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The ultrastructure of chloride cells in the gills 

of the teleost Oreochromis mossamhicus during 

exposure to acidified water

S.E . Wendelaar Bonga, G. Flik, P .H .M . Balm, and J .C .A . van der Meij

D e p a r t m e n t  o f  A n i m a l  P h y s io l o g y .  F a c u l t y  o f  S c ie 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  

A c c e p t e d  D e c e m b e r  10. 1989

Summary. B r a n c h i a l  c h l o r i d e  ce l ls ,  w h i c h  a c t i v e l y  t a k e  

u p  i o n s  in  t h e  g i l ls  o f  f r e s h w a t e r  f ish ,  w e r e  s t u d i e d  in 

t i l a p i a  { O r e o c h r o m i s  m o s s a m h i c u s )  e x p o s e d  to  s u b l e t h a l -  

ly a c i d i f i e d  f r e s h w a t e r .  S t r u c t u r a l  d a m a g e  o f  ce l ls ,  r e s u l t 

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

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

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

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

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

o f  th e  c h l o r i d e  cell  c y c le .  In  t h e  o p e r c u l a r  i n n e r  e p i t h e l i 

u m ,  a  t w o f o l d  i n c r e a s e  in c e l ls  o c c u r r e d  4 8  h a f t e r  g r a d u 

a l  a c i d i f i c a t i o n .  C e l l  d e n s i t y  s t a b i l i z e d  a f t e r  4  w e e k s  a t  

a  leve l  5 t i m e s  t h a t  o f  c o n t r o l  f ish .  F o u r  t r a n s i t o r y  s t a g e s  

w e r e  d i s t i n g u i s h e d  in  t h e  c h l o r i d e  cell  c y c le :  a c c e s s o r y  

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

i n g  ( a p o p t o t i c )  ce l ls .  In  c o n t r o l  f ish ,  m a t u r e  c h l o r i d e  

ce l ls  d o m i n a t e d  ( o v e r  5 0 % )  w i t h  i m m a t u r e  a n d  a p o p t o t 

ic ce l ls  t o t a l l i n g  a b o u t  4 0 % .  A f t e r  4  w e e k s  in a c i d  w a t e r ,  

o n l y  1 3 %  o f  t h e  c e l ls  w e r e  m a t u r e .  I m m a t u r e  a n d  a p o p 

t o t i c  ce l ls  d o m i n a t e d ,  e a c h  r e p r e s e n t i n g  a b o u t  4 0 %  o f  

t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c h l o r i d e  ce l ls .  M a t u r e  ce l ls  a p p a r e n t 

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

c e l ls  t u r n  o v e r  q u i c k l y  in a c id  w a t e r ,  w i t h  a  m i n o r  i n 

c r e a s e  in io n  t r a n s p o r t  c a p a c i t y  o f  t h e  g il ls .  T h i s  c o n c l u 

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

b r a n c h i a l  N a  + / K + A T P a s e  a c t i v i t i e s  in t r e a t e d  f ish  a r e  

o n l y  4 0 % - 5 0 %  h i g h e r  t h a n  in c o n t r o l s .

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

a c i d i f i c a t i o n  -  O r e o c h r o m i s  m o s s a m h i c u s  ( T e le o s t e i )

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

c h l o r i d e  ce l ls  o f  f ish  g i l ls  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 .  

W h e r e a s  th e  i o n - e x t r u d i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  g i l ls  o f  s e a w a -

S e n d  o f f p r i n t  r e q u e s t s  t o :  D r .  S .E .  W e n d e l a a r  B o n g a ,  L a b o r a t o r y  

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

T o e r n o o i v e l d ,  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

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

in  t h e  c h l o r i d e  ce l ls  ( F o s k e t t  a n d  S c h e f f e y  1982) ,  a n d  

t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  ce l ls  is w e ll  k n o w n ,  t h e  io n -  

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

f ish  h a s  b e e n  s h o w n  o n l y  i n d i r e c t l y .  T h e s e  ce l ls  h a v e  

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

k e t t  e t  a l .  1981 ) .  H o w e v e r ,  m o r e  r e c e n t  p h y s i o l o g i c a l ,  

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

a  c lo s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  f r e s h w a t e r  c h l o r i d e  ce l ls  a n d  

t h e  u p t a k e  o f  m o n o v a l e n t  a n d  d i v a l e n t  i o n s  ( P a y a n  e t  a l .  

