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Degeneration and death, by apoptosis and necrosis,

of the pavement and chloride cells

in the gills of the teleost Oreochromis mossambicus

S.E. VVcndclaar Bonga and C.J.M. van dcr Meij

L a b o r a t o r y  o f  A n i m a l  P h y s i o l o g y ,  F a c u l t y  o f  S c i e n c e ,  U n i v e r s i t y  o f  N i j m e g e n ,  N i j m e g e n ,  T h e  N e t h e r l a n d s

Summary. D e g e n e r a t i o n  a n d  d e a t h  o f  b r a n c h i a l  e p i t h e l i a l  

c e l l s  w e r e  s t u d i e d  in  a n  A f r i c a n  c i c h l i d  f ish .  In  b o t h  f r e s h 

w a t e r  a n d  s e a w a t e r  f i sh  t h e  s u p e r f i c i a l l y  l o c a t e d  p a v e m e n t  

c e l l s  a r e  s l o u g h e d  o f f  a t  t h e  e n d  o f  t h e i r  l i f e c y c le .  T h i s  

p r o c e s s  is p r e c e d e d  b y  d e g e n e r a t i o n  v ia  a  p r o c e s s  o f  c y t o 

p l a s m i c  s h r i n k a g e  a n d  c o n d e n s a t i o n  r e l a t e d  to  a p o p t o t i c  

( p h y s i o l o g i c a l l y  c o n t r o l l e d )  ce ll  d e a t h .  T h e  c h l o r i d e  c e l ls  

a r e  p l e o m o r p h i c ,  i .e . ,  a c c e s s o r y ,  m a t u r e ,  a n d  d e g e n e r a t i n g  

c e l ls .  D e g e n e r a t i o n  o f  c h l o r i d e  c e l l s  m a i n l y  o c c u r s  b y  a p o p 

to s i s .  D e g e n e r a t i n g  c e l l s  s h o w  s h r i n k a g e  a n d  d e n s i f i c a t i o n  

o f  c y t o p l a s m  a n d  n u c l e i ,  a n d  s w e l l i n g  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m ;  

t h e s e  c e l l s  a r e  t h e n  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  a m b i e n t  w a t e r  b y  

p a v e m e n t  c e l ls .  T h e y  a r e  f i n a l l y  p h a g o c y t o s e d  a n d  d i g e s t e d  

b y  m a c r o p h a g e s .  A p o p t o s i s  o f  c h l o r i d e  c e l ls ,  b u t  n o t  o f  

p a v e m e n t  c e l l s ,  is g r e a t l y  s t i m u l a t e d  w h e n  t h e  f ish  a r e  in 

s e a w a t e r ;  t h i s  r e f l e c t s  a n  i n c r e a s e  in  c e l l u l a r  t u r n o v e r  o f  

t h e  c h l o r i d e  c e l ls .  A c c i d e n t a l  ce ll  d e a t h  ( n e c r o s i s )  o f  p a v e 

m e n t  c e l l s  o r  c h l o r i d e  c e l l s  is r a r e l y  o b s e r v e d  in  fu l ly  

a d a p t e d  f r e s h w a t e r  a n d  s e a w a t e r  f ish .  I t s  i n c i d e n c e  i n 

c r e a s e s  in  t h e  f i r s t  f e w  d a y s  f o l l o w i n g  t r a n s f e r  o f  f ish  f r o m  

f r e s h  w a t e r  t o  s e a w a t e r .

Key words: A p o p t o s i s  -  N e c r o s i s  -  G i l l s  -  C h l o r i d e  c e l l s  

-  Oreochromis mossambicus ( T e l e o s t e i )

F i s h  g i l l s  a r e  o r g a n s  f o r  r e s p i r a t o r y  g a s  e x c h a n g e ,  o s m o r e 

g u l a t i o n ,  e x c r e t i o n  o f  n i t r o g e n o u s  w a s t e  p r o d u c t s ,  a n d  a c i d -  

b a s e  r e g u l a t i o n .  T h i s  m u l t i f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r  is r e i l e c t e d  

in t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m ,  w h i c h  c o n 

s i s t s  o f  a t  l e a s t  f o u r  ce ll  t y p e s :  p a v e m e n t  c e l ls ,  m u c u s  c e l ls ,  

c h l o r i d e  c e l l s  a n d  n e u r o e p i t h e l i a l  c e l l s  ( L a u r e n t  1 9 8 4 ) .  T h e  

e p i t h e l i u m  c o v e r i n g  t h e  b r a n c h i a l  f i l a m e n t s  a n d  t h e i r  p l a t e 

le t  o u t g r o w t h s ,  t h e  b r a n c h i a l  l a m e l l a e ,  is e x p o s e d  to  a  c o n 

t i n u o u s  H o w  o f  w a t e r  t h a t  m a y  c o n t a i n  p o t e n t i a l l y  h a r m f u l  

s u b s t a n c e s .  M a n y  w a t e r  p o l l u t a n t s  a r e  k n o w n  to  a f f e c t  

b r a n c h i a l  s t r u c t u r e  ( M a l l a t t  1 9 8 5 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  gill 

e p i t h e l i u m  h a s  a  h i g h  r a t e  o f  ce ll  r e n e w a l ,  w i t h  a  h a l f - l i f e  

t h a t  in  j u v e n i l e  s a l m o n i d s  v a r i e s  f r o m  16 d a y s  in  f r e s h  w a t e r  

t o  6 d a y s  in  s e a w a t e r  ( C o n t e  a n d  L in  1 9 6 7 ;  M a c K i n n o n  

a n d  E n e s c o  1 9 8 0 ;  C h r é t i e n  a n d  P i s a m  1 9 8 6 ;  Z e n k e r  e t  a l .  

1987 ) .

Send offprint requests to: D r .  S . E .  W e n d e l a a r  B o n g a ,  D e p a r t m e n t  

o f  A n i m a l  P h y s i o l o g y ,  F a c u l t y  o f  S c i e n c e ,  T o e r n o o i v e l d  2 5 ,  N L -  

6 5 2 5  E D  N i j m e g e n ,  T h e  N e t h e r l a n d s

C e l l  r e n e w a l  i m p l i e s  t h a t  ce ll  d e a t h  a n d  d e l e t i o n  o c c u r  

in  t h i s  t i s s u e .  I n  t h e  l a s t  f i f t e e n  y e a r s  it  h a s  b e c o m e  w e ll  

e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e r e  a r e  t w o  t y p e s  o f  cell  d e a t h :  n e c r o s i s  

a n d  a p o p t o s i s .  T h e y  c o r r e s p o n d  t o  ce ll  d e a t h  b y  e x t r i n s i c  

o r  i n t r i n s i c  f a c t o r s ,  r e s p e c t i v e l y  ( K e r r  e t  a l .  1 9 7 2 ;  W y l l i e  

e t  a l .  1 9 8 0 ) .  E x t r i n s i c  f a c t o r s  i n c l u d e  m e c h a n i c a l  i n j u r y ,  t h e  

a c t i o n s  o f  i n f e c t i o u s  o r g a n i s m s ,  o r  t o x i c  s u b s t a n c e s .  N e c r o 

s is  is s t r u c t u r a l l y  c h a r a c t e r i s e d  b y  s w e l l i n g  o f  c e l l s  a n d  c e l l u 

l a r  c o m p a r t m e n t s ,  f o l l o w e d  b y  d i s r u p t i o n .  I n t r i n s i c  f a c t o r s  

a r e  le s s  w e ll  d e f i n e d  t h a n  e x t r i n s i c  f a c t o r s .  In  c o n t r a s t  t o  

t h e  l a t t e r ,  t h e y  a r e  p h y s i o l o g i c a l  in  n a t u r e  a n d  i n c l u d e  h o r 

m o n e s ,  o t h e r  h u m o r a l  s u b s t a n c e s  a n d  t i s s u e  f a c t o r s .  I n t r i n 

s ic  ce ll  d e a t h  o r  a p o p t o s i s  h a s  b e c o m e  r e c o g n i s e d  a s  a  p h y s i 

o l o g i c a l  m e c h a n i s m  t h a t  is p a r t  o f  t h e  g e n e t i c  p r o g r a m  c o n 

t r o l l i n g  t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  ce ll  d i v i s i o n ,  d i f f e r e n t i a t i o n  

a n d  d e l e t i o n  in  m a n y  e p i t h e l i a  a n d  o t h e r  t i s s u e s  ( W y l l i e  

1981 ; B o w e n  19 8 1 ) .  E x t r i n s i c  f a c t o r s  m a y  i n d u c e  a p o p t o s i s  

i n d i r e c t l y ,  e .g .  v ia  t h e  a c t i o n  o f  h o r m o n e s .  A p o p t o t i c  c e l l s  

s h o w  a  c h a r a c t e r i s t i c  s e q u e n c e  o f  c e l l u l a r  s h r i n k a g e  a n d  

i n c r e a s i n g  o s m i o p h i l i a  o f  t h e  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s ,  e n d i n g  

in  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  e a c h  ce ll  i n t o  o n e  o r  m o r e  c o m p a c t  

a p o p t o t i c  b o d i e s  t h a t  a r e  p h a g o c y t o s e d  b y  a d j a c e n t  e p i t h e 

l ia l  c e l l s  o r  b y  m a c r o p h a g e s  ( K e r r  e t  a l .  1 9 7 2 ;  W y l l i e  e t  a l .  

