων κάθε
σταδίου σε κάθε γονάδα.

• Χρήση γενικών γραμμικών μοντέλων (GLMs) για τη μελέτη της επίδρασης του γοναδικού
σταδίου και του μήνα της αναπαραγωγικής περιόδου στους σχετικούς αριθμούς των
ωοκυττάρων κάθε σταδίου i (Ni/Ntotal )

Οι δειγματοληψίες, η επεξεργασία των δειγμάτων και η ιστολογική επεξεργασία των
γονάδων πραγματοποιήθηκαν στο πλαίσιο του προγράμματος CLIMAFISH.

Υλικά και Μέθοδοι

Η πορεία δημιουργίας των ομάδων αυγών στις ωοθήκες της σαρδέλας περιεγράφηκε λεπτομερώς
ανάμεσα στα διαδοχικά συμβάντα ωοτοκίας. Το πρότυπο στρατολόγησης και ανάπτυξης παρέμεινε
σταθερό σε όλη την περίοδο αναπαραγωγής και παρουσιάζει κοινά στοιχεία με ότι ξέρουμε για άλλα
είδη. Συγκεκριμένα, στον γαύρο έναν επίσης ακαθόριστος πολλαπλό ωοαποθέτη, η στρατολόγηση
ομάδας πραγματοποιείται επίσης σε παλμούς μικρής διάρκειας, ενεργοποιούμενους από την
ενυδάτωση [5] ενώ στο είδος Alosa macedonica η έναρξη της στρατολόγησης πρωτογενών
ωοκυττάρων προς τη δευτερογενή ανάπτυξη σχετίζεται με την ωορρηξία [6]. Η αύξηση της
λεκιθογένεσης κατά την τελική ωρίμανση των ωοκυττάρων έχει παρατηρηθεί ξανά στο είδος
Etrumeus golanii [7]. Η λεπτομερής περιγραφή της πορείας δημιουργίας ομάδων αυγών είναι
απαραίτητη για την κατανόηση της δυναμικής των ωοθηκών και η γνώση αυτή είναι ιδιαίτερα
χρήσιμη για την μελέτη επιδράσεων περιβαλλοντικών παραγόντων στην γονιμότητα.

Συζήτηση-Συμπεράσματα

Εισαγωγή
Η πορεία ωογένεσης ακολουθεί σε όλα τα είδη ιχθύων το ίδιο γενικό πρότυπο.
Διαφοροποιημένα προμειωτικά κύτταρα, τα ωογόνια, στρατολογούνται προς την
πρωτογενή (PG) και στη συνέχεια τη δευτερογενή (SG) φάση ανάπτυξης, η οποία
αποτελείται από το στάδιο κυστιδίων λεκίθου (CA) και τα στάδια της λεκιθογένεσης
(Vtg). H τελική ωρίμανση (FM) των ωοκυττάρων ξεκινάει με την μετανάστευση του
πυρήνα (GVM) προς το ζωικό πόλο και ολοκληρώνεται με την ενυδάτωση (HYD), η οποία
σύντομα ακολουθείται από την ωορρηξία [1]. Αναγνωρίζονται δύο πρότυπα ανάλογα
τον τρόπο που συμβαίνει η στρατολόγηση των ωοκυττάρων από την πρωτογενή προς τη
δευτερογενή ανάπτυξη. Στην καθορισμένη γονιμότητα η στρατολόγηση των
ωοκυττάρων ολοκληρώνεται πριν την έναρξη της αναπαραγωγικής περιόδου ενώ στην
ακαθόριστη γονιμότητα η στρατολόγηση συνεχίζει να συμβαίνει και κατά τη διάρκεια
της αναπαραγωγικής περιόδου [2]. Τα είδη με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας είναι
και πολλαπλοί ωοαποθέτες (batch spawners) και συνεπώς η περιγραφή της πορείας
δημιουργίας κάθε ομάδας αυγών είναι πολυεπίπεδη αφού πρέπει να περιλαμβάνει
όλες τις μεταβάσεις από το ένα αναπτυξιακό στάδιο στο επόμενο τόσο χρονικά όσο και
ποσοτικά ενώ παράλληλα οι πολλαπλές, διαδοχικές ωοτοκίες θέτουν τις γονάδες σε μια
συνεχή δυναμική κατάσταση. Τέτοιες εις βάθος περιγραφές της ωογένεσης έχουν
πραγματοποιηθεί σε ελάχιστες περιπτώσεις παρά την σημαντική γνώση που μπορούν
να προσφέρουν για τον τρόπο με τον οποίο καθορίζετε η ατομική γονιμότητα [3]. Στόχος
της παρούσας εργασίας αποτελεί η λεπτομερής περιγραφή του προτύπου ανάπτυξης
και στρατολόγησης των ομάδων αυγών στην ευρωπαϊκή σαρδέλα, ανάμεσα στα
διαδοχικά γεγονότα ωοτοκίας και κατά τη διάρκεια της παρατεταμένης χειμερινής
αναπαραγωγικής του περιόδου.