1981 ; F l ik  e t  a l .  1 9 8 5 a ;  M a y e r - G o s t a n  e t  a l .  1987).  F u r 

t h e r m o r e ,  t h e s e  ce l ls  s h o w  a d a p t i v e  c h a n g e s  s u c h  a s  cell 

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

d u c e d  w a t e r  io n  lev e ls  o r  b y  v a r i o u s  t y p e s  o f  w a t e r  p o l l u 

t i o n ,  i n c l u d i n g  w a t e r  a c i d i f i c a t i o n  ( M c D o n a l d  1 9 8 3 ;  

L e i n o  a n d  M c C o r m i c k  1 9 8 4 ;  L a u r e n t  e t  a l .  1 9 8 5 ;  A v e l la  

e t  a l .  1987) .  F e w  s t u d i e s  d e s c r i b 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  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  a n d  t u r n o v e r  o f  c h l o 

r i d e  c e l ls  in  f r e s h w a t e r  f ish .

T e l e o s t  c h l o r i d e  ce l ls  a r e  s t r u c t u r a l l y  c h a r a c t e r i z e d  

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

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

i o n - t r a n s p o r t i n g  e n z y m e s  s u c h  a s  N a  + / K + - A T P a s e ,  

N a +/ H  + - A T P a s e  a n d  t r a n s p o r t  C a 2 + - A T P a s e  a r e  l o c a t 

e d  ( H o o t m a n  a n d  P h i l p o t t  1 9 7 9 ;  F l ik  e t  a l .  1 9 8 5 b ;  B a lm  

et  a l .  1 9 8 8 ) ;  t h e  t u b u l e s  h a v e  a  l u m e n  t h a t  is c o n t i n u o u s  

w i t h  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  v ia  o r i f i c e s  in t h e  b a s o l a t e r a l  

cell  m e m b r a n e  ( S a r d e t  e t  a l .  1 9 7 9 ;  L a u r e n t  a n d  D u n e l  

1 9 8 0 ) .  V es ic le s  a r e  p r e s e n t  b e t w e e n  th e  a p i c a l  m e m b r a n e  

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

1981 ; L a u r e n t  1984 ) .  T h i s  s t r u c t u r e  is t y p i c a l  o f  c h l o r i d e  

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

o f  a c c e s s o r y  ce l ls  is c o n s i d e r e d  ty p ic a l  o f  s e a w a t e r  f ish  

( D u n e l - E r b  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 ;  P i s a m  e t  a l .  1988).  O n  th e  o t h e r  h a n d ,  t h e s e  ce l ls  

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

r i d e  ce l ls  ( 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  

1980).  In  a n  e a r l i e r  s t u d y  o n  t i l a p i a  ( W e n d e l a a r  B o n g a  

a n d  V a n  d e r  M e i j  1 9 8 9 ) ,  w e  f o u n d  a c c e s s o r y  ce l ls  in 

f r e s h w a t e r  f i sh ,  a l b e i t  in v e r y  lo w  n u m b e r s .  W e  s u g g e s t e d
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t h a t  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls  d i f f e r e n t i a t e  f r o m  a c c e s s o r y  

ce l ls  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 ish ,  a n d  t h a t  th e  

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

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

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

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

I f  t h e  s t r u c t u r a l  d i v e r s i t y  o f  t h e  c h l o r i d e  ce l ls  is i n d e e d  

r e l a t e d  to  t h e  t u r n o v e r  r a t e  o f  th e  c h l o r i d e  ce l ls  r a t h e r  

t h a n  to  t h e  i o n i c  c o m p o s i t i o n  o f  th e  w a t e r ,  t h e  c h a n g e s  

t y p i c a l  o f  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  t o  s e a w a t e r  

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

c a t i o n  o f  f r e s h w a t e r .