1980) .

T h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  

in  m a n y  f ish  s p e c i e s ,  a n d  in  f i s h  f r o m  w a t e r  o f  d i f f e r e n t  

o s m o l a r i t y  a n d  i o n i c  c o m p o s i t i o n  o r  w a t e r  c o n t a i n i n g  v a r 

i o u s  k i n d s  o f  p o l l u t a n t s  ( L a u r e n t  1 9 8 4 ;  M c D o n a l d  1 9 8 3 ) .  

W i t h  r e s p e c t  t o  ce l l  d e a t h ,  o n l y  t h e  e f f e c t s  o f  e x t r i n s i c  f a c 

t o r s  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  t o  d a t e .  T h e r e  is in  p a r t i c u l a r  

a n  e x t e n s i v e  l i t e r a t u r e  o n  t h e  h i s t o p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  

p o l l u t a n t s  o n  f ish  g i l l s  ( M a l l a t t  1 9 8 5 ) .  I n t r i n s i c  ce ll  d e a t h  

in  f i sh  g i l ls  h a s  r e c e i v e d  l i t t l e  a t t e n t i o n ,  a n d  n o  s p e c i f i c  

r e f e r e n c e  t o  a p o p t o s i s  is k n o w n  t o  u s .  H o w e v e r ,  k n o w l e d g e  

n o t  o n l y  o f  ce ll  d i v i s i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n ,  b u t  a l s o  o f  

c e l l u l a r  a g e i n g  a n d  d e l e t i o n  is a  p r e r e q u i s i t e  f o r  t h e  u n d e r 

s t a n d i n g  o f  t h e  c e l l u l a r  d y n a m i c s  a n d  t h e  h i s t o p a t h o l o g y  

o f  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m .  T h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  

in  p a r t i c u l a r  t h e  c h l o r i d e  c e l l s ,  a r e  p l e o m o r p h i c  in  u l t r a 

s t r u c t u r e .  T h e  s t a t u s  o f  t h e  a c c e s s o r y  c h l o r i d e  c e l l s ,  w h i c h  

h a v e  b e e n  c o n s i d e r e d  t o  b e  d e v e l o p i n g  o r  d e g e n e r a t i n g  c h l o 

r i d e  c e l l s  ( C o l e m a n  e t  a l .  1 9 7 7 ;  S a r d e t  e t  a l .  1 9 7 9 ;  H o o t m a n  

a n d  P h i l p o t t  1 9 8 0 )  o r  t o  b e  a  f u n c t i o n a l l y  s p e c i f i c  t y p e  

o f  ce ll  ( D u n e l  a n d  L a u r e n t  1 9 8 0 ;  C h r é t i e n  a n d  P i s a m  1 9 8 6 ) ,  

is s t i l l  d e b a t a b l e .

In  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  o f  t h e  

A f r i c a n  c i c h l i d  t e l e o s t  Oreochromis mossambicus ( f o r m e r l y



c a l l e d  Sarotherodon mossambicus a n d  Tilapia mossambica) 

is d e s c r i b e d .  T h i s  is a  e u r o h a l i n e  s p e c i e s  f o u n d  in  f r e s h  

w a t e r  a n d  in  s e a w a t e r ,  in  c o a s t a l  a r e a s .  C h l o r i d e  ce ll  f u n c 

t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  in t h i s  s p e c i e s  ( F o s k e t t  

e t  a l .  1983 ) .  D e g e n e r a t i o n ,  d e a t h ,  a n d  d e l e t i o n  o f  p a v e m e n t  

c e l l s  a n d  c h l o r i d e  c e l l s  w e r e  s t u d i e d  in  f r e s h w a t e r  f i sh  a n d  

in  f i sh  t r a n s f e r r e d  f r o m  f r e s h w a t e r  to  s e a w a t e r .  U s i n g  t h e  

l a t t e r  g r o u p ,  it w a s  p o s s i b l e  n o t  o n l y  to  e x a m i n e  t h e  s t r u c 

t u r a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  s e a w a t e r  t r a n s f e r ,  b u t  a l s o  

t o  a n a l y s e  ce ll  d e g e n e r a t i o n  a n d  d e a t h  u n d e r  c o n d i t i o n s  

o f  a c c e l e r a t e d  ce l l  r e n e w a l .

o f  t h e  f i l a m e n t  e p i t h e l i u m ,  

a n d  t r a i l i n g  e d g e s  o f  t h e  

t h e  l a m e l l a e .

T h e y  a l s o  o c c u r  o n  t h e  l e a d i n g  

f i l a m e n t s ,  a n d  o c c a s i o n a l l y  o n

M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s

S e x u a l l y  m a t u r e  m a l e  a n d  f e m a l e  t i l a p i a  Oreochromis mos

sambicus o f  8- 20 g  b o d y  w e i g h t  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  l a b o r a 

t o r y  s t o c k .  T h e y  w e r e  k e p t  in  100 1 a q u a r i a  c o n t a i n i n g  t a p  

w a t e r ,  a t  2 5 °  C  w i t h  a d a i l y  12 h  p h o t o p e r i o d .  T h e  w a t e r  

w a s  c o n t i n u o u s l y  c i r c u l a t e d  t h r o u g h  c h a r c o a l  f i l t e r s  a n d  

p a r t i a l l y  r e f r e s h e d  w h e n  n e c e s s a r y  to  k e e p  n i t r o g e n o u s  

w a s t e  a l  l o w  le v e ls .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  m a i n  i o n s  

( in  m M )  w e r e :  N a ~ ,  5 .0 ;  K  + , 0 . 0 6 ;  C a 2 *, 0 . 8 ;  M g 2 + , 0 . 2 ;  

C l " ,  4 . 2 ;  S O 4 - ,  0 . 5 ;  p H  7 .6 .

F r e s h w a t e r  f ish  w e r e  t r a n s f e r r e d  to  h a l f - s t r e n g t h  ( o n e  

d a y )  a n d  s u b s e q u e n t l y  t o  f u l l - s t r e n g t h  s e a w a t e r  p r e p a r e d  

f r o m  W i m e x  a r t i f i c i a l  s e a s a l t .  C o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  m a i n  

i o n s  ( in  m M )  o f  fu ll  s t r e n g t h  s e a w a t e r  w e r e :  N a  ' ,  4 6 8 ;  

K  + , 9 . 7 ;  C a 2 + , 10.2 ; M g 2 + , 5 6 ;  C l “ , 5 5 5 ;  S O 56;  

H C O ^ , 2 .3 .  T h e  f i sh  w e r e  k i l l e d  a f t e r  a  s t a y  o f  3, 5 o r  

28  d a y s  in  f u l l - s t r e n g t h  s e a w a t e r .

F o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t h e  gill f i l a m e n t s  w e r e  p r e f i x e d  

in  c a c o d y l a t e - b u f f e r e d  3 %  g l u t a r a l d e h y d e  (0.1 M ,  p H  7 .4 )  

f o r  15 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e y  w e r e  f ix e d  in  a  s i m i 

l a r l y  b u f f e r e d  m i x t u r e  ( 1: 1: 1) o f  2%  o s m i u m  t e t r o x i d e ,  

3 %  g l u t a r a l d e h y d e  a n d  5 %  p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e ,  f o r  1 h  

a t  0 °  C ,  b l o c k - s t a i n e d  f o r  1 h in  1%  u r a n y l  a c e t a t e ,  a n d  

e m b e d d e d  in  S p u r r ’s r e s in .  S e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  l e a d  

c i t r a t e  a n d  e x a m i n e d  in  a  P h i l i p s  301 o r  J e o l  e l e c t r o n  m i c r o 

s c o p e .

