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Samandrag

Samandrag

| torskeoppdrett har ein ei rekke skjelettdeformasjonar og hgge dadsrater pa tidleg
larvestadie. Skjelettdeformasjon i fremste del av ryggseyla vert kalla nakkeknekk, og
undersgkingar foreslar at overfylte svesmmeblarer presser pa ryggstrengen (notokorden) og
farer til denne misdanninga. Tidleg normal utvikling av svemmeblera er derimot lite
kartlagt hja torsk, og dette arbeidet vil difor morfologisk beskrive tidleg utvikling av

svemmeblera og forbindelsen mellom magesekk og svemmeblare.

Torskelarvar frd 4 til 17 dagar etter klekking vart henta fra eit intensivt oppdrettsannlegg

og undersgkt i lys- og elektronmikroskopi.

Det vart funne at torsk fyller sveammeblera farste gongen 5 - 6 dagar etter klekking, og at
samanhengen mellom fortarm og svemmeblere vert degenerert ikring 11 dagar seinere.
Det vart funne teikn til programmert celleded i forbindelsen mellom fortarm og
svemmeblere for forste fylling, og dette vart meir utprega i den undersgkte perioden. Det
vart ikkje pavist eit gjennomgaande lumen i forbindelsen, men det vart funne at torsk har
eit utvikla kapillaernettverk i svammeblera far fylling, Epitelet i svammeblara endrar seg i
den undersgkte perioden, og det er mogleg at gassekrerande vev er tilstades pa eit tidleg

stadie. Moglege mekanismar for fylling vert diskutert.



Summary

Summary

In intensively-reared cod larvae skeletal deformities and high mortality have been a
problem in an early larval-stage. A skeletal deformity found is abnormal dorsal durvature
in the first part of the vertebral column. It is proposed that excessive gas in the swim
bladder may cause the deformities through pressure on the notochord. Early swim bladder
development in Atlantic cod is not well understood, and this work will describe the
morphology of the swim bladder and the connection between the swim bladder and the

midgut.

Intensively reared cod larvae, 4 - 17 days post hatch, were collected from a hatchery and

examined in light- and electron microscopy.

Initial inflation of the swim bladder in intensively reared cod was found to happen from 5-
6 days post hatching. Programmed cell death was found in the ductus pneumaticus before
initial inflation, and throughout the examined period. A lumen through the connection was
not found, but a developed capillary bed was found to be in place before initial inflation.
The epithelium of the swimbladder developed most likely into a gas secreting tissue at an
early stage. The connection between the midgut and the swim bladder degenerates by 16
days post hatching. Possible mechanisms for initial inflation are discussed.



Introduksjon

Introduksjon

Det er gjort store framskritt innan intensivt torskeoppdrett dei siste ara, men framleis er det
ei rekke ulgyste problem, sarleg knytt til tidlege larvestadier. Det er rapportert om
skjelettmisdanningar i form av deformasjonar pa ryggrad, hovud og kjeve (Totland et al.,
2004). 1 nokon tilfelle har so mykje som 80 % av fiskelarvane misdanning i den fremste
delen av virvelsgyla, ofte kalla nakkeknekk. Det er 0g registrert hgge dedsrater blant
torskeyngel. Undersgkingar kan tyde pa at ryggstrengen (notokorden), staypeforma for
ryggseyla, blir pressa saman og det er foreslatt at dette kan ha samanheng med overfylt

svemmeblere (Totland et al., 2004).

Svemmeblara er eit hydrostatisk organ som er plassert dorsalt i bukhola hja teleostar (ekte
beinfisk). Det gir fisken oppdrift i vatnet slik at dei slepp & bruke muskelkraft for halde
ngytral oppdrift i ulike niva i vassgyla. Svemmeblera blir hjd dei fleste teleostar danna
som ei enkel dorsal utposing fra fordeyelseskanalen (Steen, 1970). Gasstrykket kan
regulerast pa ulike matar, og ein deler svemmeblerer inn i to hovudformer, fysostom og
fysoklist. Fysostom fisk har ein forbindelse i form av ein kanal, ductus pneumaticus,
mellom svemmeblera og fordgyelseskanalen. Dei kan rask endre trykket i svemmeblera
ved a sleppe luft ut eller presse luft inn gjennom kanalen. Dei kan 0g tilfare gass gjennom
ein saktare prosess der dei tilfarer gass ved a sleppe lgyst gass i blodet over i blara.
(Fange, 1983). Fysoklist fisk manglar kanalen mellom svemmeblera og
fordayelseskanalen. Trykket i svemmebleara blir regulert av to spesialiserte omrader,
gasskjertelen og ovalen. Gasskjertelen er eit omrade i svemmeblereveggen med
sekrerande kubisk eller sylindrisk epitel. Under epitelet ligg eit dobbelt nettverk av
kapillerer, rete mirabile. Her ligg kapilleera tett inntil kvarandre. Gasskjertelcellene
produserer laktat som diffunderer ut i kapillernettverket. Dette gjev lokal nedsetting av pH
i blodet, og initierer Root-effekten som gjer at hemoglobin avgir oksygen lettare. Dette,
saman med motstremsprinsipp i kapillerane, gjev hgge konsentrasjonar av oksygen i
gasskjertelenden av rete. Nar partialtrykket av oksygen og karbondioksid i blodet blir
hggare enn i svemmeblara, vil gass diffundere inn i svemmeblara. Ovalen, det
reabsorberande omradet, er eit rikt blodforsynt omrade dorsalt pa svemmeblera som kan
snurpast igjen med glatt muskulatur. Her er blereveggen tynn, og reabsorbsjonen er ein
passiv prosess som skjer fordi gasstrykket i svemmeblara alltid er hggare enn i blodet.



Introduksjon

Mange fysokliste fisk er forbigaande fysostome. Det vil seie at dei har ein kanal mellom
fordgyelseskanalen og svemmebleara pa larvestadiet. Under tidleg utvikling degenererer
kanalen, og gasstrykket vert etter det regulert av ein gasskjertel og oval (Steen, 1970).
Apoptose, programmert celledad, er eit utbreidt trekk ved vevsdifferensiering og utvikling.
Apoptose kan kjennast igjen ved at cellene krymper og mister strukturar i cytoplasma.

Cellekjernene blir sma og marke, for dernest a fragmentere og til slutt ga i opplgysing.

Torsk er som vaksen fysoklist med godt utvikla gasskjertel og oval. Svemmeblara blir
danna som ei utposing fra fordgyelseskanalen og pa larvestadiet har torsken ein
forbindelse, ein stilk, mellom fordgyelseskanal og svemmeblare (Morrison, 1993). Det er
blitt rapportert at denne forbindelsen degenererer innan larvane er 6,5 mm lang
(DeJoung,1936 referert i Dannevig og Dannevig, 1950). Det er i liten grad beskrive korleis
denne forbindelsen er oppbygd, og det er ikkje dokumentert om den i det heile har nokon

funksjon ved fylling av svemmeblara.

Mekanismane bak den farste fyllinga av svemmebleara hja fiskelarvar generelt er lite
kartlagt, men to moglege lgysingar er beskrive. Forbigaande fysostome fiskelarvar kan
fylle svemmebleara ved & snappe luft i overflata og presse gass inn i svemmeblara via
kanalen, eller dei kan ha gassekrerande epitel som er aktivt ved farste fylling (Doroshev et
al, 1981). Det vert foreslatt at torsken er forbigdande fysostom, og at den fyller blara farste
gongen ved a snappe luft i overflata (Totland et. al 2004) samstundes som det er beskrive
at torsk allereie far farste fylling har velutvikla kappilaernettverk, rete mirabile, som kan

bli nytta til gassekresjon (Morrison, 1993).

Det meste ein veit om svemmeblara hja torsk er resultat av undersgkingar gjort pa vaksne
individ, og tidleg utvikling av svemmeblera, normal funksjon og morfologi, er lite
kartlagt. Sidan det kan vere eit problem med overfylte svusmmeblerer, er det viktig a forsta
den normale utviklinga for & kunne finne ei lgysing pa problemet. Denne oppgava vil difor
freiste a gi ei morfologisk beskriving av den tidlege utviklinga av svemmeblera rundt
gassfylling gjennom lys- og elektronmikroskopiske metodar, med spesielt vekt pa perioden

der ductus pneumaticus degenererer.



Materiale og metoder

Materiale og metoder

Forsgksfisk og pravetaking

Torskelarvar (Gadus morhua L.) til dette studiet vart samla inn ved eit intensivt
oppdrettsannlegg i Hordaland varen 2004. Egga blei klekt i ein inkuberingstank, og etter to
dager blei larvane overfert til eit startforingskar. Startféringskaret var pa 9000 liter, og
larvetettleiken blei rekna til 120 larvar pr.L. Eit dgger seinare blei larvane eksponert for
kontinuerleg lys, og det vart sett i gong kontinuerleg féring med rotatorien Brachionus
plicatilis. Lysintensiteten (LUX = belysingsstyrke lik lumen pr. m?) vart malt ved
vassflata, og var 800 LUX ved karkanten og 1700 LUX i senter av karet. | heile perioden
blei kara tilfert grantvatn (24t i degeret) som inneheldt algen Nannochloropsis produsert i
biofence. Kvar dag blei daude torskelarvar siffonert fra karbotnen med ei rensearm og

fjerna.

