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Περίληψη  
 

Η Ευρωπαϊκή σαρδέλα, Sardina pilchardus (Walbaum 1792) αποτελεί ένα από τα 

σημαντικότερα αλιεύματα μικρών πελαγικών ψαριών και χαρακτηρίζεται από 

πολλαπλές ωοτοκίες κατά τη διάρκεια της παρατεταμένης, χειμερινής αναπαραγωγικής 

περιόδου. Η ετήσια γονιμότητα της σαρδέλας είναι ακαθόριστη (indeterminate), δηλαδή, 

στρατολόγηση ωοκυττάρων από την πρωτογενή στη δευτερογενή ανάπτυξη λαμβάνει 

χώρα συνεχώς καθ’ όλη τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου. 

Στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η ποσοτική μελέτη του προτύπου ανάπτυξης και 

στρατολόγησης των ωοκυττάρων καθ’ όλη τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου 

της σαρδέλας. Για το σκοπό αυτό, εφαρμόστηκε ένας συνδυασμός τεχνικών, μεθόδων 

και θεωριών της αναπαραγωγικής βιολογίας των ιχθύων (ιστολογία, στερεολογία, 

χρονολόγηση μετα-ωρρηξιακών ωοθυλακίων, θεωρία πυκνότητας πακεταρίσματος 

ωοκυττάρων και ανάλυση κατανομών συχνοτήτων των διαμέτρων των ωοκυττάρων) σε 

δείγματα ωοθηκών, από ψάρια που συλλέχθηκαν στο Βόρειο Αιγαίο κατά την περίοδο 

Νοέμβριος 2018 - Οκτώβριος 2019. Ο συνδυασμός αυτός επέτρεψε τον ακριβή 

υπολογισμό των αριθμών και των μεγεθών των διαφορετικών σταδίων ανάπτυξης των 

ωοκυττάρων στη γονάδα. Στη συνέχεια, με τη χρήση γενικών γραμμικών μοντέλων 

(GLMs), εξετάστηκαν οι αλλαγές στους σχετικούς αυτούς αριθμούς ωοκυττάρων 

ανάμεσα στα διαφορετικά γοναδικά στάδια και καθ’ όλη τη διάρκεια της 

αναπαραγωγικής περιόδου. Με αυτό τον τρόπο, η πορεία ωογένεσης ανάμεσα στα 

διαδοχικά συμβάντα ωοτοκίας περιγράφηκε λεπτομερώς.  

Κατά τη διάρκεια ενός κύκλου ωορρηξίας, οι αριθμοί των ωοκυττάρων παραμένουν σε 

κατάσταση δυναμικής ισορροπίας μέσα στις γονάδες. Με την είσοδο της προηγμένης 

ομάδας ωοκυττάρων (advanced batch) στην τελική ωρίμανση, ξεκινάει ένα έντονο κύμα 

στρατολόγησης από την πρωτογενή προς τη δευτερογενή φάση ανάπτυξης το οποίο 

ολοκληρώνεται δύο μέρες μετά την ωοτοκία. Απόθεση λεκίθου συμβαίνει τόσο σε νέα 

κύτταρα όσο και σε κύτταρα που ήδη περιέχουν λέκιθο καθ’ όλο το διάστημα μεταξύ 

δύο διαδοχικών συμβάντων ωοτοκίας. Ωστόσο, η ένταση της λεκιθογένεσης είναι 

υψηλότερη κατά τη φάση τελικής ωρίμανσης της προηγμένης ομάδας. Το πρότυπο 

στρατολόγησης ωοκυττάρων και de novo λεκιθογένεσης παραμένει σταθερό σε όλη τη 

διάρκεια της περιόδου αναπαραγωγής. Ο αριθμός κυττάρων σε δευτερογενή ανάπτυξη ή 

και τελική ωρίμανση βρέθηκε να αντιστοιχεί σε 2-3 ομάδες ωοτοκίας (batches) ανάλογα 

τη φάση ανάπτυξης της ωοθήκης.  

Το μέγεθος των ωοκυττάρων φάνηκε να διαφοροποιείται ανάλογα με το γοναδικό στάδιο 

ενώ το μέγεθος των λεκιθικών ωοκυττάρων παρουσίαζε σημαντικές διαφοροποιήσεις 

κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου, που φάνηκε να σχετίζονται με τις 

εποχικές αλλαγές στη θερμοκρασία. Τέλος, βρέθηκε ότι το μέγεθος τον ωοκυττάρων, σε 

αντίθεση με τη γονιμότητα, δεν σχετίζεται με το μέγεθος των ατόμων.  

Λέξεις κλειδιά: Sardina pilchardus, στερεολογία, πυκνότητα πακεταρίσματος 

ωοκυττάρων (OPD), de novo λεκιθογένεση, πρότυπο ανάπτυξης ωοκυττάρων.  
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Abstract 
 

European sardine Sardina pilchardus (Walbaum 1792) is a commercially important 

small pelagic species characterized by multiple spawning along a protracted reproductive 

period in winter. The fecundity of sardine is indeterminate meaning that oocytes are 

constantly recruited from the primary to the secondary growth phase during the spawning 

season. 

The aim of this dissertation was to investigate the pattern of oocyte development and 

recruitment during the reproductive period of sardine. For this purpose, a suite of 

methods, techniques and theories in fish reproductive biology (histology, stereology, 

postovulatory follicle ageing, oocyte packing density theory and oocyte size 

frequencies distributions) were applied to ovarian samples of fish collected in the North 

Aegean during November 2018-Octomber 2019. This combination of methodologies 

allowed for the estimation of the number and size of oocytes at different developmental 

stages. In a subsequent step, general linear models (GLMs) were used to examine 

changes in the relative number of oocytes per stage of development in different 

gonad stages and along the spawning season. In this way, the course of oogenesis 

between two sequential spawning events was described in detail. 

The results indicated that during an ovulatory cycle, oocyte numbers remain in a state of 

dynamic equilibrium. When the advanced batch enters into final maturation, an intense 

pulse of oocyte recruitment from the primary to the secondary growth phase starts and 

becomes fully completed two days after spawning. Deposition of yolk occurs 

continuously both in vitellogenic oocytes as well as de novo but during the final 

maturation of the advance batch the intensity of vitellogenesis increases. The pattern of 

oocyte recruitment and vitellogenesis remains unchanged along the course of the 

spawning season. The number of oocytes in secondary growth and final maturation 

equals 2-3 times the batch fecundity depending on the gonadal growth phase. 

Oocyte sizes in different developmental stages differed between gonad  

stages while the sizes of vitellogenic oocytes changed during the spawning season which 

seemed to be related to the seasonal changes of water temperature. Finally, in contrast to 

batch fecundity, oocyte sizes did not relate to fish size. 

 

Keywords: Sardina pilchardus, stereology, oocyte packing density, de novo 

vitellogenesis, pattern of oocyte development 
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1. Εισαγωγή 

1.1Αναπαραγωγικές στρατηγικές  και  παραγωγή αυγών στα ψάρια 

Τα περισσότερα είδη οστεϊχθύων είναι γονοχωριστικά και χαρακτηρίζονται  από  

εξωτερική γονιμοποίηση, ωστόσο διαφοροποιούνται σημαντικά ως προς το πώς και το 

πόσα αυγά παράγουν (Murua & Saborido-Rey, 2003). Μπορεί να παράγουν βενθικά ή 

πελαγικά αυγά για μία και μόνο φορά στη ζωή τους και ύστερα να πεθαίνουν (single 

spawners), ή, να ωοτοκούν πολλές φορές. Όταν η ωοτοκία είναι επαναλαμβανόμενη 

δύνανται να συμβαίνει μια φορά ανά αναπαραγωγική περίοδο, για πολλά έτη, 

απελευθερώνοντας όλα τα αυγά μαζί (total spawners), ή, μπορεί μέσα στην ίδια 

αναπαραγωγική περίοδο τα είδη να ωοτοκούν πολλές φορές (πολλαπλοί 

ωοαποθέτες/multiple spawners), απελευθερώνοντας τα αυγά τους σε ομάδες (batches, 

batch spawners) (Murua & Saborido-Rey, 2003). Η αναπαραγωγική περίοδος ποικίλει 

από είδος σε είδος, ή ακόμα και μεταξύ του ίδιου είδους σε διαφορετικές περιοχές και η 

διαφοροποίηση μπορεί να είναι είτε εποχιακή, είτε σε χρονική διάρκεια, η οποία δύναται 

να κυμαίνεται από λίγες ημέρες μέχρι αρκετούς μήνες. Στις Ελληνικές θάλασσες, 

παραδείγματα πολλαπλού ωοαποθέτη αποτελούν η σαρδέλα (Sardina pilchardus), ο 

γαύρος (Engraulis engrasicolus) και ο μπακαλιάρος (Merluccius merluccius) (Murua & 

Saborido-Rey, 2003). 

Αν και παρατηρούνται διαφορές από είδος σε είδος, γενικά η στρατολόγηση 

(recruitment), η ανάπτυξη (growth) και η τελική ωρίμανση (final maturation) των 

ωοκυττάρων ακολουθεί παρόμοιο πρότυπο στις γονάδες των θηλυκών ατόμων. Κύτταρα 

από το πρωτογενές στάδιο ανάπτυξης (primary growth phase) στρατολογούνται προς το, 

εξαρτώμενο από τη γονοδοτροπίνη, δευτερογενές στάδιο ανάπτυξης (secondary growth 

phase), το οποίο περιλαμβάνει το στάδιο των κυστιδίων λεκίθου (cortical alveoli) και τo 

στάδιο της λεκιθογένεσης (vitellogenesis). Αφού ολοκληρωθεί η λεκιθογένεση ξεκινάει 

η, επίσης ορμονοεξαρτώμενη, τελική ωρίμανση με τον πυρήνα να μεταναστεύει προς το 

ζωικό πόλο του ωοκυττάρου. Η μετανάστευση του πυρήνα ακολουθείται από την πρώτη 

μειωτική διαίρεση και σύντομα, από την ενυδάτωση των ωοκυττάρων και την ωορρηξία 

(Brown-Peterson et al., 2011; Wallace & Selman, 1981). 

Ανάλογα με τον τρόπο που πραγματοποιείται η ανάπτυξη των ωοκυττάρων στη γονάδα, 

έχουν αναγνωριστεί τρία βασικά πρότυπα (Murua & Saborido-Rey, 2003; Wallace & 

Selman, 1981). Σύμφωνα με το σύγχρονο πρότυπο (synchronous), όλα τα ωοκύτταρα 

στη γονάδα αναπτύσσονται μαζί σαν μια ομάδα, ενώ στο ασύγχρονο πρότυπο 

(asynchronous), τα ωοκύτταρα αναπτύσσονται χωρίς να υπάρχει κάποιος κυρίαρχος 

πληθυσμός και έτσι στην αναπτυσσόμενη γονάδα μπορεί να βρίσκονται ταυτόχρονα όλα 

τα ωοκυτταρικά στάδια. Στο ομαδο-σύγχρονο πρότυπο (group synchronous), μπορούν 

να διακριθούν στην ωοθήκη ένας πληθυσμός από μεγαλύτερα ωοκύτταρα με αρκετά 

συγχρονισμένη ανάπτυξη (“clutch”), τα οποία θα απελευθερωθούν στο επικείμενο 

συμβάν ωοτοκίας και τουλάχιστον ένας ετερογενής πληθυσμός μικρότερων ωοκυττάρων 

από τον οποίο στρατολογούνται τα πρώτα. 

Όσον αφορά στην αναπαραγωγική στρατηγική, αναγνωρίζονται δύο διαφορετικές 

στρατηγικές ανάλογα με το πρότυπο στρατολόγησης των ωοκυττάρων (Ganias, 2013; 
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Hunter et al., 1992; Murua & Saborido-Rey, 2003). Σύμφωνα με το καθορισμένο 

πρότυπο στρατολόγησης, ή αλλιώς καθορισμένη γονιμότητα (determinate fecundity), η 

στρατολόγηση του συνόλου των ωοκυττάρων προς ωορρηξία ολοκληρώνεται πριν την 

έναρξη της αναπαραγωγικής περιόδου και έτσι είναι δυνατόν να μετρηθεί ο αριθμός των 

ωοκυττάρων που θα απελευθερωθούν κατά τη διάρκεια της χρονιάς πριν την έναρξη της 

περιόδου ωοτοκίας. Αντίθετα, στο ακαθόριστο πρότυπο ανάπτυξης, ή ακαθόριστη 

γονιμότητα (indeterminate fecundity), στρατολόγηση ωοκυττάρων προς ωοτοκία 

λαμβάνει χώρα και κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου. 

Τέλος, ανάλογα με το τρόπο που τα ψάρια λαμβάνουν την ενέργεια που χρειάζονται για 

την αναπαραγωγή, διακρίνονται δύο διαφορετικές στρατηγικές. Σε κάποια είδη, οι 

περίοδοι αναπαραγωγής και τροφοληψίας επικαλύπτονται πλήρως και η αναπαραγωγή 

βασίζεται έτσι αυστηρά στην ενέργεια που προσλαμβάνεται από την τροφή (income 

breeders) -στρατηγική του «εισοδηματία». Σε κάποια άλλα είδη, οι δύο αυτές περίοδοι 

διαφοροποιούνται και έτσι η αναπαραγωγή βασίζεται σε αποθέματα ενέργειας (capital 

breeders), τα οποία είχαν αποθηκευτεί κατά την περίοδο της τροφοληψίας (McBride et 

al., 2015). Η δεύτερη αυτή στρατηγική επιτρέπει στα είδη να διαφοροποιούν χωρικά τα 

πεδία τροφοληψίας και αναπαραγωγής κάτι που δεν συμβαίνει στα είδη που ακολουθούν 

τη στρατηγική του εισοδηματία. Ωστόσο, τα περισσότερα είδη εμφανίζουν διακυμάνσεις 

ανάμεσα στις δύο αυτές ακραίες περιπτώσεις και η εξάρτηση της αναπαραγωγής από την 

τροφοληψία ή την αποθηκευμένη ενέργεια μπορεί να αλλάζει ανάλογα με τη 

φυσιολογική κατάσταση των ατόμων και τις περιβαλλοντικές συνθήκες (Ganias  et al., 

2014a; McΒride et al. 2015). 

1.2 Γονιμότητα: σημασία και τρόπος εκτίμησης  

Η γονιμότητα (αριθμός γαμετών/αυγών ανά άτομο/θηλυκό) για τα  διάφορα είδη ιχθύων 

είναι μία από τις βασικές παραμέτρους της αλιευτικής βιολογίας, με ιδιαίτερη σημασία 

τόσο για την κατανόηση της στρατολόγησης νέων ατόμων στους πληθυσμούς όσο και 

για την εκτίμηση του μεγέθους των ιχθυοαποθεμάτων με ιχθυοπλαγκτονικές   μεθόδους 

(Μέθοδος Ετήσιας Παραγωγής Αυγών/Annual Egg Production Method [AEPM] και 

Μέθοδος Ημερήσιας Παραγωγής Αυγών/Daily Egg Production Method [DEPM]) 

(Hunter et al., 1992).  