R e s u l t s

T h e  a r c h i t e c t u r e  o f  t h e  b r a n c h i a l  f i l a m e n t s  a n d  l a m e l l a e  

o f  O. mossambicus is s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  o t h e r  

t e l e o s t  s p e c i e s  ( s e e  r e v i e w s  b y  L a u r e n t  a n d  D u n e l  1 9 8 0 ;  

L a u r e n t  1 9 8 4 ) .  B r ie f ly ,  t h e  f i l a m e n t s  c o n t a i n  a f f e r e n t  a n d  

e f f e r e n t  a r t e r i e s  t h a t  a r e  in  c o n n e c t i o n  w i t h  a  v e n o u s  b l o o d  

s p a c e  a n d  t h a t  o p e n  i n t o  t h e  v a s c u l a r  s p a c e s  o f  t h e  l a m e l l a e  

v ia  a f f e r e n t  a n d  e f f e r e n t  a r t e r i o l e s .  T h e  f i l a m e n t s  a r e  c o v 

e r e d  b y  a  m u l t i l a y e r e d  e p i t h e l i u m  o f  s p e c i a l i z e d  a n d  u n d i f 

f e r e n t i a t e d  c e l ls .  T h e  l a t t e r  a r e  l o c a t e d  in  t h e  b a s a l  l a y e r s  

o f  t h e  e p i t h e l i u m ,  a n d  g iv e  r i s e  t o  p a v e m e n t  c e l ls ,  c h l o r i d e  

c e l l s  a n d  m u c o c y t e s .  T h e  p a v e m e n t  c e l l s  c o n t a i n  a  n e t w o r k  

o f  m i c r o f i l a m e n t s  a n d  a r e  i n t e r c o n n e c t e d  b y  d e s m o s o m e s  

a n d  t i g h t  j u n c t i o n s .  T h i s  s y s t e m  is p r o m i n e n t  in  t h e  c e l ls  

c o v e r i n g  t h e  l e a d i n g  a n d  t r a i l i n g  e d g e s  o f  t h e  f i l a m e n t s .  

T h e  a p i c a l  m e m b r a n e  is f o l d e d  i n t o  m i c r o r i d g e s  ( F i g s .  1, 

2). I n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  a r e  o f t e n  p r e s e n t  b e t w e e n  t h e  m o r e  

b a s a l l y  l o c a t e d  c e l l s ;  t h e s e  s p a c e s  m a y  c o n t a i n  a n  o c c a s i o n 

a l  l e u c o c y t e  o r  m a c r o p h a g e  ( F i g .  9).

T h e  l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  m a i n l y  c o n s i s t s  o f  t w o  l a y e r s  

o f  p a v e m e n t  c e l l s  a n d ,  in  t h e  b a s a l  l a y e r ,  u n d i f f e r e n t i a t e d  

c e l ls .  T h e  t w o  l a y e r s  a r e  p a r t i a l l y  s e p a r a t e d  b y  i n t e r c e l l u l a r  

s p a c e s .  C h l o r i d e  c e l l s  a r e  c o m m o n  in  t h e  i n t e r l a m e l l a r  p a r t s

Freshwater fish

T h e  p a v e m e n t  c e l l s  o f  t h e  f i l a m e n t  a n d  l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  

a r e  w e ll  d e v e l o p e d  a n d  p l e o m o r p h i c .  T h e y  a l l  c o n t a i n  a 

n e t w o r k  o f  m i c r o f i l a m e n t s  w i t h  a  d i a m e t e r  o f  a b o u t  20 11m ,  

a  few  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  a  s i n g l e  G o l g i  a r e a  o r  l y s o s o m e  

( F i g .  3). S e v e r a l  c e l l s  s h o w  s i g n s  o f  d e g e n e r a t i o n .  R a r e l y ,  

a  ce ll  d i s p l a y s  s w e l l i n g  o f  t h e  c y t o p l a s m ,  m i t o c h o n d r i a  a n d  

n u c l e u s ;  t h i s  m a y  b e  a c c o m p a n i e d  b y  m e m b r a n e  f r a g m e n t a 

t i o n .  a n d  is i n t e r p r e t e d  a s  n e c r o s i s .  M o r e  f r e q u e n t l y ,  c e l ls  

w i t h  s i g n s  o f  a p o p t o s i s  a r e  o b s e r v e d ,  i.e. c e l l u l a r  s h r i n k a g e ,  

c o n d e n s a t i o n  o f  m o s t  c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s  i n c l u d i n g  c y t o 

p l a s m  a n d  n u c l e u s ,  a n d  c o n d e n s a t i o n  o f  n u c l e a r  c h r o m a t i n  

( F i g s .  3 . 4 ) .  S u c h  c e l l s  e v e n t u a l l y  lo s e  d e s m o s o m a l  c o n t a c t s  

w i t h  a d j a c e n t  c e l ls ,  a n d  m a y  d i s a p p e a r  i n t o  t h e  w a t e r .

T h e  c h l o r i d e  c e l l s  o n  t h e  f i l a m e n t s  o c c u r  a s  i s o l a t e d  

c e l l s  o r ,  le ss  f r e q u e n t l y ,  in  g r o u p s  o f  t w o  o r  t h r e e  b e t w e e n  

t h e  p a v e m e n t  c e l l s  ( F i g s .  5, 6). In  t h e  l a m e l l a r  e p i t h e l i u m ,  

a n  o c c a s i o n a l  i s o l a t e d  c h l o r i d e  ce ll  m a y  b e  f o u n d ,  m a i n l y  

a t  t h e  b a s e  o f  t h e  l a m e l l a e .  T h e  m o s t  c o m m o n  f o r m  c o n 

t a i n s  a n  e x t e n s i v e  n e t w o r k  o f  s m o o t h  a n a s t o m o s i n g  t u 

b u l e s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  n u m e r o u s  m i t o c h o n d r i a ,  s o m e  

s t r a n d s  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  a  G o l g i  a r e a ,  

a n d  a  fe w  s m a l l  c l e a r  v e s i c l e s  in  t h e  a p i c a l  r e g i o n  o f  t h e  

ce ll  t h a t  is in  c o n t a c t  w i t h  t h e  a m b i e n t  w a t e r .  T h e  a p i c a l  

ce ll  m e m b r a n e  is f o l d e d  i n t o  s m a l l  p r o j e c t i o n s  a n d  m a y  

b e  s l i g h t l y  c o n c a v e  o r  f o r m  a n  a p i c a l  c a v i t y  ( F i g .  5). T h i s  

t y p e  is c o n s i d e r e d  a  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l l .  S e v e r a l  m a t u r e  

c h l o r i d e  c e l l s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a  c r e s c e n t - s h a p e d  cell  h a v 

i n g  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a n  a c c e s s o r y  ce ll  ( H o o t m a n  a n d  

P h i l p o t t  1 9 8 0 ;  L a u r e n t  1 9 8 4 ) ,  b e i n g  s m a l l  a n d  e l e c t r o n  

d e n s e ,  w i t h  m a n y  s m a l l  m i t o c h o n d r i a .  In  c o m p a r i s o n  w i t h  

m a t u r e  c h l o r i d e  c e l l s ,  t h e s e  c r e s c e n t - s h a p e d  c e l l s  h a v e  a  le ss

Figs. 1-6. E p i t h e l i u m  o f  t h e  b r a n c h i a l  f i l a m e n t s  o f  f r e s h w a t e r  f i s h ;  

F i g s .  1 - 3 :  t r a i l i n g  e d g e :  F i g s .  4 - 6 :  i n t e r l a m e l l a r  r e g i o n

Fig. 1. P a v e m e n t  c c l l s ;  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  u p p e r  c e l l  l a y e r  is  f o l d e d  

i n t o  m i c r o r i d g e s ,  x  7 2 0 0

Fig. 2. T i g h t  j u n c t i o n  ( / / )  a n d  d e s m o s o m e s  {d) b e t w e e n  t w o  p a v e 

m e n t  c e l l s  l o c a t e d  a l  t h e  e p i t h e l i a l  s u r f a c e ;  arrow  m i c r o f i l a m e n t s ,  

x  3 2 0 0 0

Fig. 3. P a v e m e n t  c e l l  a t  t h e  e p i t h e l i a l  s u r f a c e  s h o w i n g  t h e  c y t o p l a s 

m i c  a n d  n u c l e a r  c o n d e n s a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a p o p t o s i s .  x  8 0 0 0