Det vart samla ein utviklingsserie av larvar med dagleg prevetaking. Serien inneheldt
larvar frd dag 4 til dag 17 etter klekking. Temperaturen ved klekking var 6,9 °C, og auka

som vist i figur 1.

Torskelarvane blei lagt direkte i fikseringsvaeske for teleostar (sja vedlegg) og frakta til

laboratoriet ved Universitetet i Bergen.

Temperaturoversikt

14 4
12 4

10 4

Temperatur °C

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Dagar etter klekking

Figur 1: Oversikt over temperaturauken i utviklingsserien fra 0 (ved
klekking) til 19 dagar etter klekking.
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Lysmikroskopi

Larvar frd 4 til 17 dagar etter klekking blei innstaypt i metacrylat, Technovit ©® 7100
(Herau Kulzer GmbH & Co, Tyskland) (sja vedlegg). Larvane blei skylt 2 x 5 min i PBS
(sja vedlegg), dernest dehydrert i etanol (70 %, 90 %) fer innsteyping. Blokkene blei
seriesnitta (2 um) og kvart snitt blei teken vare pa. Dette blei gjort med stalkniv pa ein
Leica RM 2165 mikrotom. Snitta vart lagt pa objektglas, farga med toulidinblatt (Philpott,
1966) (sja vedlegg) far montering i Mountex (Histolab products AB, Sverige).

Transmisjonselektronmikroskopi (TEM)

Larvar fra 5, 8 og 11 dagar blei preparert til TEM. Larvane blei skylt 2 x 5 min i PBS og
sekundeerfiksert med 1 % osmium i 60 min (sja vedlegg). Dei blei dernest skylt i destillert
vatn og dehydrert med aceton (70 %, 90 % og 100 %). Fiskane blei delt i to med eit snitt
rett bak bukhola og den fremste delen blei staypt inn i staypeformene. Formene blei merka
og fyllt med standardlgysing Fluka Epon 821 (Fluka Chemie AG, Sveits) (sja vedlegg).
Dei lag so eit dager i romtemperatur (20°C) fer det blei lagt to dgger til polymerisering i
varmeskap (60 °C).

Semitynne snitt (0,8um) blei laga med glaskniv pa ein Leica Reichert ultracut e mikrotom.
Snitta vart lagt pa objektglas, farga med toulidinbla og studert i lysmikroskop. Nar det
interessant omradet vart funne, blei snitta fotografert med eit ProgResC14 digitalkamera

montert pa eit olympus AH-3 mikroskop.

Ultratynne snitt (50 nm) blei laga med diamantkniv pa ein Reichert-Jung Ultracut e
mikrotom. Snitta vart overfert til kopar-gridder med formvarhinne og kontrastfarga med
uranylacetat (Watson, 1958) og blyhydroksyd (Reynolds, 1963) (sja vedlegg). Dei blei so
studert og fotografert i eit JEOL 100 S transmisjonselektronmikroskop.
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Scanning elektronmikroskopi (SEM)

Atte stadier, 6, 7, 9, 10, 14, 15, 16 og 17 dagar etter klekking, blei preparert til SEM. Hud
over bukhola og bukhinna pa venstre side vart fjerna ved disseksjon. Preparata blei skylt i
PBS (2 x 10 min) far dei blei sekundeerfiksert med 1 % osmium i 60 min. Dernest blei dei
skylt i destillert vatn (2 x 10 min) og dehydrert i aceton (2 x 10 min i 50%, 70%, 90% og i
4 x 15 min 100%) far kritisk punktterking. Dei blei so montert pa karbontape festa pa
metallstubbar og padampa gull-palladium. Etterpa blei dei studert og fotografert i eit JEOL
JSM-6400 scanning elektronmikroskop.

Tredimensjonal rekonstruksjon (3-D)

Torskelarvar fra fleire stadier blei utveld til tredimensjonal rekonstruksjon av symjebleara
og ductus pneumaticus. Serier med bilete blei teken av dei lysmikroskopiske snitta med eit
ProgResC14 digitalkamera montert pa eit olympus AH-3 mikroskop og behandla i Adobe®
Photoshop® 7.0 (Adobe systems, San Jose, Cal. USA). Bileta blei optimalt posisjonert i
forhold til kvarandre og stabla i Autoaligner 2.0 (Bitplane AG, Sveits). Dette skal kunne
danne utgangspunktet for tredimensjonal rekonstruksjon i Imaris 4.1 (Bitplane AG,
Sveits). Til tross for gjentekne forsgk var ikkje dette mogleg & fa til grunna eit ukjend

dataproblem, og blir difor ikkje presentert i resten av oppgava.

Malingar og biletbehandling

Malestokkar og lengde pa bilete blei malt i Image Pro Plus 3.0 (media cybernetics Inc.,
Silver Spring, Maryland, USA). All biletbehandling blei gjort i Adobe® Photoshop® 7.0.

11
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Resultat

Utviklinga av svemmebleara og degenereringa av forbindelsen mellom fordgyelseskanalen

og svemmeblara kan delast inn i fem stadier:

Far svemmebleaera er fyllt

Dette stadiet var ikring 4-5 dagar etter klekking. Svemmebleara var ikkje fylt, og lag
plassert dorsalt for fordgyelseskanalen i bukhola. Kranialt og dorsalt for svemmeblera var
ekskretorisk 0og hematopoietisk nyrevev. Mesenteriet dekte heile  svemmeblara.
Forbindelsen, stilken, mellom fordgyelseskanalen og svemmeblera strekte seg fra dorsalt i
fortarmen til kaudalt i bleera. Forbindelsen hadde to lag, eit indre- og eit ytre-, og der var
ikkje synleg lumen i denne perioden. Utanfor svemmeblareveggen bestod det ytre laget av
stotteceller, inne i svemmeblareveggen utgjorde fibroblaster det ytre laget. Epitelet i
svemmeblereanlegget var einlaga hggt sylinderepitel, og i bindevevslaget rundt, var det

godt utvikla kapillernettverk (Figur 2).

Stilken delast inn i to regionar; ein proksimal og ein distal region. Den proksimale delen
lag utanfor svemmeblareveggen, og den distale delen lag inne i svemmeblareveggen og

gjekk saman med svemmeblareepitelet (Figur 3).

Den proksimale regionen av stilken gjekk ut fra fortarmen like kaudalt for overgangen
mellom spisergr og fortarm. Den snodde seg dorsalt og gjekk inn kaudalt i
svgmmebleareveggen. Det ytre laget av stetteceller var pa dette stadiet basofile og runde i
lysmikroskop (Figur 4a og b). Dei lag, i tillegg til rundt stilken, rundt fordayelseskanalen i
overgangen mellom spisergr og fortarm, og langs heile spisergret. Nokre stadar i
stottecellene var det tidlege teikn til apoptose programmert celleded), ved at ein kunne
sma, framtredande cellekjerner. Det indre laget i stilken hadde eit epiteloid preg, og cellene
strekte seg pa langs ut fra fortarmen (Figur 5). Diameteren av det indre laget endra seg fra
a vere liten ut fra fortarmen, til & vere starre i eit omrade lenger ventralt, ein ampull (Figur
4a og b). Cellene sag ut til & baye av og inn mot sentrum i stilken, og dei fleste gjekk ikkje
lenger ventralt enn ampullen. Det vart ikkje observert noko lumen i stilken i denne

perioden.
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Den distale regionen. | denne delen var stilken mindre og fa celler utgjorde det indre
epiteloide laget. Stilken blei i denne regionen stetta opp av fibroblaster (Figur 4c).
Fibroblastkjernene lag inn mot basalmembranen i stilken (Figur 6), og hadde
bindevevsfibrar som strekte seg sirkuleert rundt svemmeblera. Dei indre epiteloide cellene
fylte heile stilken, og det var heller ikkje i denne regionen mogleg & observere noko lumen.
Basalmembranen i stilken gjekk saman med basalmembranen i svemmeblera kaudo-
lateralt (Figur 4d).

Svemmeblaereanlegget var bygd opp av eit kraftig bindevevslag som omringa eit
epitellag. Dette epitelet vil grense til det framtidige lumen i svemmeblera, som i denne
perioden var synleg som ei smal spalte. Epitelet i svammeblareanlegget var einlaga hegt
sylinderepitel (Figur 7). Cellene var i kontakt med kvarandre gjennom desmosom, og
hadde store kjerner med prominente nukleoli. (Figur 8a). Den ytre delen av veggen i bleera
bestod av bindevev. Det lag fleire lag kollgenfibrar og fibroblastar med lange flak sirkulaert
rundt epitellaget. Ytterst i bindevevslaget 1&g melanocytter med pigmentkorn i eit eller
fleire lag dorsalt (Figur 8b). Ventralt i svemmeblera var ikkje pigmentkorn tilstades.
Svemmeblara var allereie pa dette stadiet godt vaskularisert. Eit tett nettverk av kapillerer
lag direkte under epitelet rundt heile anlegget. Det var rikelig med pericytter rundt desse
blodkara. | tillegg var det eit godt utvikla nettverk av kapilleerer som lag bade sirkulaert og

longitudinelt kaudalt og ventralt i bindevevslaget (Figur 7).