Η ετήσια γονιμότητα (annual fecundity), είναι ο συνολικός αριθμός αυγών που 

απελευθερώνει ένα ώριμο θηλυκό στη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου και η 

γνώση του προτύπου στρατολόγησης (καθορισμένο ή ακαθόριστο) αποτελεί 

καθοριστικό παράγοντα για την επιλογή της μεθόδου εκτίμησης  (Hunter et al., 1992).  

Στα  είδη που ακολουθούν το καθορισμένο πρότυπο στρατολόγησης, η εκτίμηση της 

συνολικής ετήσιας γονιμότητας γίνεται σχετικά εύκολα καθώς η στρατολόγηση 

ωοκυττάρων από την πρωτογενή στη δευτερογενή φάση ανάπτυξης ολοκληρώνεται πριν 

την έναρξη της περιόδου αναπαραγωγής και, συνήθως, στις κατανομές συχνοτήτων 

μεγέθους των ωοκυττάρων, υπάρχει ένα σαφές χάσμα μεγέθους (hiatus) μεταξύ των 

λεκιθικών και των πρωτογενών ωοκυττάρων (Murua & Saborido-Rey, 2003). Η 

εφαρμογή της βαρυμετρικής μεθόδου -καταμέτρηση των πιο ανεπτυγμένων ωοκυττάρων 

σε προζυγισμένα υποδείγματα γονάδας και αναγωγή του αριθμού τους στο συνολικό 

βάρος της γονάδας-  μπορεί να χρησιμοποιηθεί λοιπόν για την εκτίμηση της ετήσιας 
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γονιμότητας πριν την έναρξη της αναπαραγωγικής περιόδου (Ganias et al., 2014b; 

Hunter et al., 1985). Ωστόσο αξίζει να αναφερθεί ότι η γονιμότητα αυτή αποτελεί τη 

δυνητική γονιμότητα (potential annual fecundity) και για την εκτίμηση της πραγματικής 

ετήσιας γονιμότητας, η δυνητική γονιμότητα θα πρέπει να διορθωθεί ως προς τον αριθμό 

των κύτταρων που τελικά θα γίνουν ατρητικά και θα απορροφηθούν (Hunter et al., 1992; 

Murua & Saborido-Rey, 2003). 

Όσον αφορά στα είδη που ακολουθούν το ακαθόριστο πρότυπο στρατολόγησης 

(indeterminate), οι εκτιμήσεις γονιμότητας αφορούν τη γονιμότητα ομάδας (batch 

fecundity), δηλαδή τον αριθμό των αυγών τα οποία θα απελευθερωθούν στο επόμενο 

συμβάν ωοτοκίας. Η εκτίμηση της γονιμότητας ομάδας, παραδοσιακά γίνεται με την 

μέθοδο των ενυδατωμένων ωοκυττάρων (hydrated oocyte method), όπου, πάλι βάσει της 

βαρυμετρικής μεθόδου, γίνεται καταμέτρηση των ενυδατωμένων ωοκύτταρων σε 

προζυγισμένα υποδείγματα ιστού (Ganias et al., 2014b; Hunter et al., 1985). Για τον 

υπολογισμό της ετήσιας γονιμότητας στα είδημε ακαθόριστη γονιμότητα συνδυάζονται 

παράμετροι όπως η γονιμότητα ομάδας, η συχνότητα ωοτοκίας (spawning fraction), ή 

αλλιώς το ποσοστό των θηλυκών που γεννούν ανά ημέρα και η διάρκεια της 

αναπαραγωγικής περιόδου (Hunter et al., 1985; 1992; Hunter & Macewicz, 1985).  

Η βαρυμετρική μέθοδος εκτίμησης της γονιμότητας αποτελεί αρκετά χρονοβόρα μέθοδο 

και με αρκετά μεγάλες πιθανότητες συμπερίληψης σφαλμάτων. Στην προσπάθεια 

βελτίωσης της αξιοπιστίας της μεθόδου, τις τελευταίες δύο δεκαετίες αναπτύχθηκαν μια 

σειρά από νέες μεθοδολογίες βασισμένες κυρίως σε συστήματα ανάλυσης εικόνας 

(Kurita & Kjesbu, 2009; Thorsen & Kjesbu, 2001), οι οποίες εστιάζουν στον αριθμό των 

ωοκυττάρων στην γονάδα σε συνάρτηση του μεγέθους τους.  

Η πρώτη από αυτές ονομάστηκε αυτοδιαμετρική μέθοδος γονιμότητας (autodiametric 

fecundity method) και αναπτύχθηκε  από τους Thorsen & Kjesbu (2001)  με στόχο την 

εκτίμηση γονιμότητας σε είδη με καθορισμένο πρότυπο γονιμότητας. Πρόκειται 

ουσιαστικά για μια επέκταση της βαρυμετρικής μεθόδου, στην οποία αρχικά 

κατασκευάζεται μια πρότυπη καμπύλη χρησιμοποιώντας έναν αριθμό δειγμάτων (που 

έχουν συλλεχθεί πριν την αναπαραγωγική περίοδο), στα οποία εκτιμάται η πυκνότητα 

των λεκιθικών ωοκυττάρων (αριθμός ωοκυττάρων ανά γραμμάριο γονάδας) με τη 

βαρυμετρική μέθοδο και η μέση διάμετρος των ωοκυττάρων, η οποία υπολογίζεται με 

σύστημα ανάλυσης εικόνας. Στη συνέχεια, η πρότυπη καμπύλη χρησιμοποιείται για την 

εκτίμηση της γονιμότητας, όπου, για κάθε θηλυκό, απαιτείται μόνο μια εκτίμηση της 

μέσης διαμέτρου των λεκιθικών ωοκυττάρων, η οποία γίνεται αυτόματα με σύστημα 

ανάλυση εικόνας.  

Σε μια προσπάθεια εφαρμογής της μεθόδου αυτής σε είδη με ακαθόριστο πρότυπο 

γονιμότητας,  οι Kurita & Kjesbu (2009) εξέτασαν τη σχέση ανάμεσα στην πυκνότητα 

των ωοκυττάρων στη γονάδα (OPD: αριθμός ωοκυττάρων/βάρος γονάδας) και της μέσης 

διαμέτρου των ωοκυττάρων (OD) προσθέτοντας επεξηγηματικές παραμέτρους και η 

θεωρητική εξίσωση που προέκυψε ονομάστηκε εξίσωση «πυκνότητας πακεταρίσματος 

ωοκυττάρων» (oocyte packing density). Η μετέπειτα τροποποίηση της εξίσωσης αυτής 

από τους Korta et al. (2010),  επέτρεψε την εκτίμηση του αριθμών των ωοκυττάρων κάθε 

ωοκυτταρικού σταδίου ανάπτυξης ξεχωριστά, βρίσκοντας ευρεία εφαρμογή στη μελέτη 

των μεταβολών της πυκνότητας των ωοκυττάρων σε οποιαδήποτε φάση του 
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αναπαραγωγικού κύκλου (Korta et al., 2010; Schismenou et al., 2012; Serrat et al., 2019; 

dos Santos Schmidt et al., 2021). 

 

1.3. Δυναμική ωοθήκης σε πολλαπλούς ωοαποθέτες με ακαθόριστο πρότυπο 

γονιμότητας 

Ο τρόπος που καθορίζεται το πρότυπο στρατολόγησης των ωοκυττάρων είναι 

πολυεπίπεδος και η πλήρης περιγραφή του πρέπει να περιλαμβάνει την περιγραφή της 

μετάβασης από τη μια φάση ανάπτυξης στην επόμενη, τόσο χρονικά όσο και ποσοτικά, 

σε επίπεδο ετήσιου αναπαραγωγικού κύκλου (annual cycle), περιόδου ωοτοκίας 

(spawning period) και κύκλου ωορρηξίας (ovulatory cycle) (Ganias & Lowerre-Barbieri, 

2018).  

Το πρώτο επίπεδο στρατολόγησης, από τα ωογόνια (oogonia) στο πρωτογενές στάδιο 

ανάπτυξης είναι το λιγότερο μελετημένο και θεωρείται υπεύθυνο για τους αριθμούς 

πρωτογενών ωοκυττάρων στις γονάδες, ενώ το δεύτερο επίπεδο αφορά στην 

ορμονοεξαρτώμενη μετάβαση από την πρωτογενή ανάπτυξη στην δευτερογενή. Στους 

πολλαπλούς ωοαποθέτες με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, η στρατολόγηση των 

ωοκυττάρων από το πρωτογενές στο δευτερογενές στάδιο συμβαίνει πολλές φορές κατά 

τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου ενώ, μέσα στο εύρος της δευτερογενούς 

ανάπτυξης, συμπεριλαμβάνεται ένα επιπλέον επίπεδο στρατολόγησης, αυτό της 

στρατολόγησης νέων λεκιθικών ωοκυττάρων (de novo λεκιθογένεση), το οποίο 

περιεγράφηκε λεπτομερώς για πρώτη φορά στον γαύρο (Engraulis encrasicolus) από 

τους Schismenou et al. (2012). Τέλος, η μετάβαση των λεκιθικών ωοκυττάρων προς την 

τελική ωρίμανση αποτελεί το τελευταίο βήμα για την ολοκλήρωση της ωογένεσης και 

τα ωοκύτταρα που εισέρχονται σε αυτή, σύντομα θα οδηγηθούν στην ωορρηξία και 

επακόλουθη ωοτοκία (Brown-Peterson et al., 2011).  

Στους πολλαπλούς ωοαπόθετες με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, η μετάβαση των 

ωοκυττάρων από το ένα αναπτυξιακό στάδιο στο επόμενο μαζί με τα πολλαπλά 

συμβάντα ωοτοκίας, συνθέτουν μια πολύπλοκη εικόνα στις ωοθήκες, η οποία 

παρουσιάζει συνεχή δυναμική, δηλαδή διακυμάνσεις στον αριθμό των ωοκυττάρων ανά 

στάδιο ανάπτυξης τόσο μεταξύ των διαδοχικών συμβάντων ωοτοκίας, όσο και κατά την 

πορεία της αναπαραγωγικής περιόδου αλλά και του ετήσιου αναπαραγωγικού κύκλου 

(Ganias & Lowerre-Barbieri, 2018). 

Η λεπτομερής περιγραφή του προτύπου στρατολόγησης και ανάπτυξης των ωοκυττάρων 

ενός είδους αποτελεί βασικό βήμα για την κατανόηση των διεργασιών που καθορίζουν 

την ατομική γονιμότητα και άρα, σε μεγάλο βαθμό, τη δυναμική των πληθυσμών, αλλά 

και του τρόπου που αυτές οι διεργασίες μπορεί μελλοντικά να επηρεαστούν από 

μεταβολές των περιβαλλοντικών συνθηκών επηρεάζοντας την αναπαραγωγική 

διαδικασία (Charitonidou et al. 2022a).  
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1.4 Η Ευρωπαϊκή σαρδέλα  

Η συγκεκριμένη διατριβή αφορά στη δυναμική της ωοθήκης στη Ευρωπαϊκή σαρδέλα 

Sardina pilchardus (Walbaum 1792). Η σαρδέλα είναι ένα εμπορικό, μικρό πελαγικό 

είδος με σημαντικές ποσότητες εκφορτώσεων, τόσο στις Ελληνικές θάλασσες όσο και 

σε παγκόσμιο επίπεδο (Somarakis et al., 2006). Είναι ένα πλαγκτονοφάγο είδος που 

τείνει να σχηματίζει κοπάδια ή συναθροίσεις και όπως όλα τα μικρά πελαγικά είδη, 

αποτελεί κύριο κρίκο μεταφοράς ενέργειας από τα χαμηλότερα προς τα υψηλότερα 

τροφικά επίπεδα (Freon et al., 2005). 

Πρόκειται για πολλαπλό ωοαποθέτη που ακολουθεί το ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας 

(Ganias et al., 2004), με την πρώτη γενετική ωρίμανση των ατόμων να  λαμβάνει χώρα 

με τη συμπλήρωση του πρώτου χρόνου ζωής και σε μήκος περίπου 11 cm (Somarakis et 

al., 2006). Στην ανατολική Μεσόγειο, αναπαράγεται κατά τους χειμερινούς μήνες 

χρησιμοποιώντας τα αποθέματα ενέργειας που είχε αποθηκεύσει το καλοκαίρι, ενώ 

μπορεί να χρησιμοποιεί και ενέργεια από την άμεση κατανάλωση τροφής για να 

υποστηρίξει επιπλέον την παραγωγή αβγών (Ganias, 2009; Ganias et al., 2007). Στις 

ολιγοτροφικές Ελληνικές θάλασσες ωοτοκεί κάθε 11-12 ημέρες μεταξύ 19:00-23:00, με 

μέση ώρα ωοτοκίας την 21:00 (Ganias et al., 2003b). 

Η ανάπτυξη των ωοκυττάρων της σαρδέλας ακολουθεί το ομαδο-σύγχρονο πρότυπο 

(Ganias et al. 2004) και η προηγμένη ομάδα ωοκυττάρων διαχωρίζεται πλήρως σε 

μέγεθος από τα λιγότερο αναπτυγμένα ωοκύτταρα κατά το τριτογενές στάδιο 

λεκιθογένεσης, δηλαδή πριν την τελική ωρίμανση και ενυδάτωση των ωοκυττάρων. Έτσι 

για τον υπολογισμό της γονιμότητας ομάδας, πέραν των ενυδατωμένων ωοκυττάρων, 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν και γονάδες στο τριτογενές στάδιο λεκιθογένεσης ή στο 

στάδιο της μετανάστευσης του πυρήνα (Ganias et al., 2004). Ο τερματισμός της 

αναπαραγωγικής περιόδου επέρχεται μετά από έντονη αύξηση της ατρησίας και τελικά 

την επικράτηση της στα λεκιθικά ωοκύτταρα σε ποσοστά >80%. Μικρά ποσοστά 

ατρησίας παρατηρούνται ωστόσο καθ’ όλη τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου 

(Ganias et al., 2003).  

1.5 Σκοπός  

Σκοπός αυτής της διατριβής ήταν η λεπτομερής εκτίμηση και ποσοτική ανάλυση των 

διακυμάνσεων στους αριθμούς και τα μεγέθη των ωοκυττάρων των διαφορετικών 

αναπτυξιακών σταδίων, τόσο κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου της 

σαρδέλας όσο και μεταξύ των διαδοχικών συμβάντων ωοτοκίας (κύκλων ωορρηξίας). 