Fig. 4. E l e c t r o n - d e n s e  r e m n a n t s  o f  p a v e m e n t  c e l l s  a t  t h e  e p i t h e l i a l  

s u r f a c e  (arrow), p r o b a b l y  r e p r e s e n t i n g  f i n a l  s t a g e  o f  a p o p t o s i s ;  cc 

c h l o r i d e  c e l l  s h o w i n g  d i s t e n s i o n  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  t y p i c a l  f o r  

t h e  s t a r t  o f  a p o p t o s i s .  x  1 0 0 0 0

Fig. 5. M a t u r e  c h l o r i d e  c e l l  a c c o m p a n i e d  b y  a  s m a l l  a c c e s s o r y  

c e l l  (ac): t h e  m a t u r e  c h l o r i d e  c e l l  s h o w s  a n  a p i c a l  c a v i t y  w i t h  v i l l o u s  

c y t o p l a s m i c  p r o j e c t i o n s ;  arrows t i g h t  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c h l o r i d e  

c e l l  a n d  p a v e m e n t  c e l l s ,  x  1 0 0 0 0

Fig. 6. G r o u p  o f  t h r e e  c h l o r i d e  c e l l s ;  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  c e l l s  a r c  

m a t u r e  c h l o r i d e  c e l l s :  t h e  s l e n d e r  c e l l  in  t h e  m i d d l e  s h o w s  c e l l  

s h r i n k a g e ,  c y t o p l a s m i c  c o n d e n s a t i o n ,  a n d  d i s t e n s i o n  o f  t h e  t u b u l a r  

s y s t e m  t y p i c a l  f o r  a p o p t o s i s .  x  1 2 0 0 0
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e x t e n s i v e  t u b u l a r  s y s t e m  a n d  a  m o r e  d e v e l o p e d  g r a n u l a r  

e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( F i g .  5). C h l o r i d e  c e l l s  a n d  a c c e s s o r y  

c e l l s  a r c  i n t e r c o n n e c t e d  b y  d e s m o s o m e s  a n d ,  w h e n  t h e  a p e x  

o f  t h e  a c c e s s o r y  c e l l s  p e n e t r a t e s  t o w a r d s  t h e  a p i c a l  c a v i t y ,  

b y  t i g h t  j u n c t i o n s .  D e s m o s o m e s  b e t w e e n  c h l o r i d e  c e l l s  a n d  

p a v e m e n t  c e l l s  a r e  a l s o  f o u n d .

O c c a s i o n a l l y ,  c h l o r i d e  c e l l s  a r e  p r e s e n t  t h a t  s h o w  s ig n s  

o f  d e g e n e r a t i o n .  M o s t  o f  t h e s e  c e l l s  a r e  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  

t h e  m a t u r e  c e l l s  b y  a  h i g h e r  e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  t h e  c y t o 

p l a s m  a n d  a  v a r i a b l e  s h r i n k a g e  o f  t h e  ce ll  v o l u m e .  W e  i n t e r 

p r e t  t h e s e  c e l l s  a s  r e p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  p h a s e s  o f  a p o p t o s i s .  

In  c e l l s  w i t h  o n l y  a  s l i g h t  d e g r e e  o f  c y t o p l a s m i c  c o n d e n s a 

t i o n ,  t h e  l u m e n  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  is d i s t e n d e d  a n d  a p i c a l  

s p e c i a l i z a t i o n s  d i s a p p e a r  ( F i g s .  4 ,  6, 8). In  o t h e r  c e l l s ,  t h e s e  

p h e n o m e n a  a r e  m o r e  p r o n o u n c e d  a n d ,  in a d d i t i o n ,  t h e  m i 

t o c h o n d r i a  b e c o m e  m o r e  e l e c t r o n  d e n s e ,  w h e r e a s  t h e  n u c l e 

a r  e n v e l o p e  s h o w s  i n d e n t a t i o n s  a n d  t h e  c h r o m a t i n  c o n 

d e n s e s .  S u c h  c c l l s  a r e  g l o b u l a r  a n d  a r e  u s u a l l y  s e p a r a t e d  

f r o m  t h e  a m b i e n t  w a t e r  b y  c y t o p l a s m i c  e x t e n s i o n s  o f  p a v e 

m e n t  c e l l s  ( F i g .  7). C e l l s  t h a t  a r e  e v e n  m o r e  d e n s e  f o r m  

a  c o m p a c t  m a s s  o f  d i s t e n d e d  t u b u l e s ,  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  

c o n t a i n  a  s m a l l  m u l t i l o b u l a r  a n d  h e t e r o c h r o m a t i c  n u c l e u s ,  

s i m i l a r  in  a p p e a r a n c e  to  t h e  a p o p t o t i c  b o d i e s  d e s c r i b e d  in 

o t h e r  t i s s u e s  ( W y l l i e  e t  a l .  1 9 8 0 ;  S c h o o t s  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  T h e s e  

b o d i e s  a r e  u s u a l l y  f o u n d  in  t h e  c y t o p l a s m  o f  c e l ls  t h a t  a r e  

t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a s  m a c r o p h a g e s  b e c a u s e  o f  t h e  e le c -  

t r o n - t r a n s p a r e n c y  o f  t h e i r  c y t o p l a s m  a n d  t h e  o c c a s i o n a l  

p r e s e n c e  o f  l y s o s o m e s .  T h e s e  c e l l s  l a c k  t h e  n e t w o r k  o f  f i l a 

m e n t s  a n d  t h e  d e s m o s o m e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  p a v e m e n t  

c e l l s ,  a n d  a p p a r e n t l y  r e m o v e  t h e  a p o p t o t i c  b o d i e s  b y  l y s o s o 

m a l  d i g e s t i o n  ( F i g s .  9 ,  10).

Seawater fish

A f t e r  t r a n s f e r  t o  s e a w a t e r ,  m o s t  a r e a s  o f  t h e  f i l a m e n t  e p i 

t h e l i u m  r e m a i n  s t r u c t u r a l l y  i n t a c t ,  b u t  in  s o m e  a r e a s  s u b 

s t a n t i a l  n e c r o t i c  d a m a g e  to  t h e  s u p e r f i c i a l l y  l o c a t e d  p a v e -

Figs. 7 -12 .  B r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  o f  f r e s h w a t e r  f i s h  (Figs. 7 -10 )  a n d  

o f  f i s h  e x p o s e d  f o r  3 d a y s  t o  s e a w a t e r  (Figs. 11-12)

Fig. 7. A p o p t o t i c  c h l o r i d e  c e l l  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  a m b i e n t  w a t e r  

b y  p a v e m e n t  c e l l s ;  t h e  n u c l e u s  is e l e c t r o n - d e n s e  a n d  i n d e n t e d ;  t h e  

t u b u l a r  s y s t e m  is d i s t e n d e d ;  d d e s m o s o m e  b e t w e e n  p a v e m e n t  c e l l s ;  

t r a i l i n g  e d g e  o f  f i l a m e n t ,  x  11 0 0 0

Fig. 8. I n t e r l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  o f  s e a w a t e r  f i s h ; c y t o p l a s m  o f  c h l o 

r i d e  c e l l  s h o w i n g  d i s t e n s i o n  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  a n d  c o n d e n s a t i o n  

o f  t h e  c y t o p l a s m ,  t y p i c a l  f o r  t h e  f i r s t  s t a g e  o f  a p o p t o s i s .  x  3 6 0 0 0