Farste fylling av svemmeblaera

Denne perioden var ikring 5-6 dagar etter klekking, og her fekk ein den farste fyllinga av
svgmmeblera. Stilken hadde lumen, men ikkje heile vegen fra fortarm til svemmeblzre.
Apoptotiske trekk kunne observerast i stattecellene. Lumen i svemmeblara hadde gatt fra
a vere smal spalteforma til & vere heilt rundt, og epitelet hadde endra form til kubisk epitel

med eit ldgare omrade kaudo-lateralt der stilken kom inn (Figur 9).

Den proksimale regionen av stilken. Den farste, tynne delen av den proksimale regionen
hadde heller ikkje i denne perioden teikn til lumen. Stgttecellene og dei epiteloide cellene
var lik dei observert fgr farste fylling (Figur 10a). Overgangen fra fortarmen var tydeleg

som drag ut fra tarmveggen, og stettecellene var truleg synlege som klumpar pa stilk og

13
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spisergr i SEM (Figur 11a og b). Lenger ventralt, i ampullen, var det pa dette stadiet eit
tydeleg lumen (Figur 10b). Lumenet strekte seg i krypter, og dei epiteloide cellene stod pa
ein sterkt folda basalmembran og utgjorde eit sveert uorganisert epitel. Somme omrader var
cellene veldig lave, medan andre var hggare (Figur 12). Stattecellene som lag rundt viste
typiske teikn pa apoptose. Dei lag heilt inntil og folda seg etter basalmembranen med lange
utlgparar bade inn mot basalmembranen og ut mellom andre celler. Kjernane var tette og
loberte (Figur 13).

Hja nokre individ var det mogleg a sja eit stort utspilt lumen i stilken. Hja desse individa
var dei epiteloide cellene i stilken lagare enn andre, og ikkje i tjukkare lag i
ampullomradet. Alle individ med slike utspilte stilker hadde debris i stilk og i

svemmebleara (Figur 14).

Den distale regionen av stilken. Nar ein kom til den distale regionen blei stilken bratt
mykje tynnare, og var lik distal region far fylling utan lumen (Figur 11c). Rett for den
gjekk inn i svemmeblera, opna stilken seg igjen og diameteren vart stgrre. Stilken hadde
ein tydeleg overgang til epitelet i svammeblzra, og dei epiteloide cellene var sveert Iage

med kjerner som utgjorde mesteparten av cytoplasma (Figur 11d).

Svemmebleara. Epitelet i svemmeblera hadde endra form, og gjekk fra & vere hagt
sylinderforma far fylling, til kubisk etter fylling. Det dorsolaterale omradet der stilken kom
inn i svemmeblera, var tydeleg tynnere enn resten av epitelet. (Figur 15). SEM preparat
synte at stilken gjekk ut fra fortarmen og inn pa venstre side av svemmebleara (Figur 16).
Bindevevslaga 1ag flakvis godt pakka saman og desse flaka kunne observerast i SEM
(Figur 17). Kapillernettverket 1ag framleis ventralt og kaudalt i svemmeblareveggen.
Blodkara som var plassert rett under epitelet samla seg i dei omrada under det hggaste

epitelet. Dorsolateralt var epitelet nerare plateepitel med lite underliggjande blodkar.
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Utviding av svemmeblaera

Denne perioden var ikring 7-9 dagar etter klekking. Stilken hadde framleis kontakt med
fortarmen, men hadde ikkje synleg lumen lenger. Det indre laget var tynt bade ved
fortarmen og ved overgangen til svemmeblara. Stgttecellene hadde meir framtredande
apoptose enn tidlegare. Fibroblastkjernene rundt den distale delen av stilken var mindre
framtredande. Svemmeblzara utvida seg, og epitelet fekk starre omrader med tynt epitel.
(Figur 18).

Den proksimale regionen av stilken. Utvendig likna stilken perioden ved ferste fylling
med statteceller i overgangen fra fortarmen (Figur 19a og b). I denne perioden vart dei
apoptotiske trekka meir markert, og stettecellelaget rundt stilken hadde fleire mgarke
prominente Kkjerner, medan stettecellene ved fortarmen og rundt overgangen mellom
spisergr og fortarm var uendra. Dei epiteloide cellene i stilken hadde ein tendens til mindre
tydelege cellegrenser, og i overgangen fra fortarmen sdg ein cellene som drag ut fra
tarmepitelet (Figur 20). Ampullen var framleis den tjukkaste delen av stilken, men lumenet
ein kunne observere ved farste fylling, var ikkje lenger tilstades. Dei epiteloide cellene
hadde framleis eit uorganisert preg, og lag tett saman inn mot sentrum av stilken. Den
sveert folda basalmembranen med dei same apoptotiske stgttecellene var framleis tilstades
pa dette stadiet (Figur 21).

Den distale regionen av stilken gjekk framleis heile vegen inn til svemmeblara, og likna
tilstander ein hadde for fylling. | overgangen til svsmmeblara hadde ein ikkje lenger noko
lumen som i den farre perioden (Figur 22). Stilken var tynnere enn tidlegare, og
fibroblastkjernene rundt stilken var organisert som pa tidlegare stadier med mindre

tydelege kjerner.

Svemmeblara utvida seg og fekk ei meir ellipsoid form. Det dorsale, tynne omradet i
epitelet var blitt plateforma. | denne perioden breidde det seg laterad pa begge sider.
Kranialt og kaudalt var epitelet hggare enn i resten av blera, (Figur 23), og ein kunne
observere endoplasmatisk retikulum og mitokondrier i desse cellene Under det hagare,
kubiske epitelet var det rikeleg med blodkar, medan det tynne omradet hadde eit

underliggande lag med glatt muskulatur (Figur 24 a og b). Blodkara som lag rett under
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epitelet i denne perioden var samla rett under det hggaste epitelet, og elles var det lite

endring i denne organiseringa i forhold til tidlegare stadier (Figur 23).

Det var nokre fa individ som pa dette stadiet ikkje hadde fylt svsmmeblera. Desse sag ut
til & ha kome kortare i utviklinga, og bade stilken og svemmeblera likna larvar fra dag 4

og 5 etter klekking.

Avsngring av stilken

Dette stadiet er ikring 10-15 dagar etter klekking. Ved overgangen fra fortarmen var det
indre laget tynnare enn tidlegare, og det var eit sgkk stattecellelaget der stilken blei
avsngrt. Det var forst det indre laget som, mot slutten av denne perioden, mista kontakta
med fortarmen. Svemmeblara auka meir i storleik, og dei kubiske omrada vart meir
framtredande. Blodkara under epitelet trengte seg inn mellom epitelcellene i tillegg til &

ligge ute i bindevevet. Elles var det lite endring i bindeveslaget rundt (Figur 25).

Den proksimale regionen av stilken. | byrjinga av denne perioden starta avsngringa av
den proksimale delen av stilken. Ein kunne framleis sja draga av dei epiteloide cellene ga
ut fra fortarmen dorsalt til ampullen, men draga var tynnere enn far (Figur 26a). | dei heilt
proksimale stattecellene kunne ein farst observere avsngringa av stilken, og ein kunne sja
at dei rundt heile stilken hadde ei innbukting der den ville ga av. Stattecellene ved
fortarmen og rundt fordgyelseskanalen hadde ikkje like framtredande apoptotiske trekk
som dei direkte rundt stilken (Figur 26b). Mesenteriet utanpa stilken bukta seg inn etter
stottecellene (Figur 27a). Basalmembranen var framleis sterkt folda, og apoptotiske
cellekjerner lag i stattecellelaget (Figur 27b). Mot slutten av perioden blei dei epiteloide
cellene i stilken heilt avsnurpa, og mista kontakta med fortarmen. Berre stgtteceller med
apoptotiske trekk utgjorde den proksimale delen av stilken nede ved fordeyelseskanalen.

Ampullen var ikkje degenerert pa dette stadiet, men likna tidlegare stadier.

| den siste delen av denne perioden vart det 0g observert individ med tydeleg overgang fra
fortarmen. Desse individa hadde utspilt lumen i stilken med debris. Ein tydeleg overgang
til svusmmeblara var og tilstades med noko som kunne likne pa klaffar i overgangen, men

det vart ikkje funne muskulatur i desse (Figur 28a og b).
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Den distale regionen av stilken var uendra i forhold til det forre stadiet. Den var
tydeligare ventralt enn dorsalt. | overganen mellom proksimal og distal del lag
epitelcellene pa langs med lange kjerner, og det var ikkje teikn til lumen i denne regionen
(Figur 29). Fibroblastane rundt den distale delen hadde mindre tydelege kjerner inn mot

basalmembranen.