Για το σκοπό αυτό εφαρμόστηκε συνδυασμός τεχνικών, μεθόδων και θεωριών της 

αναπαραγωγικής βιολογίας των ιχθύων (ιστολογία, στερεολογία, χρονολόγηση μετα-

ωρρηξιακών ωοθυλακίων, θεωρία πυκνότητας πακεταρίσματος ωοκυττάρων και 

ανάλυση κατανομών συχνοτήτων των διαμέτρων των ωοκυττάρων) (Ganias et al. 2003b; 

Korta et al., 2010; Kurita & Kjesbu, 2009; Schismenou et al., 2012; Thorsen & Kjesbu, 

2001). Ο συνδυασμός αυτός και η χρήση γενικών γραμμικών μοντέλων (General linear 

models, GLMs), επέτρεψε τη λεπτομερή περιγραφή του προτύπου στρατολόγησης και  

ανάπτυξης  των ωοκυττάρων κατά την αναπαραγωγική περίοδο του είδους.  
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

2.1 Συλλογή και επεξεργασία δειγμάτων 

Δείγματα σαρδέλας συλλέχθηκαν με γρι-γρι στην περιοχή του Β. Αιγαίου κατά την 

περίοδο Νοέμβριος 2018 - Οκτώβριος 2019 (Εικόνα 1). Σε μηνιαία βάση, γινόταν  

συλλογή τριών δειγμάτων, μεγέθους περίπου 50 ατόμων το κάθε ένα, όπως 

παρουσιάζεται στον  

Κάθε ιστολογικό παρασκεύασμα εξετάστηκε ως προς αναπτυξιακό στάδιο της πιο 

προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων (Ganias et al., 2004), τη φάση και την ένταση της 

ατρησίας (Ganias et al., 2003a) και την παρουσία μετα-ωορρηξιακών (ή κενών) 

ωοθυλακίων (postovulatory follicles - POFs) (Ganias et al., 2003b). Βάσει αυτών, κάθε 

ωοθήκη ταξινομήθηκε ανά φάση του αναπαραγωγικού κύκλου (οvarian phase) όπως 

αυτές ορίζονται από τους Brown-Peterson et al. (2011).   

Πίνακας 1. Αμέσως μετά τη συλλογή κάθε δείγματος, οι γονάδες 14-25 θηλυκών ατόμων 

αφαιρέθηκαν επί του σκάφους και μονιμοποιήθηκαν σε 10% ρυθμιστικό διάλυμα 

φορμόλης ενώ το υπόλοιπο σώμα καταψύχθηκε (-200C) για περαιτέρω επεξεργασία  στο 

Εργαστήριο. Εκεί μετρήθηκε το ολικό μήκος κάθε ψαριού (TL, mm), το ολικό βάρος 

(TW, g), ή το βάρος χωρίς τη γονάδα (GFW, g) για τα άτομα  στα οποία είχαν ήδη 

αφαιρεθεί οι γονάδες, το βάρος χωρίς εντόσθια (EW, g)  και το βάρος γονάδας 

συντηρημένης σε φορμόλη (GWf, 0,001g). Επιπλέον, για συγκεκριμένο αριθμό ατόμων 

μετρήθηκε και ο όγκος των μονιμοποιημένων γονάδων (GVf,, 0,01cm3) (βλ § 2.2.3). 

 

Εικόνα 1. Χάρτης του Β. Αιγαίου όπου φαίνονται τα σημεία των δειγματοληψιών του είδος 

Sardina pilchardus.  

Figure 1. Map of the North Aegean Sea showing the location of sampling stations of Sardina 

pilchardus. 
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Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ιστολογική ανάλυση. Για την παρασκευή των  

ιστολογικών παρασκευασμάτων χρησιμοποιήθηκε ο ένας λοβός κάθε γονάδας ενώ ο 

άλλος διατηρήθηκε για περαιτέρω αναλύσεις. Κάθε λοβός, αφού τεμαχίστηκε σε 2 ή 3 

υποτμήματα ανάλογα το μέγεθος του, αφυδατώθηκε με τη χρήση διαλυμάτων αιθανόλης, 

διαδοχικά αυξανόμενης συγκέντρωσης (70-96%) και έγινε έγκλεισή του σε ρητίνη 

(Τechnovit 7100; Heraeus, Kulzer, Germany). Κατόπιν κόπηκαν τομές πάχους 4 μm με 

τη χρήση μικροτόμου (Shandon Finesse ME+, Thermo Scientific, Sweden) και  έγινε 

χρώση με συνδυασμό των χρωστικών κυανό του μεθυλενίου – βασικής φουξίνης 

(Bennett et al., 1976).    

Κάθε ιστολογικό παρασκεύασμα εξετάστηκε ως προς αναπτυξιακό στάδιο της πιο 

προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων (Ganias et al., 2004), τη φάση και την ένταση της 

ατρησίας (Ganias et al., 2003a) και την παρουσία μετα-ωορρηξιακών (ή κενών) 

ωοθυλακίων (postovulatory follicles - POFs) (Ganias et al., 2003b). Βάσει αυτών, κάθε 

ωοθήκη ταξινομήθηκε ανά φάση του αναπαραγωγικού κύκλου (οvarian phase) όπως 

αυτές ορίζονται από τους Brown-Peterson et al. (2011).   

Πίνακας 1. Ημερομηνία και ώρα των δειγματοληψιών του είδους Sardina pilchardus. NT: 

συνολικός αριθμός ατόμων σαρδέλας που συλλέχθηκαν, NH: αριθμός θηλυκών που 

χρησιμοποιήθηκαν στην ιστολογική ανάλυση, TLH: μέσος όρος και εύρος ολικού μήκους 

θηλυκών που χρησιμοποιήθηκαν στην ιστολογική ανάλυση. 

Table 1. Date and time of sample collection of Sardina pilchardus. NT: number of fish collected, 

NH: number of females processed for histological analysis, TLH: mean value and range of total 

length of females used in histological analysis.  

Sample 
Sampling 

Date 

Sampling 

Time 
NT NH TLH (cm) 

1 25/11/2018 21:00 50 23 
13.44 

(12.1-15.3) 

2 26/11/2018 20:30 50 25 
13.14 

(12-14.6) 

3 27/11/2018 22:00 50 24 
13.92 

(12.6-15.2) 

4 9/12/2018 19:00 50 24 
13.22 

(11.4 -14.8) 

5 13/12/2018 19:00 50 24 
12.29 

(10.7-13.6) 

6 13/12/2018 20:00 50 25 
12.62 

(10.8-14.1) 

7 18/1/2019 17:30 50 24 
13.44 

(12.2-14.7) 

8 18/1/2019 19:00 50 24 
12.97 

(11.2-14.5) 

9 29/1/2019 15:00 50 24 
12.16 

(10.7-13.9) 

10 8/2/2019 17:00 50 24 
13.44 

(12.4-14.7) 

11 18/2/2019 18:30 50 21 
12.86 

(10.8-14.5) 

12 19/2/2019 16:30 50 20 
13.10 

(12.0-14.1) 

13 7/3/2019 6:30 53 23 
13.64 

(12.3-15.6) 
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14 16/3/2019 4:00 50 21 
13.24 

(12.1-14.7) 

15 31/3/2019 4:30 54 23 
14.1 

(13.3-15.5) 

16 10/4/2019 3:30 53 21 
14.33 

(12.6-16.5) 

17 17/4/2019 18:30 50 20 
14.50 

(13.5-16.1) 

18 20/4/2019 19:30 50 18 
14.52 

(12.8-15.4) 

19 17/5/2019 21:00 50 15 
15.6 

(14.5-16.9) 

20 21/5/2019 21:00 50 16 
15.25 

(13.9-16.7) 

21 31/5/2019 4:00 50 14 
15.99 

(14.5-17.1) 

22 20/6/2019 19:10 50 21 
14.21 

(13.0- 16.1) 

23 20/6/2019 23:20 50 20 
12.86 

(12.2-13.5) 

24 28/6/2019 0:40 50 21 
13.44 

(12.5-14.9) 

25 14/7/2019 0:50 50 22 
13.47 

(12.8-14.4) 

26 1/8/2019 0:20 50 21 
13.51 

(12.4-15.0) 

27 1/8/2019 2:00 50 21 
14.15 

(12.0-15.7) 

28 9/8/2019 4:00 50 21 
16.11 

(15.0-17.5) 

29 18/8/2019 23:30 50 21 
14.29 

(12.7-16.6) 

30 30/8/2019 23:45 50 22 
13.78 

(12.7-14.9) 

31 21/9/2019 0:20 51 19 
13.91 

(12.0-15.9) 

32 22/9/2019 0:30 50 21 
13.21 

(10.7-14.7) 

33 29/9/2019 23:30 52 22 
13.91 

(13.1-14.7) 

34 10/10/2019 0:00 50 22 
15.63 

(14.0-17.1) 

35 20/10/2019 23:30 50 21 
13.76 

(12.7-15.0) 

36 21/10/2019 23:30 50 22 
13.18 

(11.9-14.8) 

Total   181 770  

 

Οι δειγματοληψίες, η επεξεργασία των δειγμάτων και η ιστολογική επεξεργασία των 

γονάδων πραγματοποιήθηκαν στο πλαίσιο του προγράμματος CLIMAFISH.  
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2.2 “Πυκνότητα πακεταρίσματος ωοκυττάρων” (OPD) 

Για την εκτίμηση της θεωρητικής “πυκνότητας πακεταρίσματος ωοκυττάρων (OPD)”  

επιλέχθηκαν,  βάσει των αποτελεσμάτων της ιστολογικής ανάλυσης, αναπαραγωγικά 

ενεργές γονάδες (active spawning subphase) και γονάδες με δυνατότητα ωοτοκίας 

(spawning capable), αλλά χωρίς ατρησία, για όλους τους μήνες της αναπαραγωγικής 

περιόδου (Νοέμβριος- Μάρτιος) (Πίνακας 2). 

Για κάθε  γονάδα, εφαρμόστηκε  η τροποποιημένη εξίσωση των Kurita & Kjesbu 

(2009),  όπως αυτή επανεκφράστηκε από τους Korta et al. (2010) για την εκτίμηση του 

αριθμού των ωοκυττάρων κάθε αναπτυξιακού σταδίου και υποσταδίου (στάδιο i) σε 

κάθε γονάδα j (Serrat et al., 2019). 

log(OPDij) = log [VVij ∗ (
1

ρο
)  ∗  {

(1 + kij)
3

8 ∗ kij
}] + 12.28 − 3log⁡(ODVij) 

όπου: 

• OPDij⁡: αριθμός των ωοκυττάρων σταδίου i ανά γραμμάτιο γονάδας j (g-1) 

• Vvij     : κλάσμα όγκου των ωοκυττάρων σταδίου i ανά γονάδα j 

• ρο      : πυκνότητα γονάδας (g cm-3) 

• kij     : μέσος συντελεστής σχήματος (Shape factor) – μέσος όρος του λόγου της 

μεγάλης (L) προς τη μικρή (S) διάμετρο των ωοκυττάρων σταδίου i ανά γονάδα 

j 

• ODvji: μέση διάμετρος ωοκυττάρων σταδίου i (μm) ανά γονάδα j, ογκομετρικά 

υπολογισμένη και διορθωμένη ως προς την ιστολογική συρρίκνωση.   

Ο συνολικός αριθμός ωοκυττάρων ανά γραμμάριο γονάδας j (OPDj) ισούται με 

άθροισμα των OPDij για όλα τα παρόντα ωοκυτταρικά στάδια i στην εκάστοτε γονάδα 

j. 

2.2.1 Κλάσμα όγκου  (VVi) 

Ο υπολογισμός του κλάσματος όγκου κάθε ωοκυτταρικού σταδίου i (Vvi)   
πραγματοποιήθηκε στερεολογικά, αφού σύμφωνα  με την αρχή Delesse, το κλάσμα 

επιφάνειας ισούται με το κλάσμα όγκου (Howard & Reed, 1998). Πέραν του 

κλάσματος όγκου  των  ωοκυτταρικών σταδίων, υπολογίσθηκε το κλάσμα όγκου των 

κενών ωοθηλακίων (POFs) αλλά και ένα κλάσμα “other” το οποίο περιελάβανε λοιπές 

δομές, όπως ο συνδετικός ιστός, τα αιμοφόρα αγγεία, το στρώμα, τα γοναδικά 

τοιχώματα αλλά και τυχόν ατρητικά κύτταρα (με πολύ μικρά ποσοστά εμφάνισης στα 

επιλεγμένα γοναδικά στάδια). 
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Πίνακας 2. Αριθμός γονάδων που χρησιμοποιήθηκαν για τον υπολογισμό της πυκνότητας πακεταρίσματος ωοκυττάρων (OPD) ανά μήνα της αναπαραγωγικής 

περιόδου και ανά ωοθηκικό στάδιο όπως αυτό ορίζεται από την πιο προηγμένη ομάδα ωοκύτταρων (oocyte stage) και την παρουσία/ηλικία των POFs. WM: 

αριθμος γονάδων που χρησιμοποιήθηκαν και για μέτρηση των διαμέτρων των ωοκυττάρων σε δείγματα ιστού. Παρουσιάζονται επίσης οι ωοθηκικές φάσεις 

κατά Brown-Peterson et al. (2011). 

Table 2. Number of ovaries used in the oocyte packing density (OPD) calculations per month of the spawning season and per gonad stage defined based on the 

developmental stage of the most advanced oocytes and the presence/age of POFs. WM: numbers of ovaries used in whole-mount oocyte size measurements. 

Corresponding ovarian phases based on Brown-Peterson et al. (2011) are also included. 