ωρίμανσης παρατηρείται αύξηση της ένταση της. Ο λόγος γονιμότητας (Fecundity ratio =
SG+FM/Γονιμότητα ομάδας) υπολογίσθηκε σε 2-3 ανάλογα το γοναδικό στάδιο (Πίνακας 1). Δύο
μέρες μετά την ωοτοκία (Vtg2,POF2) η στρατολόγηση των ωοκυττάρων προς τη δευτερογενή
ανάπτυξη ολοκληρώνετε με το λόγος γονιμότητας να παραμένει σταθερός μέχρι το τέλος της
λεκιθογένεσης.
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Εικόνα 1. Ωοκύτταρα του είδους Sardina pilchardus σε διαφορετικά στάδια και υποστάδια ανάπτυξης. (Α) πρωτογενή 
ωοκύτταρα (PG) στα δύο υποστάδια PG1 και PG2, (B) στάδιο κυστιδίων λεκίθου – αρχική ανάπτυξη (CA1), (C) στάδιο 
κυστιδίων λεκίθου – προχωρημένη  ανάπτυξη (CA2), (D) πρωτογενής λεκιθογένεση (Vtg1), (E) δευτερογενής 
λεκιθογένεση (Vtg2), (F) τριτογενής λεκιθογένεση (Vtg3), (G) μετανάστευση πυρήνα (GVM), (H) ενυδατωμένα (HYD)
ωοκύτταρα.

Ο αριθμός των συνολικών ωοκυττάρων ανά γραμμάριο γονάδας μειωνόταν σταθερά όσο
αυξανόταν η μέση διάμετρος των ωοκυττάρων. Από την εφαρμογή των GLM μοντέλων φάνηκε
ότι ο μήνας της αναπαραγωγικής περιόδου δεν επιδρά στους σχετικούς αριθμούς των
ωοκυττάρων σε αντίθεση με το γοναδικό στάδιο. Από την μελέτη των σχετικών αριθμών των
ωοκυττάρων διαφορετικών σταδίων στα διάφορα γοναδικά στάδια φάνηκε ότι όταν η γονάδα
εισέρχεται στη φάση τελικής ωρίμασης, ένα σημαντικό ποσοστό πρωτογενών ωοκυττάρων
στρατολογείτε προς τα επόμενα γοναδικά στάδια (Εικόνα 2). Απόθεση λεκίθου συμβαίνει
διαρκώς καθ’όλη τη διάρκεια του κύκλου ωορρηξίας, τόσο σε είδη λεκιθικά κύτταρα όσο και de
novo (αύξηση του λόγου των Vtg1 ωοκυττάρων) (Εικόνα 2) ενώ κατά την φάση τελικής

Αποτελέσματα

PG1/Total PG2/Total (SG+FM)/Total Fecundity Ratio

G
on

ad
 st

ag
e Vtg2,POF-1 0.669 0.102 0.229 2.275

Vtg2,POF-2 0.646 0.104 0.25 2.479

Vtg3 0.66 0.091 0.25 2.478

GVM 0.601 0.101 0.298 2.957

b
ab

b

a

0,55

0,6

0,65

0,7

Vtg2,POF-1 Vtg2,POF-2 Vtg3 GVM

N
i/ 

N
To

ta
l

PG1

a

a a

b

0,2

0,25

0,3

Vtg2,POF-1 Vtg2,POF-2 Vtg3 GVM

SG + FM

a
a

a

b

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

Vtg2,POF-1 Vtg2,POF-2 Vtg3 GVM

N
i/ 

N
To

ta
l

VTO+FM

a
ab

bc

c

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

Vtg2,POF-1 Vtg2,POF-2 Vtg3 GVM

Vtg1

Εικόνα 2. Εκτιμώμενες μέσες τιμές (±SE) των λόγων Ni/NΤotal για διαφορετικά ωοκυτταρικά στάδια σε διαφορετικά γοναδικά 
στάδια βάση των GLM μοντέλων . a<b: ομογενείς ομάδες.

Πίνακας 1. Λόγοι Νi/ΝTotal για τα ωοκυτταρικά στάδια PG1, PG2 και το άθροισμα των κυττάρων έχει εισέλθει ή ολοκληρώσει το
δευτερογενές στάδιο ανάπτυξης (SG+FM) ανά γοναδικό στάδιο όπως υπολογίσθηκαν από τα αντίστοιχα GLM μοντέλα.
Παρουσιάζεται επίσης ο λόγος SG+ FM προς τη γονιμότητα ομάδας (Fecundity ratio).
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