Svemmebleara. Dei lagare omrada utgjorde ein stgrre del av svemmeblareepitelet enn
tidlegare, og det kraniale kubiske epitelet vart meir markant og var konstant gjennom heile
bleera. Det ventrale og kaudale epitelet endra tjukkleik gjennom svemmeblara utan at det
var eit tydeleg menster i dette (Figur 30). Blodkara lag, som observert pa tidlegare stadier,
konsentrert under det hgge epitelet og ventralt i dei omrada epitelet der var hggare (Figur
30).

| denne perioden var det nokre individ som skilde seg ut fra resten. Desse likna ikkje pa
ufylte svemmeblzarer sett pa tidlegare stadier, heller ikkje fylte svammeblarer fra same
stadie. Svemmeblaera hja desse verka kollapsa med utvida epitelceller som bukta seg inn i
lumen. Blodkara var stgrre og bukta seg inn mellom epitelcellene (Figur 31). Stilken hja

desse individa likna tidlegare stadier og hadde samanheng med fortarmen.

Svemmeblara og stilken etter avsngring

Dette stadiet var ikring 16-17 dagar etter klekking. Restar av stilken stod igjen som eit
vedheng ut frd svemmeblera, og berre mesenteriet gjekk mellom fortarm og
svgmmeblere. Epitelet i svammeblara endra seg lite fra den farre perioden. Det var ferre
tydelege fibroblastkjerner i bindelvevslaget som for det meste av bestod kollagefibrar
(Figur 32).

Den proksimale regionen av stilken. Det var ingen teikn til overgangen fra fortarmen i
den proksimale regionen, berre ei utbukting ytterst i tarmveggen, der overgangen tidlegare
hadde vore, stod att. Den var dekt av statteceller med apoptotiske trekk som lag att nede
ved fortarmen som ein kuppel. Mesenteriet gjekk mellom fordayelseskanalen og
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svemmeblera, og ein kunne observere blodkar og nerver som gjekk i mesenteriet (Figur
33a). Lenger ventralt, i ampullen, kunne ein sja det som var att av den proksimale
regionen. Den var synleg som ein celleklump kaudo-ventralt for svemmeblara (Figur 33b).
Stattecellene ein kunne observere rundt spisergret fgr fylling var heller ikkje tilstades, kun
fortjukkinga rundt overgangen mellom spisergr og fortarm stod att. I SEM var ampullen
synleg som eit vedheng pa sida av svemmeblara, men der det tidlegare hadde vore ein
tydeleg samanheng med fortarmen, var det pa dette stadiet berre eit tynt drag av

mesenteriet att (Figur 34).

Den distale regionen av stilken var som i farre stadium liten, og det var ikkje mogleg a
skilje mellom epiteloide celler og basalmembran. Fibroblastkjernene som ved fylling lag
inntil stilken sag ut til & vere erstatta av kollagefibrar som omringa stilken og gjekk rundt

svgmmeblara.

Svemmeblaera. Det kraniale epitelet var meir framtredande enn tidlegare stadier. Dette
omradet breidde seg ventrad somme plasser i bleera. Dei underliggande blodkara var samla
under det kubiske epitelet, og kaudalt gjekk det mot plateepitel (Figur 35). | bindevevslaget

var det faerre tydelege fibroblastkjerner, og laget sag ut til a besta av mest kollagenfibrar.
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Figur 2: Svemmeblara far fylling (ikring 4-5 dagar etter klekking). Det
var ikkje synleg lumen i stilken denne perioden. Epiteloide celler utgjorde
det indre laget (b) og fra fortarmen opp til svemmeblaereveggen var dei
omringa av statteceller (a). Inne i svemmeblereveggen var det indre laget
omringa av fibroblaster (c). Einlaga hggt sylinderepitel utgjorde
svemmeblareepitelet (d), og vart omringa av eit bindevevslag. Eit godt
utvikla kapilleernettverk var tilstades (e). a: statteceller, b: epiteloide
celler, c: fibroblastkjerner, d: epitel i svemmeblara, e: kapillerer, s:
spisergr, m: fortarm. lllustrasjonen bygg pa transversal- og saggital- snitt
bade fra lysmikroskop, TEM og SEM. Teikna av H. Kryvi.
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Figur 3: Saggitalsnitt av svemmeblareanlegget og ikringliggande organ 5 dagar etter
klekking. Svemmeblzra er ikkje fylt. Stilken er snitta i heile si lengde, og ein kan sja dei to
hovudregionane med stgtteceller (s) og fibroblastar (f). Den proksimale delen (pd) gar fra
fortarmen opp til svemmeblareveggen, og den distale delen (dd) gar saman med epitelet i
svemmeblara. b: bindevevslag, dd: distal del, e: epitel, en: ekskretorisk nyrevev, f:
fibroblast, hn: hematopoietisk nyrevev, pa: pankreas, pd: proksimal del, s: stgtteceller, me:
mesenteriet, m: fortarm, n: notochord. 2um tjukt Metacrylatsnitt. Malestokken er 200 pm.
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Figur 4: Horisontalsnitt av stilken i ulike niva for oppblasing 5 dagar etter klekking. a)
Proksimal del, rett dorsalt for overgangen frd fortarmen. Stilken er ein tett struktur,
cellegrensene i det indre laget er utydelige (e), og ein har basofile, runde statteceller (s) rundt.
Ein tydeleg basalmembran skil dei to laga (b) Malestokken er 50um. b) Proksimal del,
ampullen. Stilken er framleis ein tett struktur, med eit tjukkare lag epitelceller (e). Same
stottecellene (s) rundt som i nivd a), og ein tydeleg basalmembran (b) er tilstades.
Malestokken er 60 um. c) Distal del, i svemmeblareveggen. Stilken er svert liten med fa
synlege epitelceller (e). Utanfor basalmembranen (b) ligg fibroblastar (f). Malestokken er 40
um. d) Distal del, ved overgangen til svammeblareepitelet (Sb). Det indre laget i stilken gar
saman med epitelet i svemmeblera, framleis er det ikkje rad a sja lumen. Malestokken er 35
pum. Metacrylatinnstgypt vev, 2 um tjukt snitt. b: bindevev, e: epitel, f: fibroblast, k: kapiller,

s: statteceller.
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Figur 5: Sagittalsnitt av den proksimale delen av stilken 4 dagar etter klekking. Dei epiteloide

cellene (e) i stilken strekker seg pa langs fra fortarmen i tynne drag fer ein kjem til ampullen
der cellene bgyer inn mot sentrum. Stettecellene (s) ligg rundt det indre laget, skild av ein
basalmembran (b). Stattecellene har apoptotiske trekk, ved at kjernen virkar tette og marke (a).
Metacrylatinnstaypt vev, 2 um tjukt snitt. Malestokken er 50 pm. a: stgtteceller som har
apoptotiske trekk, b: basalmembran, e: epitelceller i stilken, m: fortarmen, s: stattecelle.
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Figur 6: Sagittalsnitt av den distale delen av stilken 5 dagar etter klekking. Epiteloide celler (e)

i stilken stend pa ein basalmembran (bm). Fibroblastar (f) med lange utlgparar ligg inn mot
basalmembranen og statter stilken inne i svemmeblereveggen. Malestokken er 1,5 pm.
Eponinnstaypt vev, 0,5 pum tjukt snitt. bm: basalmembran, e: epitelcelle i stilken, f: fibroblast,
fkj: fibroblastkjerne, k: kapilleer, kj: kjerne i epitelcelle.
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Figur 7: Sagittalsnitt av svammeblera far forste fylling, 5 dagar etter klekking. Epitelet i bleera
er hggt sylinderforma (e). Under epitelet ligg kapilleerer (k) rundt heile anlegget. Kapillserane er
stgtta opp av pericytter (per). Ein har i tillegg kapillerer kaudalt i og ventralt i veggen.
Bindevevslaget er fibroblaster (f) og kollagenfibrar. Dorsalt har ein pigmentkorn (p) ytterst i
bindevevet. Metacrylatinnstaypt vev, 2 um tjukt snitt. Malestokken er 100 um. e: epitel, f:
fibroblast, k: kapiller, I: lumen, p: pigmentkorn, per: pericytt.
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Figur 8: Sagittalsnitt av svemmeblaereveggen 5 dagar etter

klekking. a) Epitelet i sveammeblera for oppblasing. Cellene
har store Kjerner med fleire nukleoli. Dei er i kontakt via
desmosomer (d). b) Ytterst i bindevevslaget. Fibroblastceller (f)
ligg lagvis utanpa kvarandre. Heilt ytterst ligg det pigmentkorn
(p). Dei kan ligge i eit eller fleire lag. Svemmebleera er dekt av
mesenteriet (me). Begge bileta er av eponinntgypt vev, 0,05 pm
tjukt snitt. Malestokken er 2um. d: desmosom, f: fibroblast, p:
pigmentkorn, Kkj: Kjerne, me: mesenteriet, mi: mikrovilli, n:

nukleolus, u: utlgper, m: mitokondrie,
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Figur 9: Svemmeblara ved fylling (ikring 5-6 dagar etter klekking).
Lumen i stilken var synleg i ampullen (a) og i overgangen til svammeblera
(c). Stattecellene hadde apoptotiske trekk. Rundt den distale delen var det
framleis tydelege fibroblastkjerner (b). Lumen i svemmeblaera var heilt
rundt (L), og epitelet hadde endra form til kubisk epitel (f) med eit lagare
omrade kaudo-lateralt. Kapillera var som fgr fylling (d). a: lumen i
ampullen, b: fibroblaskjerner, c: lumen ved overgangen til svemmeblara,
d: kapillerer, e: tynt epitel, f: tjukt epitel, L: lumen i svemmeblera, s:
spisergr, m: fortarm. Illustrasjonen bygg pa transversal- og saggital- snitt
bade i lysmikroskop, TEM og SEM. Teikna av H. Kryvi.
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Figur 10: Horisontalsnitt av stilken i ulike niva ved farste fylling, 6 dagar etter klekking