Fig. 9. I n t e r l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  s h o w i n g  a  m a c r o p h a g e  (m) s u r 

r o u n d e d  b y  p a v e m e n t  c e l l s ;  t h e  m a c r o p h a g e  c o n t a i n s  a  l a r g e  l y s o -  

s o m e - l i k e  b o d y  c o n t a i n i n g  r e m n a n t s  p r o b a b l y  r e p r e s e n t i n g  a p o p 

t o t i c  b o d i e s  o f  c h l o r i d e  c e l l s ,  x  11 0 0 0

Fig. 10. I n t e r l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  o f  s e a w a t e r  f i s h ;  p a r t  o f  a  m a c r o 

p h a g e  s h o w i n g  l y s o s o m e - l i k e  b o d i e s  c o n t a i n i n g  r e m n a n t s  o f  a n  

a p o p t o t i c  c h l o r i d e  c e l l  (double arrow) a n d  a  s e e m i n g l y  i n t a c t  t u b u 

l a r  s y s t e m  (single arrow), x  2 3 0 0 0

Fig. 1 1 . T r a i l i n g  e d g e  o f  s e a w a t e r  f i s h ;  p a v e m e n t  c e l l  s h o w i n g  n e 

c r o t i c  d e g e n e r a t i o n ,  x  9 2 0 0

Fig. 12. N e c r o t i c  c h l o r i d e  c e l l  in  t h e  i n t e r l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  o f  

a  s e a w a t e r  f i s h ,  x  9 6 0 0

m e n t  cell  l a y e r s  is n o t i c e a b l e  in  t h e  f i r s t  d a y s  f o l l o w i n g  

t r a n s f e r .  M i t o c h o n d r i a  a r e  s w o l l e n  a n d  t h e i r  m a t r i x  is e l e c 

t r o n  t r a n s p a r e n t .  T h e  m a t r i x  o f  t h e  n u c l e i  a l s o  b e c o m e s  

t r a n s p a r e n t ,  w i t h  e l e c t r o n - d e n s e  a c c u m u l a t i o n s  o f  c h r o m a 

t in  c o n c e n t r a t e d  a t  t h e  p e r i p h e r y  ( F ig .  11). In  m o r e  p r o g r e s 

s iv e  s t a g e s  o f  n e c r o s i s ,  t h e  cell  b o u n d a r y  m a y  r u p t u r e  a n d  

t h e  c y t o p l a s m i c  a r c h i t e c t u r e  is d e s t r o y e d .  T h e s e  p h e n o m e n a  

a r e  r a r e l y  f o u n d  in  f i s h  e x a m i n e d  f o u r  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r .  

In  t h e s e  f i s h ,  t h e  p a v e m e n t  c e l l s  a r e  m o r e  f l a t t e n e d  t h a n  

in  f r e s h w a t e r  f i s h ,  in  p a r t i c u l a r  in  t h e  e p i t h e l i u m  c o v e r i n g  

t h e  e d g e s  o f  t h e  f i l a m e n t s .  T h e  f r e q u e n c y  o f  p a v e m e n t  ce ll  

a p o p t o s i s  is n o t  n o t i c e a b l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  f r e s h w a t e r  

f ish .

T h r e e  a n d  f iv e  d a y s  a f t e r  t r a n s f e r  t o  s e a w a t e r ,  t h e  c h l o 

r i d e  c e l l s  a r e  m o r e  f r e q u e n t  t h a n  in  f r e s h w a t e r  f ish .  T h e y  

u s u a l l y  o c c u r  in  g r o u p s  o f  t w o  t o  f o u r  c e l l s ,  i.e. a s  a c c e s s o r y  

c e l l s ,  m a t u r e  c h l o r i d e  c e l l s  a n d  d e g e n e r a t i n g  c h l o r i d e  ce l ls .  

T h e  a c c e s s o r y  c e l l s  i n c r e a s e  in  s iz e  a n d  n u m b e r  a f t e r  

t r a n s f e r .  A s  in  f r e s h  w a t e r ,  t h e y  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  

e x t e n s i v e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  a n  u n d e r d e v e l o p e d  t u 

b u l a r  s y s t e m  ( F i g s .  13, 16). S o m e  o f  t h e s e  c e l l s  s e e m  s t r u c 

t u r a l l y  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  a c c e s s o r y  c e l l s  a n d  m a t u r e  

c h l o r i d e  c e l l s  ( F i g .  16). C y t o p l a s m i c  a r m s  o f  a c c e s s o r y  c e l l s  

t h a t  i n t e r d i g i t a t e  w i t h  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e s  o f  m a t u r e  c h l o 

r i d e  c e l ls ,  a s  d e s c r i b e d  in  o t h e r  s e a w a t e r - a d a p t e d  f ish  ( L a u r 

e n t  1 9 8 5 ) ,  a r e  a b s e n t  in  O. mossambicus ( F i g .  13). T h e  m a 

t u r e  c h l o r i d e  c e l l s  h a v e  t h e  s a m e  s t r u c t u r e  a s  t h o s e  in  f r e s h 

w a t e r  f i sh ,  a l t h o u g h  t h e  a p i c a l  c a v i t i e s  m a y  b e  l a r g e r ,  t h e  

t u b u l a r  s y s t e m  m o r e  i n t e n s e l y  a n a s t o m i s i n g  a n d  t h e  a p i c a l  

v e s ic le s  m o r e  n u m e r o u s  a f t e r  t r a n s f e r  t o  s e a w a t e r .  T h e s e  

c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  a l s o  t y p i c a l  f o r  t h e  c h l o r i d e  c e l l s  o f  f ish  

e x a m i n e d  f o u r  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r .

D e g e n e r a t i n g  c e l l s  a r e  c o m m o n .  T h r e e  d a y s  a f t e r  

t r a n s f e r ,  s o m e  c h l o r i d e  c e l l s  e x h i b i t  s i g n s  o f  n e c r o s i s ,  i .e .  

e l e c t r o n  t r a n s p a r e n t  c y t o p l a s m ,  s w o l l e n  m i t o c h o n d r i a  ( o f 

t e n  w i t h  f r a g m e n t e d  c r i s t a e ) ,  e l e c t r o n - t r a n s p a r e n t  n u c l e i  

w i t h  d e n s e  p a t c h e s  o f  c h r o m a t i n ,  a n d  o c c a s i o n a l l y  d i s 

r u p t e d  n u c l e a r  a n d  c e l l u l a r  m e m b r a n e s  ( F i g .  12). N e c r o t i c  

c h l o r i d e  c e l l s  a r e  r a r e l y  o b s e r v e d  t h r e e  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r .  

A p o p t o t i c  c h l o r i d e  c e l l s  a r e  v e r y  c o m m o n  a f t e r  t h r e e  d a y s  

in  s e a w a t e r  ( F i g s .  14, 15). A  c o n s e r v a t i v e  e s t i m a t e ,  b a s e d  

o n  t h e  a n a l y s i s  o f  h u n d r e d s  o f  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s ,  p o i n t s  

t o  a  f o u r - t o  f i v e - f o l d  i n c r e a s e  in  t h e  n u m b e r  o f  t h e s e  c e l l s  

w h e n  c o m p a r e d  w i t h  f r e s h w a t e r  f i s h .  T h e  f r e q u e n c y  o f  t h e s e  

c e l l s  is s t i l l  h i g h  t h r e e  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r .  T h i s  is t r u e  

f o r  a l l  s t a g e s  o f  a p o p t o s i s .  A s  in  f r e s h w a t e r  f i s h ,  w e  i n t e r 

p r e t  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  a n d  d i s t e n s i o n  o f  t h e  

t u b u l a r  s y s t e m  ( F i g .  13) a s  t h e  f i r s t  s t a g e  o f  t h i s  p r o c e s s .  

T h e  n u c l e i  b e c o m e  m o r e  e l e c t r o n - d e n s e ,  t h e  ce l l  b o d i e s  m a y  

b e c o m e  c o n c a v e  a n d  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  a r o u n d  t h e s e  

c e l l s  m a y  e n l a r g e ,  p r o b a b l y  a s  a  r e s u l t  o f  c e l l u l a r  s h r i n k a g e  

( F i g .  14). F i n a l l y ,  t h e  c e l l s  m a y  b e c o m e  g l o b u l a r  ( F i g .  1 5 )  

a n d  e n g u l f e d  b y  m a c r o p h a g e s .  M a c r o p h a g e s  c o n t a i n i n g  

l a r g e  l y s o s o m a l  b o d i e s  t h a t  a r e  r e c o g n i s a b l e  a s  a p o p t o t i c  

r e m n a n t s  o f  c h l o r i d e  c e l l s  a r e  m o r e  c o m m o n  t h a n  in  f r e s h 

w a t e r  f i sh ,  in  p a r t i c u l a r  d u r i n e  t h e  f i r s t  d a y s  a f t e r  t r a n s f e r  

( F i g .  16).

