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S U M M A R Y

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

m a l e  t i l a p i a ,  Oreochromis mossambicus,  a c c l i m a t e d  t o  0 - 8  m m o l  I - 1  ( F W )  a n d  

0 * 2  m m o l  I -  ( L F W )  C a  . P l a s m a  c a l c i u m  l e v e l s  w e r e  s l i g h t l y  a n d  s i g n i f i c a n t l y  

h i g h e r  i n  t h e  L F W  t i l a p i a ,  b u t  m u s c l e  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  i n d e p e n d e n t  o f
O  I

a m b i e n t  C a “ . A t  t h e  t i m e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  L F W  f i s h  w e r e  g r o w i n g  a n d  

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

r e d u c e d .  T h e  L F W  f i s h  h a d  h i g h e r  C a “ i n f l u x  a n d  e f f l u x  r a t e s  t h a n  t h e  F W  f i s h .
O  i

T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  i n f l u x  o f  C a “ i n  L F W  f i s h  w a s ,  h o w e v e r ,  s u b s t a n t i a l l y  g r e a t e r
O  i

t h a n  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  e f f l u x  o f  C a “ , g i v i n g  t h e s e  f i s h  a  m o r e  t h a n  f o u r - f o l d  

i n c r e a s e  i n  n e t  C a 2+  i n f l u x  f r o m  t h e  w a t e r :  f o r  a  2 0 - g  t i l a p i a  n e t  u p t a k e  r a t e s  o f  C a 2+  

f r o m  t h e  w a t e r  w e r e  3 9 0  a n d  1 6 2 0  n m o l  C a 2+  h _  1 f o r  F W -  a n d  L F W - a d a p t e d  f i s h ,  

r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  t o  r e p r e s e n t  a t  l e a s t  6 9 %  o f  t h e  t o t a l  

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

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

t h e  w a t e r .

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

b e  a b o u t  7  %  o f  t h e  t o t a l  h a r d  t i s s u e  c a l c i u m .  I n  t h e  f i s h  a c c l i m a t e d  t o  L F W ,  t h i s  

p e r c e n t a g e  i n c r e a s e d  t o  a b o u t  1 5 %  a s  t o t a l  h a r d  t i s s u e  m i n e r a l i z a t i o n  d e c r e a s e d .  

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

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

I N T R O D U C T I O N

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

a b s o r p t i o n  a c r o s s  t h e  g i l l s  ( S i m k i s s ,  1 9 7 4 ;  M i l h a u d ,  R a n k i n ,  B o l i s  &  B e n s o n ,  1 9 7 7 ;

• ^  i • • •

K e y  w o r d s :  t e l e o s t ,  b i d i r e c t i o n a l  C a “ f l u x e s ,  l o w  a m b i e n t  c a l c i u m ,  i n t e r n a l  c a l c i u m  s t o r e s
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M a y e r - G o s t a n  et al. 1 9 8 3 ) ,  a n d  i n  a t  l e a s t  s o m e  s p e c i e s  o f  f i s h  t h i s  m o d e  o f  c a l c i u m  

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

c a l c i u m - d e f i c i e n t  d i e t  ( O g i n o  &  T a k e d a ,  1 9 7 6 ,  1 9 7 8 ;  W a t a n a b e  et al. 1 9 8 0 ;  I c h i i  &  

M u g i y a ,  1 9 8 3 ) .  I n  f a c t ,  e v e n  w h e n  c a l c i u m  is  s u p p l i e d  w i t h  t h e  f o o d ,  d i r e c t  

a b s o r p t i o n  o f  c a l c i u m  f r o m  t h e  w a t e r  v ia  t h e  g i l l s  p r e v a i l s  ( B e r g ,  1 9 7 0 ) .  T h i s  

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

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

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

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

b o n e  f r a c t u r e ,  a s  w a s  s h o w n  f o r  Carassi us aura tu s  a n d  Tilapia macrocephala  ( M o s s ,  

1 9 6 2 ) ;  c a r p  (Carassius carassius)  a r e  k n o w n  t o  d e m i n e r a l i z e  t h e i r  s c a l e s  d u r i n g  

s t a r v a t i o n  ( I c h i k a w a ,  1 9 5 3 ) .

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

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

a  c o m p e n s a t o r y  c a l c i u m  u p t a k e  m e c h a n i s m  vis-à -v is  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  c a l c i u m  i n  t h e  

w a t e r .  T h i s  p r o m p t s  t h e  q u e s t i o n  w h e t h e r  t h e  c a l c i u m  l e v e l s  i n  f r e s h  w a t e r s  -  w h i c h  

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

f i s h  w h i c h  i n h a b i t  s u c h  e n v i r o n m e n t s .

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

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

c i c h l i d  s p e c i e s  Oreochromis mossambicus.  F i s h  w e r e  a c c l i m a t e d  t o  t w o  l e v e l s  o f
I ̂  | ■0m\  I _ O  i

c a l c i u m  i n  t h e  w a t e r .  E m p l o y i n g  t h e  i s o t o p e s  ' C a  a n d  3C a ,  C a “ i n f l u x  a n d  C a  

e f f l u x  w e r e  d e t e r m i n e d  d i r e c t l y  u s i n g  a p r o c e d u r e  w h i c h  w a s  d e v e l o p e d  e a r l i e r  ( F l i k  

et al. 1 9 8 5 « ) .  I n  a d d i t i o n ,  t o t a l ,  a s  w e l l  a s  r e a d i l y  e x c h a n g e a b l e ,  c a l c i u m  p o o l s  o f  t h e  

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

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

h o m e o s t a s i s  o f  t h e  f i s h  is  d i s c u s s e d .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

M a l e  t i l a p i a ,  Oreochromis mossambicus , w e i g h i n g  1 0 - 3 0  g  w e r e  u s e d  t h r o u g h 

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

c o n d i t i o n s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( F l i k ^ /  al. 1 9 8 5 « ) .

4:>C a  a n d  4 / C a  w e r e  p u r c h a s e d  a s  c a l c i u m  c h l o r i d e  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  ( A m e r s h a m  

I n t e r n a t i o n a l  p i c ,  E n g l a n d ) .  S p e c i f i c  a c t i v i t i e s  w e r e :  f o r  4:)C a ,  9 - 2 5 - 3 7 - 5  G B q  m o l - 1 

C a ;  f o r  4/ C a ,  a t  l e a s t  0 * 7 4  G B q  m o l - 1 C a .  O n l y  r e a g e n t  g r a d e  c h e m i c a l s  ( S i g m a )  

w e r e  u s e d .

Acclimation

F i s h  u s e d  i n  t h e  C a 2+ f l u x  s t u d i e s  w e r e  a c c l i m a t e d  t o  a r t i f i c i a l  f r e s h  w a t e r  p r e p a r e d  

f r o m  d e m i n e r a l i z e d  w a t e r  a n d  c o n t a i n i n g  ( i n  m o l l - 1 ) :  N a C l ,  3 * 8 ;  K C 1 ,  0 * 0 6 ;  

M g S 0 4 , 0 * 2 ,  a n d  C a C l 2, e i t h e r  0*8 o r  0 - 2 ;  t h e  p H  w a s  a d j u s t e d  w i t h  N a H C O s  t o  

7 - 4  ±  0 - 2 .  T h e  f i n a l  o s m o l a r i t y  w a s  8 - 1 0  m o s m o l  I - 1 . W a t e r  c o n t a i n i n g  0 - 8  m m o l  I - 1 

C a C l z  is  r e f e r r e d  t o  a s  f r e s h  w a t e r  ( F W )  a n d  a p p r o x i m a t e s  t o  t h e  N i j m e g e n  c i t y  t a p



Calcium fluxes in tilapia 251

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

w a t e r ,  c o n t a i n i n g  0 * 2  m m o l  P 1 C a C l 2, i s  r e f e r r e d  t o  a s  L F W .  F i s h  w e r e  a c c l i m a t e d  t o  

L F W  b y  t r a n s f e r r i n g  t h e m  f i r s t  f r o m  F W  t o  F W  c o n t a i n i n g  0 *4  m m o l  I - 1 C a C l z ,  a n d  

1 d a y  l a t e r  t o  L F W .  T h r o u g h o u t  t h e  a d a p t a t i o n  p e r i o d  a n d  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s ,
O i

b o t h  p H  a n d  C a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  w a t e r  w e r e  m o n i t o r e d  a n d  a d j u s t e d  a s  

r e q u i r e d .  A m m o n i a  l e v e l s  w e r e  k e p t  b e l o w  2 / u m o l l - 1 N H 4+ b y  c h a r c o a l  f i l t r a t i o n  

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

l e a s t  10  w e e k s  b e f o r e  t h e  s t a r t  o f  f l u x  d e t e r m i n a t i o n s  a n d  w e r e  f e d  t h e i r  n o r m a l  r a t i o n  

o f  f o o d .  A t  t h e  t i m e  o f  f l u x  d e t e r m i n a t i o n s  t h e  f i s h  w e r e  g r o w i n g  a t  a  r a t e  o f  a b o u t  

3 - 5  %  b o d y  w e i g h t  p e r  m o n t h  a n d  t h e y  r e m a i n e d  h e a l t h y .