(same niva som figur 4). a) Proksimal del, ved fortarmen. Stilken har ikkje synleg lumen, og
som ved 5 dagar etter klekking, er dei epiteloide cellene (€) vanskeleg a skilje fra kvarandre.
Dei er omringa av stetteceller (s). Malestokken er 50um. b) Proksimal del, ampullen. 1
denne perioden er det eit tydeleg lumen (L) i stilken i dette nivaet. Rundt dei epiteoide
cellene (e) ligg stetteceller (s). Malestokken er 45um. c) Distal del, inne i
svemmeblaereveggen. Stilken er mindre i diameter enn i ampullen, og det er ikkje teikn til
lumen. Det er fa epiteloide celler () i det indre laget, og dei er omringa av fibroblastceller
(f). Malestokken er 40um. d) Distal del, overgangen til svemmeblereepitelet. Stilken far
igjen eit lumen (L). Dei epiteloide cellene (e) i stilken er sveert lage med store kjerner som
opptek det meste av cytoplasma. Framleis er dei omringa av fibroblastar (f). Malestokken er
41um. Metacrylatinnstgypt vev, 2 um tjukt snitt. b: basalmembran, e: epitel, f: fibroblast, k:
kapiller, L: lumen, Lsb: lumen i svemmeblera, m: fortarmen, me: mesenteriet, s:

stottecelle.
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Figur 11: Proksimal del av stilken, ved overgangen ut frd

fortarmen ved farste fylling, 6 dagar etter klekking. a)
Stattecellene (s) ligg rundt dei epiteloide cellene i stilken. Dei
er runde og basofile i lysmikroskopet. Metacrylatinnstaypt
sagittalsnitt, 2 pm. Malestokken er 100 pm. b)
Scanningpreparat der ein kan sja overgangen fra fortarmen.
Statteceller (s) ligg truleg rundt overgangen som klumpar, og
ein kan berre folge desse opp til svemmebleareveggen.
Malestokken er 10 pum. s: stgtteceller, m: fortarm, k: stilk, sh:

svgmmeblaere
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Figur 12: Horisontalsnitt som viser stilken i transversalsnitt, 6 dagar etter klekking. Dette er i det

stilken er i ferd med & ga over i den distale delen. Ein svart folda basalmembran (B) avgrenser
epitelcellene (e) fra stottecellene. Eponinnstgypt vev, 0,05 um tjukt snitt. Malestokken er 5 um.
L: lumen, k: kjerne, e: epitel, m: mitokondrie, B; basalmembran, f: fibroblast.
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Figur 13: Detaljbilete av stotteceller i stilken, 5 dagar etter klekking. Stettecellene (s) er sveert
folda inn mot basalmembranen (b) med mange og lange utlgparar. Dei har loberte og marke
kjerner (k), og ein ser her minst to slike celler. Epitelcellene har eit uryddig preg. | nedre venstre
hjgrne er lumen i stilken (L). Eponinnstgypt vev, 0,05 pm tjukt snitt. Malestokken er 2,5 um. b:
basalmembran, ek: epitelcellekjerne, f: fibroblast, k: kjerne i stattecelle, L: lumen i stilken, m:

mitokondrie, p: mesenteriet, s: stgttecelle.
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Figur 14: Sagittalsnitt av kanalen ved farste fylling, 6 dagar etter klekking. Lumen i stilken er

utspilt, og dei epiteloide cellene (e) i kanalen er lagare enn i stilkar utan utspilt lumen. Debris i
kanalen ser ut til & fylle lumen (L) i stilken. Stattecellene rundt kanalen er basofile og ser ikkje
ut til & ha apoptotiske trekk. Ein ser berre skalken av svemmeblara (Sb) pa dette snittet.
Metacrylatinnstgypt snitt, 2 um tjukt. Malestokken er 100 pm. Sb: svemmeblereskalken, s:

statteceller, L: Lumen i stilken, e: epiteloide celler, b: basalmembran, m: magesekk.
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Figur 15: Sagittalsnitt av svemmeblera ved farste oppblasing, 6 dagar etter klekking. Det er

kubisk epitel i det meste av svemmeblzra (tje). | omradet der stilken vil komme inn, er epitelet
lagare plateforma (te). Svemmeblerelumen (L) er i denne perioden heilt rundt.
Metacrylatinnstgypt snitt, 2 um. Malestokken er 100 um. L: lumen, m: fortarmen, k: kapiller,

te: tynt epitel, tje: tjukt epitel, dp: ductus pneumaticus (stilken).
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Figur 16: Scanningpreparat av dissekert fisk ved ferste fylling, 6 dagar etter klekking (same

fisk som figur 9b). Stilken kjem ut fra fortarmen og inn i svemmebleara pa venstre side. Dei
klumpete cellene rundt den proksimale delen av stilken ligg 0g rundt spisergret. Malestokken

er 50 um. k: stilken, m: fortarm, o: overgangen fra fortarmen, s: spisergr, sh: svemmeblara.
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Figur 17: Detaljbilete av scanningpreparat. Bindevevslaget i

svemmeblaereveggen ligg som flak utanpd kvarandre.
Malestokken er 5 um. bf: bindevevsflak.
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Figur 18: Utviding av svemmeblaera (ikring 7-9 dagar etter klekking).
Stilken hadde ikkje synleg lumen (b), og var tynn ved overgangen fra
fortarmen og ved overgangen til svemmeblara (c). Apoptosen i stgttecellene
vart meir framtredande (a) og fibroblastkjernene rundt den distale delen var
mindre tydelege. Svemmeblera utvida seg, og det vart stgrre omrader med
tynt epitel (f). Blodakar samla seg under det kubiske epitelet (e).
Bindevevslaget endra seg lite fra forre stadie, og er ikkje illustrert. a:
statteceller, b: det indre laget i stilken (utan lumen), c: tynt omrade av
stilken ved overgangen til svemmeblara, d: kapillaerer, e: tjukt epitel, f: tynt
epitel, L: lumen i svemmeblera, s: spisergr, m: fortarm. Illustrasjonen bygg
pa transversal- og saggital-snitt bade i lysmikroskop, TEM og SEM. Teikna
av H. Kryvi.
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Figur 19: Svemmeblzre fra dissekerte scanningpreparat, 6 dagar
etter klekking. a) Stilken gar framleis tydeleg ut fra fortarmen
etter at svemmeblera er fylt. Malestokken er 25um. b)
Detaljbilete av overgangen fra fortarm til stilk. Klumpete celler
ligg rundt stilken i dette omradet som pa tidlegare stadier.
Malestokken er 15 pum. k: stilken, m: fortarm, o: overgang, Sb:

svemmeblare, Sp: spiserar.
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Figur 20: Den proksimale delen av stilken etter den farste fyllinga, 8 dagar etter klekking.

Stattecellene (s) er lysare og har mindre og tette kjerner. Dei epiteloide cellene (e) i stilken

liknar tidlegare stadier, og overgangen fra fortarmen er tydeleg. Metacrylatinnstgypt vev, 2um

tjukt snitt. Malestokken er 100 um. m: fortarmen, s: statteceller, e: epitel, Sb: svemmebleara.
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Figur 21: Horisontalsnitt av proksimal del av stilken etter at svammeblera er fylt, 8 dagar etter
klekking. Statteceller lik dei observert ved oppblasing ligg inn mot basalmembranen (b). Dei har
mange utlgparar og loberte, tette kjerner (k). Skalk av slike celler syner at dei er svert folda i
alle retningar. Epitelcellene (e) ligg tett saman, og det er ikkje noko teikn til lumen i stilken.
Eponinnstgypt vev, 0,05 pum tjukt snitt. Malestokken er 5um. b: basalmembran, ekj:

epitelcellekjerne, stjerne: statteceller.
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Figur 22: Sagittalsnitt av den distale delen av stilken etter farste fylling, 9 dagar etter klekking.
Ved overgangen til svemmebleara (o) er stilken svert liten og den kan kjennast att pa den
lysere basalmembranen (b) som omringer eit par epitelceller. Epitelet i stilken géar over i
plateepitel i svammeblaera. Metacrylatinnstgypt vev, 2 um tjukt snitt. Malestokken er 100 pm.

b: basalmembran, L: lumen i svemmeblara, o: overgangen fra stilk til svemmeblzre.