Ovarian phase Gonad stage Oocyte stage Month OPD WM 

Spawning capable 

Secondary with POF-1, 

(Vtg2, POF1) 

Spawned the previous night 

Secondary vitellogenic,  

Vtg2 

November 3 2 

December 3 1 

January 3 1 

February 3 1 

March 3 1 

Spawning capable 

Secondary with POF-2, 

(Vtg2, POF2) 

Spawned two days before sampling 

Secondary vitellogenic,  

Vtg2 

November 3 1 

December 3 1 

January 3 1 

February 3 1 

March 3 1 

Spawning capable Tertiary, (Vtg3) Tertiary vitellogenic, Vtg3 

November 3 1 

December 3 1 

January 3 1 

February 3 1 

March 3 1 

Spawning capable 

(Active spawning subphase) 

Germinal vesicle migration, (GVM) 

 

Germinal vesicle migration, 

GVM 

November 3 1 

December 2 1 

January 3 1 

February 3 1 

March 3 1 

Total    59 21 
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Το ιστολογικό παρασκεύασμα κάθε γονάδας αποτελούνταν από 3-4 τομές, κάθε μια εκ 

των οποίων περιελάβανε όλα τα υποτμήματα της γονάδας (2 ή 3 ανάλογα το μέγεθος 

της). Κάθε ένα από τα υποτμήματα αυτά φωτογραφήθηκε (ανάλυση 1.202 pixel μm-1) 

με κάμερα MicroPublisher 5.0 RTV, προσαρμοσμένη σε οπτικό μικροσκόπιο 

OLYMPUS BH2, προσφέροντας εικόνες συνολικού εμβαδού 3.403 mm2. Μέσω του 

προγράμματος ImageJ και του plugin ObjectJ χρησιμοποιήθηκε το Weibel Grid Cell 

project και πάνω στις φωτογραφίες των ιστολογικών τομών τοποθετήθηκε ένα πλέγμα 

256 σημείων (Korta et al., 2010; Saber et al., 2015). Κάθε σημείο αντιστοιχήθηκε με 

το εκάστοτε ωοκυτταρικό στάδιο, την κατηγορία POF ή την κατηγορία “other” (Εικόνα 

2). Το κλάσμα όγκου κάθε ωοκυτταρικού σταδίου Vvij σε κάθε γονάδα υπολογίστηκε 

από τον αριθμό των σημείων κάθε σταδίου προς το σύνολο των σημείων της γονάδας. 

Ομοίως, υπολογίστηκαν τα VPOF  και Vother.  

 
Εικόνα 2. Μικροφωτογραφία ιστολογικής τομής γονάδας, με τα ωοκύτταρα τριτογενούς 

σταδίου λεκιθογένεσης (Vtg3) να συνιστούν την προηγμένη ομάδα, μετά τη στερεολογική 

ανάλυση για τον υπολογισμό του κλάσματος όγκου ωοκυτταρικού σταδίου i. Παρουσιάζεται 

το πλέγμα τον 256 σημείων με τη διαφορετική σήμανση να αντιστοιχεί στα διαφορετικά 

αναπτυξιακά ωοκυτταρικά στάδια όπως αυτά αναγνωρίστηκαν για τη ανάλυση της πυκνότητας 

πακεταρίσματος ωοκυττάρων. 
Figure 2. Microphotograph of an histological section of a gonad, with tertiary vitellogenic 

oocytes (Vtg3) consisting the most advanced batch, after performing the stereological analysis 

for estimating oocyte volume fractions. The 256-point grid is shown with different labels 

representing different oocyte developmental stages as these were recognized for the analysis of 

oocyte packing density. 
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2.2.2 Διάμετρος ωοκυττάρων  

Για κάθε γονάδα, στις ίδιες φωτογραφίες ιστολογικών τομών, μετρήθηκαν η μεγάλη 

(L) και η μικρή διάμετρος (S) για 1 – 23 από τα μεγαλύτερα ωοκύτταρα με εμφανή 

πυρήνα κάθε σταδίου i. Η μέτρηση των διαμέτρων πραγματοποιήθηκε με τo 

πρόγραμμα ImageJ (plugin ObjectJ) χρησιμοποιώντας το “elliptical oocytes project”. 

Οι μετρήσεις αυτές, χρησιμοποιήθηκαν για τον υπολογισμό της διαμέτρου κάθε 

ωοκυττάρου ODind= (L+S) / 2 καθώς και του συντελεστή σχήματος  kind =
𝐿
𝑆⁄ .  Στη 

συνέχεια εκτιμήθηκε το kij ως ο μέσος όρος του kind για κάθε ωοκυτταρικό στάδιο i  

σε κάθε γονάδα j (Korta et al., 2010; Kurita & Kjesbu, 2009; Serrat et al., 2019). 

Ακολούθησε η διόρθωση της μέσης διαμέτρου των ωοκυττάρων (ODind) ως προς τη 

συρρίκνωση που υπέστησαν αυτά κατά την ιστολογική επεξεργασία, ώστε να 

αντιπροσωπεύουν τις διαστάσεις ωοκυττάρων διατηρημένων σε φορμόλη (βλ.§ 2.3) 

(Korta et al., 2010; Saber et al., 2015; Schismenou et al., 2012). Τέλος, υπολογίστηκε 

η ογκομετρική μέση διάμετρος (ODVij) των ωοκυττάρων κάθε σταδίου i σε κάθε 

γονάδα j αλλά και η μέση ογκομετρική διάμετρος ODVj όλων των κυττάρων της 

γονάδας, ζυγισμένες με τις OPDij, ως εξής: 

ODVij = [∑ (
(ODindij

)
3

nij
)

nij
α=1 ]

1

3

              ODVj =⁡ [∑ ij (
ODVij

3∗OPDij

OPDj
)

1

3

] 

Η διορθωμένη ογκομετρική μέση διάμετρος (ODVij) κάθε σταδίου και υποσταδίου i 

ελέγχθηκε ως προς την επίδραση του γοναδικού σταδίου, του μήνα της 

αναπαραγωγικής περιόδου και του μεγέθους του κάθε θηλυκού (GFW) (Παράρτημα Ι).  

2.2.3 Πυκνότητα γονάδας (ρο) 

Η πυκνότητα της γονάδας υπολογίστηκε για ένα σύνολο 296 άθικτων και καλά 

συντηρημένων γονάδων ως εξής: 

ρο = GWf / GVf  (g cm-3) 

Για την εκτίμηση του όγκου κάθε γονάδας (GVf) μετρήθηκε αρχικά το εκτοπιζόμενο 

βάρος γονάδας (mw) με αιώρηση της μονιμοποιημένης γονάδας σε αλατούχο νερό 

γνωστής πυκνότητας (ρw) και  στη συνέχεια ο όγκος υπολογίστηκε σύμφωνα με τον 

τύπο GVf  = mw/ρw  (cm-3)  (Scherle,1970; Schismenou et al., 2012). 

Βάσει της ιστολογικής ανάλυσης, επιλέχθηκαν 83 από τις 296 γονάδες έτσι ώστε να 

ανήκουν στα υπό μελέτη γοναδικά στάδια (Vtg2 [Vtg2,POF-1 + Vtg2,POF-2], Vtg3 

και GVM) και οι πυκνότητες τους χρησιμοποιήθηκαν για τον υπολογισμό της μέσης 

γοναδικής πυκνότητας (𝜌𝜊) για της εκτίμηση της OPD. 
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2.3 Μετρήσεις ωοκυττάρων σε δείγματα ιστού (Whole – mount analysis) 

Γονάδες συντηρημένες σε διάλυμα φορμόλης, όπως παρουσιάζονται στον Πίνακας 2,  

μαζί με 9 γονάδες με προηγμένες ομάδες ωοκυττάρων PG, CA και Vtg1 από τους μήνες 

Σεπτέμβριο και Οκτώβριο, επιλέχθηκαν για να μετρηθούν οι διάμετροι των 

ωοκυττάρων τους, με στόχο τη διόρθωση της ιστολογικής συρρίκνωσης και την 

κατασκευή κατανομών συχνοτήτων μεγεθών των ωοκυττάρων (oocyte size frequency 

distributions, OSFDs). 

Από κάθε γονάδα λήφθηκε ένα τυχαίο υπόδειγμα ιστού, καθώς οι γονάδες της 

σαρδέλας είναι ομοιογενείς (Perez et al., 1992), το οποίο, για τις γονάδες Vtg2 έως 

GVM κυμαινόταν από 10 έως 20 mg ενώ, για τις PG, CA και Vtg1 (χρησιμοποιήθηκαν 

μόνο για την διόρθωση της ιστολογικής συρρίκνωσής) από 2 έως 10 mg. 

Στα υποδείγματα αυτά μετρήθηκαν οι διάμετροι των ωοκυττάρων σε φωτογραφίες 

(ανάλυση: 0.1207 pixels μm-1) που τραβήχτηκαν με κάμερα (FLEXCAM C1) 

προσαρμοσμένη σε στερεοσκόπιο (Leica M80) με διερχόμενο φωτισμό. Οι μετρήσεις  

πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα ImageJ (plugin ObjectJ) και το 

“elliptical oocytes project”. Για τις Vtg2 έως GVM γονάδες, αρχικά μετρήθηκαν 

αυτόματα τα μεγάλα λεκιθικά ωοκύτταρα και στη συνέχεια χειροκίνητα τα 

εναπομείναντα διακριτά ωοκύτταρα (>80 μm), ενώ για τις ωοθήκες που 

χρησιμοποιήθηκαν μόνο για την εκτίμηση της ιστολογικής συρρίκνωσης 

καταμετρήθηκαν μόνο τα εμφανώς μεγαλύτερα ωοκύτταρα (ξεπερνούσαν τα 150 ανά 

γονάδα). Για κάθε ωοκύτταρο μετρήθηκε η μικρή (Sindf) και η μεγάλη (Lindf) διάμετρος 

και η μέση διάμετρος υπολογίστηκε από το μέσο όρο της μεγάλης και της μικρής 

διαμέτρου (ODindf =(Lindf + Sindf) /2). Η μέση διάμετρος αυτή χρησιμοποιήθηκε και για 

την κατασκευή των κατανομών συχνοτήτων. 

Δείκτης ιστολογικής συρρίκνωσης 

Για τη διόρθωση του μεγέθους των ωοκυττάρων ως προς την ιστολογική  συρρίκνωση 

χρησιμοποιήθηκε παρόμοια μεθοδολογία με τους Schismenou et al. (2012). Από τις 

μετρήσεις ωοκυττάρων σε δείγματα ιστού εκτιμήθηκαν οι μέσες τιμές της διαμέτρου 

ODindf για τα 10 μεγαλύτερα ωοκύτταρα ανά γονάδα (ODformaalin),   όπως επίσης και οι 

μέσες τιμές του ODind των ιστολογικών τομών (ODhistology) για 10  από τα μεγαλύτερα 

ωοκύτταρα του πιο προηγμένου ωοκυτταρικού σταδίου στις ίδιες γονάδες. Οι μέσες 

τιμές αυτές χρησιμοποιήθηκαν για τον υπολογισμό του % δείκτη ιστολογικής 

συρρίκνωσης (% Histology Shrinkage Factor, %HSF), ο οποίος συγκρίθηκε ως προς 

το ωοκυτταρικό στάδιο (ανάλυση διακύμανσης) και χρησιμοποιήθηκε για την 

μετατροπή των ιστολογικών διαμέτρων σε διαμέτρους φορμόλης: 

%⁡𝐻𝑆𝐹 = (1 −
𝑂𝐷𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑛

𝑂𝐷ℎ𝑖𝑠𝑡𝑜𝑙𝑜𝑔𝑦
) ∗ 100 
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2.4.Υπολογισμός του  αριθμού  ωοκυττάρων στη γονάδα 

Ο αριθμός των ωοκυττάρων κάθε σταδίου i υπολογίστηκε για κάθε θηλυκό j από το 

βάρος της γονάδας σε φορμόλη (GWfj) και την OPDij  σύμφωνα με τον τύπο:  

𝛮𝑖𝑗 =⁡𝑂𝑃𝐷𝑖𝑗 × 𝐺𝑊𝑓𝑗  

Προκειμένου να αξιολογηθούν τα αποτελέσματα της μεθόδου, για τα γοναδικά στάδια 

Vtg3 και VGM, o αριθμός των ωοκυττάρων του πιο προηγμένου αναπτυξιακού 

σταδίου (NVtg3 και NVGM  αντίστοιχα) θεωρήθηκε ίσος με τη γονιμότητα ομάδας του 

κάθε θηλυκού (Ganias et al., 2004). Οι αριθμοί αυτοί  συγκρίθηκαν με την γονιμότητα 

ομάδας όπως αυτή υπολογίσθηκε στα ίδια άτομα μέσω της βαρυμετρικής μεθόδου με 

καταμέτρηση των Vtg3 ή GVM ωοκυττάρων αντίστοιχα (δεδομένα του προγράμματος 

CLIMAFISH). 

Οι διορθωμένες ως προς το βάρος του ατόμου μέσες τιμές της γονιμότητας ομάδας 

(BF) και τα αντίστοιχα 95% διαστήματα εμπιστοσύνης εκτιμήθηκαν ανά μήνα της 

αναπαραγωγικής περιόδου (Month) με τη χρήση του  γενικού γραμμικού μοντέλου: 

log10(BF) = a + b1×(Month) + b2×log10(GFW) + b3×log10(GFW)×(Month) 

με στόχο τον εντοπισμό διαφορών στη γονιμότητα ομάδας κατά τη διάρκεια της 

αναπαραγωγικής περιόδου. 

Τέλος, για την ανάδειξη του προτύπου στρατολόγησης και της δυναμικής της de novo 

λεκιθογένεσης εξετάστηκαν οι λόγοι Ni/Ntotal (Schismenou et al., 2012). Σε μια 

προκαταρτική ανάλυση, η επίδραση του μήνα, του γοναδικού σταδίου και του μεγέθους 

κάθε ατόμου (log10(GFW)) στο λόγο Ni/Ntotal ελέγχθηκε για τα διάφορα ωοκυτταρικά 

στάδια με χρήση γενικών γραμμικών μοντέλων και, σε όλες τις περιπτώσεις, 

διαπιστώθηκε ότι ο λόγος δεν εξαρτάται σημαντικά από το μέγεθος του ατόμου. Έτσι 

οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν ξανά ελέγχοντας τους λόγους Ni/Ntotal στα γοναδικά 

στάδια (Gonad Stage), διορθωμένους ως προς την επίδραση του μήνα (Month) 

(Παράρτημα II) με τη χρήση GLMs της μορφής: 

 

Ni/Ntotal= a + b1×(Gonad stage) + b2×(Month)+ b3×(Gonad stage)×(Month) 
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3.Αποτελέσματα 

3.1 Ιστολογική ανάλυση  

Τα ωοκύτταρα της σαρδέλας χωρίστηκαν σε 7 κύρια αναπτυξιακά στάδια (oocyte 

stages) βάσει της περιγραφής των Ganias et al. (2004), αλλά πέραν αυτών, το στάδιο 

των πρωτογενών ωοκυττάρων (PG) χωρίστηκε περαιτέρω σε δύο υποστάδια (PG1 και  

PG2), όπως επίσης και το στάδιο των κυστιδίων λεκίθου (CA1 και CA2) (Πίνακας 3; 

Εικόνα 3). Στη συνέχεια η ονοματολογία των σταδίων των Ganias et al. (2004) 

αντιστοιχήθηκε με αυτή των Brown-Peterson et al. (2011), ώστε να υπάρχει 

εναρμόνιση με τη σύγχρονη ορολογία. 