Determ ination  o f  Ca2+f lu x  rates
0 -i- • •

C a  f l u x  r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( F l i k  et al. 1 9 8 5 « ) .  A  w h o l e -
A - 1 1

b o d y  c o u n t e r  a n d  C a  ( 9 2 - 5 - 3 7 0  K B q  I -  w a t e r )  a s  a  t r a c e r  w e r e  u s e d  i n  i n f l u x
O

s t u d i e s ;  e f f l u x  r a t e s  o f  C a ” w e r e  d e t e r m i n e d  i n  t w o  w a y s  y i e l d i n g  e i t h e r  ( i )

b r a n c h i a l  o r  ( i i )  t o t a l  e f f l u x ,  ( i )  B r a n c h i a l  e f f l u x  w a s  d e t e r m i n e d  4  d a y s  a f t e r

i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  4:)C a 2+ ( 3 7 - 7 4 K B q g - 1 f i s h ) ,  o n  t h e  b a s i s  o f  t r a c e r
i **

a p p e a r a n c e  i n  s m a l l  v o l u m e s  o f  w a t e r  ( 0 * 5 - 1 1 )  a n d  t h e  p l a s m a  '^Ca s p e c i f i c  a c t i v i t y  

a t  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t ;  1- d a y  s t a r v e d  f i s h ,  w i t h  e m p t i e d  u r i n a r y  b l a d d e r s
• 1*7 9  |

w e r e  u s e d ,  ( i i )  T o t a l  e f f l u x  w a s  d e t e r m i n e d  4  d a y s  a f t e r  C a “ i n j e c t i o n  

( 9 2 * 5 - 1 8 5  K B q  f i s h - 1 ) o n  t h e  b a s i s  o f  a p p a r e n t l y  l i n e a r  w h o l e - b o d y  t r a c e r  l o s s  i n  

t r a c e r - f r e e  w a t e r ,  a n d  t h e  p l a s m a  4 / C a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  a t  t h a t  t i m e .  I n  t h e  f i r s t  t y p e  o f  

d e t e r m i n a t i o n ,  e f f l u x  r a t e s  o f  C a 2+ e s s e n t i a l l y  r e p r e s e n t  b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e s  ( F l i k  

et al. 1 9 8 5 « ) .  I n  t h e  s e c o n d  t y p e  o f  d e t e r m i n a t i o n ,  e f f l u x  r a t e s  o f  C a “ i n c l u d e  

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

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

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

c a l c u l a t i o n s  t h a t  w e  d e v e l o p e d  f o r  F W  t i l a p i a  ( F l i k e /  al. 1 9 8 5 « ) .

Ana ly tica l procedures

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

a s  w e l l  a s  v e n o u s  b l o o d )  i n t o  s o d i u m - h e p a r i n i z e d  h a e m a t o c r i t  c a p i l l a r i e s .  A f t e r  

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

p h o t o m e t r y ,  u s i n g  20  m m o l  I - 1 L a C l 3 a s  d i l u e n t ,  o r  w i t h  a  c o m m e r c i a l  c a l c i u m  k i t  

( S i g m a )  i n  t h e  c a s e  o f  4:)C a - c o n t a i n i n g  s a m p l e s .

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

T r i p l i c a t e  s a m p l e s  o f  10  s c a l e s  e a c h  w e r e  t a k e n  f r o m  b o t h  s i d e s  a t  t h e  m i d - l a t e r a l  

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

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

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

f o r  1 m i n  a s  s u g g e s t e d  b y  F l e m i n g  ( 1 9 7 3 ) .  M u s c l e  s a m p l e s  c a r e f u l l y  f r e e d  o f  b o n e ,  

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

a t  l e a s t  8 h  a t  9 0 - 1 0 0 ° C ,  d r y  w e i g h t s  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  t h e  n e a r e s t  0*01  m g ,  a n d
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t h e  d r i e d  s a m p l e s  ( 5 —5 0  m g )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  0 - 5  m l  c o n c e n t r a t e d  H N O 3 a t  6 0 ° C  

f o r  1 h .  N e x t ,  t h e  s a m p l e  v o l u m e  w a s  b r o u g h t  u p  t o  5 m l  w i t h  d o u b l y - d i s t i l l e d  w a t e r .  

T o t a l  c a l c i u m  o f  t i s s u e  d i g e s t s  w a s  d e t e r m i n e d  o n  5 —5 0  /.¿l s a m p l e s  w i t h  t h e  t h y m o l -  

b l u e  m e t h o d  o f  G i n d l e r  &  K i n g  ( 1 9 7 2 ) .  C a l c i u m  r e f e r e n c e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  a 

c a l c i u m  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s t a n d a r d  s o l u t i o n  (1*0  m g  m l - 1 d i l u t e  H C 1 :  S i g m a ) .

F o r  4:>C a  a n a l y s i s ,  1 m l  o f  d i l u t e d  t i s s u e  d i g e s t  o r  5 - 1 0 ^ 1  p l a s m a  i n  a  v o l u m e  o f  

l m l  w a t e r ,  w e r e  m i x e d  w i t h  4  m l  A q u a l u m a  ( L u m a c )  a n d  c o u n t e d  i n  a R a c k b e t a  

L S A ,  e q u i p p e d  w i t h  a d . p . m . - p r o g r a m m e .  A l l  s a m p l e s  w e r e  a s s a y e d  i n  t r i p l i c a t e .  

T i s s u e  t r a c e r  c o n t e n t  is  p r e s e n t e d  a s  r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( S A r) ,  w h i c h  is  t h e  r a t i o  

o f  t i s s u e  C a - t r a c e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( S A t) t o  b l o o d  p l a s m a  C a - t r a c e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y

( S A p) .

S ta tis tics  a nd  notations

S i g n i f i c a n c e  o f  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  m e a n  v a l u e s  w a s  a s s e s s e d  a p p l y i n g  S t u d e n t ’s 

/ - t e s t  f o r  u n p a i r e d  o b s e r v a t i o n s  ( a  =  5 %).  S i g n i f i c a n c e  w a s  a c c e p t e d  a t  t h e  2  %  l e v e l .  

L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  w a s  b a s e d  o n  t h e  l e a s t - s q u a r e s  m e t h o d .  T h e  s y m b o l s ,  

d e f i n i t i o n s  o f  s y m b o l s  a n d  u n i t s  u s e d  w e r e  t a k e n  f r o m  S h i p l e y  &  C l a r k  ( 1 9 7 2 ) .

R E S U L T S

F lux  rate determ inations
i ^  .

I n  b o t h  F W  a n d  L F W  t h e  w h o l e - b o d y  ' C a “ c o n t e n t  i n c r e a s e s  

p e r i o d  ( F i g .  1 A ) .  I n  b o t h  F W  a n d  L F W ,  a  r a p i d  d e c r e a s e  i n  w h o l e - b o d y  t r a c e r  

c o n t e n t  d u r i n g  t h e  f i r s t  2 4  h  a f t e r  i n j e c t i o n s  o f  t h e  t r a c e r  w a s  f o l l o w e d  b y  a s t e a d y ,  

s l o w  a n d  a p p a r e n t l y  l i n e a r  d e c r e a s e  ( F i g .  I B ) .  L F W - a d a p t e d  f i s h ,  h o w e v e r ,  r e t a i n e d  

s i g n i f i c a n t l y  l e s s  4 / C a  t h a n  F W - a d a p t e d  f i s h .  F r o m  2 4 - 1 0 0  h ,  t h e  s l o p e s  o f  t h e  t r a c e r  

r e t e n t i o n  c u r v e s  o f  t h e  F W  a n d  L F W  t i l a p i a ,  f i t t e d  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s ,  

w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( P < 0 - 0 1 ) .  T h e s e  s l o p e s  w e r e  1 3 6  ±  4 6  c . p . m .  h ~ 1 

f o r  F W  t i l a p i a  ( w e i g h t  =  1 4 -3  ±  0 * 8 g )  a n d  3 1 3  ±  3 9 c . p . m .  h “ 1 f o r  L F W  t i l a p i a  

( w e i g h t  =  18*2  ±  2*1 g ) .  A p p a r e n t l y ,  t h e  L F W  t i l a p i a  l o s e  t r a c e r  f a s t e r  t h a n  t i l a p i a  

k e p t  i n  F W .  I n  F i g .  1 C ,  i t  is  s h o w n  t h a t  t r a c e r  a p p e a r a n c e  i n  t h e  w a t e r  f r o m  f i s h  

p r e v i o u s l y  i n j e c t e d  w i t h  t r a c e r  w a s  l i n e a r  o v e r  a 6 - h  p e r i o d  i n  F W  a s  w e l l  a s  L F W  

t i l a p i a .  T h e  k i n e t i c s  o f  t h e  t r a c e r  m o v e m e n t s  i n  o u r  s e t - u p  j u s t i f y  o u r  c a l c u l a t i o n  o f  

C a 2+ f l u x  r a t e s  ( s e e  F l i k  al. 1 9 8 5 « ) .