39



Resultat

Figur 23: Svemmeblzra etter den farste fyllinga, 7 dagar etter klekking. Dorsalt er epitelet gatt
over til plateepitel (pil). Det kraniale og kaudale epitelet er hggast, medan det ventrale epitelet
er ein mellomting. Svemmebleara er utvida og har ei meir ellipsoid form. Blodkara (k) er samla
under det hggaste epitelet, og den andre grupperinga ligg i bindevevslaget kaudalt og ventralt.
Metcrylatinnstgypt vev, 2um. tjukt snitt. Malestokken er 200 um. L: lumen, pa: pancreas, m:

fortarm, Sp: spiserar, pil: tynt epitel, k: kapillerer, ke: kubisk epitel.
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Figur 24: Epitel i svemmebleera etter den forste fyllinga, 8 dagar
etter klekking. a) Hagt epitel i svemmeblera. Cellene har
mange mitokondrier og basale eller sentrale kjerner. Blodkar
statta opp av pericytter (p) ligg direkte under epitelcellene.
Malestokken er 2,6 um. b) Tynt epitel dorsalt i svemmeblera.
Under epitelcellene ligg eit lag glatt muskulatur. Malestokken er
2 um. Begge bileta syner eponinnstgypt vev, 0,05 pum tjukke
snitt. L: lumen, e: epitelcelle, f: fibroblast, gm: glatt muskulatur,
p: pericytt.
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Figur 25: Avsnurping av stilken (10-15 dagar etter klekking). | denne perioden mista
ein kontakta mellom fortarm og svemmeblere. Det indre laget (f) vart avsnurpa far
stottecellene (a). Stattecellene hadde apoptotiske kjerner (b). Ved overgangen til
svgmmeblara var stilken tynnere enn tidlegare (c), og fibroblastkjernene i
bindevevslaget mindre tydelege. Dei kubiske omrada i svemmebleareepitelet vart
meir framtredande (d). Bindevevslaget var uendra fra ferre stadie, og er difor ikkje
illustrert her. a: avsnurping av det indre laget, b: apoptotiske statteceller, c: tynt
omrade av stilken, d: tjukt epitel, e: tynt epitel, f: dei epiteloide cellene i stilken, L:
lumen i svemmeblzra, s: spiserar, m: fortarm. Illustrasjonen bygg pa transversal- og

saggital-snitt bade i lysmikroskop, TEM og SEM. Teikna av H. Kryvi.
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Figur 26: Sagittalsnitt av den proksimale delen av stilken 10
dagar etter klekking. a) Sagittalsnitt gjennom sentrum av stilken
syner overgangen frd fortarmen. Det indre laget er framleis i
kontakt med fortarmen. Stgttecellene (s) rundt stilken har eit
apoptotisk preg, medan dei som ligg ved fortarmen ikkje har det
(stjerne). b) Lateralt i stilken ser ein at stgttecellene, og stilken, er
i ferd med & snare seg av (a). Begge bileta er metacrylatinnstgypt
vev, 2um tjukke snitt. Malestokken pad begge er 100 um. a:
avsngring, e: epitelceller, o: overgang fra fortarm, s: stetteceller,
stjerne: statteceller utan apoptotiske teikn.
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Figur 27: Avsngring av den proksimale delen sett i TEM, 11
dagar etter klekking. a) Mesenteriet fglger inn i avsngringa.
Stattecellene er uryddige, og ein kan sja stattecellene med
apoptotiske kjerner og svert folda cellekropp. Malestokken er
5,5 um b) Detaljbilete av avsngringa. Uorganisert vev utgjer
stattecellelaget. Apoptotiske kjerner er det mange av (stjerne).
Malestokken er 2 um. Begge er eponinnstgypt vev, 0,05 pm
tjukke sagittalsnitt. a: avsnurping, me: mesenteriet, B:
basalmembran, e: epiteliod celle, s: stottecelle, stjerne:
apoptotiske cellekjerner.
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Figur 28: Sagittalsnitt av svemmeblaere med utspilt lumen i

stilken, 15 dagar etter klekking. a) Epitelet i svemmeblara er
haggt kranialt og ventralt (e). Lumen i stilken er utspilt (k), og
debris fyller lumen. Malestokken er 250 pm. b) Detaljbilete av
overgangen mellom stilk og svemmebleare. Dei epiteoide
cellene i stilken er lage, og gar saman med epitelet i
svemmebleara. Det kan minne om Klaffar (pil) i overgangen
mellom svemmeblare og stilk, det er ingen muskulatur i desse.
Malestokken er 100 um. Begge er metacrylatinnstaypt vev,
2um tjukke. L: lumen, e: epitel, k: stilk, m: fortarm, pa:

pancreas

45



Resultat

stilke

A Sl

n 11 dagar etter klekking. Dette
er i den distale delen av stilken rett etter overgangen fra den

Figur 29: Sagittalsnitt av

proksimale delen. Basalmembranen er tydeleg pa begge sider,
og stetteceller med apoptotiske trekk ligg rundt. Epitelet har
lange kjerner som er orientert pd langs av stilken. Bilete av
eponinnstgypt vev, 0,05 um tjukt snitt. Malestokken er 2,5 um.
b: basalmembran, ekj: epitelcellekjerne, s: stattecelle, m:
mitokondrie.
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Figur 30: Sagittalsnitt av bleera ved tidleg degenerering av stilk, 15 dagar etter klekking. Det
karniale og ventro-kaudale epitelet har kubisk form (e), medan ein har plateepitel dorsalt og
ventro-kranialt (pe). Fleire kapilleerer (k) ligg under det kubiske epitelet, sezrleg kranialt.
Metacrylatinnstgypt vev, 2um tjukt snitt. Malestokken er 150 um. L: lumen, k: kapillar, e: epitel,

tjukt, pe: plateepitel.
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Figur 31: Sagittalsnitt av svemmeblare 14 dagar etter klekking. Epitelcellene (e) er utvida og

bukter seg inn i lumen (L). Kapillerer (k) gar pa langs inn mellom epitelcellene.
Metacrylatinnstgypt vev, 2um tjukt snitt. Malestokk er 100 um. e: epitelcelle, k: kapiller, L:

lumen.
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Figur 32: Svemmebleara og stilken etter avsnurping (16-17 dagar etter klekking). Eit
vedheng stod att av stilken (b, ¢) og berre mesenteriet gjekk ned til fortarmen. Nede
ved fortarmen stod det att var det statteceller med apoptotiske kjerner (a) der
overgangen hadde vore. Epitelet i svemmeblara hadde omrader med kubisk epitel (f)
kranialt og kaudalt. Kapillerane var organisert som tidlegare (d).Bindevevslaget er
ikkje illustrert her fordi det ikkje endra seg fra forre stadie (). a: stotteceller ved
fortarmen, b: statteceller i vedhenget, c: restar av det indre laget i stilken, d: kapillerer,
e: bindevevslag, f: tjukt epitel, g: tynt epitel, L: lumen i svemmeblera, s: spisergr, m:
fortarm. Illustrasjonen bygg pa transversal- og saggital-snitt bade i lysmikroskop, TEM
og SEM. Teikna av H. Kryvi.
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Figur 33: Sagittalsnitt av restar etter stilken, 16 dagar etter
klekking. a) Eit vedheng star att av den proksimale delen. Det
er ingen teikn til at den har samanheng med magesekken.
Stattecellene (s) har apoptotiske trekk og dei epiteoide cellene
(e) har ein tendens til & ha utydelege cellegrenser. Mesenteriet
ligg rundt vedhenget. Malestokken er 100um. b) Nerve (n) og
blodkar (k) mellom fortarm og svemmeblare. Malestokken er
100 pm. Begge er metacrylatinnstgypt vev, 2 um tjukke snitt.
L: lumen, e: epiteloide celler, s: stgttecelle, k: kapiller, n:

nerve, Sp: spisergar.
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Figur 34: Scanningpreparat av dissekert fisk, 16 dagar etter klekking. Stilken er eit vedheng (v)
ved svemmeblera (Sb). Ein ser berre mesenteriet (me) som gar rundt organa og mellom
fordgyelseskanal og svemmeblare. Malestokken er 25 um. Me: mesenteriet, v: vedheng, Sh:

svemmeblara, Sp: spiseraret.
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Figur 35: Sagittalsnitt av svemmeblera 16 dagar etter klekking (same fisk som figur 28).
Epitelet er tydeleg hggare kranialt (te). Pa dette snittet er 0g det ventrale litt tjukkare enn resten
av epitelet som er plateepitel. Stilken er redusert til eit vedheng ventralt for blera (k).
Metacrylatinnstaypt vev, 2 um tjukt snitt. Malestokken er 200 pum. k: rest av stilken, te: tjukt

epitel, n: notochorden.
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Samanhengen mellom fordgyelseskanal og svemmeblare

| arbeidet som her ligg fere, var det ikkje mogleg & observere lumen i stilken fer fylling.
Ved fylling av svemmeblara var det lumen i ampullen og heilt distalt ved overgangen til
svemmeblara. Dersom stilken har ein gjennomgaande funksjonell kanal, er det mogleg at
den er open i eit kort tidsrom, for so & stenge umiddelbart etter fylling. Vidare kan det
tenkast at ein da ikkje vil kunne pavise ein open kanal ved metodane og
prgvetakingsintervallet nytta her. Fysostome fisk har muskulatur i kanalveggen (Morris og
Albright, 1979). Eventuell muskulatur i stilken hja torsk kan trekke seg saman ved
fiksering, noko som kan gjere det vanskeleg a pavise eit lumen. Ei slik samantrekking kan
og forklare den sterkt folda basalmembranen. P& den andre sida vart det ikkje identifisert
muskelceller i stilken i arbeidet som her ligg fare. Alternativt er det mogleg at stilken ikkje
har eit kontinuerleg lumen pa noko stadie. Det er vist at Solea solea L. har ein delvis
dilatert kanal ved fylling som ikkje er funksjonell (Boulich og Gabaudan, 1991).
Forbigdande fysostome fisk kan ha ein stilk med gjennomgaande Iumen fra
fordayelseskanalen til svemmeblara som ikkje berre er open i eit lite tidsrom (Schwarz,
1971; Trotter et al, 2004). Ut i fra funna gjort i arbeidet som her ligg fere, er det truleg at
torsk ikkje har ein funksjonell kanal gjennom stilken, sjglv om dette ikkje er vist med
sikkerheit.