W e  u s e d  t h e  A f r i c a n  c i c h l id  f ish  O r e o c h r o m i s  m o s -  

s c im b ic u s  ( t i l a p i a ) ,  a  h a r d y  e u r y h a l i n e  t e l e o s t ,  t h a t  w a s  

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

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

to  a  r a p i d  p r o l i f e r a t i o n  o f  th e  c h l o r i d e  ce l ls  in r e s p o n s e  

to  th e  o s m o r e g u l a t o r y  s t r e s s  i m p o s e d  ( W e n d e l a a r  B o n g a  

a n d  D e d e r e n  1986).

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

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

ly l i m i t e d  to  o b s e r v a t i o n s  o n  f ish  f r o m  n a t u r a l  a c id
J

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

t o x ic  c a t i o n s ,  o r  o n  f ish  e x p o s e d  to  w a t e r  w i t h  a  p H  

c lo s e  to  t h e  l e t h a l  level  ( C h e v a l i e r  e t  a l .  1 9 8 5 :  L e i n o e t  a l .

1987).  T h e  p r e s e n t  o b s e r v a t i o n s  o n  t i l a p i a  d e a l  w i t h  f ish  

e x p o s e d  t o  a  s u b l e t h a l  p H  level t h a t  h a s  b e e n  s h o w n  

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

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

l e a s t  6 m o n t h s  w i t h o u t  i n c r e a s e  in m o r t a l i t y  ( F l i k  e l  a l.  

1989).

Materials and methods

S e x u a l ly  m a t u r e  m a l e  a n d  f e m a le  t i l a p ia  ( O r e o c h r o m i s  m o s s a m h i -  

c u s : f o r m e r l y  T i la p ia  m o s s a m b i e a  a n d  S a r o f l i e r o d o n  n w s s a m b i c u s )  

o f  1 5 -2 5  g b o d y  w e ig h t  w e re  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 re  k e p t  in 200  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  25°  C  w i th  

a  d a i ly  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 te rs .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  th e  w a t e r  (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 0 4 2 " ,

0 .5 ;  p H ,  7.6. W a t e r  p H  w a s  l o w e r e d  f r o m  p H  7.6  to  p H  4 .5  by- 

a d d i n g  d i lu t e  H 2S 0 4 w i th  a  m u l t i c h a n n e l  p u m p  e i t h e r  a c u t e ly  (in 

10 m i n )  o r  g r a d u a l l y  ( o v e r  4  h) .  D u r i n g  a c id i f i c a t i o n ,  th e  w a t e r  

w a s  well a e r a t e d .  D u r i n g  th e  e x p o s u r e  p e r io d ,  w a t e r  p H  w a s  a d 

ju s te d  w i th  N a O H  o r  H 2S 0 4 u s in g  R a d i o m e t e r  p H - s t a t  e q u i p m e n t .  

T h e  a m m o n i a  c o n c e n t r a t i o n  o f  th e  w a t e r  ( a m m o n i a  s e c r e t i o n  in 

c r e a s e d  r a p i d l y  d u r i n g  th e  f irs t  lew  d a y s  in a c id  w a t e r )  w a s  m o n i 

t o r e d  d a i ly  a n d  k e p t  b e l o w  0 .5  mg/1 b y  r e p l a c i n g  s o m e  o f  th e  w a te r .  

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l u m i n u m  w a s  d e t e r m i n e d  in a P l a s m a  IL  2 0 0  

T h e r m o  E l e c t r o n  a t o m i c  e m is s io n  s p e c t r o m e t e r ,  a n d  a m o u n t e d  to

21 Mg/1-
G r o u p s  o f  7 fish w e re  e x p o s e d  f o r  48  h o r  1, 4  o r  6 w e e k s  

to  p H  4 .5 .  a n d  s u b s e q u e n t l y  a n e s t h e t i z e d  w i th  m e t h o x y e t h a n o l .  