Discussion

Differentiation and degeneration

O u r  r e s u l t s  s h o w  t h a t  d e g e n e r a t i o n  a n d  d e a t h  o f  t h e  e p i t h e 

l ia l  c e l l s  o f  f i l a m e n t s  a n d  l a m e l l a e  m a i n l y  o c c u r  v ia  a p o p t o -
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s is ,  in  f r e s h w a t e r -  a n d  s e a w a t e r - a d a p t e d  f i s h e s .  T h i s  i n d i 

c a t e s  t h a t  ce ll  d e a t h  in  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  is m o s t l y  

p h y s i o l o g i c a l l y  c o n t r o l l e d ,  a n d  o n l y  i n d i r e c t l y  i n f l u e n c e d  

b y  e x t e r n a l  f a c t o r s  ( W y l l i e  e t  a l .  1 9 8 0 ;  B o w e n  1981) .  A c c i 

d e n t a l  cell  d e a t h ,  s t r u c t u r a l l y  r e f l e c t e d  b y  n e c r o s i s ,  is m a i n l y  

o b s e r v e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  a b r u p t  f r e s h w a t e r  t o  s e a w a t e r  

t r a n s f e r ,  b u t  r a r e l y  in  fu l ly  a d a p t e d  f r e s h w a t e r  o r  s e a w a t e r  

O. mosscunbicus.

C e l l  d e g e n e r a t i o n  h a s  o f t e n  b e e n  o b s e r v e d  in  b r a n c h i a l  

e p i t h e l i a  a l t h o u g h  t h e  d e s c r i p t i o n s  a r e  o f t e n  i n c o m p l e t e .  

W i t h  r e s p e c t  t o  f ish  g i l ls ,  n e c r o s i s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  in 

s e v e r a l  s t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t s  o f  w a t e r  p o l l u t a n t s  ( G a i n o  

e t  a l .  1 9 8 4 ;  M a l l a t t  1 9 8 5 ) .  T o  t h e  b e s t  o f  o u r  k n o w l e d g e ,  

a p o p t o t i s  in  gill t i s s u e  h a s  n o t  b e e n  m e n t i o n e d  b e f o r e ,  a l 

t h o u g h  it h a s  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  h a t c h i n g  g l a n d  c e l l s  in 

p i k e  e m b r y o s  ( S c h o o t s  e t  a l .  1 9 8 3 )  a n d  f o r  e n d o c r i n e  c e l ls  

o f  t h e  S t a n n i u s  b o d i e s  in  s o m e  t e l e o s t s  ( W e n d e l a a r  B o n g a  

a n d  P a n g  19 8 6 ) .

Pavement cells

T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  p a v e m e n t  c e l l s  c o v e r i n g  t h e  b r a n c h i a l  

f i l a m e n t s  is s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  h o m o l o g o u s  ce ll  t y p e  

f o r m i n g  t h e  e p i t h e l i u m  c o v e r i n g  t h e  s k i n  o u t s i d e  t h e  gill 

a r e a ,  t h e  f i l a m e n t  c o n t a i n i n g  c e l l s  ( W h i t e a r  1 9 7 7 ;  W e n d e 

l a a r  B o n g a  a n d  M e i s  1 9 8 1 ) .  W e  h a v e  s h o w n  f o r  t h e  s k i n  

o f  O. mossambicus t h a t  t h e s e  c e l l s  a r i s e  in  t h e  b a s a l  ce ll  

l a y e r s  a n d  s u b s e q u e n t l y  d e v e l o p  a  d e n s e  n e t w o r k  o f  m i c r o -  

f i l a m e n t s  a n d  d e s m o s o m e s  t h a t  i n t e r c o n n e c t  t h e s e  ce l ls .  

W h e n  t h e y  a r r i v e  a t  t h e  e p i t h e l i a l  s u r f a c e ,  t h e y  f o r m  m i c r o 

r i d g e s  a n d  t i g h t  j u n c t i o n s .  T h e y  f i n a l l y  d i s a p p e a r  b y  s l o u g h 

in g  ( W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  M e i s  1 9 8 1 ) .  I n  t h e  g i l ls ,  s l o u g h 

in g  o c c u r s  o n  f i l a m e n t s  a s  w e l l  a s  o n  t h e  l a m e l l a e .  T h e  

p r e s e n t  o b s e r v a t i o n s  s h o w  t h a t  s l o u g h i n g  is p r e c e d e d  b y  

a  p r o c e s s  o f  c e l l u l a r  s h r i n k a g e  a n d  c o n d e n s a t i o n  t h a t  is 

r e l a t e d  to  a p o p t o s i s .  T h e  f in a l  s t a g e s  o f  a p o p t o t i c  cell  d e a t h ,  

n a m e l y  f o r m a t i o n  o f  o n e  o r  m o r e  r o u n d e d  a p o p t o t i c  b o d i e s  

a n d  p h a g o c y t o s i s  o f  t h e s e  b o d i e s  b y  a d j a c e n t  c e l l s  ( W y l l i e  

e t  a l .  1 9 8 0 ) ,  a r e  a b s e n t  in  t h e  p a v e m e n t  c e l l s :  t h e y  a r e  a p 

p a r e n t l y  s h e d  i n t o  t h e  w a t e r .  T h i s  t y p e  o f  d e g e n e r a t i o n  is 

n o t  l i m i t e d  t o  t h e  c e l l s  o f  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m .  I t  a l s o  

o c c u r s  in  t h e  p a v e m e n t  c e l l s  o f  t h e  s k i n  e p i t h e l i u m  ( o u r  

u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ;  F ig .  9 in  W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  

M e i s  1 9 8 1 ) .  N o  c l e a r  d i f f e r e n c e  in  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e s e

Figs. 13-16. I n t e r l a m e l l a r  e p i t h e l i u m  o f  f u l l y  a d a p t e d  s e a w a t e r  l l s h  

(Fig. 13) a n d  o f f i s h  3 d a y s  a f t e r  t r a n s f e r  t o  s e a w a t e r  (Figs. 14-16)

Fig. 13. M a t u r e  c h l o r i d e  c e l l ,  w i t h  a n  a p i c a l  c a v i t y  a n d  v i l l o u s  

c y t o p l a s m i c  p r o j e c t i o n s ;  ac a c c e s s o r y  c e l l ;  pc  p a v e m e n t  c e l l ,  

x  1 0 0 0 0

Fig. 14. C h l o r i d e  c e l l  s h o w i n g  c e l l u l a r  s h r i n k a g e ,  d i s t e n s i o n  o f  t h e  

t u b u l a r  s y s t e m ,  a n d  c o n d e n s a t i o n  a n d  i n d e n t a t i o n  o f  t h e  n u c l e u s ,  

t y p i c a l  f o r  a p o p t o s i s .  x  1 0 0 0 0

Fig. 15. P r o g r e s s i v e  s t a g e  o f  a p o p t o s i s  o f  a  c h l o r i d e  c e l l ,  c h a r a c t e r 

i s e d  b y  d i s t e n s i o n  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m ,  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  c y t o 

p l a s m ,  a n d  c o n d e n s a t i o n  a n d  i n d e n t a t i o n  o f  t h e  n u c l e u s ,  x  1 2 0 0 0

Fig. 16. A c c e s s o r y  c h l o r i d e  c e l l ,  s h o w i n g  e x t e n s i v e  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  a n d  p o o r  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  (right), a n d  

a  m a c r o p h a g e  (m) w i t h  a  l a r g e  l y s o s o m e - l i k e  b o d y ,  p o s s i b l y  a n  

a p o p t o t i c  b o d y  o f  a  c h l o r i d e  c e l l ,  x  1 7 0 0 0

p h e n o m e n a  is o b s e r v e d  b e t w e e n  f r e s h w a t e r -  a n d  s e a w a t e r -  

a d a p t e d  f ish .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  r a t e  o f  r e n e w a l  o f  t h e  

p a v e m e n t  c e l l s  is s i m i l a r  in  f r e s h w a t e r  a n d  s e a w a t e r ,  a  c o n 

c l u s i o n  in  a g r e e m e n t  w i t h  d a t a  o b t a i n e d  in  e e ls  a n d  g u p p i e s  

f o l l o w i n g  [ 3 H ] t h y m i d i n e  l a b e l l i n g  o f  t h e  p a v e m e n t  c e l l s  

( T o n d e u r  a n d  S a r g e n t  1 9 7 9 ;  C h r e t i e n  a n d  P i s a m  1 9 8 6 ) .