Organisering av det indre laget i stilken skil seg fra andre artar

Dei epiteloide cellene som strekte seg pa langs i midten av stilken med eit fortjukka
omrade i ampullen, blei ved overgangen til svemmeblereepitelet plateforma.
Ultrastrukturelt var dette eit uryddig epitel som stod pa ein folda basalmembran. Dette skil
seg ut fra Melanogrammus aegelfinnus der epitelet i kanalen danner eit syncyticum utan
tydeleg basalmembran ved fylling av svemmeblera (Scwarz, 1971). Andre artar som til
dgmes Micropterus salmonides salmonides og Latris lineata har kanaler med kubiske
epitelceller (Johnston, 1953; Goodsell, 1996). Dette skil seg klart fra organiseringa av dei

epiteloide cellene i stilken hja torsk.
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Det kubiske svammeblareepitelet er truleg gasskjertelvev

Kubisk epitel samla seg i hovudsak i eit omrade kranialt i svammeblaera mot slutten av den
undersgkte perioden. Desse hadde ikkje underliggjande muskulatur, men eit
kapillzernettverk som trengte seg inn mellom epitelcellene. Kapillernettverket var tilstades
allereie fgr fylling. | arbeidet som her ligg fere, vart det funne at cellene hadde
endoplasmatisk retikulum, ein del mitokondrier, og store kjerner med mykje eukromatin.
Noko som er i samsvar med det Morrison (1993) beskriv som gassekrerande epitelceller
hja torskelarvar. Copeland (1969) skriv at gasskjertelceller er kubiske til flate celler.
Kubiske celler kranialt i svemmeblareveggen blir beskrive som gasskjertelepitel hja ein
rekke artar, bade forbigaande fysostome som snappar luft (Trotter et al, 2004; Boulhic og
Gabaudan, 1991; Marty et al, 1995; Govoni og Hoss, 2001), og artar med indre
gassekrering ved farste fylling (Doroshev og Cornacchia, 1979; Doroshev et al, 1981;
Schwarz, 1971). | arbeidet som her ligg fare, er det difor truleg at dei kubiske cellene
kranialt i svemmeblera hja torsk er gasskijertelceller. Dette kan tyde pa at torskelarvar har

eit fullstendig utvikla gassekrerande apparat allereie far fylling.

Ovalen er ikkje utvikla i den undersgkte perioden

Hja vaksne individ ligg ovalen dorso-kaudalt og er vaskularisert fra forgreiningar av
arteria coeliaca (Steen, 1970). Ein tynn svemmeblaerevegg gjer det lett for gass a bli
absorbert og den eksponerte overflata av ovalen kan regulerast ved at ein tynn transparent
membran kan trekkast over ved hjelp av glatt muskulatur (Morrison, 1987). | falge Steen
(1970) degenererer den proksimale regionen av stilken, medan den distale regionen vert
gjort om til ovalen hja fleire artar, men det var ingen teikn til at dette var tilfellet hja torsk,
kor eit gassabsorberande omrade i svemmeblara var ikkje vart pavist i den undersgkte
perioden. Fra fylling var det dorsale epitelet tynt, men det var ikkje spesielt godt
vaskularisert, og det var ingen teikn til ein membran tilsvarande den hja vaksne individ.
Det er 0g lite truleg at den distale regionen av stilken er forgjengaren til ovalen. Sjglv om
ein i slutten av den undersgkte perioden enda kan sja restar av stilken, og den er plassert
dorso-kaudalt, er den svert redusert. Det er mogleg at det dorsale, tynne epitelet vil kunne
utvikle seg til ovalen. Det vart i arbeidet som her ligg fare, observert muskulatur under det
plateforma epitelet ved 8 dagar etter klekking, og dette kan vere ein forlgpar for

muskulaturen som regulerer foramen ovale hja vaksne individ.
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Den forste fyllinga av svemmeblara skjer samstundes med overgangen til levande
fade

| dette arbeidet blei forsgksfiskane fora fra dag 3 etter klekking. Prgvetakinga starta 4
dagar etter klekking, og da hadde alle dei undersgkte larvane mat i fortarmen. Nyklekte
larvar far naring fra plommesekken, og etter at den gar tom, vil dei ga over til eksogen
fade. Plommesekken gir dei ogsa ngytral oppdrift, og plommesekklarvar flyt fritt i vatnet.
Denne oppdrifta vil dei miste nar plommesekken gar tom og eigenvekta blir stgrre. Hja
torsk er overgangen fra endogen til eksogen fade, ein glidande overgang (Kjarsvik et al,
1991), og restar av plommesekken var tilstades fleire dagar etter ferste matopptak. I
arbeidet som her ligg fare, blei den forste fyllinga av svemmeblara observert 5 — 6 dagar
etter klekking. Dette er i samsvar med Timeyko (1986) som rapporterer at svemmeblaera
hja torsk fyller seg 5 dagar etter klekking. Det er kjend fra fleire artar at den farste fyllinga
av svemmeblera skjer ved overgangen til eksogen fade (Doroshev et al., 1981, Schwarz,
1971, Battaglene og Talbot, 1990; Chatain, 1986; Kitajima et al, 1993), og det er lite truleg
at torsk skil seg ikkje fra andre pelagiske fiskeartar pa dette punktet.

Stilken er ikkje i kontakt med fortarmen 16 dagar etter klekking

Stilken var ikkje lenger i kontakt med fortarmen 16 dagar etter klekking. Stattecellene
synte teikn til programert celledgd (apoptose) ved dei var svert folda med lange utlgparar,
noko som kan komme av at cellekroppen hadde trekt seg saman. Cellekjernene synte teikn
til pyknose og karyorheksis allereie ved farste fylling. Apoptotiske trekk vart meir utprega
utover i perioden i samanheng med avsngringa av stilken. Det var ikkje observert tydelege
apoptotiske trekk av dei epiteloide cellene i stilken. Dei hadde etter kvart mindre tydelege
cellegrenser, og det indre laget var tynt far avsngring. Etter at kontakta mellom fortarm og
svemmeblere var broten i den proksimale delen, stod det att ein rest som eit vedheng, og
denne vil mest sannsynleg degenerere i lgpet av dei folgjande dagane. Desse funna er i
samsvar med DeJoung (1936, referert i Dannevig og Dannevig, 1950) som fann at stilken

var degenerert nar torsken var 6,5 mm lang.

Individ med hypertrofi i sveammeblaereepitelet syner patologiske endringar
Etter 14 dagar var det individ som skilde seg fra fleirtalet ved at dei hadde hypertroferte
epitelceller som bukta seg inn og tok opp heile lumen i svemmeblera. Blodkara var utvida

og trengte seg inn mot lumen i svemmeblara, og desse svemmeblarene likna ikkje pa
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ufylte svammeblerer fra tidlegare stadier. Dette fenomenet vert hja fleire gjenkjend som
patologiske endringar i svemmeblera, og det er ikkje mogleg a fylle den med gass etter
dette tidspunktet (Takashima et. al 1980; Trotter et al, 2001; Zilberg et al, 2004). Morrison
(1993) beskriv derimot dette som normalutvikling hja torskelarvar fra 17 dagar etter
klekking. Resultata i arbeidet som her ligg fare, peiker derimot i den retning av at
torskelarvar, som ikkje fyller svgmmeblara, mest sannsynleg gjennomgar ein liknande
patologisk prosess funne hja andre fiskelarvar. Resultata tyder 0g pa at dersom
svemmeblera ikkje vert fylt far eit bestemt tidspunkt i lgpet av dei farste 14 dagane etter
klekking, vil ho ikkje kunne fyllast seinere.