Όσον αφορά στην ατρησία, αναγνωρίστηκαν δύο κύρια στάδια, η ατρησία-α, που 

αφορά λεκιθικά ωοκύτταρα και η ατρησία-β. Κάθε γονάδα ταξινομήθηκε σε ένα από 4 

επίπεδα έντασης ατρησίας (Ganias et al., 2003a): το ατρητικό επίπεδο 0, με πλήρη 

απουσία ατρησίας-α, τα επίπεδα 1 ή 2, με < 50% ή  ≥ 50% των λεκιθικών κύτταρων να 

παρουσιάζουν ατρησία-α αντίστοιχα, και το επίπεδο 3, όπου απουσιάζουν τα λεκιθικά 

ωοκύτταρα άλλα εμφανίζεται ατρησία-β ή πολύ προχωρημένα στάδια ατρησίας-α.  

Τα μετα-ωρρηξιακά ωοθυλάκια (POFs), διαχωρίστηκαν σε POF-0, POF-1 και POF-2 

βάσει των μορφολογικών τους χαρακτηριστικών όπως περιγράφονται από τους Ganias 

et al., (2003b) (Εικόνα 4) και δεδομένου ότι οι δειγματοληψίες πραγματοποιήθηκαν 

απογευματινές και βράδυνες ώρες, η μορφολογία των POFs αντιστοιχήθηκε με την 

ηλικία τους (Ganias et al., 2003b).  

Όσον αφορά στα ωοθηκικά στάδια κατά Brown-Peterson et al. (2011), γονάδες με 

πρωτογενή ωοκύτταρα (PG) μόνο ταξινομήθηκαν ως ανώριμες (immature) ή σε φάση 

αναγέννησης (regenerating),  ενώ  γονάδες με ωοκύτταρα στο στάδιο των  κυστίτιδων 

λεκίθου (CA) ή/και των επακόλουθων σταδίων πρωτογενούς (Vtg1) και δευτερογενούς 

(Vtg2) λεκιθογένεσης, ταξινομήθηκαν ως αναπτυσσόμενες (developing). Ως γονάδες 

με δυνατότητα ωοτοκίας (spawning capable) κατηγοριοποιήθηκαν όσες είχαν 

ωοκύτταρα στο τριτογενές στάδιο λεκιθογένεσης (Vtg3) ή είχαν POFs, ενώ στο 

υποστάδιο των αναπαραγωγικά ενεργών (active spawning) ταξινομήθηκαν όσες 

γονάδες είχαν ωοκύτταρα στο στάδιο της μετανάστευσης πυρήνα (GVM) ή 

ενυδατωμένα (HYD). Τέλος ως γονάδες στη φάση τερματισμού της ωοτοκίας 

(regressing) θεωρήθηκαν οι μη λεκιθικές γονάδες σε στάδιο ατρησίας-3 και οι 

λεκιθικές γονάδες σε στάδιο ατρησίας 2 στις οποίες όμως σχεδόν το 100% των 

λεκιθικών ωοκυττάρων ήταν ατρητικά (Ganias et al., 2003a). 
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Πίνακας 3. Sardina pilchardus. Αναπτυξιακά στάδια ωοκυττάρων όπως αναγνωρίστηκαν κατά 

την ιστολογική εξέταση. Τροποποιημένα από Ganias et al. (2004). 

Table 3. Sardina pilchardus: Oocyte developmental stages recognized during the histological 

examination. Modified from Ganias et al. (2004). 
Oocyte stage 

(based on Brown-

Peterson et al. 

(2011)) 

Oocyte stage 

(based on 

Ganias et al. (2004)) 

Histological characteristics 

Primary growth 

 [PG: PG1, PG2] 
Primary oocytes 

At the beginning of this stage (chromatin 

nucleolar stage) oocytes consist of a limited 

cytoplasm, densely stained. A proportionally 

large and centrally located nucleus, occupies 

the greatest part of the oocyte. As the oocytes 

develop, the nucleocytoplasmic ratio 

decreases, and the nucleoli increase in 

number and arrange around the inner part of 

the germinal vesicle (perinucleolar stage). 

The PG oocytes were further divided into 

PG1 (uniform and strongly stained 

cytoplasm) and PG2 (larger oocytes stained 

less strongly with first appearance of the 

zona radiata) (Figure 3A). 

Cortical alveolar 

[CA: CA1, CA2] 

Yolk vesicle 

 

Unstained ‘empty’ vacuoles (yolk vesicles) 

appear in the cytoplasm and migrate to the 

periphery of the cytoplasm forming at first a 

single layer and then several peripheral rows 

(cortical alveoli). By the end of this stage the 

follicular layers are fully formed. The CA 

oocytes were further divided into CA1 

(smaller CAs, Figure 3B) and CA2 (cortical 

alveoli and follicular layers fully formed, 

Figure 3C). 

Primary vitellogenic 

 [Vtg1] 

Primary yolk 

globule 

 

Yolk is incorporated to form small yolk 

globules within the peripheral ooplasm. 

Yolk globules extend 3/4 of the distance 

from the periphery to the perinuclear zone. 

Oil droplets begin to appear in the ooplasm 

(Figure 3D). 

Secondary 

vitellogenic  

[Vtg2] 

Secondary yolk 

globule 

 

Yolk globules increase in number and size, 

and consequently oocytes are filled with 

them. Oil droplets increase in number and fill 

the entire ooplasm (Figure 3E). 

Tertiary vitellogenic 

 [Vtg3] 

Tertiary yolk 

globule 

 

The oil droplets exist only in the periphery of 

the germinal vesicle ( Figure 3F). 

Germinal vesicle 

migration [GVM] 

Migratory nucleus 

 

The germinal vesicle migrates toward the 

animal pole and the oil droplets begin to fuse 

to a single oil droplet (Figure 3G). 

Hydration 

 [HYD] 
Hydration 

The oocyte dramatically increases in size, 

the nucleus membrane disintegrates, and 

yolk globules are fused into large yolk plates 

(Figure 3H). 
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Εικόνα 3. 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, (E) δευτερογενής λεκιθογένεση, (F) 

τριτογενής λεκιθογένεση, (G) μετανάστευση πυρήνα, (H) ενυδατωμένα ωοκύτταρα.  

Figure 3. Oocytes of Sardina pilchardus at different developmental stages and substages. (A) 

primary growth (PG) oocytes at substages PG1 and PG2, (B) cortical alveolar – early 

development substage (CA1), (C) cortical alveolar – late development substage (CA2), (D) 

primary vitellogenic oocyte, (E) secondary vitellogenic oocyte, (F) tertiary vitellogenic oocyte, 

(G) germinal vesicle migration, and (H) hydration. 
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Εικόνα 4. Μετα-ωορρηξιακά ωοθυλάκια (POFs) του είδους Sardina pilchardus σε διαφορετικές φάσεις αποδιοργάνωσης. (Α) μετα-ωορρηξιακά 

ωοθυλάκια τύπου 0, POF-0, (Β), μετα-ωορρηξιακά ωοθυλάκια τύπου 1, POF-1, και (C) μετα-ωορρηξιακά ωοθυλάκια τύπου 2, POF-2. 

Figure 4. Postovulatory follicles (POFs) of Sardina pilchardus at different degeneration stages. (A) POF-0, (B) POF-1, and (C) POF-2. 
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Τα αποτελέσματα της ιστολογικής ανάλυσης ανά μήνα συνοψίζονται στον Σφάλμα! 

Λανθασμένη αναφορά σελιδοδείκτη στον εαυτό του.. Κατά τη διάρκεια της 

αναπαραγωγική περιόδου (Νοέμβριος – Μάρτιος), υπάρχουν πολλά αναπαραγωγικά 

ενεργά θηλυκά (AS), με το μεγαλύτερο ποσοστό τους να εμφανίζεται το μήνα 

Φεβρουάριο, ενώ την ίδια περίοδο εμφανίζεται και το μικρότερο ποσοστό θηλυκών σε 

φάση ανάπτυξης (D). Ο τερματισμός της διαδικασίας αναπαραγωγής φαίνεται να 

συμβαίνει κατά το μήνα Απρίλιο με την εμφάνιση μεγάλων ποσοστών μαζικής 

ατρησίας, ενώ κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού (Ιούνιο-Αύγουστο) τα άτομα είναι 

είτε ανώριμα είτε σε φάση ανάπαυσης. Η ανάπτυξη των γονάδων  φαίνεται να ξεκινάει 

πάλι από τον Σεπτέμβριο και να κορυφώνεται τον Οκτώβριο, ενώ η εμφάνιση των 

πρώτων αναπαραγωγικά ενεργών ατόμων τον Νοέμβριο σηματοδοτεί την έναρξη της 

νέας αναπαραγωγικής περιόδου. 
 

Πίνακας 4. Sardina pilchardus. Διαχωρισμός μηνιαίων δειγμάτων θηλυκών στις ωοθηκικές 

φάσεις βάσει της ιστολογικής ανάλυσης (προηγμένη ομάδα ωοκυττάρων, στάδιο και ένταση 

ατρησίας και παρουσία POFs). IR: ποσοστό ανώριμων ή σε φάση αναγέννησης. D: ποσοστό 

αναπτυσσόμενων θηλυκών, SC: ποσοστό θηλυκών με δυνατότητα ωοτοκίας, AS: ποσοστό 

θηλυκών στο αναπαραγωγικά ενεργό υποστάδιο, R: ποσοστό θηλυκών σε φάση τερματισμού 

της ωοτοκίας και N: συνολικός αριθμός θηλυκών που αναλύθηκαν ιστολογικά. 

Table 4. Sardina pilchardus. Breakdown of the monthly sample of females into ovarian phases 

based on the histological analysis (most advanced oocyte stage, prevalence of atresia, presence 

of POFs). IR: percentage of immature or regenerating females, D: percentage of developing 

females, SC: percentage of spawning capable females, AS: percentage of females at the actively 

spawning subphase, R: percentage of regressing females, and N: total number of histologically 

analyzed females. 

Month 
Ovarian   phase  

IR D SC  (+AS) R Ν 

November - 40.3% 43.0% (+ 16.7%) - 72 

December - 57.5% 39.7% (+ 2.7%) - 73 

January - 31.9%  58.3% (+ 9.7%)  - 72 

February - 24.6% 43.1% (+ 32.3%) - 65 

March - 26.9% 64.2 % (+ 8.9%) - 67 

April 6.8%  16.9% 27.1% 49.2% 59 

May 84.4% 0.44% - 11.1% 45 

June 100% - - - 62 

July 100% - - - 64 

August 100% - - - 64 

September 69.4% 30.6% - - 62 

October 10.8%  80% 7.7% 1.5% 65 
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3.2 Ιστολογική συρρίκνωση και  πυκνότητα γονάδας 

Η  ιστολογική επεξεργασία προκάλεσε συρρίκνωση των ωοκυττάρων έως και πάνω 

από 30% σε κάποια κύτταρα CA. Η ανάλυση διακύμανσης έδειξε ότι ο δείκτης 

ιστολογικής συρρίκνωσης (HSF) διέφερε σημαντικά (ANOVA, F(5,24)=9.30, P<0.001) 

ανάμεσα στα διαφορετικά ωοκυτταρικά στάδια (Εικόνα 5). Οι εκ των υστέρων 

συγκρίσεις (Student–Newman–Keuls tests) έδειξαν ότι o HSF δε διέφερε σημαντικά 

μεταξύ των σταδίων με λέκιθο (Vtg1, Vtg2, Vtg3 και VGM), με μέση ιστολογική 

συρρίκνωση 6.08%, ή, μεταξύ των σταδίων χωρίς λέκιθο (PG, CA), με μέση 

ιστολογική συρρίκνωση 20.08%. Όμως, διέφερε σημαντικά μεταξύ σταδίων με και 

χωρίς λέκιθο. Οι παραπάνω % μέσοι δείκτες χρησιμοποιήθηκαν για τη διόρθωση της 

διαμέτρου κάθε ωοκυττάρου που μετρήθηκε στις ιστολογικές τομές (ODind) ανάλογα 

το αναπτυξιακό στάδιο. 

 
Εικόνα 5. Θηκόγραμμα του % δείκτη ιστολογικής συρρίκνωσης (%HSF) για τα διαφορετικά 

ωοκυτταρικά στάδια.  

Figure 5. Box-and-Whiskers plots of the % histological shrinkage factor (%HSF) for the 

different oocyte developmental stages. 

 

Όσον αφορά στην πυκνότητα της γονάδας, η ανάλυση διακύμανσης έδειξε ότι δεν 

υπάρχουν στατιστικά σημαντικές διαφορές ανάμεσα στη μέση πυκνότητα γονάδων με 

Vtg2 (Vtg2, POF-1 + Vtg2, POF-2), Vtg3 και GVM ωοκύτταρα (ANOVA, F(2,80)= 

2.79, P= 0.067). Έτσι για όλα τα υπό μελέτη γοναδικά στάδια χρησιμοποιήθηκε η μέση 

γοναδική πυκνότητα ρ0 = 1.062 g cm-3. 

3.3. Παρουσία και  μέγεθος ωοκυττάρων  

Κλάσμα όγκου 

Το κλάσμα όγκου υπολογίσθηκε για κάθε ωοκυτταρικό στάδιο i σε κάθε γονάδα. Οι 

γονάδες με POF-1 εμφάνισαν τις μικρότερες τιμές κλάσματος όγκου ωοκυττάρων Vv  

(Vvmean= 0.87)  ενώ η σταδιακή  αποδιοργάνωση των POFs οδήγησε σε μεγαλύτερες 

τιμές Vv, αρχικά στις γονάδες Vtg2,POF-2 (Vvmean= 0.91) και επακόλουθα στις  Vtg3 

και GVM (Vvmean = 0.95, Vvmean = 0.96 αντίστοιχα).    
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Ωοκύτταρα μέχρι και το στάδιο Vtg1 ήταν παρόντα σε όλα τα υπό μελέτη γοναδικά 

στάδια, ενώ ωοκύτταρα του Vtg2 σταδίου βρέθηκαν μόνο σε κάποιες από τις Vtg3 και 

GVM γονάδες. Ωοκύτταρα στο Vtg3 αναπτυξιακό στάδιο ήταν παρόντα μόνο στις 

Vtg3 γονάδες, όπως και GVM στις GVM γονάδες (Πίνακας 5). 

Μέγεθος ωοκυττάρων 

Οι διάμετροι κάθε ωοκυτταρικού σταδίου εξετάστηκαν με τη χρήση γενικών 

γραμμικών μοντέλων ως προς την επίδραση του μήνα, του γοναδικού σταδίου και του 

μέγεθος κάθε θηλυκού (GFW) (Παράρτημα Ι).  

H διάμετρος των ωοκυττάρων στα στάδια PG1-CA2 δε βρέθηκε να εξαρτάται από 

καμία από τις παραμέτρους που εξετάστηκαν και υπολογίσθηκε (ΟDVι±SD) 

133±12μm, N=58 για τα PG1, 178±12μm N=58 για τα PG2, 263±19μm, N=58 για τα 

CA1 και 360 ±25μm, N=58 για τα CA2. 