Chloride cells

Accessory chloride cells. A c c e s s o r y  c e l l s  a r e  f o u n d  in  f r e s h 

w a t e r  a n d  s e a w a t e r  O. mossambicus. T h e y  a r e  c o n s i d e r e d  

t o  b e  d e v e l o p i n g  s t a g e s  o f  c h l o r i d e  c e l l s  ( H o o t m a n  a n d  

P h i l p o t t  1 9 8 0 ;  P i s a m  1 9 8 1 ) ,  o r  a  s p e c i f i c  ce ll  t y p e  ( L a u r e n t  

a n d  D u n e l  1 9 8 0 ;  C h r e t i e n  a n d  P i s a m  1 9 8 6 ) .  H o o t m a n  a n d  

P h i l p o t t  ( 1 9 8 0 )  h a v e  n o t  r u l e d  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  

a c c e s s o r y  c e l l s  m i g h t  r e p r e s e n t  d e g e n e r a t e  s t a g e s  o f  c h l o r i d e  

c e l l s ,  b e c a u s e  s o m e  c e l l s  c o n t a i n e d  l a r g e  l y s o s o m e - l i k e  b o d 

ies. W e  f a v o u r  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  t h a t  t h e y  a r e  y o u n g  s t a g e s  

o f  c h l o r i d e  c e l l s ,  a n d  n o t  d e g e n e r a t i n g  c h l o r i d e  c e l ls .  A c c e s 

s o r y  c e l l s  u s u a l l y  h a v e  a  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

t h a t  is m o r e  d e v e l o p e d  t h a n  t h a t  o f  m a t u r e  c h l o r i d e  c e l ls  

w h e r e a s  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  is le ss  d e v e l o p e d ;  in  a d d i t i o n ,  

t h e i r  u l t r a s t r u c t u r e  is c l e a r l y  d i f f e r e n t  f r o m  e i t h e r  a p o p t o t i c  

o r  n e c r o t i c  c h l o r i d e  ce l ls .

Mature chloride cells. T h e  m a t u r e  c h l o r i d e  c e l l s  o f  O. mos

sambicus a r e  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  in  m a n y  

o t h e r  s p e c i e s  o f  f i s h .  T h e  d i f f e r e n c e s  o b s e r v e d  b e t w e e n  

f r e s h w a t e r  a n d  s e a w a t e r  f ish  a r e ,  h o w e v e r ,  le s s  p r o n o u n c e d  

t h a n  r e p o r t e d  b y  o t h e r s  ( D o y l e  a n d  E p s t e i n  1 9 7 2 ;  S a r d e t  

e t  a l .  1 9 7 9 ;  L a u r e n t  1 9 8 4 ) .  C l u s t e r s  o f  c h l o r i d e  c e l l s  a r e  

c o m m o n  in  b o t h  f r e s h w a t e r  a n d  s e a w a t e r  O. mossambicus. 

C h l o r i d e  ce ll  c l u s t e r s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  a s  t y p i c a l  o f  f ish  

in  s e a w a t e r ,  w h e r e a s  s i n g l e  c e l l s  p r e d o m i n a t e  in  f r e s h w a t e r  

f i sh  ( L a u r e n t  1 9 8 4 )  a l t h o u g h  c h l o r i d e  ce ll  g r o u p s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  b e f o r e ,  e .g .  in  f r e s h w a t e r  e e l s  ( L a u r e n t  a n d  D u n e l  

19 8 0 ) .  A p i c a l  c a v i t i e s ,  f o r  l o n g  c o n s i d e r e d  a  s e a w a t e r  c h a r 

a c t e r i s t i c  b u t  r e c e n t l y  a l s o  r e p o r t e d  f o r  f r e s h w a t e r  l l sh  

( F i s h e l s o n  1 9 8 0 ;  L e i n o  e t  a l .  1 9 8 7 ) ,  a r e  f o u n d  in  f r e s h w a t e r  

a n d  s e a w a t e r  O. mossambicus, a l t h o u g h  t h e i r  s iz e  a n d  f r e 

q u e n c y  i n c r e a s e s  a f t e r  s e a w a t e r  t r a n s f e r .  L e i n o  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  

h a v e  s h o w n  t h a t  a p i c a l  c a v i t i e s  b e c o m e  m o r e  p r o m i n e n t  

u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  o s m o r e g u l a t o r y  s t r e s s  i n d u c e d  b y  a c i d  

w a t e r ,  a n d  c o n c l u d e  t h a t  t h e  c a v i t i e s  r e f l e c t  i n c r e a s e d  c h l o 

r i d e  ce ll  a c t i v i t y .  O t h e r  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  d e s c r i b e d  a s  t y p i 

c a l  o f  f i sh  t r a n s f e r r e d  t o  s e a w a t e r  a r e  a n  i n c r e a s e  in  t h e  

n u m b e r  o f  m i t o c h o n d r i a ,  a  m o r e  d e n s e l y  a n a s t o m o s i n g  t u 

b u l a r  s y s t e m ,  t h e  p r e s e n c e  o f  m o r e  a p i c a l  v e s ic le s ,  a n d  a p i 

c a l  a s s o c i a t i o n s  o f  c h l o r i d e  c e l l s  w i t h  a c c e s s o r y  c e l l s  ( S h i r a i  

a n d  U t i d a  1 9 7 0 ;  D o y l e  a n d  E p s t e i n  1 9 7 2 ;  S a r d e t  e t  a l .  

1 9 7 9 ;  P h i l p o t t  1 9 8 0 ;  P i s a m  1 9 8 1 ;  L a u r e n t  1 9 8 4 ) .  W i t h  t h e  

e x c e p t i o n  o f  t h e  a p i c a l  a s s o c i a t i o n s ,  t h e s e  p h e n o m e n a  a r e  

a l s o  o b s e r v e d  in  o u r  s t u d y .

Degenera live chloride cells. M a n y  c h l o r i d e  c e l l s  s h o w  c o n 

d e n s a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  m e m b r a n e s  a n d  c o m p a r t m e n t s  t h a t  

c a n  b e  i n t e r p r e t e d  a s  v a r i o u s  s t a g e s  o f  a p o p t o s i s .  W h e r e a s  

c e l l s  a n d  n u c l e i  s h o w  s h r i n k a g e ,  t h e  l u m e n  o f  t h e  t u b u l a r  

c e l l s  i n c r e a s e s  in  d i a m e t e r .  T h i s  is u n d e r s t a n d a b l e  a s  t h i s  

l u m e n  is in  o p e n  c o n n e c t i o n ,  v ia  p o r e s  in  t h e  b a s o l a t e r a l  

ce ll  m e m b r a n e s ,  w i t h  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e .  T h e  p r o g r e s 

s iv e  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  c e l l s  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  

g l o b u l e s  w i t h  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  a p o p t o t i c  b o d i e s .  T h e s e  a r e  

a p p a r e n t l y  e n g u l f e d  b y  m a c r o p h a g e - l i k e  c e l l s  a n d  d i g e s t e d
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in  t h e i r  l y s o s o m a l  s y s t e m .  T h i s  k i n d  o f  ce ll  d e l e t i o n  h a s  

b e e n  r e p o r t e d  f o r  m a n y  t i s s u e s  o f  t h e  h i g h e r  v e r t e b r a t e s  

( W y l l i e  1 9 8 0 ;  O a t e s  e t  a l .  1 9 8 6 )  a n d ,  in  f ish ,  f o r  t h e  h a t c h i n g  

g l a n d  c e l l s  o f  p i k e  l a r v a e  ( S c h o o t s  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  P h a g o c y t o s i s  

o f  t h e  b o d i e s  b y  a d j a c e n t  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a s  o f t e n  o c c u r s  

in  e p i t h e l i a ,  is n o t  o b s e r v e d  in  O. mossambicus. M a c r o -  

p h a g e - l i k e  c e l l s  o r  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  c e l l s  d e s c r i b e d  a s  l e u 

c o c y t e s  o r  w a n d e r i n g  c e l l s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  in  t h e  i n t e r 

c e l l u l a r  o r  l y m p h o i d  s p a c e s  o f  s e v e r a l  o t h e r  s p e c i e s  ( H u g h e s  

a n d  W r i g h t  1 9 7 0 ;  M o r g a n  a n d  T o v e l l  1 9 7 3 ;  L a u r e n t  19 8 4 ) .  

O u r  s t u d y  s h o w s  t h a t  o n e  f u n c t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  is t h e  

r e m o v a l  o f  a g e d  c h l o r i d e  c e l ls .

D e g e n e r a t i v e  c h l o r i d e  c e l l s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  in  t h e  

g i l ls  o f  o t h e r  s p e c ie s .  H o w e v e r ,  t h i s  d e s c r i p t i o n  u s u a l l y  c o n 

c e r n s  c e l l s  s h o w i n g  t h e  f r a g m e n t a t i o n  a n d  s w e l l i n g  t y p i c a l  

o f  ce ll  d e a t h  b y  n e c r o s i s  ( M o r g a n  a n d  T o v e l l  1 9 7 3 ;  L a u r e n t  

e t  a l .  1 9 8 5 ) ,  f o r  e x a m p l e  in  g i l l s  e x p o s e d  to  w a t e r  p o l l u t a n t s  

( M a l l a t t  19 8 5 ) .  In  O. mossambicus, it is c o m m o n  in  t h e  

f i r s t  d a y s  a f t e r  t r a n s f e r  t o  s e a w a t e r ,  b u t  d i s a p p e a r s  l a t e r  

o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  it is c a u s e d  b y  t h e  r a p i d  c h a n g e  in  w a t e r  

c o m p o s i t i o n  r a t h e r  t h a n  b y  s e a w a t e r  i tse lf .