I n  t h e  b o d y  w e i g h t  t r a j e c t o r y  s t u d i e d  [ w e i g h t  ( W )  =  1 0 - 3 0 g ] ,  C a ~  i n f l u x  r a t e s
sj 1 #

a s  w e l l  a s  C a ” e f f l u x  r a t e s  i n  L F W  t i l a p i a  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  v a l u e s  f o r  F W  t i l a p i a  ( F i g .  2 ) .  F i t t i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  f l u x  

r a t e s  a n d  b o d y  w e i g h t s  o f  L F W  t i l a p i a  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  ( d a s h e d  l i n e s )  

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

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

w e i g h t  t r a j e c t o r y ) ,  t h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a e  w e r e  o b t a i n e d  f o r  n e t  f l u x e s :  i n  F W

t i l a p i a ,  F net =  F in— F ou, =  2 1 0 +  1 8 ( W — 1 0 )  n m o l  h - 1 C a 2+ a n d  i n  L F W  t i l a p i a ,  

F net =  1 0 4 0 + 4 8 ( W — 10) n m o l  I T 1 C a 2 + . F o r  a  2 0 - g  F W  t i l a p i a ,  F nct i s  3 9 0  n m o l  h “ 1

l i n e a r l y  f o r  a 3 - h
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C a 2+ a n d ,  f o r  a  2 0 - g  L F W  t i l a p i a ,  1 6 2 0 n m o l  h  1 C a “ + , w h i c h  i n d i c a t e s  a  4 - 1 5 - f o l d
Q  I

e n h a n c e m e n t  o f  C a “ u p t a k e  f r o m  t h e  w a t e r  i n  t h e  l a t t e r  f i s h .

- l 2 +

Extrabranch ia l Ca2+ efflux rates

A s  s h o w n  i n  F i g .  I B ,  t r a c e r  l o s s  f r o m  t h e  b o d y ,  a l t h o u g h  a n  e x p o n e n t i a l  p r o c e s s ,  

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

*
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F i g .  1. ( A )  W h o l e  b o d y  ' C a “ u p t a k e  f r o m  t h e  w a t e r ,  e x p r e s s e d  a s  f i s h  t r a c e r  c o n t e n t  a t  

t i m e  t  ( q f) r e l a t i v e  t o  t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  w a t e r  a t  z e r o  t i m e  ( q wo)- D a t a  c o n c e r n  

o n e  F W  t i l a p i a  a n d  o n e  F L W  t i l a p i a  o n l y .  ( B )  W h o l e - b o d y  t r a c e r  r e t e n t i o n  c u r v e s  f o r  

t i l a p i a  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  4 / C a 2 + . R e t e n t i o n  is  e x p r e s s e d  a s  t r a c e r  r e t a i n e d  i n  

t h e  b o d y  a t  t i m e  t  ( q f )  d i v i d e d  b y  t h e  t r a c e r  c o n t e n t  o f  t h e  f i s h  a t  z e r o  ( i n j e c t i o n )  t i m e  

( q f o ) .  M e a n  v a l u e s  f r o m  s e v e n  F W  a n d  f iv e  L F W  t i l a p i a  a r e  g i v e n .  B a r s  i n d i c a t e  s t a n d a r d  

d e v i a t i o n .  ( C )  T r a c e r  a p p e a r a n c e  in  t h e  w a t e r  u p o n  i m m e r s i o n  o f  43C a 2 + - i n j e c t e d  t i l a p i a  

i n  t r a c e r - f r e e  w a t e r .  W a t e r  t r a c e r  c o n t e n t  ( q w) is  e x p r e s s e d  a s  t h e  f r a c t i o n  o f  t h e  p l a s m a  

4:iC a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  f i s h  a t  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t  ( S A p ) .  M e a n  v a l u e s  a r e  g i v e n  

f o r  10  F W  t i l a p i a  a n d  f o r  s i x  L F W  t i l a p i a .  B a r s  i n d i c a t e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .  L F W ,

F W ,  □ .
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2 4  a n d  1 0 0 h .  O n  t h e  b a s i s  o f  t r a c e r  l o s s e s  d u r i n g  t h i s  p e r i o d  a n d  p l a s m a  4 ' C a
0 -A-

s p e c i f i c  a c t i v i t y  a t  6 2 h  ( h a l f w a y  t h r o u g h  t h i s  p e r i o d ) ,  t o t a l  C a “ e f f l u x  r a t e s  

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

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

( F l i k  et al. 1 9 8 5 « ) .  F o r  F W  t i l a p i a ,  t h e  m e a s u r e d  t o t a l  e f f l u x  r a t e  o f  C a “ w a s  

2 0 8  ±  71  n m o l  h - 1 (N  = 5 ;  W  =  14*3 ±  0 - 8  g ) .  T h e  c a l c u l a t e d  b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e  o f  

C a 2+ w a s  ( a c c o r d i n g  t o  F out =  3 0 W °  563 n m o l  h - 1 ) 1 7 9  ±  1 0  n m o l  h - 1 . F o r  L F W  

t i l a p i a ,  t h e  m e a s u r e d  t o t a l  e f f l u x  w a s  5 5 7  ±  4 5  n m o l  h _  1 ( W  =  1 8 * 2  ±  2* 1 g ) . T h i s  l a s t  

v a l u e  is  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < 0 *0 2 ) t h a n  t h e  m e a s u r e d  b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e ,  

w h i c h  w a s  3 8 3  ±  6 7 n m o l h -1  ( W  =  18*5 ±  3 * 2 g ) .  E x t r a b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e s  o f

C a 2 + , c a l c u l a t e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  m e a n  t o t a l  a n d  m e a n  b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e s ,  

w e r e  2 9 n m o l h - 1  f o r  t h e  F W  t i l a p i a  a n d  1 7 8 n m o l h - 1  f o r  t h e  L F W  t i l a p i a ;  t h e s e
0  - L  •

e x t r a b r a n c h i a l  e f f l u x e s  r e p r e s e n t  1 4 %  a n d  31 %  o f  t h e  t o t a l  C a “ e f f l u x  i n  t h e  F W  

a n d  L F W  t i l a p i a ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  t h e s e  c a l c u l a t i o n s  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  4 / C a  l o s t  f r o m  t h e  b o d y  e q u a l l e d  t h e  p l a s m a  4 / C a  s p e c i f i c  a c t i v i t y .

Tissue calcium  analyses

L F W  t i l a p i a  s h o w e d  a s l i g h t l y ,  b u t  s i g n i f i c a n t l y ,  h i g h e r  p l a s m a  t o t a l  C a  l e v e l  t h a n  

F W  t i l a p i a  ( T a b l e  1 ) .  I n  L F W  t i l a p i a ,  t h e  b o n e  c a l c i u m  c o n t e n t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

l o w e r  t h a n  i n  F W  t i l a p i a ,  i n  a l l  t h r e e  t y p e s  o f  b o n e s .  T h i s  d i f f e r e n c e  w a s  m o r e  

p r o n o u n c e d  i n  t h e  s k e l e t a l  b o n e  ( v e r t e b r a e ,  13 % )  a n d  s c a l a r  b o n e  ( 1 1 * 4 % )  t h a n  i n  

t h e  d e r m a l  b o n e  ( o p e r c u l u m ,  6 - 7  % ) .  T h e  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  m u s c l e  o n  a d r y  w e i g h t  

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

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

i . e .  8 0  ±  3 h  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  4:,C a 2 + . R e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  ( S A r ) f o r  v e r t e b r a e ,  

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

( T a b l e  1 ) .  T h i s  d i f f e r e n c e  i n  S A r v a l u e s  w a s  m o s t  p r o n o u n c e d  i n  t h e  s c a l e s  ( 1 4 2 % )  

a n d  a m o u n t e d  t o  1 0 7 %  a n d  1 0 8 %  i n  v e r t e b r a e  a n d  o p e r c u l a ,  r e s p e c t i v e l y .  S A r 

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

d i f f e r e n t  f r o m  p l a s m a  S A  v a l u e s .