Η μέση διάμετρος των Vtg1 ωοκυττάρων διέφερε τόσο ανά μήνα όσο και ανά γοναδικό 

στάδιο (Εικόνα  6). Για το στάδιο Vtg2,POF-1, η διορθωμένη μέση διάμετρος των Vtg1 

εκτιμήθηκε 349μm, Ν=15 ενώ στις Vtg2,POF-2 γονάδες, 345μm, N=15 με τη διαφορά 

αυτή να μην είναι στατιστικά σημαντική. Για τις Vtg3 γονάδες, η διάμετρος εκτιμήθηκε 

352μm, N=15, ενώ στις GVM, 363μm, N=13. Όσον αφορά στους μήνες φάνηκε ότι, 

στην αρχή της αναπαραγωγικής περιόδου (Νοέμβριος-Δεκέμβριος), τα Vtg1 

ωοκύτταρα έχουν μικρότερη διάμετρο (κατά ~20μm) σε σχέση με τους υπόλοιπους 

μήνες της αναπαραγωγικής περιόδου.   

Παρόμοια, τα Vtg2 ωοκύτταρα εμφάνισαν διαφοροποιήσεις στο μέγεθος τόσο ανά 

μήνα όσο και ανά γοναδικό στάδιο. Στις Vtg3 γονάδες, η διάμετρος των Vtg2 εμφάνιζε 

την ελάχιστη τιμή της (390μm, N=8), η οποία αυξήθηκε στις γονάδες GVM (416μm, 

N=6), άλλα όχι στατιστικά σημαντικά. Στατιστικά σημαντική αύξηση παρατηρήθηκε 

στις Vtg2,POF-1 γονάδες (446μm, N=15) και η οποία συνεχίστηκε περεταίρω στις 

Vtg2,POF-2 (479μm, N=15) (Εικόνα  6). Το μέγεθος των Vtg2 ωοκυττάρων 

παρουσίασε μια σταδιακή αύξηση κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου, η 

οποία τον μήνα Μάρτιο κατέστη στατιστικά σημαντική (κύτταρα μεγαλύτερα κατά 41 

μm σε σχέση με τον Νοέμβριο). 

Η μέση διάμετρος των Vtg3 ωοκυττάρων δεν βρέθηκε να επηρεάζεται από καμία από 

τις μελετώμενες παραμέτρους και υπολογίσθηκε (ΟDVι ±SD)  558±40μm, N=15. 

Τέλος, η διάμετρος των GVM ωοκυττάρων εμφάνισε στατιστικά σημαντικές διαφορές 

ανάμεσα στους μήνες (Εικόνα 7) με την διάμετρο των ωοκυττάρων να αυξάνεται κατά 

τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου (Νοε.: 582μm,  Δεκ.: 593μm, Ιαν.: 600μm, 

Φεβ.: 667μm, Μαρ.: 654μm). 
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Πίνακας 5. (Α) Παρουσία (+) ή απουσία (-) των διάφορων ωοκυτταρικών σταδίων στα υπό μελέτη γοναδικά στάδια και (Β) αριθμός γονάδων στις οποίες 

εμφανίζονται ωοκύτταρα Vtg2 σταδίου ανά μήνα της αναπαραγωγικής περιόδου. 

Table 5. (Α) Prescence (+) or absence (-) of different oocyte developmental stages per gonad stage and (B) number of gonads in which Vtg2 oocytes were 

present for each month of the spawning season. 

A.  Oocyte stage 

  PG1 PG2 CA1 CA2 Vtg1 Vtg2 Vtg3 GVM 

G
o
n

a
d

 s
ta

g
e Vtg2,POF-1 + + + + + + - - 

Vtg2,POF-2 + + + + + + - - 

Vtg3 + + + + + +/- + - 

GVM + + + + + +/- - + 

B. Gonad stage 
  Vtg3 GVM 

M
o

n
th

 

November 3 1 

December 1 0 

January 0 1 

February 2 3 

March 2 3 
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Εικόνα  6. Εκτιμώμενες μέσες τιμές (±SE) των διαμέτρων των ωοκυττάρων σταδίου (A) Vtg1 

και (Β) Vtg2 ανά γοναδικό στάδιο και ανά μήνα της αναπαραγωγικής περιόδου. a<b<c: 

ομογενείς ομάδες. 

Figure 6. Least-square means (±SE) of oocyte diameters of (Α) Vtg1 and (Β) Vtg2 oocytes for 

different gonad stages and months of the spawning season. a<b<c: homogeneous groups. 
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Εικόνα 7. Εκτιμώμενες μέσες τιμές (±SE) των διαμέτρων ωοκυττάρων σταδίου GVM ανά 

μήνα της αναπαραγωγικής περιόδου. a<b<c: ομογενείς ομάδες.  

Figure 7. Least-square means (±SE) of oocyte diameters of GVM oocytes in different months 

of the spawning season. a<b<c: homogeneous groups. 

Το μεγαλύτερο μέγεθος των GVM ωοκυττάρων κατά το τέλος της αναπαραγωγικής 

περιόδου είναι επίσης εμφανές και στις κατανομές συχνοτήτων των ωοκυτταρικών 

μεγεθών (Εικόνα 8). Στην ίδια Εικόνα, είναι επίσης διακριτή η εμφάνιση του 

χαρακτηριστικού για το είδος χάσματος (hiatus) ανάμεσα στην προηγμένη ομάδα 

(advanced batch) και το πλήθος των λιγότερο ανεπτυγμένων ωοκυττάρων, από το Vtg3 

στάδιο και μετά (Ganias et al., 2004). 

 
Εικόνα 8. Κατανομές συχνοτήτων ωοκυτταρικών μεγεθών για 20 επιλεγμένα θηλυκά με 

ενδείξεις προηγούμενης (POFs) ή επικείμενης ωορρηξίας (Vtg3 ή GVM). Σε κάθε γοναδικό 

στάδιο τα άτομα ιεραρχούνται  κατά μήνα της αναπαραγωγικής περιόδου. 

Figure 8. Οocyte size frequency distributions of 20 selected females with markers of previous 

(POFs) and imminent spawning (Vtg3 or GVM). They are presented in order of month of the 

spawning season (nested inside gonad stage). 
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3.4. Πυκνότητα πακεταρίσματος ωοκυττάρων (OPD) 

Η θεωρητικά εκτιμώμενη OPD παρουσίασε πολύ ισχυρή συσχέτιση με τη ογκομετρική 

μέση διάμετρο των ωοκυττάρων στη γονάδα (Εικόνα 9). Ο αριθμός των ωοκυττάρων 

ανά γραμμάριο γονάδας μειώνεται σταθερά όσο αυξάνεται το μέγεθος τους, δηλαδή 

όσο προχωράμε προς πιο ανεπτυγμένα γοναδικά στάδια, ενώ η διακύμανση του 

αριθμού αυτού εξηγείται κατά 99% από το μέσο μέγεθος όλων των  ωοκυττάρων. 

 

 
Εικόνα 9. (Α) Πυκνότητα πακεταρίσματος ωοκυττάρων (OPDj) σε σχέση με τη μέση  διάμετρο 

ωοκυττάρων (ODVj). (Β) Η ίδια σχέση μετά από λογαρίθμηση των μεταβλητών. Με 

διαφορετικά χρώματα αντιπροσωπεύονται τα διαφορετικά γοναδικά στάδια.  

Figure 9. (A) Oocyte packing density (OPDj) against volume-based mean oocyte diameter 

(ODvj). (B) The same relationship is also represented after logarithmic transformation. 

Different colors denote different gonad stages.     
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Αξιολόγηση μεθόδου OPD  

Η γονιμότητα ομάδας υπολογίσθηκε στα ίδια άτομα με δύο διαφορετικές μεθόδους 

(OPD, βαρυμετρική). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της ανά ζεύγη σύγκρισης (paired 

t-test, t= 1.98, P= 0.064) τα αποτελέσματα από τις δύο μεθόδους δε διέφεραν σημαντικά 

ενώ η αντίστοιχες τιμές γονιμότητας παρουσίασαν υψηλή συσχέτιση (correlation) 

(Εικόνα 10). 

 
Εικόνα 10. Αξιολόγηση της μεθόδου OPD. Σύγκριση της γονιμότητας ομάδας (αριθμός 

ωοκυττάρων του πιο προηγμένου σταδίου) για τα γοναδικά στάδια Vtg3 και VGM (NVtg3  και  
NVGM αντίστοιχα) όπως εκτιμήθηκε από την OPD και την εφαρμογή της βαρυμετρικής μεθόδου 

στις ίδιες γονάδες (N=19). 

Figure 10. Validation of the OPD method. Comparison of batch fecundity estimates (number 

of oocytes in the advanced oocyte stage) for Vtg3 and VGM gonads (NVtg3 and NVGM 

respectively) between the OPD method and the gravimetric method, for the same gonads 

(N=19).  

3.5. Γονιμότητα ομάδας   

Η ανάλυση GLM έδειξε ότι ο μήνας της αναπαραγωγικής περιόδου δεν επιδρούσε 

σημαντικά στη γονιμότητα ομάδας και η σχέση γονιμότητας ομάδας - βάρους χωρίς τις 

γονάδες (GFW) εκφράστηκε από τη τελική σχέση (Εικόνα 11): 

 

log10(BF) = 1.998 + 1.477×log10(GFW), R2=0.667, p <0.001 

 

Η μέση γονιμότητα ομάδας εκτιμήθηκε 391 αυγά g-1. 
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Εικόνα 11. Γονιμότητα ομάδας (BF) σε σχέση με το μέγεθος των ατόμων (βάρος χωρίς 

γονάδες, GFW) για το είδος Sardina pilchardus. 

Figure 11. Batch fecundity (BF) -on- size (gonad-free weight, GFW) relationship for Sardina 

pilchardus. 

3.6. Πρότυπο στρατολόγησης και de novo λεκιθογένεσης  

Για τη ανάδειξη του προτύπου στρατολόγησης, μελετήθηκαν οι εκτιμώμενες από τα 

GLMs (Παράρτημα ΙΙ) μέσες τιμές των Νi/ΝTotal όπως προέκυψαν από την ανάλυση 

των διαφορετικών ωοκυτταρικών σταδίων ή συνδυασμών αυτών. Οι εκτιμώμενες 

μέσες τιμές παρουσιάζονται στις Εικόνα 12 και 13. 

Όπως είναι ήδη γνωστό για το είδος (βλ. επίσης Εικόνα 8), η ομάδα ωοκυττάρων που 

θα απελευθερωθεί στο επικείμενο γεγονός ωοτοκίας ξεχωρίζει πλήρως σε μέγεθος από 

το Vtg3 ωοκυτταρικό στάδιο (Ganias et al., 2004). Όταν η προηγμένη αυτή ομάδα 

ωοκυττάρων περάσει από το Vtg3 στο GVM στάδιο, η γονάδα εισέρχεται στη φάση 

τελικής ωρίμασης (final maturation) με τα ωοκύτταρα προς ωορρηξία να αυξάνουν 

ακόμα παραπάνω σε μέγεθος (t-test ODvVtg3 και ODvGVM, t=-4.271, P<0.001) ενώ 

παράλληλα ένα σημαντικό ποσοστό των PG1 ωοκυττάρων στρατολογείται προς τα 

επόμενα γοναδικά στάδια (Εικόνα 12). Η στρατολόγηση αυτή οδηγεί σε αύξηση των 

PG2, CA1 και CA2 ωοκυττάρων (Εικόνα 12) η οποία όμως ταυτόχρονα 

αντισταθμίζεται και από την αύξηση των κύτταρων Vtg1 (Εικόνα 13). 

Εστιάζοντας στα προηγούμενα γοναδικά στάδια, παρατηρείται ότι από τα Vtg2,POF1 

προς τα Vtg2,POF2 και Vtg3 υπάρχει μια μικρή αλλά συνεχής αύξηση του λόγου των 

συνολικών λεκιθικών ωοκυττάρων στις γονάδες, η οποία φαίνεται να σχετίζεται με την 

αύξηση του λόγου των Vtg1 ωοκυττάρων (Εικόνα 13). Πραγματοποιείται, επομένως, 

διαρκώς μικρής έντασης de novo λεκιθογένεση, η οποία γίνεται εντονότερη μετά την 

ολοκλήρωση της απόθεσης λεκίθου στην ομάδα προς ωοτοκία και την είσοδο αυτής 

στην τελική ωρίμανση (Εικόνα 13). 

Στη συνέχεια, για την περαιτέρω διερεύνηση του προτύπου, ο συνολικός αριθμός των 

κύτταρων (Νtotal) όλων τον ωοκυτταρικών σταδίων εκτιμήθηκε με τη χρήση GLM και 

ως ανεξάρτητες μεταβλητές χρησιμοποιήθηκαν ο μήνας, το γοναδικό στάδιο και το 

μέγεθος του ατόμου (GFW). Από την προσαρμογή του μοντέλου αυτού φάνηκε ότι  το 
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γοναδικό στάδιο δεν σχετίζεται με τον συνολικό αριθμό κυττάρων στη γονάδα (μη 

στατιστικά σημαντικός παράγοντας -δεν παρουσιάζεται), δηλαδή παραμένει σταθερός, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου υπάρχει 

συνεχής εισροή νέων πρωτόγεννών ωοκυττάρων (PG1) από το απόθεμα των ωογονίων, 

που αντισταθμίζει τις απώλειες από τις πολλαπλές ωοτοκίες. 

Τέλος, υπολογίστηκε ο λεγόμενος ‘λόγος γονιμότητας’ (fecundity ratio) που εκφράζει 

τον αριθμό των ομάδων (batches) που αντιστοιχούν στη μέση γονιμότητα ομάδας και 

συνυπάρχουν στη γονάδα ως κύτταρα σε δευτερογενή ανάπτυξη ή και τελική ωρίμανση 

(fecundity ratio = (secondary growth oocytes + final maturation oocytes) / batch 

fecundity). Ο λόγος ΝΑΒ/Νtotal όπου AB (advanced batch) τα ωοκύτταρα της 

προηγμένης ομάδας (Vtg3, GVM) έχει βρεθεί ότι παραμένει σταθερός ανεξαρτήτως 

του μήνα (0.101, Παράρτημα II) όπως και ο λόγος ΝSG+FM/Νtotal όπου SG+FM τα 

ωοκύτταρα που έχουν εισέλθει ή ολοκληρώσει το δευτερογενές στάδιο ανάπτυξης 

(SG+FM: CA1+CA2+Vtg1+Vtg2+ Vtg3 +GVM). 