Mekanismen for fgrste fylling av svemmeblaera

Mekanismen for fylling av svemmeblzra hja torskelarvar er ikkje sikkert klarlagt. Det har
likevel vore brei semje om at torskelarvar er utstyrt med ein kanal, og at dei er i stand til a
snappe luft i overflata. Resultatet i arbeidet som her ligg fere, viser at larvane har ein
forbindelse mellom fortarm og svemmeblare, men at det ikkje er tydeleg om denne kan
vere funksjonell og luft kan passere. Apoptotiske trekk far fylling, samt at det ikkje vart
observert lumen i heile kanalen kan tyde pa at ein funksjonell kanal manglar. Stilken kan
berre vere ein lukka cellestreng fra fordgyelseskanalen som distalt poser seg ut og danner
svemmebleara. Resultata i arbeidet som her ligg fere, kan tyde pa at torskelarvar er i stand
til indre gassekresjon pa det tidspunktet da fyllinga skjer. Torskelarvane vart ikkje
observert i kara ved prevetaking til dette arbeidet, og det er difor usikkert om dei i det heile
var i overflata for & snappe luft. Det er rapportert at torskelarvar i naturen i tida rundt farste
matopptak, for det meste er pa 10-20 meters djup gjennom heile dggeret. Den minste form
for omvelting i vatnet vil spreie larvar og egg gjennom heile vassgyla utan at dei har
kontrollert vertikalvandring (Ellertsen et al, 1984; Lough og Potter, 1993). Dette kan tyde
pa at dei ikkje snapper luft i naturen. Metodane nytta i arbeidet som her ligg fare gav ikkje
noko direkte svar pa korleis torsken initielt fyller svammeblara, men resultata kan likevel
tyde pa at stilken har ein mindre funksjon og at gassekrerande vev spelar ei sterre rolle ved

farste fylling.

56



Diskusjon

Utspilt lumen i stilken kan komme av overfylt svammeblaere

| den undersgkte perioden var det nokre individ som skilde seg fra resten ved at stilken
hadde eit utspilt lumen og debris. Stilkar hja desse individa var ikkje i same degenerative
stadie som individ utan utspilt lumen, og ved 15 dagar etter klekking var stilkar med utspilt
lumen framleis i kontakt med fortarmen. Det var ingen teikn til avsngring i den proksimale
regionen, og lite apoptotiske trekk. Det kan tenkast at eit overskot av gass i svemmeblera
vil kunne bli pressa ut i stilken, og fare til at den blir utspilt. Resultata i arbeidet som her
ligg fere indikerer at ein slik tilstand vil fare til at stilken ikkje degenerer som normalt, og
at det gjenspeiler overfylte svammeblarer. Det er usikkert kva dette vil ha a seie for vidare
utvikling ettersom forsgksperioden ikkje varte lenger enn til normalt utvikla individ hadde
degenerert stilk. Det har tidlegare vore foreslatt at overfylte svemmeblarer kan fare til
samantrykt notochord (Totland et al, 2004), men det vart ikkje observert nokon samanheng
mellom utspilt lumen i stilken og samantrykt notochord i arbeidet som her ligg fare.

Konklusjonar

e Svgmmeblara fyller seg farste gongen fra dag 5 - 6 etter klekking.

e Det er apoptose i stilken allereie ved ferste fylling, og etter 16 dagar er ikkje
svemmeblera lenger i kontakt med fordgyelseskanalen.

e Kiraniale, kubiske epitelceller i svemmeblera er truleg forgjengaren til
gasskjertelen.

e Innanl4 dagar etter klekking syner epitelet i svemmeblera teikn til hypertrofi,
noko som indikerer patologiske endringar og eit point of no return.

e Utspiling av stilken etter farste fylling kan vere teikn pa overfylt svammeblere.

e Resultata i dette arbeidet kan tolkast dit at stilken ikkje har ein funksjonell kanal i

fyllingsmekanismen, og at farste fylling skjer ved gassekresjon fra gasskjertelvev.
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Vidare arbeid

e Dersom stilken ikkje er funksjonell, treng ikkje larven tilgang til overflata. Eit
forsgk der grupper med og utan tilgang til overflata blir samanlikna vil kunne

bevise om stilken har ein funksjon ved farste fylling eller ikkje.

e Det er hja fleire artar beskrive at svgmmeblzra dilaterer (bli vaeskefylt) far den blir
gassfylt. Dette er ikkje undersgkt hja torskelarvar, og utgreiing av dette vil kunne

gje utvida forstaing av fyllingsmekanismen.

e Vidare undersgking av ultrastrukturen bade i stilk og gasskjertelvev vil kunne bidra

til a forsta fyllingsmekanismen betre.

e Arsaka til overfylte svammeblarer er ikkje funnen. Det er mogleg at ugunstige
miljgforhold forstyrrer fyllinga av svemmeblera. Det vil difor kunne vere
interessant & finne ut kva ulike miljgparametrar har 4 seie for fylling av

svemmeblera hja torsk.

e Ettersom det er apoptose i stilken gjennom heile den undersgkte perioden, kan det

vere interessant & kartlegge tidlegare stadier for a finne ut kva celletyper

stottecellene eigentleg er og finne ut nar apoptosen starter.
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Vedlegg; oppskrifter:

FIKSATIV
Fikseringsvaeske for teleostar:
= 300 ml PBS (fosfatbuffra sjgvatn) pH 7,2.
100 ml 0,2 M cacodylatbuffer pH 7,2.
= 50 ml 25 % glutaraldehyd .
= 50 ml 20 % formaldehyd fra paraformaldehyd.
= pH malt til 7,32.

= 8,0g NaCl.

= 0,29 KCI.

» 14,49 Na;HPO,4-2H,0.

= 2,39 NaH,POy,,

= Vert lgyst i 1000 ml destillert vatn.

= pH blei justert til 7,2 med eit pH-meter.
= Oppbevart i kjgleskap ved 4 °C.

0,2 M Cacodylatbuffer

= 42,89 C,HsAsSNaO,-3H,0 (Natrium — Dimethylarsinsdure — trihydrat).
= 9,6ml1,0MHCI.

= Vertso lgyst i 1000ml.

= Justert pH til 7,2.

= Oppbevart ved 4 °C.

25 % Glutaraldehyd
* Ferdig fra produsent.

20 % Formadlehyd

= Paraformaldehyd lgyst i dest. vatn og varma opp til 80 °C.
= Tilsetting av nokre drapar 1M NaOH til veaeska blir klar, avkjel og filtrer.
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Osmiumtetroksid (OsOy, 1 %0):
= 1 ampull (0,1 g) osmiumtetroksid OsO,4. (Merck mikroskopie KGaA, Tyskland)
= 10 ml PBS / cacodylatbuffer.

LYSMIKROSKOPI (metacrylatinnstayping)

Kulzer Histo-Technik (Herau Kulzer GmbH & Co, Tyskland)
Preinfiltrering

= Eindel 96 % etanol.

= Ein del Technovit 7100

= Desse to blir blanda saman og star til omrgring i 1-2 timar.
Infiltrering

= Ein pose herder.Bgr eg ha eit betre navn pa dette?

= 100ml Technovit 7100.

= Dette star og roterer i 12 timar.
Innstgyping

= 15 ml Technovit 7100.

= 1ml flytande herder.

= Dette vert blanda og fylt opp i former.

= Fiskane blir stgypt inn i formene, og dekt med knottar.

= Etter polymerisering, vert blokkene oppbevart lufttett.

FARGING

Toluidinbla: (Philpott,, 1966)
= 2,0 g borax (dinatriumtetraborat — decahydrat).
= Blir lgyst i 100ml dest.vatn.
= Tilsett 1,0 g toluidinbla (Merck Darmstadt , Tyskland).

Borax blir fullstenig lgyst i vatn far ein tilsett tuloidinblatt.

Lasinga blir filtrert far bruk og objektglasetglaset blir skylt med lunka vatn til
overskotsfargen er vekk. Snittet/glaset blir sa lufttarka.
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ELEKTRONMIKROSKOPI
Fluka Epon (Fluka Chemie AG, Sveits)
Stamlgysingar
Laysing A
= 62 ml Fluka Epon 821.
= 100ml DDSA.
Laysing B
= 100ml Fluka Epon 821.
= 89ml MNA.
Brukslgysing
= 2deler A
= 1delB
Loysinga vert blanda godt i magnetrarer, fyller sa sprayter med epon og oppbevarer det i

frysaren. Vert teken ut ein time far bruk.

KONTRASTFARGING

Uranylacetat farge: (Watson, 1958)
e 1g Uranylacetat.
e 50 ml aqg. dest.

Uranylacetat og lgysast i 50ml dest. vatn.
Grider vert lagt pa draper av fargelaysing pa voksplate i 60min under lokk.
Dei vert so skylt i dest. vatn og terka mot kant av filterpapir.

Blyhydroksyd farge: (Reynolds, 1963)
= 1,769 tri Na-citrat.
= 1,349 Pb(NOs), (blycitrat).
= 30ml dest. vatn. (nykokt og avkijglt)

Dette blir rista kraftig i 1 min., og dernest av og til i dei neste 60 min.
Ein tilsett so 8 ml nylaga NaOH og 12 ml nykokt, avkjglt dest. vatn.
Dernest legg ein gridane pa draper av denne lgysinga pa ei voksplate under lokk i ei CO,-

fri atmosfeaere i 10 min.
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