T h e  o c c u r r e n c e  o f  a p o p t o t i c  c h l o r i d e  c e l l s  i n c r e a s e s  a f t e r  

t r a n s f e r  o f  t h e  f ish  t o  s e a w a t e r .  T o g e t h e r  w i t h  t h e  h i g h e r  

f r e q u e n c y  o f  d i f f e r e n t i a t i n g  c h l o r i d e  c e l l s ,  t h i s  is f u r t h e r  

e v i d e n c e  f o r  t h e  i n c r e a s e d  t u r n o v e r  o f  c h l o r i d e  c e l l s  in  s e a 

w a t e r  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  f r o m  f r e s h w a t e r  f i s h ,  a s  

d e m o n s t r a t e d  f o r  o t h e r  s p e c i e s  ( T o n d e u r  a n d  S a r g e n t  1 9 7 9 ;  

C h r é t i e n  a n d  P i s a m  1 9 8 6 ) .

A l t h o u g h  to  o u r  k n o w l e d g e  a p o p t o s i s  in  t h e  b r a n c h i a l  

e p i t h e l i u m  h a s  n o t  b e e n  m e n t i o n e d  in t h e  l i t e r a t u r e ,  t h e  

d e g e n e r a t i o n  o f  c h l o r i d e  c e l l s  in  l a m p r e y s  ( M o r r i s  a n d  P i c k -  

e r i n g  1 9 7 6 ;  P ic k e r in iz  a n d  M o r r i s  1 9 7 6 ;  P e e k  a n d  Y o u s o n

1 9 7 9 ) ,  s h o w s  v a r i o u s  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a p o p t o t i c  ce ll  d e a t h .  

W e  h a v e  f o u n d  a p o p t o t i c  ce ll  d e a t h  in  c h l o r i d e  c e l l s  o f  

t r o u t ,  c a r p  a n d  ee l  ( u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  U s i n g  t h e  

c o n c e p t  o f  a p o p t o s i s ,  m u c h  o f  t h e  s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n  in 

t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  in  O. mossambicus c a n  b e  e x 

p l a i n e d ,  in  p a r t i c u l a r  t h a t  s e e n  d u r i n g  s t i m u l a t e d  ce ll  t u r n 

o v e r  i n d u c e d  b y  t r a n s f e r  to  s e a w a t e r .
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c e l l s :  O s m o t i c  r e s p o n s e  a n d  t r a n s p o r t  s i t e s .  A m  J P h y s i o l  

2 3 8 :  R 1 7 1 - 1 8 4

P i c k e r i n g  A D ,  M o r r i s  R  ( 1 9 7 6 )  F i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e  i n t e r p l a t e l e t  

a r e a  in  t h e  g i l l s  o f  t h e  m a c r o p h t h a l m i a  s t a g e  o f  t h e  r i v e r  l a m 

p r e y ,  Lampetra Jluviatilis ( L ) .  C e l l  T i s s u e  R e s : 4 3 3 - 4 4 3  

P i s a m  M  ( 1 9 8 1 )  M e m b r a n o u s  s y s t e m s  in  t h e  “ c h l o r i d e  c e l l "  o f  

t e l e o s t e a n  f i s h  g i l l ;  t h e i r  m o d i f i c a t i o n s  in  r e s p o n s e  t o  t h e  s a l i n 

i t y  o f  t h e  e n v i r o n m e n t .  A n a t  R e c  2 0 0 : 4 0 1 - 4 1 4  

S a r d e t  C ,  P i s a m  M ,  M a c t z  J ( 1 9 7 9 )  T h e  s u r f a c e  e p i t h e l i u m  o f  

t e l e o s t e a n  f i s h  g i l l s .  C e l l u l a r  a n d  j u n c t i o n a l  a d a p t a t i o n s  o f  t h e  

c h l o r i d e  c e l l  in  r e l a t i o n  t o  s a l t  a d a p t a t i o n .  J C e l l  B io l  8 0 : 9 6 - 1 1 7  

S c h o o l s  A F M ,  E v e r l s e  P A C M ,  D c n u c c  J M  ( 1 9 8 3 )  U l t r a s t r u c t u r a l  

c h a n g e s  in  h a l c h i n g - g l a n d  c e l l s  o f  p i k e  e m b r y o s  ( Esox lucius 

L .)  a n d  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  d e g e n e r a t i o n  b y  a p o p t o s i s .  C e l l  T i s 

s u e  R e s  2 2 9 : 5 7 3 - 5 8 9  

S h i r a i  M ,  U t i d a  S  ( 1 9 7 0 )  D e v e l o p m e n t  a n d  d e g e n e r a t i o n  o f  t h e  

c h l o r i d e  c e l l  d u r i n g  s e a w a t e r  a n d  f r e s h  w a t e r  a d a p t a t i o n  o f  

t h e  J a p a n e s e  e e l ,  Anguilla anguilla. Z  Z e l l f o r s c h  1 0 3 : 2 4 7 - 2 6 4  

T o n d e u r  F ,  S a r g e n l  J R  ( 1 9 7 9 )  B i o s y n t h e s i s  o f  m a c r o m o l e c u l e s  in  

c h l o r i d e  c c l l s  in  t h e  g i l l s  o f  t h e  c o m m o n  e e l ,  Anguilla anguilla, 

a d a p t i n g  t o  s e a w a t e r .  C o m p  B i o c h e m  P h y s i o l  6 2  B :  1 3 - 1 6



2 4 3

D e a t h  in  B i o l o g y  a n d  P a t h o l o g y .  C h a p m a n  a n d  H a l l ,  L o n d o n ,  

p p  9 - 3 4

W y l l i c  A H ,  K e r r  J F R ,  C u r r i e  A R  ( 1 9 8 0 )  C e l l  d e a t h :  t h e  s i g n i f i 

c a n c e  o f  a p o p t o s i s .  I n t  R e v  C y t o l  6 8 : 2 5 1 - 3 0 6  

Z e n k e r  W G E ,  F e r g u s o n  H W ,  B a r k e r  I K ,  W o o d w a r d  B ( 1 9 8 7 )  

E p i t h e l i a l  a n d  p i l l a r  c e l l  r e p l a c e m e n t  in  g i l l s  o f  j u v e n i l e  t r o u t ,  

Salmo gairdneri R i c h a r d s o n .  C o m p  B i o c h e m  P h y s i o l  8 6 A : 4 2 3 -  

4 2 8

A c c e p t e d  J u l y  14 . 1 9 8 8
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W e n d e l a a r  B o n g a  S E ,  M e i s  S  ( 1 9 8 1 )  E f f e c t s  o f  e x t e r n a l  o s m o l a r i t y ,  

c a l c i u m  a n d  p r o l a c t i n  o n  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  e p i 

d e r m a l  c e l l s  o f  t h e  c i c h l i d  t e l e o s t  Sarotherodon mossambicus. 

C e l l  T i s s u e  R e s  2 2 1  : 1 0 9 - 1 2 3  

W e n d e l a a r  B o n g a  S E ,  P a n g  P K T  ( 1 9 8 6 )  S t a n n i u s  c o r p u s c l e s .  I n :  

P a n g  P K T ,  S c h r e i b m a n  M P  ( c d s )  V e r t e b r a t e  E n d o c r i n o l o g y :  

F u n d a m e n t a l s  a n d  B i o m e d i c a l  I m p l i c a t i o n s ,  v o l .  1. A c a d e m i c  

P r e s s ,  O r l a n d o ,  p p  4 3 9 - 4 6 4  

W h i t e a r  M  ( 1 9 7 7 )  A  f u n c t i o n a l  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  e p i d e r m i s  

o f f i s h  a n d  o f  a m p h i b i a n s .  S y m p  Z o o l  S o c  L o n d  3 9 : 2 9 1 - 3 1 3  

W y l l i e  A H  ( 1 9 8 1 )  C e l l  d e a t h :  a  n e w  c l a s s i f i c a t i o n  s e p a r a t i n g  a p o p 

t o s i s  f r o m  n e c r o s i s .  I n :  B o w e n  I D ,  L o c k s h i n  R A  ( c d s )  C e l l