Έτσι, ο λόγος γονιμότητας υπολογίσθηκε σε κάθε γοναδικό στάδιο (Πίνακας 6) και 

φάνηκε πως ,σε κάθε γονάδα, περιέχονται τουλάχιστον 2 ομάδες κύτταρων (batches) 

σε μη πρωτογενή φάση ανάπτυξης. Κατά την τελική ωρίμανση της προηγμένης ομάδας 

(GVM) γίνεται έντονη στρατολόγηση ωοκυττάρων προς τη δευτερογενή ανάπτυξη με 

τον αριθμό ωοκυττάρων σε μη πρωτογενή φάση ανάπτυξης να πλησιάζει πλέον τις 3 

ομάδες. Η προηγμένη ομάδα (GVM) που βρίσκεται σε τελική ωρίμανση πρόκειται να 

οδηγηθεί σύντομα σε ωοτοκία και αριθμός των ωοκυττάρων που βρίσκονται στη 

δευτερογενή φάση ανάπτυξης αντιστοιχεί σε περίπου 2 ομάδες. Δύο μέρες μετά την 

ωοτοκία (Vtg2,POF-2) η στρατολόγηση από την πρωτογενή στην δευτερογενή 

ανάπτυξη έχει ολοκληρωθεί και ο λόγος γονιμότητας παραμένει σταθερός μέχρι το 

τέλος της λεκιθογένεσης (Vtg3). 

Παρατηρήθηκε επίσης ότι ο λόγος των ωοκυττάρων NPG2/NTotal διατηρείται σταθερός 

στα διάφορα γοναδικά στάδια και ισοδυναμεί με το λόγο των ωοκυττάρων που 

αποτελούν την προηγμένη ομάδα. Εξαίρεση αποτελεί το γοναδικό στάδιο Vtg3 όπου 

έχουμε έντονη στρατολόγηση προς τη δευτερογενή ανάπτυξη η οποία όμως 

αποκαθίσταται στο επόμενο στάδιο (GVM) από την έντονη στρατολόγηση των PG1 

ωοκυττάρων.  
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Εικόνα 12.  Εκτιμώμενες μέσες τιμές (±SE) των λόγων Ni/NΤotal για διαφορετικά ωοκυτταρικά στάδια σε διαφορετικά γοναδικά στάδια. a<b: ομογενείς 

ομάδες. 

Figure 12. Least-square means (±SE) of the ratio Ni/NΤotal for different oocyte stages per gonad stage. a<b: homogeneous groups.  
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Εικόνα 13. Εκτιμώμενες μέσες τιμές (±SE) των λόγων Ni/NΤotal για διαφορετικά ωοκυτταρικά στάδια ή συνδυασμούς αυτών σε διαφορετικά γοναδικά στάδια. 

a<b<c: ομογενείς ομάδες. VTO: λεκιθικά ωοκύτταρα = Vtg1+Vtg2+Vtg3. SG: ωοκύτταρα σε δευτερογενή φάση ανάπτυξης = CA+Vtg1+Vtg2+Vtg3. FM: 

ωοκύτταρα σε φάση τελικής ωρίμανσής= GVM.  

Figure 13. Least-square means (±SE) of the ratio Ni/NΤotal for different oocyte stages or combination of stages per gonad stage. a<b<c: homogeneous groups. 

VTO: vitellogenic oocytes = Vtg1+Vtg2+Vtg3. SG: secondary growth oocytes = CA+Vtg1+Vtg2+Vtg3. FM : final maturation oocytes = GVM. 
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Πίνακας 6. 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). 

Table 6. Ratios of Νi/Νtotal for PG1, PG2 and oocytes at the secondary growth phase and final 

maturation (SG+FM) per gonad stage as estimated from the GLM models. (SG+FM)/Batch 

fecundity (Fecundity ratio) is also represented.  

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

G
o
n

a
d

 s
ta

g
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 
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4. Συζήτηση 

Στην παρούσα εργασία εφαρμόστηκε ένας συνδυασμός τεχνικών, μεθόδων και 

θεωριών της αναπαραγωγικής βιολογίας ιχθύων (ιστολογία, στερεολογία, 

χρονολόγηση μετα-ωρρηξιακών ωοθυλακίων, πυκνότητα πακεταρίσματος 

ωοκυττάρων, κατανομές συχνοτήτων μεγεθών ωοκυττάρων) (Ganias et al., 2003b; 

Korta et al., 2010; Kurita & Kjesbu, 2009; Schismenou et al., 2012; Thorsen & Kjesbu, 

2001) μαζί με γενικά γραμμικά μοντέλα, προκειμένου να μελετηθούν οι διακυμάνσεις 

στους αριθμούς και τα μεγέθη των ωοκυττάρων διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων 

σε γονάδες θηλυκών ατόμων του είδους Sardina pilchardus, τόσο κατά τη διάρκεια της 

αναπαραγωγικής περιόδου όσο και ανάμεσα στα διαδοχικά συμβάντα ωοτοκίας. Ο 

συνδυασμός αυτών των μεθόδων επέτρεψε τη λεπτομερή απεικόνιση της πορείας 

δημιουργίας και απελευθέρωσης ομάδων αυγών (batches).  

Κατά την εξέταση των ιστολογικών παρασκευασμάτων, τα αναπτυξιακά στάδια PG και 

CA χωρίστηκαν περαιτέρω σε δύο υποστάδια το καθένα. Ο διαχωρισμός αυτός 

πραγματοποιήθηκε με στόχο την ακριβέστερη εκτίμηση του αριθμού των ωοκυττάρων 

με τη χρήση της εξίσωσης πυκνότητας πακεταρίσματος ωοκυττάρων, καθώς αυτή 

εξαρτάται πρωτίστως από το μέσο μέγεθος του εκάστοτε ωοκυτταρικού σταδίου (Korta 

et al., 2010), το οποίο φάνηκε να διαφέρει αρκετά στα ωοκύτταρα των διαφορετικών 

υποσταδίων (PG1-PG2 και CA1-CA2). Στο πιο προχωρημένο υποστάδιο των CA 

(CA2), το χόριο μαζί με τις ωοθυλακικές στιβάδες βρισκόταν σε πλήρη ανάπτυξη, 

γεγονός που όπως φάνηκε πρόσφατα, είναι απαραίτητο για την επακόλουθη απόθεση 

λεκίθου, αφού η λέκιθος δημιουργείται έξω από τα ωοκύτταρα (exogenous 

heterosynthesis) και εισέρχεται στο εσωτερικό αυτών μέσω καναλιών του χορίου, με 

τη διαδικασία της πινοκύττωσης (pinocytosis) (Charitonidou et al., 2022a). 

Από την ανάλυση των ιστολογικών παρασκευασμάτων επιβεβαιώθηκε η ήδη γνωστή 

περίοδος αναπαραγωγής του είδους στις Ελληνικές θάλασσες (Somarakis et al., 2006), 

η οποία τερματίζεται με επικράτηση της ατρησίας στις γονάδες, γεγονός αρκετά 

σύνηθες για τους ωοαποθέτες που ακολουθούν το ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας 

(Ganias  et al., 2014b).  

Το μέγεθος των ωοκυττάρων εξετάστηκε ως προς την επίδραση του σωματικού 

μεγέθους, του μήνα της αναπαραγωγικής περιόδου και του γοναδικού σταδίου. Το 

μέγεθος των ωοκυττάρων δε βρέθηκε να επηρεάζεται από το μέγεθος του ατόμου, σε 

αντίθεση με ότι ισχύει για τη γονιμότητα. Η γονιμότητα των ατόμων τόσο στη σαρδέλα, 

όσο και σε πολλά άλλα είδη παρουσιάζει θετική συσχέτιση με το μέγεθος, κάτι που 

φάνηκε και από τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας. Όσον αφορά στη 

γονιμότητα, ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του γενών Sardina και Sardinops είναι ότι σε 

όλον τον κόσμο (απ’ τις περιοχές upwelling έως την ολογοτροφική Μεσόγειο), 

παρουσιάζουν ίδιες τιμές σχετικής γονιμότητας (Ganias et al., 2014; Somarakis et al., 

2006), οι οποίες είναι παρόμοιες με αυτή που εκτιμήθηκε στην παρούσα εργασία. 

Διαφορές στο μέγεθος των ωοκυττάρων σε σχέση με το μήνα της αναπαραγωγικής 

περιόδου παρατηρήθηκαν μόνο για τα λεκιθικά κύτταρα. Τα μεγέθη τους παρουσίαζαν 

αυξητική τάση με την πρόοδο της αναπαραγωγικής περιόδου, η οποία συνοδεύεται από 

πτώση της θερμοκρασίας (χαμηλότερη θερμοκρασία σημειώθηκε τους μήνες 

Φεβρουάριο και Μάρτιο, δεδομένα του προγράμματος CLIMAFISH). Η αρνητική 
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συσχέτιση μεταξύ θερμοκρασίας και μεγέθους αυγών είναι κάτι που έχει παρατηρηθεί 

τόσο στη σαρδέλα όσο και σε άλλα είδη ψαριών υποδεικνύοντας ότι το μέγεθος των 

αυγών καθίζεται κυρίως από περιβαλλοντικούς παρά από ενδογενείς παράγοντες 

(Daoulas & Economou, 1986; Southward & Demir, 1974). Τέλος, οι αλλαγές στο 

μέγεθος ωοκυττάρων του ίδιου σταδίου ανάπτυξης στα διαφορετικά γοναδικά στάδια, 

εξηγήθηκαν από το πρότυπο στρατολόγησης και λεκιθογένεσης των ωοκυττάρων.  

Οι αριθμοί των ωοκυττάρων στα διάφορα στάδια ανάπτυξης υπολογίσθηκαν για κάθε 

γοναδικό στάδιο ανάπτυξης με την χρήση της εξίσωσης πυκνότητας πακεταρίσματος 

ωοκυττάρων. Η ισχυρή συσχέτιση της γονιμότητας ομάδας, όπως εκτιμήθηκε από δύο 

ανεξάρτητες μεθόδους στα ίδια άτομα (πυκνότητα πακεταρίσματος ωοκυττάρων και 

βαρυμετρική μέθοδος), πιστοποιεί την ακρίβεια της μεθόδου πυκνότητας 

πακεταρίσματος ωοκυττάρων (βλ. επίσης Schismenou et al. (2012)). 

Για την εφαρμογή της εξίσωσης, οι διάμετροι των ωοκυττάρων χρειάστηκε να 

διορθωθούν ως προς την συρρίκνωση του υπέστησαν κατά την παρασκευή των 

ιστολογικών παρασκευασμάτων. Η διόρθωση αυτή  ήταν απαραίτητη, καθώς όπως 

απεδείχθη από τους Saber et al. (2015), η μη διόρθωση των διαμέτρων των ωοκυττάρων 

μπορεί να επηρεάσει σημαντικά τα αποτελέσματα της μεθόδου.   

Ο αριθμός των ωοκυττάρων ανά γραμμάριο γονάδας όπως εκτιμήθηκε εδώ, ήταν πολύ 

μεγάλος, ως αποτέλεσμα της συμπερίληψης των πολύ μικρών πρωτογενών 

ωοκυττάρων, και μειωνόταν συνεχώς με την αύξηση της ODv, εικόνα παρόμοια με 

αυτή που παρατηρήθηκε και στον Ευρωπαϊκό γαύρο από τους Schismenou et al., 

(2012) στα αντίστοιχα γοναδικά στάδια.  

Στους πολλαπλούς ωοαποθέτες με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, ο τρόπος με τον 

οποίο κυμαίνονται οι σχετικοί  αριθμοί των ωοκυττάρων στις γονάδες διαφορετικών 

σταδίων, είναι το τελικό αποτέλεσμα μιας σειράς από διαδικασίες οι οποίες συμβαίνουν 

επαναλαμβανόμενα ανάμεσα στα πολλαπλά γεγονότα ωοτοκίας. Στην παρούσα 

μελέτη, οι διαδικασίες αυτές περιεγράφηκαν ποσοτικά και λεπτομερώς για τις γονάδες 

της Ευρωπαϊκής σαρδέλας. Συνοπτικά, υπάρχει συνεχής εισροή νέων πρωτογενών 

ωοκυττάρων από το απόθεμα των ωογονίων, ενώ η στρατολόγηση κύτταρων προς τη 

δευτερογενή ανάπτυξη ξεκινάει με την είσοδο της προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων 

(advanced batch) στη φάση της τελικής ωρίμανσης και ολοκληρώνεται δύο μέρες μετά 

την ωοτοκία (στα άτομα με POF-2). Μικρή απόθεση λεκίθου -τόσο σε νέα όσο και σε 

κύτταρα που ήδη περιέχουν λέκιθο- συμβαίνει διαρκώς μέσα σε κάθε κύκλο 

ωορρηξίας, ο χαμηλός ωστόσο βασικός ρυθμός λεκιθογένεσης διακόπτεται από 

παλμούς μεγαλύτερης έντασης και ξεκινάει ένας νέος κύκλος στρατολόγησης από την 

πρωτογενή προς τη δευτερογενή φάση ανάπτυξης. Το πρότυπο αυτό, φάνηκε να 

παραμένει σταθερό καθ΄ όλη τη διάρκεια της αναπαραγωγικής περιόδου.  

Στοιχεία του προτύπου αυτού έχουν περιγράφει και σε άλλα είδη. Συγκεκριμένα, 

πρώτοι οι Schismenou et al. (2012) ανέφεραν ότι στον Ευρωπαϊκό γαύρο, επίσης 

πολλαπλό ωοαποθέτη με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, οι σχετικοί αριθμοί των 

ωοκυττάρων διατηρούνται σε κατάσταση δυναμικής ισορροπίας και η στρατολόγηση 

ομάδας (batch recruitment) πραγματοποιείται σε παλμούς μικρής διάρκειας οι οποίοι 

ενεργοποιούνται από την ενυδάτωση της προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων. Πιο 

πρόσφατα, οι Mouchlianitis et al. (2020), μελέτησαν το πρότυπο στρατολόγησης από 
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την πρωτογενή στη δευτερογενή ανάπτυξη σε έναν άλλο πολλαπλό ωοαποθέτη με 

ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, το είδος Alosa macedonica, όπου πάλι φάνηκε ότι 

η έναρξη της στρατολόγησης σχετίζεται με την ενυδάτωση της προηγμένης ομάδας 

ωοκυττάρων, διατηρώντας τις ωοθήκες σε κατάσταση δυναμικής ισορροπίας όσον 

αφορά στους αριθμούς ωοκυττάρων ανά στάδιο.   