T a b l e  2  p r e s e n t s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  f o u r  f i s h  a d a p t e d  t o  e i t h e r  F W  o r  L F W  

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

r e l a t i v e  s i z e s  o f  t h e s e  s u b p o o l s  o f  b o n e .  T h e  s i z e s  o f  t h e s e  s u b p o o l s ,  p r e s e n t e d  a s  a  

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

b e t w e e n  t h e  t w o  s a m p l e s  o f  f i s h .  N o  d i f f e r e n c e  w a s  o b s e r v e d  w i t h  r e s p e c t  t o  Q b o n e »  

e x p r e s s e d  p e r  b o d y  w e t  w e i g h t .  T o t a l  b o n e  m a s s ,  h o w e v e r ,  e x p r e s s e d  a s  b o n e  d r y  

w e i g h t  p e r  b o d y  w e t  w e i g h t ,  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  L F W  t h a n  i n  F W  t i l a p i a  

( P < 0 - 0 2 ) .  T h e  t o t a l  b o n e  c a l c i u m  c o n t e n t  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  F W  

a n d  L F W  t i l a p i a ,  a v e r a g i n g  5*75  ±  0 - 0 2  m m o l  g ~ 1 f o r  F W  a n d  5 - 2 2  ±  0 - 0 5  m m o l  g ~ 1 

f o r  L F W  f i s h  ( P <  0 * 0 0 1 ) .  F o r  t h e  F W  t i l a p i a ,  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t o t a l  

b o d y  c a l c i u m  ( c a l c u l a t e d  a s  Q f  =  3 5 7 * 5 W ° ’96:>; F l i k  et al. 1 9 8 5 « ) ,  w h i c h  c o m e s  t o  

3 - 9 8  ±  0 - 3 8  m m o l  C a  ( W  =  12-1  ±  1 * 2 g ) , a n d  Qbone (= 3 ‘7 6  ±  0 - 4 9  m m o l  C a )  y i e l d s

t h e  s o f t  t i s s u e  c a l c i u m  p o o l  ( Q soft =  Q f — Q bone =  0 ' 2 2  m m o l  C a ) ,  t h e  l a t t e r  b e i n g  

5 * 4 2 %  o f  Q f .  T h i s  c a l c u l a t e d  v a l u e  f o r  Q soft d i d  n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r o m
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W e i g h t  ( g )

F i g .  2 .  C o m p a r i s o n  o f  w h o l e - b o d y  C a 2+ f l u x  r a t e s  i n  F W  a n d  L F W  t i l a p i a .  I n f l u x  a n d  

e f f l u x  r a t e s  o f  C a 2+ f o r  F W  t i l a p i a  a r e  r e p r e s e n t e d  b y  F in =  5 0 W ° ’8O;> n m o l  h _1 ( l i n e  A )  

a n d  b y  F out =  3 0 W °  563 n m o l  h - 1  ( l i n e  B ) ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  L F W  t i l a p i a  i n d i v i d u a l  C a 2+ 

i n f l u x  r a t e s  ( □ ,  N  =  8 )  a n d  C a 2+ e f f l u x  r a t e s  ( A ,  N  =  1 0 )  a r e  g i v e n .  I n  t h e  b o d y  w e i g h t  

r a n g e  f r o m  10 t o  3 0  g  t h e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  f l u x  r a t e s  a n d  b o d y  w e i g h t  w e r e  f i t t e d  b y  

l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  ( d o t t e d  l i n e s ) .

m e a s u r e d  v a l u e s  f o r  t h e  s o f t  t i s s u e  c o m p a r t m e n t  o f  0 * 2 4  ±  0 * 0 4  m m o l  C a ,  w h i c h  is  

5*9  %  o f  Q f .  T h e  a c c u r a c y  o f  t h e s e  c a l c u l a t i o n s ,  t h e n ,  a l l o w s  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  Q f  f o r  

t h e  L F W  t i l a p i a  o n  t h e  b a s i s  o f  t i s s u e  c a l c i u m  c o n t e n t s  a n d  t h e  r e l a t i v e  s i z e s  o f  t h e  

r e s p e c t i v e  s u b p o o l s  a s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2 .

Calcium  accumulation  in tilapia acc lim a ted  to F W  or L F W

T a b l e  3 p r e s e n t s  d a t a  o n  g r o w t h  a n d  c a l c i u m  a c c u m u l a t i o n  i n  t i l a p i a  a c c l i m a t e d  t o  

F W  o r  L F W .  T h r e e  g r o u p s  a r e  c o n s i d e r e d :  o n e  F W  g r o u p  a n d  t w o  d i f f e r e n t  g r o u p s  

o f  f i s h  t h a t  w e r e  a c c l i m a t e d  t o  L F W  c o n d i t i o n s .  I n  a l l  t h r e e  c a s e s  s i g n i f i c a n t  w e i g h t  

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

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

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

a r e  3 8 3  n m o l  h - 1 C a  f o r  F W  f i s h  a n d  6 1 6  a n d  5 1 0  n m o l  h - 1 C a  f o r  t h e  t w o  g r o u p s  o f  

L F W  f i s h ,  r e s p e c t i v e l y .

D I S C U S S I O N

S i x  m a j o r  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  d r a w n  f r o m  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y .

1. T i l a p i a  g r o w n  i n  F W  ( 0 - 8  m m o l  I - 1 C a )  s h o w e d  a  n e t  u p t a k e  o f  c a l c i u m  

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

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

(0 * 2  m m o l  I - 1 C a ) .
O ’- *  •

2 .  N e t  b r a n c h i a l  C a  i n f l u x  r a t e s  i n  t h e  l a t t e r  f i s h  i n c r e a s e d  m o r e  t h a n  f o u r - f o l d .
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T a b l e  1. Ca content a n d  rela tive 4'Ca content (SA r)  o f  severa l tissues o f  F W  a n d

L F W  tilapia , de tenn ined  80 ± 3 h a fter  tracer injection

R e l a t i v e  Jb C a  c o n t e n t

C a l c i u m  c o n t e n t S A r ( 1 0 0 x S A t / S A p )

F W L F W F W L F W

T i s s u e

P l a s m a 2 - 7 7  ± 0 - 2 2 2 - 9 9  ±  0* 1 3 f 1 0 0 1 0 0

M u s c l e (12 ±  6) X 1 0 -3 ( 1 3  ±  5 )  X 1 0 “ 3 9 4 - 7  ± 2 5 - 5 9 4 - 8  ± 3 3 * 3

B o n e

V e r t e b r a e 5 - 4 0  ±  0 -4 1 4 - 7 0  ±  0 - 4 8 # # 6 - 7  ± 2 - 0 1 3 - 9  ±  5 * 6 * *

O p e r c u l u m 6*83  ±  0 -3 1 6 - 3 7  ±  0 - 3 6 * 5*8 ±  1*2 1 2 -1  ±  4 - 4 * *

S c a l e s 5 - 3 6  ± 0 - 2 5 4 - 7 5  ± 0 - 4 3 * * 8*6 ±  1*7 2 0 - 8  ±  5 - 6 * * *

* * # ƒ > <  0 - 0 0 1 , * * p < 0 - 0 1 ,  * / J < 0 - 0 2 ;  j * e x p r e s s e d  in m m o l  \ ~ 1.

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

V a l u e s  f o r  t h e  r e l a t i v e  t r a c e r  c o n t e n t  o f  t h e  t i s s u e s  a re : e x p r e s s e d  a s  t i s s u e  ‘̂ C a  s p e c i f i c  a c t i v i t y

( S A t) r e l a t i v e  t o  p l a s m a  4:iC a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( S A p).

M e a n  v a l u e s  ±  S.E. a r e  g i v e n  f o r  s e v e n  F W  a n d  1 2  L F W  t i l a p i a .

3 .  B o t h  t h e  b r a n c h i a l  a n d  e x t r a b r a n c h i a l  C a 2+ e f f l u x  r a t e s  u n d e r w e n t  s i g n i f i c a n t  

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

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

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

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

b o n e  c a l c i u m  c o n t e n t .

6 . F i n a l l y ,  t h e  p o o l  o f  r e a d i l y  e x c h a n g e a b l e  c a l c i u m  in  b o n e  t i s s u e  o f  t i l a p i a  w e l l -  

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

w a t e r .