B lo o d  w a s  c o l le c t e d  in h e p a r i n i z e d  h e m a t o c r i t  t u b e s  f r o m  th e  c a u 

d a l  b l o o d  vesse ls  a f t e r  s e v e r in g  th e  ta il .  P l a s m a  o s m o l a r i t y  w a s  

d e t e r m i n e d  in a Vogel m i c r o - o s m o m e t e r .  P l a s m a  s o d i u m  a n d  c a l c i 

u m  w e re  m e a s u r e d  b y  Ha m e  p h o t o m e t r y  ( M o d e l  IV A u t o - a n a l y z e r .  

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

a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 h in a w e l l - a e r a t e d  2 \ i M  s o l u t i o n  o f  2 - ( d i m e t h -  

y l a m i n o s t y r y l ) - l - e t h y l p y r i d i n i u m i o d i n e  ( D A S P E I ) ,  w h ic h  s t a in s  

th e  m i t o c h o n d r i a - r i c h  c h l o r i d e  ce lls  ( B e r e i t e r - H a h n  1976). A f t e r  

r in s in g ,  th e  i n n e r  o p e r c u l a r  e p i t h e l i u m  w a s  e x a m i n e d  in a Z e iss

f iu o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  a t  a  m a g n i f i c a t i o n  o f  x  250 .  B e c a u se  o f  

th e  c o m p l e x i t y  o f  th e  gill s t r u c t u r e ,  t h e  n u m b e r  o f  c h l o r i d e  cells 

is d i f f i c u l t  to  e s t i m a t e .  W e t h e r e f o r e  p r e s e n t  th e  n u m b e r  o f  c h lo r id e  

cells  p e r  s u r f a c e  a r e a  o f  th e  i n n e r  o p e r c u l a r  e p i t h e l i u m ;  th is  v a lu e  

is c o n s i d e r e d  to  re f lec t  t o t a l  b r a n c h i a l  c h l o r i d e  cell n u m b e r s  (F os-  

k e t t  e l  al.  1981). C e l l s  w e r e  c o u n t e d  in 20  d i f f e r e n t  s q u a r e s  o f  the 

o p e r c u l a r  e p i t h e l i u m  w i th  a t o t a l  s u r f a c e  a r e a  o f  5 m m 2 p e r  fish. 

T h e  d a t a  w e re  s t a t i s t i c a l l y  a n a l y z e d  u s in g  S t u d e n t ' s  / - te s t .

G i l l  f i l a m e n t s  w e r e  d i s s e c te d  a n d  f ixed  fo r  e l e c t r o n  m ic ro s c o p y  

a s  d e s c r i b e d  ( W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  V an  d e r  M e i j  1989). C h lo r i d e  

cells  w e r e  e x a m i n e d  in th e  i n t e r l a m e l l a r  a r e a s  o f  th e  f i l a m e n ta l  

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

to t i c  a n d  n e c r o t i c  c h l o r i d e  ce l ls  w e r e  d e t e r m i n e d  o n  th e  b a s is  o f  

th e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  100  c h l o r i d e  cells  p e r  a n i m a l ,  in g r o u p s  o f

6 f ish . T h e s e  p e r c e n t a g e s  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  c o n t r o l  fish a n d  for 

fish e x p o s e d  to  a c id  w a t e r  f o r  1 o r  4  w e e k s .

F o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  th e  N a ^  / K  1 - A T P a s e  a c t i v i t y  o f  o p e r e u l a  

a n d  gills,  g r o u p s  o f  8 f ish (a c o n t r o l  g r o u p  f r o m  w a t e r  o f  p H  7.6 

a n d  a g r o u p  e x p o s e d  to  p H  4 .5  f o r  4  w e e k s )  o f  2 0 +  1 g b o d y  w e igh t  

w e re  q u i c k ly  a n e s t h e t i z e d  in a  T R I S - b u f f e r e d  ( p H  7 .4)  M S - 2 2 2  s o 

l u t io n .  T h e  b u l b u s  a r t e r i o s u s  w a s  c a n n u l a t e d  a n d  th e  b r a n c h ia l  

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

h e p a r i n  (20  U ■ ml 1) to  r e m o v e  th e  b l o o d  ce l ls  f r o m  th e  gills. A d d i 

t i o n a l ly .  0 .2  m M  p h e n y l m e t h y l s u l p h o n y l  f l u o r id e ,  a  p r o t e a s e  i n h i b 

i to r ,  w a s  a d d e d  to  th e  p e r f u s i o n  l lu id  to  i n c r e a s e  e n y z m e  rec o v e ry .  