Το πρότυπο στρατολόγησής διερευνήθηκε ακόμα πιο πρόσφατα στο λεσεψιανό μικρό 

πελαγικό είδος Etrumeus golanii (Somarakis et al., 2021). Πιο συγκεκριμένα, 

παρατηρήθηκε ότι όταν η προηγμένη ομάδα ωοκυττάρων περάσει στη φάση της 

τελικής ωρίμανσης, στη μεταγενέστερη ομάδα (subsequent batch, SB) ξεκινάει 

γρήγορη στρατολόγηση ωοκυττάρων >500 μm, που, αριθμητικά, ολοκληρώνεται 

πλήρως μέχρι το στάδιο της ενυδάτωσης. Πρόκειται κι εδώ για έντονο κύμα 

λεκιθογένεσης, που ξεκινά με την είσοδο στην τελική ωρίμανση, κάτι ανάλογο με αυτό 

που παρατηρήθηκε στη σαρδέλα. Ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του είδους Etrumeus  

golanii, αποτελεί επίσης το γεγονός ότι, μέχρι το έντονο αυτό κύμα στρατολόγησης-

λεκιθογένεσης, τα ωοκύτταρα >500 μm της SB αυξάνουν σε αριθμό με πολύ αργό 

ρυθμό και αναπτύσσονται κατά μέγεθος με επίσης πολύ μικρό ρυθμό, παραμένοντας 

σε μεγέθη <630 μm έως την απελευθέρωση της προηγμένης ομάδας. Η πολύ μικρή 

αυτή αύξηση -τόσο κατά μέγεθος όσο και σε αριθμό- υποδηλώνει μια συνεχή αλλά 

μικρής έντασης απόθεση λεκίθου καθ’ όλη τη διάρκεια του κύκλου ωορρηξίας, 

παρόμοια με αυτή που παρατηρήθηκε στη σαρδέλα.  

Τέλος, ο λόγος γονιμότητας (fecundity ratio) είναι μια παράμετρος που μελετάται 

αρκετά στους πολλαπλούς ωοαποθέτες με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας με στόχο 

την κατανόηση της δυναμικής της ωοτοκίας (spawning dynamics). Στο είδος Sardina 

pilchardus στην περιοχή  του Ατλαντικού (Charitonidou et al., 2022b; Charitonidou & 

Ganias, 2021), έχει βρεθεί ότι ο αριθμός των  ομάδων (batches) σε δευτερογενή φάση 

ανάπτυξης ή και τελική ωρίμανση κυμαίνεται από 1 (γονάδες στην αρχή του CA 

σταδίου) έως 5 (GVM και HYD γονάδες), ενώ με τη χρήση ενός θεωρητικού μοντέλου 

για τη σαρδέλα από την ίδια περιοχή, ο αριθμός των ομάδων εκτιμήθηκε σε 4-5 (Ganias 

& Lowerre-Barbieri, 2018). Σύμφωνα με την ερμηνεία των παραπάνω συγγραφέων, ο 

συγκεκριμένος αριθμός ομάδων μπορεί να αποδοθεί στο μεγάλο μεσοδιάστημα 

ανάμεσα στις ωοτοκίες (10-11 μέρες, Ganias et al., [2011]) και στο γρήγορο ρυθμό 

αύξησης των ωοκυττάρων, ενώ δεδομένης της άμεσης συσχέτισης μεταξύ της 

συχνότητας ωοτοκίας, ή/και του ρυθμού αύξησης των ωοκυττάρων με τη θερμοκρασία, 

δύναται ο αριθμός των ομάδων (fecundity ratio), να επηρεάζεται από τη θερμοκρασία 

(Charitonidou et al., 2022a; Ganias & Lowerre-Barbieri 2018; Ganias et al., 2015). 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας, για το ίδιο είδος στην περιοχή 

του Β. Αιγαίου, ο αριθμός ομάδων υπολογίσθηκε ότι προσεγγίζει τις 3 σε GVM 

γονάδες. Η διαφορά αυτή ανάμεσα στους πληθυσμούς του Ατλαντικού και της 

Μεσογείου θα μπορούσε να αποδοθεί τόσο στο μικρότερο μεσοδιάστημα ανάμεσα σε 

δύο ωοτοκίες στο Β. Αιγαίο (5-10 ημέρες, δεδομένα προγράμματος CLΙMAFISH), 

αλλά και γενικά, στις συγκριτικά υψηλότερες θερμοκρασίες του Β. Αιγαίου σε σχέση 

με τον Ατλαντικό ωκεανό. 

Συνοψίζοντας, στην παρούσα μελέτη, η συνδυασμένη εφαρμογή εξελιγμένων μεθόδων 

και θεωριών της αναπαραγωγικής βιολογίας ιχθύων επέτρεψε τη λεπτομερή και 

ποσοτική απεικόνιση της στρατολόγησης των πρωτογενών ωοκυττάρων προς τη 
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δευτερογενή ανάπτυξη και της δυναμικής της de novo λεκιθογένεσης, σε έναν είδος 

πολλαπλό ωοαποθέτη με ακαθόριστο πρότυπο ωοτοκίας. Τέτοιες λεπτομερείς μελέτες 

του προτύπου στρατολόγησης των ωοκυττάρων και η κατανόηση της δυναμικής των 

ωοθηκών είναι ιδιαίτερης σημασίας για την κατανόηση της επίδρασης παραγόντων, 

όπως η θερμοκρασία και η διαθεσιμότητα τροφής, στο αναπαραγωγικό δυναμικό των 

πληθυσμών.    
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5. Συμπεράσματα 

• Οι παρατηρήσεις από την ιστολογική ανάλυση, συμφωνούν με τη μέχρι τώρα 

γνώση για την αναπαραγωγή της Μεσογειακής σαρδέλας: πολλαπλός 

ωοαποθέτης, με ακαθόριστο πρότυπο γονιμότητας, που αναπαράγεται κατά 

τους χειμερινούς μήνες (Νοέμβριο-Μάρτιο). 

 

• Η  σχετική γονιμότητα ομάδας (relative batch fecundity) εκτιμήθηκε σε 391 

αυγά g-1 όπως και στους άλλους πληθυσμούς σαρδέλας ανά τον κόσμο. Η 

απόλυτη γονιμότητα ομάδας παρουσιάζει θετική συσχέτιση με το μέγεθος των 

θηλυκών σε αντίθεση με το μέγεθος των ωοκυττάρων.  

 

• Το μέγεθος των λεκιθικών ωοκυττάρων αυξάνεται κατά την πρόοδο της 

αναπαραγωγικής περιόδου, που φαίνεται να σχετίζεται με την εποχική αλλαγή 

στη θερμοκρασία. 

 

• Οι εκτιμήσεις της γονιμότητας ομάδας με δύο ανεξάρτητες μεθόδους 

(πυκνότητα πακεταρίσματος ωοκυττάρων και βαρυμετρική μέθοδος) 

παρουσίασαν υψηλή συσχέτιση, υποδηλώνοντας την ακρίβεια της μεθόδου 

πυκνότητας πακεταρίσματος ωοκυττάρων.  

 

• Ο αριθμός των ωοκυττάρων ανά γραμμάριο γονάδας παρουσίασε πολύ στενή 

συσχέτιση με τη μέση διάμετρο των ωοκυττάρων στη γονάδα και μειωνόταν 

σημαντικά με την αύξηση της μέσης διαμέτρου.  

 

• Με την είσοδο της προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων στην τελική ωρίμανση 

ξεκινάει ένα κύμα στρατολόγησης από την πρωτογενή στη δευτερογενή 

ανάπτυξης το οποίο ολοκληρώνεται δύο μέρες μετά την ωοτοκία. Απόθεση 

λεκίθου στα ωοκύτταρα συμβαίνει τόσο de novo όσο και σε ήδη λεκιθικά 

ωοκύτταρα καθ’ όλη την περίοδο του κύκλου ωορρηξίας, αλλά κατά τη φάση 

της τελικής ωρίμανσης της προηγμένης ομάδας ωοκυττάρων παρατηρείται 

ιδιαίτερη αύξηση της έντασης της.  

 

• Το πρότυπο ανάπτυξης και  στρατολόγησης των ωοκυττάρων παραμένει 

σταθερό καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου ωοτοκίας.   

 

• Ο αριθμός των ωοκυττάρων δευτερογενούς ανάπτυξης ή και τελικής 

ωρίμανσης αντιστοιχεί σε 2-3 ομάδες ωοτοκίας (batches), ανάλογα τη φάση 

ανάπτυξης της γονάδας και δεν παρουσιάζει αλλαγές ανάμεσα στους 

διαφορετικούς μήνες της αναπαραγωγής. 
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Παράρτημα Ι 

Η επίδραση του γοναδικού σταδίου, του μήνα και του μεγέθους του θηλυκού (GFW) 

στην ογκομετρική διάμετρο (log10(ODVi)) κάθε σταδίου και υποσταδίου i ελέγχθηκε με 

τη χρήση γενικών γραμμικών μοντέλων (general linear models, GLMs) (βλ. Geladakis 

et al., 2018; Somarakis et al., 2012, 2021), της γενικής μορφής: 

log10 (ODVi) = a + b1×log10 (GFW) + b2×(Gonad stage) + b3×(Month) + b4×log10 

(GFW)×(Gonad stage) + b5×log10 (GFW)×(Month) + b6×(Gonad stage)×(Month) 

όπου, Gonad stage: ένα από τα 4 μελετούμενα γοναδικά στάδια και Month: ο μήνας 

της αναπαραγωγικής περιόδου.  

Μόνο οι στατιστικά σημαντικές παράμετροι  (p <0.05) συμπεριελήφθησαν στα τελικά 

μοντέλα (backward stepwise selection), ενώ οι υπολειμματικές τιμές (residuals) 

ανταποκρίνονταν στις προϋποθέσεις (κανονική κατανομή, ομοσκεδαστικότητα) σε 

όλες τις περιπτώσεις.  

Από τα μελετούμενα ωοκυτταρικά στάδια, μόνο οι διάμετροι των Vtg1, Vtg2 και  GVM   

ωοκυττάρων φάνηκε να εξηγούνται από το  παραπάνω μοντέλο (Πίνακας Ι-1), ενώ οι 

διάμετροι όλων των υπολοίπων σταδίων (PG1, PG2, CA1, CA2 και Vtg3) δεν βρέθηκε 

να επηρεάζονται από το μήνα ή το γοναδικά στάδιο, αλλά ούτε και από το μέγεθος του 

ατόμου (μη στατιστικά σημαντικά μοντέλα, δεν εμφανίζονται).  

Αξίζει να αναφερθεί ότι κατά τη διάρκεια προσαρμογής του μοντέλου για το 

ωοκυτταρικό στάδιο Vtg2 δεν ελήφθη υπόψιν η αλληλεπίδραση (Gonad stage)× 

(Month) καθώς δεν υπήρχαν ωοκύτταρα Vtg2 σε όλα τα γοναδικά στάδια για όλους 

τους μήνες, ενώ για τα ωοκυτταρικά στάδια Vtg3 και GVM δεν ελήφθη υπόψιν ο 

παράγοντας Gonad stage, αλλά και καμία από τις αλληλεπιδράσεις του, καθώς τα 

ωοκυτταρικά στάδια αυτά εμφανίζονταν μόνο σε έναν γοναδικό στάδιο. 

 
Πίνακας I-1. Πίνακες ANOVA των GLMs για τη ογκομετρική διάμετρο (log10 (ODVi)) των 

ωοκυτταρικών σταδίων Vtg1 (A), Vtg2 (B)  και GVM (C). 

Table I-1.  ANOVA tables for the GLMs for the volumetric oocyte diameters (log10 (ODVi)) of 

stages Vtg1 (A), Vtg2 (B) and GVM (C).  

Α.  Vtg1    

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.003 3 0.001 2.96 0.042 

Month 0.005 4 0.001 3.09 0.025 

Month×log10(GFW) 0.005 4 0.001 2.98 0.028 

Residual 0.018 46 0.0004   

Total (Corr.) 0.028 57    

Β.  Vtg2    

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.043 3 0.014 20.78 0.000 

Month 0.008 4 0.002 3.02 0.030 

Residual 0.025 36 0.001   

Total (Corr.) 0.078 43    

              C.  GVM    

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Month 0.0074 4 0.002 4.73 0.03 

Residual 0.003 8 0.0004   

Total (Corr.) 0.011 12    
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Παράρτημα ΙI 

Τα τελικά μοντέλα που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάδειξη του προτύπου 

στρατολόγησης παρουσιάζονται στον Πίνακα ΙΙ-1. Σε όλα τα μοντέλα συμπεριλήφθηκε 

η παράμετρος του γοναδικού σταδίου ενώ από τις υπόλοιπες παραμέτρους, μόνο όσες 

ήταν στατιστικά σημαντικές (p<0.05) συμπεριελήφθησαν στα τελικά μοντέλα. Σε όλες 

τις περιπτώσεις, οι υπολειμματικές τιμές (residuals) ανταποκρίνονταν ικανοποιητικά 

στις προϋποθέσεις της κανονικότητας και της ομοσκεδαστικότητας,  
 

 

 

 

Πίνακας ΙΙ-1. Πίνακες ANOVA των GLMs για τον λόγο Ni/Ntotal για τα διάφορα  ωοκυτταρικά 

στάδια ή συνδυασμούς αυτών (i). 

Table II-1. ANOVA tables of GLMs for Ni/Ntotal for the different oocyte stages or combinations 

of stages (i). 

PG1 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.039 3 0.013 2.89 0.043 

Residual 0.247 55 0.004   

Total (Corr.) 0.286 58    

PG2 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.002 3 0.0005 0.41 0.748 

Residual 0.070 55 0.001   

Total (Corr.) 0.072 58    

CA1 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.002 3 0.001 1.33 0.273 

Residual 0.032 55 0.006   

Total (Corr.) 0.035 58    

CA2 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.001 3 0.0003 0.79 0.503 

Residual 0.019 55 0.0003   

Total (Corr.) 0.020 58    

Vtg1 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Month 0.005 4 0.001 6.62 0.0004 

Gonad Stage 0.005 3 0.001 7.65 0.0004 

Month*Gonad Stage 0.011 12 0.001 4.59 0.0001 

Residual 0.008 39 0.002   

Total (Corr.) 0.027 58    

Vtg1+Vtg2 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.072 3 0.024 30.77 0.000 

Month*Gonad Stage 0.024 12 0.002 2.54 0.012 

Residual 0.034 43 0.001   

Total (Corr.) 0.131 58    
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Advanced Batch  

(Vtg3+GVM) 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.0003 1 0.0003 0.46 0.502 

Residual 0.02 27 0.001   

Total (Corr.) 0.02 28    

VTO + Final Maturation oocytes  

(Vtg1+Vtg2+Vtg3+GVM ) 

Sourse Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.022739 3 0.00757967 5.03 0.004 

Residual 0.0829314 55 0.00150784   

Total (Corr.) 0.10567 58    

Secondary Growth Oocytes + Final Maturation oocytes 

(CA1+CA2+Vtg1+Vtg2+Vtg3+GVM) 

Source Type III SS Df Mean SS F P 

Gonad Stage 0.036 3 0.012 3.67 0.018 

Residual 0.182 55 0.003   

Total (Corr.) 0.219 58    

 

 