T a b l e  2 .  Comparison o f  calcium -containing compartments in tilapia a cc lim a ted  fo r

12 zveeks to F W  or L F W  conditions

F W  t i l a p i a  

( W  =  12-1  ±  l * 2 g )

L F W  t i l a p i a  

( W =  15*3  ±  1 -8 g )

C o m p a r t m e n t  s i z e :  Q ^ c i

Q d e r r

Q s c a l

Q s o f t

Qi

C a l c i u m  c o n t e n t  

R e l a t i v e  m a s s

)t>ne

Qr

Q b  o n e /w b o n e

W bonc/ ( 1 0 - 2W f)

1*56 ±  0 * 1 4  ( 4 1 - 3 * )  

1-31 ±  0 - 2 5  ( 3 4 * 8 * )  

0 * 9 0  ±  0 * 1 3  ( 2 3 * 9 * )

0 - 2 4  ±  0 - 0 4  ( 5 * 9 § ) 

3 * 7 6  ±  0 * 4 9  (94* 1 §)

4 - 0 0  

5*75  ± 0 - 0 2  

5 * 3 8  ±  0*15

1 - 8 7  ±  0 - 0 3  ( 4 0 * 3 * )  

1 *62 ±  0 * 1 2  (35*  1* )

1 • 1 4  ± 0 * 1 1  ( 2 4 - 6 * )  

0 * 2 7  ± 0 - 0 5  (5 * 6 § )

4 - 6 3  ±  0 * 1 4  ( 9 4 * 4 § )  

4 * 9 0

5 * 2 2  ±  0 - 0 5 J

5 - 8 5 ± 0 - 2 5 t

* % o f Q bone; § %  o f  Q flsh; \ P <  0 * 0 0 1 ;  t ^ < 0 * 0 2 .

C o m p a r t m e n t  s i z e  o f  t h e  s k e l e t a l  b o n e  ( Q s k d ) >  d e r m a l  b o n e  ( Q d e r m ) >  s c a l a r  b o n e  ( Q s c a i ) ,  t o t a l  

b o n e  c o m p a r t m e n t  ( Q b o n c  =  Q s k d  +  Q d e r m  +  Q s c a i )  > a n d  s o f t  t i s s u e  c o m p a r t m e n t s  ( Q s o f t )  a n d  o f  t h e  

c o m p l e t e  f i s h  ( Q f =  Q b o n c  +  Q s o f t )  i s  e x p r e s s e d  in  m m o l  C a .  B o n e  c a l c i u m  c o n t e n t  is  e x p r e s s e d  o n  

t h e  b a s i s  o f  d r y  w e i g h t  ( W bone) i n  m m o l g - 1 . T o t a l  b o n e  m a s s  i s  p r e s e n t e d  a s  t h e  t o t a l  b o n e  d r y  

w e i g h t  r e l a t i v e  t o  t h e  b o d y  w e i g h t  o f  t h e  f i s h  [ W bone 

I n  a l l  c a s e s  m e a n  v a l u e s  ±  S.E. a r e  g i v e n  f o r  f o u r  f i s h .
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Ca2+f lu x  rates

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

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

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

c a l c i u m  l e v e l s  t o  0*2  m m o l  I - 1 . I t  h a s  b e e n  s h o w n ,  h o w e v e r ,  t h a t  i n  t i l a p i a  b o n e  

d e m i n e r a l i z a t i o n  a n d  l o s s  o f  t o t a l  b o d y  c a l c i u m  t a k e  p l a c e  i n  t h e  f i r s t  2  w e e k s  a f t e r  

t r a n s f e r r i n g  t h e m  t o  a l o w - c a l c i u m  e n v i r o n m e n t  ( W e n d e l a a r  B o n g a  &  F l i k ,  1 9 8 2 ) .  

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p o s i t i v e  c a l c i u m  b a l a n c e ,  w h i c h  w a s  e s t a b l i s h e d  a f t e r  10  

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

a c c l i m a t i o n  o f  c a l c i u m  m e t a b o l i s m  t o  L F W  c o n d i t i o n s  is  a  r e l a t i v e l y  s l o w  p r o c e s s .
^  I

I n d e e d ,  i n  t h r e e  f i s h  e x p o s e d  f o r  o n l y  1 w e e k  t o  L F W ,  C a  i n f l u x  r a t e s  w e r e  s t i l l  

r o u g h l y  t h e  s a m e  a s  t h o s e  o f  F W  t i l a p i a  ( u n p u b l i s h e d  r e s u l t ) .  H o w  d o  t h e  C a 2+ f l u x  

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

e x t r a p o l a t i o n  t o  f l u x e s  p e r  h  p e r  k g  f i s h ,  i t  t u r n s  o u t  t h a t  t h e  C a “ f l u x  r a t e s  i n  t i l a p i a  

a r e  h i g h .  T h e  f o l l o w i n g  i n f l u x  r a t e s  ( ¿ ¿ m o l h - 1 k g - 1 f i s h )  w e r e  c a l c u l a t e d .  F o r  t i l a p i a  

a d a p t e d  t o  F W  a n d  L F W ,  2 8  a n d  1 1 6 ,  r e s p e c t i v e l y ;  f o r  b o t h  r a i n b o w  t r o u t ,  Sa lm o  

ga irdneri,  a n d  b u l l h e a d s ,  Ic ta lum s  nebulosus , a d a p t e d  t o  a m b i e n t  c a l c i u m  l e v e l s  i n

t h e  r a n g e  o f  0 * 0 8 5 - 0 - 3 2 5  m m o l  I - 1 , 5 - 7 * 5  ( H ó b e ,  L a u r e n t  &  M c M a h o n ,  1 9 8 4 ) ;  f o r

t h e  g o l d f i s h ,  Carassius a u ra tu s , 15 ( B e r g ,  1 9 6 8 ,  1 9 7 0 ) ;  f o r  t h e  k i l l i f i s h ,  F undu lu s

heteroclitu s , 3 2 * 5  ( P a n g ,  G r i f f i t h ,  M a e t z  &  P i c ,  1 9 8 0 )  a n d  1 0 - 5 0  ( M a y e r - G o s t a n

et al. 1 9 8 3 ) ;  a n d  f o r  Fundu lu s  k a n sa e , 2 7  ( F l e m i n g ,  1 9 7 3 ) .  E f f l u x  r a t e s  p r e s e n t e d  i n

t h i s  w a y  c o m e  t o  8*1 a n d  15*7 f o r  F W  a n d  L F W  t i l a p i a ,  r e s p e c t i v e l y ;  t o  5 - 7 * 5  f o r
i

r a i n b o w  t r o u t ;  a n d  t o  1 - 5  f o r  b u l l h e a d s  ( H ó b e  et al. 1 9 8 4 ) .  I n f l u x  r a t e s  o f  C a -  i n  

F W  t i l a p i a  a r e  o f  t h e  s a m e  o r d e r  o n l y  a s  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  t w o  Fundu lu s  s p e c i e s .
n  | ^  |

W h e n  c o m p a r i n g  C a  f l u x  r a t e s  i n  t i l a p i a  t o  C a  f l u x  r a t e s  r e p o r t e d  f o r  o t h e r
^  I

s p e c i e s ,  a c o m m e n t  m u s t  b e  m a d e  c o n c e r n i n g  t h e  p r e s e n t a t i o n  o f  C a “ f l u x  r a t e s  i n
___________  •  9  i

t h e  l i t e r a t u r e .  T o  o u r  k n o w l e d g e  i t  h a s  n o t  b e e n  r e c o g n i z e d  b e f o r e  t h a t  C a “ f l u x  

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

l i n e a r l y  e x t r a p o l a t e d  t o  f l u x e s  p e r  e . g .  0 *1- o r  1- k g  f i s h  m a y  b e  m i s l e a d i n g ,  e s 

p e c i a l l y  w h e n  s m a l l  f i s h  a r e  u s e d .  F o r  e x a m p l e ,  w h e n  t h e  p r o p e r  r e l a t i o n s h i p s  a r e
___ 9  . #  #  •  •  •

o b s e r v e d  ( F l i k  et al. 1 9 8 5 « ) ,  n e t  C a “ i n f l u x  i n  a 2 0 - g  t i l a p i a  i n  F W  is  c a l c u l a t e d  

a s  F net =  F in — F out =  5 5 8 — 1 6 2  =  3 9 6  n m o l  h - 1 , o r  =  13 0 0 0 — 1 4  66  =  11 5 3 4  n m o l  h - 1

T a b l e  3 .  Growth a n d  calcium  accumulation  in F W  a n d  L F W  tilapia  

F i s h  N  W 0 ( g )  A t  ( h )  A W  ( g )  A Q f ( m m o l  C a )

F W 7 1 9 - 9 5  ± 2 - 0 3 1 4 6 4 1 - 8 2 0 - 5 6 1

L F W 7 1 9 - 4 0  ± 6 - 4 2 1 9 4 4 3 * 6 6 1 - 1 9 7

L F W 5 2 4 - 1 0  ± 3 - 7 5 2 4 2 4 3 - 6 0 1 - 2 3 7

W0 r e p r e s e n t s  t h e  b o d y  w e i g h t  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  e x p e r i m e n t s ;  m e a n  v a l u e s  ±  S . E .  a r e  g i v e n .  