T h e  e p i t h e l iu m  o f  t h e  gills  a n d  th e  i n n e r  e p i t h e l i u m  o f  t h e  o p e r e u l a  

w a s  s c r a p e d  o f f  o n t o  a n  ic e -c o ld  g la s s  p l a t e  w i th  a g la s s  m i c r o s c o p e  

s l ide .  T h e  s u b s e q u e n t  p r e p a r a t i v e  p r o c e d u r e  a n d  th e  N a +/K  - 

A T P a s e  a s s a y  w e re  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  b y  F l ik  e t  al.  (1983) .

Results

F r e s h w a t e r  c o n t r o l s

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

t h e l i u m  c o n s i s t i n g  o f  2 - 4  l a y e r s  o f  f l a t t e n e d  e p i th e l i a l  

ce l ls  ( p a v e m e n t  ce l ls ) ,  w i t h  o c c a s i o n a l  m u c o c y t e  a n d  

m a n y  c h l o r i d e  ce l ls .  T h e  l a t t e r  ce l ls  a r e  m a i n l y  c o n c e n 

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

ry  l a m e l l a e .  T h e  l a y e r s  o f  f i l a m e n t a l  e p i t h e l i a l  ce l ls  a re  

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

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

C h l o r i d e  c e l l s .  M a n y  c h l o r i d e  c e l ls  d i s p l a y  t h e  s t r u c t u r e  

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

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

Fig .  1. F i l a m e n t  e p i t h e l i u m ,  c o n t r o l .  M a t u r e  c h l o r i d e  cell w i th  t u 

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

m e n t  cell,  x  8 5 0 0

Fig. 2. F i l a m e n t  e p i t h e l i u m ,  p H  4 .5  (7 d a y s ) .  M a t u r e  ( m e )  a n d  

a p o p t o t i c  (a c )  c h l o r i d e  ce l ls ;  c  a p i c a l  c r y p t ;  / l y m p h o i d  s p a c e ;  p  

p a v e m e n t  c e l l ;  u u n d i f f e r e n t i a t e d  cell,  x  5 5 0 0

F ig .  3. F i l a m e n t  e p i t h e l i u m ,  p H  4 .5  (7 d a y s ) .  M a t u r e  ( m e )  a n d  a c 

c e s s o r y  (a e )  c h l o r i d e  ce l ls :  p  p a v e m e n t  cell ,  x  12 500

Fig .  4 .  F i l a m e n t  e p i t h e l i u m ,  p H  4 .5  (7 d a y s ) .  P a r t  o f  a c c e s s o r y  cell, 

s h o w i n g  m a n y  r i b o s o m e s  (/•) a n d  d e v e l o p i n g  t u b u l a r  s y s te m  (/)• 

x  29 0 0 0

Fig .  5. A c c l i m a t i z a t i o n  to  p H  4 .5 ,  7 d a y s .  D e ta i l  o f  m a t u r e  c h lo r id e  

cell w i th  w e l l - d e v e lo p e d  t u b u l a r  s y s t e m  a n d  s o m e  g r a n u l a r  e n d o 

p l a s m ic  r e t i c u l u m ,  x  4 0 0 0 0
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F ig .  6 . D e n s i t y  o f  th e  c h l o r i d e  cells  in th e  i n n e r  o p e r c u l a r  e p i t h e l i 

u m  o f  f ish  e x p o s e d  f o r  2, 7, 28 o r  4 2  d a y s  to  w a t e r  o f  p H  4 .5  

( s o l id  l in e  g r a d u a l  a c i d i f i c a t i o n ;  b r o k e n  l in e  a c u t e  a c id i f i c a t i o n ) ,  

a n d  o f  fish f r o m  w a t e r  o f  p H  7 .6  { c o n tr o l ) :  m c a n s ± S . D . ;  n =  l