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

AW r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  i n c r e a s e  in  b o d y  w e i g h t  p e r  f i s h  o v e r  t h e  p e r t i n e n t  p e r i o d .

AQf r e f e r s  t o  t h e  c a l c u l a t e d  i n c r e a s e  i n  t o t a l  b o d y  c a l c i u m  p e r  f i s h  o v e r  t h e  p e r t i n e n t  p e r i o d .
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f o r  a  ( h y p o t h e t i c a l )  t i l a p i a  o f  1 k g .  V a l u e s  o b t a i n e d  b y  l i n e a r  e x t r a p o l a t i o n

( m u l t i p l y i n g  b y  5 0 )  w o u l d  y i e l d  F net =  2 7  9 0 0  — 8 1 0 0  =  19 8 0 0  n m o l  h  1 k g  1 t i l a p i a

a n d  o v e r - e s t i m a t e  t r u e  f l u x  r a t e s .  H o w e v e r ,  e v e n  t h o u g h  t h e  d a t a  p u b l i s h e d  i n  t h e  

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

w e  o b s e r v e d  f o r  L F W  t i l a p i a  e x c e e d  e v e r y  C a “ f l u x  r a t e  d e t e r m i n e d  s o  f a r  f o r  t e l e o s t  

f i s h .

T h e  v e r y  h i g h  v a l u e  f o r  n e t  i n f l u x  r a t e s  i n  L F W  t i l a p i a  t h a t  w e  o b t a i n e d  b y
0 -i-

b i d i r e c t i o n a l  f l u x  m e a s u r e m e n t s  c o m p a r e s  w e l l  w i t h  a n  u p t a k e  r a t e  o f  C a “ f r o m  t h e  

w a t e r  d e r i v e d  f r o m  g r o w t h  r a t e s  r e p o r t e d  b y  I c h i i  &  M u g i y a  ( 1 9 8 3 )  f o r  r a p i d l y  

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

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

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

p e r m i t  g r o w t h  i n  r e l a t i v e l y  s o f t  w a t e r .  I t  is a l s o  e v i d e n t  f r o m  o u r  r e s u l t s  t h a t  t o  a s s e s s  

u p t a k e  o f  C a 2+ f r o m  t h e  wra t e r  b y  f l u x  r a t e  d e t e r m i n a t i o n ,  b o t h  i n f l u x  a n d  e f f l u x  

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

o n  a m b i e n t  C a 2^  c o n c e n t r a t i o n s :  b r a n c h i a l  a n d  e x t r a b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e s  a s  a 

p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  b o d y  e f f l u x  r a t e s  w e r e  e s t i m a t e d  t o  r e p r e s e n t  8 6 %  a n d  1 4 %  i n

F W  t i l a p i a  a n d  6 9  %  a n d  31  %  i n  L F W  t i l a p i a .

A s  w e  h a v e  d i s c u s s e d  e l s e w h e r e ,  i n t e g u m e n t a l  C a 2+ e x c h a n g e  m a y  i n v o l v e  b o t h
9  .I.

t r a n s c e l l u l a r  a n d  p a r a c e l l u l a r  r o u t e s  ( F l i k ^ /  al. 1 9 8 6 ) .  F o r  t r a n s c e l l u l a r  C a “ u p t a k e
^  i

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

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

t i l a p i a  ( F l i k ,  W ' e n d e l a a r  B o n g a  &  F e n w i c k ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 4 « ;  F l i k ,  v a n  R i j s  &  W e n d e l a a r  

B o n g a ,  1 9 8 5 6 ) .  A c c o r d i n g  t o  t h i s  m o d e l ,  C a “ t o  b e  t r a n s p o r t e d  f r o m  t h e  w a t e r  t o  

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

t h e  c y t o s o l  b y  C a 2^ - b i n d i n g  p r o t e i n s ,  a n d  is  s u b s e q u e n t l y  p u m p e d  i n t o  t h e  b l o o d  b y

a n  a c t i v e  C a 2+ t r a n s p o r t  m e c h a n i s m .  W i t h  t h i s  m o d e l  i n  m i n d ,  w e  n o w  s u g g e s t  t h a t
9  i

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

t i l a p i a  a r e  a c c l i m a t e d  t o  L F W .

F i r s t ,  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t i l a p i a  t h a t  a n  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s
^  i

b e t w e e n  a m b i e n t  C a “ a n d  p r o l a c t i n  c e l l  a c t i v i t y  ( W ' e n d e l a a r  B o n g a ,  L o e w i k  &  v a n  

d e r  M e i j ,  1 9 8 3 ;  W e n d e l a a r  B o n g a ,  F l i k ,  L o e w i k  &  v a n  E y s ,  1 9 8 5 ) .  P r o l a c t i n  

s e c r e t i o n  is  e n h a n c e d  i n  L F W  t i l a p i a  (W Te n d e l a a r  B o n g a  et al. 1 9 8 5 ) .  P r o l a c t i n
9  i

s t i m u l a t e s  C a “ t r a c e r  i n f l u x  i n  A m e r i c a n  e e l  g i l l  a r c h e s  ( M a  &  C o p p ,  1 9 8 1 ) ,  

s t i m u l a t e s  t r a n s p o r t  C a 2 + - A T P a s e  a c t i v i t y  i n  A m e r i c a n  e e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s  

( F l i k  et al. 1 9 8 4 /? ) ,  a n d  s t i m u l a t e s  u p t a k e  o f  C a 2+ f r o m  t h e  w a t e r  i n  i n t a c t  t i l a p i a  

( F l i k  et al. 1 9 8 6 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  e n h a n c e d  p r o l a c t i n  s e c r e t i o n  t h a t  o c c u r s  u n d e r
• • n

L F W  c o n d i t i o n s  m a y  s t i m u l a t e  C a “ t r a n s p o r t  m e c h a n i s m s  i n  t h e  b r a n c h i a l  e p i -
Q  i

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

a d a p t a t i o n ,  i n  c o n c e r t  w i t h  i n c r e a s e d  e n t r y  o f  C a “ a t  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e s ,
Q  I

p r o b a b l y  a c c o u n t s  f o r  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e d  t r a n s c e l l u l a r  C a “ i n f l u x  i n  t h e  g i l l s .

S e c o n d l y ,  i n  L F W T t i l a p i a  t h e  c h l o r i d e  c e l l  d e n s i t y  is  t r i p l e d ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  

F W  t i l a p i a  ( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  A s  o r i g i n a l l y  s u g g e s t e d  b y  P a y a n ,  M a y e r - G o s t a n  &
9  1

P a n g  ( 1 9 8 1 ) ,  w e  t o o  c o n s i d e r  t h e  c h l o r i d e  c e l l s  o f  t h e  g i l l s  a s  t h e i r  C a “ t r a n s p o r t i n g
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u n i t s  ( F l i k  et al. 1 9 8 4 « ) .  T h u s ,  a n  i n c r e a s e  i n  c h l o r i d e  c e l l  d e n s i t y  i n  t h e  b r a n c h i a l
O «

e p i t h e l i u m  w o u l d  l e a d  t o  a n  i n c r e a s e  o f  t r a n s c e l l u l a r  C a “ i n f l u x  c a p a c i t y .

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

i o n s  ( D h a r m a m b a  &  M a e t z ,  1 9 7 2 )  a n d  o s m o t i c  w a t e r  p e r m e a b i l i t y  ( W e n d e l a a r  

B o n g a  &  v a n  d e r  M e i j ,  1 9 8 1 ;  W e n d e l a a r  B o n g a  et al. 1 9 8 3 )  o f  t i l a p i a  g i l l s  a s  w e l l  a s  o f  

t h e  g i l l s  o f  J a p a n e s e  e e l ,  Anguilla  japon ica  ( O g a w a ,  1 9 7 4 ;  O g a s a w a r a  &  H i r a n o ,  

1 9 8 4 « ) ,  Fundu lu s  kansae  ( P o t t s  &  F l e m i n g ,  1 9 7 0 ) ,  r a i n b o w  t r o u t ,  Sa lm o  ga irdneri  

( O g a w a ,  1 9 7 4 )  a n d  b r o w n  t r o u t ,  Sal?no tn i t ta  ( O d u l e y e ,  1 9 7 5 ) .  A l t h o u g h  n o  d a t a
O  | 9  |

a r e  a v a i l a b l e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o n  g i l l  C a “ p e r m e a b i l i t y ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  C a “ 

p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  e p i t h e l i u m  i n c r e a s e s  i n  L F W  t i l a p i a  c a n n o t  b e  e x c l u d e d .  I t  is  

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

d e t e r m i n e d  b y  a n d  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  m u c o s a l  C a  c o n c e n t r a t i o n s  ( E b e l  &  

G u e n t h e r ,  1 9 8 0 ;  B i k l e ,  Z o l o c k  &  M o r r i s s e y ,  1 9 8 1 ) .  I f  i n  t i l a p i a  a  d e c r e a s e  i n  a m b i e n t
9  # 9  i

C a “ w o u l d ,  i n d e e d ,  e n h a n c e  t h e  p e r m e a b i l i t y  t o  C a  o f  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e 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 ,  t h i s  p r o c e s s  w o u l d  f a c i l i t a t e  C a 2+ p e r m e a t i o n  a t  t h e  a p i c a l
^  i

m e m b r a n e s  a n d  t h u s  p r o m o t e  t r a n s c e l l u l a r  C a “ i n f l u x  r a t e s  i n  t h e  g i l l s .  H o w e v e r ,
O  i

i n c r e a s e d  p e r m e a b i l i t y  m a y  a l s o  l e a d  t o  i n c r e a s e d  C a “ l o s s .  S u c h  l o s s  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d ,  e . g .  f o r  p a r a c e l l u l a r  ‘s e c r e t i o n ’ o f  C a “ i n  r a t  i l e a l  e p i t h e l i u m  ( N e l l a n s  &  

K i m b e r g ,  1 9 7 8 ,  1 9 7 9 ) ,  w h i c h  is  d e t e r m i n e d  b y  a n d  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h
2  -4-

l u m i n a l  C a “ c o n c e n t r a t i o n s .  B y  a n a l o g y ,  t h e n ,  l o w  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  

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

T h u s ,  b r a n c h i a l  e f f l u x  r a t e s  o f  C a 2+ f o l l o w i n g  p a r a c e l l u l a r  r o u t e s  c o u l d  b e  i n c r e a s e d  

a s  a  r e s u l t  o f  l o w e r e d  a m b i e n t  C a 2 + . T h e  a b o v e - m e n t i o n e d  i n c r e a s e  i n  c h l o r i d e  c e l l
• 9  I

d e n s i t y  i n  L F W 7 f i s h  m a y ,  h o w e v e r ,  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  a n  i n c r e a s e  i n  C a “ e f f l u x ,  

s i n c e  i t  i m p l i e s  e x t e n s i o n  o f  t h e  p a r a c e l l u l a r  f l u x  r o u t e .  R e c e n t l y ,  O g a s a w a r a  &  

H i r a n o  ( 1 9 8 4 6 )  r e p o r t e d  f o r  Anguilla  japonica  t h a t  t h e  g i l l  p e r m e a b i l i t y  t o  w a t e r  is  

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

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

w a t e r .  S i m i l a r  c o n c l u s i o n s  w e r e  d r a w n  b y  S a r d e t ,  P i s a m  &  M a e t z  ( 1 9 7 9 )  f r o m  t h e i r  

s t u d i e s  o n  a  v a r i e t y  o f  f r e s h w a t e r  a n d  m a r i n e  f i s h .
^  I

O u r  r e s u l t  o f  i n c r e a s e d  u p t a k e  r a t e s  o f  C a “ f r o m  t h e  w a t e r  i n  L F W  t i l a p i a  

c o n t r a s t s  w i t h  r e s u l t s  o f  B e r g  ( 1 9 6 8 ,  1 9 7 0 )  o n  g o l d f i s h  a d a p t e d  t o  l o w - c a l c i u m  w a t e r .  

H e  c o n c l u d e d  t h a t  b r a n c h i a l  e x c h a n g e  r a t e s  o f  C a 2+ i n  t h i s  s p e c i e s  a r e  i n d e p e n d e n t  

o f  a m b i e n t  c a l c i u m  l e v e l s .  U n d e r  l o w - c a l c i u m  c o n d i t i o n s ,  i n c r e a s e d  i n t e s t i n a l  

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

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

c a l c i u m  a b s o r p t i o n  i n s t e a d  o f  i t s  b r a n c h i a l  C a  u p t a k e  i n  s o f t  w a t e r .  F o r  t w o  o t h e r  

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

b o d y  c a l c i u m  e x c h a n g e  r a t e s  w e r e  l a r g e l y  i n d e p e n d e n t  o f  a m b i e n t  C a “ ( H o b e  et al. 

1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  a l t e r e d  i n f l u x  r a t e s  o f  C a  a s  a n  a d a p t i v e  r e s p o n s e  t o  v a r y i n g  

a m b i e n t  C a 2+ l e v e l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  e a r l i e r  f o r  Fundu lu s  heteroclitus  ( M a y e r -  

G o s t a n  et al. 1 9 8 3 ) .  T h u s ,  s u c h  a d a p t i v e  r e s p o n s e s  o f  t h e  b r a n c h i a l  c a l c i u m  u p t a k e  

s y s t e m  s e e m  t o  b e  o f  w i d e r  o c c u r r e n c e .
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T h e  o b s e r v a t i o n  o f  i n c r e a s e d  e x t r a b r a n c h i a l  C a  e f f l u x  r a t e s  i n  L F W  t i l a p i a  i s  i n  

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

l o w  a m b i e n t  C a “ ( W e n d e l a a r  B o n g a  &  v a n  d e r  M e i j ,  1 9 8 1 ) :  i n c r e a s e d  o s m o t i c  w a t e r  

u p t a k e  a t  l o w  a m b i e n t  C a “ m a y  e n h a n c e  u r i n e  p r o d u c t i o n ;  i n c r e a s e d  u r i n e
9  I # #

p r o d u c t i o n  l e a d s  t o  e x t r a  C a “ l o s s  f r o m  t h e  b o d y  i n  A m e r i c a n  e e l s  ( F e n w i c k ,  1 9 8 1 ) .  

H e n c e ,  i n c r e a s e d  u r i n e  p r o d u c t i o n  a s  a r e s p o n s e  t o  e n h a n c e d  w a t e r  u p t a k e  i n  L F W  

t i l a p i a  c o u l d  e x p l a i n ,  a t  l e a s t  p a r t l y ,  t h e  i n c r e a s e  i n  e x t r a b r a n c h i a l  C a 2+ e f f l u x  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s .

In terna l calcium  stores

Blood p la sm a  a n d  soft tissues

O u r  f i n d i n g  o f  a n  e l e v a t e d  p l a s m a  c a l c i u m  c o n t e n t  i n  t i l a p i a  10  w e e k s  a f t e r  t h e  s t a r t  

o f  a c c l i m a t i o n  t o  L F W  c o n f i r m s  a r e p o r t  b y  W ' e n d e l a a r  B o n g a  et al. ( 1 9 8 5 ) .  F i v e  d a y s  

a f t e r  t r a n s f e r e n c e  t o  L F W 7, t i l a p i a  s h o w  a s i g n i f i c a n t  h v p o c a l c a e m i a  ( W e n d e l a a r  

B o n g a ,  F l i k  &  F e n w i c k ,  1 9 8 4 ) ;  i t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t h a t  t h e  r e s t o r a t i o n  o f  p l a s m a
t ^ |

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

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

b y  a n  e n h a n c e d  p r o d u c t i o n  o f  t h e  h o r m o n e  p r o l a c t i n  ( W e n d e l a a r  B o n g a  et al. 1 9 8 4 ) .  

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

h y p e r c a l c a e m i a  i n  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  f r e s h w a t e r  t e l e o s t s :  t h e  k i l l i f i s h ,  F undu lu s  

heteroclitus , t h e  s t i c k l e b a c k ,  Gasterosteus a cu lea tu s , t i l a p i a  a n d  A m e r i c a n  e e l s  

( P a n g ,  S c h r e i b m a n ,  B a l b o n t i n  &  P a n g ,  1 9 7 8 ;  W ' e n d e l a a r  B o n g a  &  F l i k ,  1 9 8 2 ;  F l i k

e t a l .  1 9 8 4 / ; ) .