Fig. 7. R e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f  th e  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  th e  c h lo r id e  

ce lls  in c o n t r o l  fish ( d a y  0),  a n d  fish e x p o s e d  to  w a t e r  o f  p H  4.5 

fo r  7 a n d  28  d a y s ,  a s  e s t i m a t e d  a t  th e  u l l r a s t r u c l u r a l  level.  T h e  

l e n g t h  o f  th e  b a r s  r e f le c ts  th e  n u m e r i c a l  d e n s i t y  o f  th e  c h lo r id e  

ce l ls  a s  d e t e r m i n e d  in th e  i n n e r  o p e r c u l a r  e p i t h e l i u m  a f t e r  D A S P E l  

s t a i n i n g  ( d e n s i ty  o f  c h l o r i d e  cells  in c o n t r o l  f ish  a t  d a y  0 : 10 0 % )

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

i n d e n t e d ,  f o r m i n g  a n  a p i c a l  c r y p t  ( F ig s .  1, 2). T h i s  fu l ly  

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

r i d e  ce ll .  It is o n l y  o n e  o f  4  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  t h e  c h l o 

r i d e  cell  c y c le ,  a s  d i s t i n g u i s h e d  in th i s  s t u d y .  S o m e  o f  

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

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

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

d e n s e r  c y t o p l a s m  t h a n  t h e  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls  ( F ig s .  3, 

4 ) .  A  fe w  c h l o r i d e  ce l ls  a r e  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 

tw e e n  a c c e s s o r y  ce l ls  a n d  m a t u r e  c h l o r i d e  ce lls .  T h e s e  

ce l ls  a r e  r o u n d e d  a n d  o f t e n  h a v e  fu l ly  d e v e l o p e d  a p i c a l  

c r y p t s  s i m i l a r  to  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls ,  a n d  will b e  c a l l e d  

i m m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls .  T h e i r  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  is m o r e  e x t e n s i v e  a n d  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  less 

d e v e l o p e d  t h a n  in m a t u r e  ce l ls .  G o l g i  a r e a s ,  w h i c h  a r e  

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

m o n ;  t h e  n u c le i  a r e  e u c h r o m a t i c  w i t h  d i s t i n c t  n u c l e o l i .  

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

to s i s  ( W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  V a n  d e r  M e i j  1 9 8 9 ) .  T h e  

ce l ls  lo s e  c o n t a c t  w i t h  t h e  w a t e r  a n d  b e c o m e  m o r e  d e n s e  

a n d  r o u n d e d .  T h e y  a r e  f in a l ly  p h a g o c y t o s e d  b y  m a c r o 

p h a g e s ;  in t h e s e  ce l ls ,  l a r g e  c h l o r i d e  cell  r e m n a n t s  ( a p o p -  

t o t i c  b o d i e s ;  W y l l i e  e t  a l .  1 9 8 1 )  a r e  f o u n d  in l y s o s o m e -  

l ik e  b o d i e s .  In  c o n t r o l  f i sh ,  a p o p t o t i c  ce l ls  a r e  c o m m o n ,

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

t e r e d .  T h i s  a l s o  a p p l i e s  to  cell  d e a t h  b y  n e c r o s i s ,  w h ic h  

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

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

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

t h e  D A S P E I - s t a i n e d  i n n e r  o p e r c u l a r  e p i t h e l i u m  o f  c o n 

t r o l s  a n d  a c i d - e x p o s e d  f ish  a r e  s h o w n  in  F ig .  6 , a n d  m i-

----------------------------------------------------------------------------------- >