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

t i s s u e  c o m p a r t m e n t  f r o m  5 * 9 %  t o  5 ’6%  o f  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  f i s h ,  

a c h a n g e  w h i c h  is  n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  T h e  s i z e  o f  t h e  s o f t  t i s s u e  c a l c i u m  

c o m p a r t m e n t  u n d e r  f r e s h w a t e r  c o n d i t i o n s  o f  t h e  g o l d f i s h  is  6 %  ( B e r g ,  1 9 6 8 )  a n d  o f  

Fundu lu s  kansae  3 - 2 %  ( F l e m i n g ,  B r e h e  & H a n s o n ,  1 9 7 3 ) .  M u s c l e  c a l c i u m  c o n t e n t  

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

Bones a n d  scales

T h e  v a l u e s  f o r  b o n e  ( a n d  m u s c l e )  c a l c i u m  c o n t e n t s  o f  t i l a p i a  a d a p t e d  t o  F W  a r e  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  a s  t h o s e  r e p o r t e d  e a r l i e r  (W Te n d e l a a r  B o n g a  &  F l i k ,  1 9 8 2 ;  

W e n d e l a a r  B o n g a  &  L a m m e r s ,  1 9 8 2 ) .  T i l a p i a  k e p t  i n  L F W ,  h o w e v e r ,  s h o w e d  

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

c a l c i u m  p o o l  ( Q f )  u n d e r  L F W 7 c o n d i t i o n s ,  c o n n e c t e d  w i t h  g r o w t h ,  b u t  b o n e  c a l c i u m  

d e n s i t y  i n  t h e s e  f i s h  w a s  l o w e r  t h a n  i n  F W  t i l a p i a .  T h u s ,  a l t h o u g h  t i l a p i a  i n c r e a s e  t h e  

u p t a k e  o f  C a “ ~ f r o m  t h e  w a t e r  a n d  r e - e s t a b l i s h  a  p o s i t i v e  c a l c i u m  b a l a n c e  u n d e r  

L F W  c o n d i t i o n s ,  t h e  d e g r e e  o f  b o n e  m i n e r a l i z a t i o n  is  m a i n t a i n e d  a t  a l o w e r  l e v e l .  

T h i s  o b s e r v a t i o n  o f  g r o w t h  c o n n e c t e d  w i t h  a  c h a n g e d  d e g r e e  o f  b o n e  m i n e r a l i z a t i o n  

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

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

l e v e l  w h e n  t h e  u p t a k e  o f  C a 2+ f r o m  t h e  w a t e r  is  v e r y  m u c h  e n h a n c e d .  T h e  p o s s i -
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b i l i t y  t h a t  p h o s p h a t e  m e t a b o l i s m  m a y  a l s o  b e  i n f l u e n c e d  b y  a m b i e n t  C a  l e v e l s  

i n  L F W  t i l a p i a  c o u l d  g i v e  a t  l e a s t  a p a r t i a l  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  p h e n o m e n o n .  

M o b i l i z a t i o n  o f  c a l c i u m  f r o m  a c e l l u l a r  b o n e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  F undu lu s  kan sae  

( B r e h e  &  F l e m i n g ,  1 9 7 6 ) ,  g o l d f i s h  a n d  k i l l i f i s h  ( M u g i y a  &  W a t a b e ,  1 9 7 7 ) ,  Lepom is  

macroch in is  ( W e i s s  &  W a t a b e ,  1 9 7 8 ) ,  Tilapia macrocephala  ( W e i s s  &  W a t a b e ,  1 9 7 9 )  

a n d  f o r  Oreochromis mossambicus  ( U r a s a ,  F l i k  &  W e n d e l a a r  B o n g a ,  1 9 8 4 ) .  B o t h  

W e i s s  &  W a t a b e ,  a n d  U r a s a  a n d  c o - w o r k e r s  c a m e  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  n e e d  f o r  

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

R o d g e r s  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t s  f o r  b r o o k  t r o u t ,  Sa lve linus  fo n t in a l is , t h a t  l o w  a m b i e n t  C a “
^  I

l e v e l s  i m p a i r  a b s o r p t i o n  o f  d i e t a r y  C a “ , a n d  t h a t  m o b i l i z a t i o n  o f  b o n e  m i n e r a l s  f r o m  

s c a l e s  a n d  f i n s  o c c u r s  u n d e r  s u c h  c o n d i t i o n s .  A n  a t t r a c t i v e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r
^  |

t h e  d e m i n e r a l i z a t i o n  o f  b o n e  a t  l o w  a m b i e n t  C a “ w o u l d  b e  t h a t  c a l c i u m  a n d  

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

b o n e  m i n e r a l  ( o r  l i m i t  b o n e  m i n e r a l i z a t i o n ,  o r  b o t h )  t o  p r o v i d e  f o r  i t s  p h o s p h a t e  

r e q u i r e m e n t s .  T h e  c a p a c i t y  o f  Lepomis macrochinis  s p e c i f i c a l l y  t o  m o b i l i z e  c a l c i u m  

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

W a t a b e ,  1 9 7 8 ) ,  s u p p o r t s  t h i s  h y p o t h e s i s .

T h e  d e g r e e  o f  d e m i n e r a l i z a t i o n  w a s  h i g h e r  i n  v e r t e b r a l  a n d  s c a l a r  b o n e  t h a n  i n  

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

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

o p e r c u l a r  b o n e  ( M o s s ,  1 9 6 3 ;  L a n z i n g  &  W r i g h t ,  1 9 7 6 ) .  I n  t h o s e  c a s e s  w h e r e  s h i f t s

i n  p h y s i c o - c h e m i c a l  C a 2+ e x c h a n g e  p r o c e s s e s  a t  t h e  b o n e  s u r f a c e  c o n s t i t u t e  t h e
9 i

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

t y p e  o f  b o n e  ( A m p r i n o ,  1 9 5 2a,b) .  S e c o n d l y ,  R o w l a n d  ( 1 9 6 6 )  h a s  s h o w n  t h a t  

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

s i t e s  f o r  C a  e x c h a n g e  p r o c e s s e s  b e t w e e n  b l o o d  a n d  b o n e .  W .  V o g e l  ( p e r s o n a l  

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

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

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

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

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

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

S A r v a l u e s  f o r  m u s c l e  a p p r o x i m a t e d  t o  1 0 0 ,  w h i c h  m e a n s  t h a t  t h i s  t i s s u e  e x c h a n g e d  

i t s  c a l c i u m  r a t h e r  r a p i d l y  a n d  c o m p l e t e l y  w i t h  t h e  p l a s m a .  B r e h e  &  F l e m i n g  ( 1 9 7 6 )  

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

c o m p a r t m e n t  o f  Fundu lu s  kansae .  S A r v a l u e s  f o r  b o n e s  i n  F W  t i l a p i a  r a n g e d  f r o m  

5 * 8 3  %  ( o p e r c u l u m )  t o  8 - 6 1  %  ( s c a l e s ) .  T h e s e  v a l u e s  f u r t h e r  p a r a l l e l  t h e  v a l u e s  f o r  

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

p a r t l y ,  d e t e r m i n e s  t h e  s i z e  o f  t h e  e x c h a n g e a b l e  p o o l .  A s s u m i n g  t h a t  4  d a y s  a f t e r  

t r a c e r  i n j e c t i o n  b o n e  S A r v a l u e s  r e p r e s e n t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  r e a d i l y  e x c h a n g e a b l e  

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

f o r  F W  a n d  L F W  t i l a p i a  a r e  1 2 %  a n d  1 9 % ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  F W  t i l a p i a ,  t h e  s o f t  

t i s s u e  c o m p a r t m e n t  a n d  t o t a l  b o n e  c o m p a r t m e n t  p r o v i d e  f o r  4 7  %  a n d  5 3  %  o f  t h e  

r e a d i l y  e x c h a n g e a b l e  c a l c i u m ,  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  i n  L F W  t i l a p i a  t h e s e  f i g u r e s  a r e  2 7  %
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a n d  7 3  % ,  r e s p e c t i v e l y .  A p p a r e n t l y ,  i n  L F W  f i s h  t h e  b o n e  p r o v i d e s  f o r  a n  i m p o r t a n t ,  

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

c a l c i u m  i n  t h e  b o d y  o f  L F W  t i l a p i a  m a y  f u l f i l  a  c a l c i u m  b u f f e r  f u n c t i o n  u n d e r  

c o n d i t i o n s  o f  i n c r e a s e d  w h o l e - b o d y  t u r n o v e r  o f  C a 2 + .

T h e  a u t h o r s  w i s h  t o  e x p r e s s  t h e i r  g r a t i t u d e  t o  P r o f e s s o r  A .  P .  v a n  O v e r b e e k e  f o r  

c r i t i c a l l y  r e v i e w i n g  t h e  m a n u s c r i p t  a n d  t o  M r s  E .  M .  J a n s e n - H o o r w e g  f o r  s e c r e t a r i a l  

h e l p .
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