Fig. S a - c .  M i c r o g r a p h  o f  i n n e r  o p e r c u l a r  e p i t h e l i u m  s h o w i n g  f lu o r 

e s c in g  c h l o r i d e  ce lls  ( D A S P E l  s t a i n i n g ) ;  a p H  7 .6  ( c o n t r o l ) ;  b 

p H  4 .5 .  7 d a y s ;  c p H  4 .5 ,  28 d a y s ,  x  2 1 0

Fig .  9. A c c l i m a t i z a t i o n  to  p H  4 .5 .  2 d a y s ,  a c u t e  e x p o s u r e .  N e c r o t i c  

c h l o r i d e  cell ,  x  9 5 0 0

Fig .  10 . A c c l i m a t i z a t i o n  to  p H  4 .5 ,  7 d a y s .  C h l o r i d e  ccll s h o w in g  

f irs t  s ig n s  o f  a p o p t o s i s :  loss  o f  a p i c a l  c r y p t  a n d  c y t o p l a s m i c  d e n s i f i 

c a t i o n .  x  7200

Fig .  11. A c c l i m a t i z a t i o n  to  p H  4 .5 ,  7 d a y s .  A p o p t o t i c  c h l o r i d e  cell 

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

o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m ,  a n d  m a n y  m i t o c h o n d r i a  a r c  v is ib le ,  x  12000

Fig. 12. A c c l i m a t i z a t i o n  to  p H  4 .5 ,  7 d a y s .  L a r g e  ly s o s o m e - l ik e  

b o d y ,  p r o b a b l y  r e p r e s e n t i n g  th e  a p o p t o t i c  r e m n a n t  o f  a c h lo r id e  

cell,  in a m a c r o p h a g e  ( m a ) ,  x  120 0 0
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c r o g r a p h s  o f  th i s  e p i t h e l i u m  in F ig .  8 a - c .  T h e  r e l a t i v e  

f r e q u e n c i e s  o f  a c c e s s o r y ,  i m m a t u r e ,  m a t u r e ,  a p o p t o t i c  

a n d  n e c r o t i c  c e l ls  a r e  s h o w n  in  F ig .  7.

A c i d  it'a t e r

T w o  d a y s .  E x p o s u r e  to  a c i d  w a t e r  f o r  2 d a y s  i n d u c e d  

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

c e l l s :  t h e  i n c i d e n c e  o f  n e c r o s i s  o f  t h e s e  ce l ls ,  w h i c h  is 

u n c o m m o n  in  c o n t r o l  f ish  ( le ss  t h a n  1 %  o f  t h e  c h l o r i d e  

ce l ls )  i n c r e a s e d  ( F ig s .  7, 9).  H o w e v e r ,  in a c i d - e x p o s e d  

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

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

w a s  s u b s t a n t i a l  w h e n  th e  d r o p  in w a t e r  p H  t o o k  p l a c e  

in le ss  t h a n  10  m i n ,  a n d  c o m p r i s e d  10 % —2 0 %  o f  th e  

b r a n c h i a l  c h l o r i d e  ce l ls .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  n e c r o t i c  ce l ls  

w a s  less  t h a n  5 %  w h e n  a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  w a t e r  o c 

c u r r e d  m o r e  g r a d u a l l y  (2  h ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  

c h l o r i d e  cell  d e n s i t y  a f t e r  2 d a y s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  

( P c O . O l )  t h a n  in t h e  c o n t r o l s  a n d  in t h e  f ish  e x p o s e d  

to  a c u t e  a c i d i f i c a t i o n  ( F ig .  6 ). M o r e o v e r ,  t h e  n u m b e r s  

o f  a c c e s s o r y  c e l ls  a n d  a p o p t o t i c  ce l ls  n o t a b l y  i n c r e a s e d .  

M a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls  w e r e  o b s e r v e d  less  f r e q u e n t l y  t h a n  

in  c o n t r o l s  ( F ig .  7). T h e  l y m p h o i d  s p a c e s  b e t w e e n  th e  

e p i t h e l i a l  ce l ls  w e r e  m a r k e d l y  e n l a r g e d  w h e n  c o m p a r e d  

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

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

A s  s h o w n  in T a b l e  1, p l a s m a  o s m o l a r i t y  a n d  s o d i u m

Fig .  13. F i l a m e n t  e p i t h e l i u m ,  

p H  4 .5  (7 d a y s ) .  A c c e s s o r y  (a c )  

a n d  i m m a t u r e  ( ic )  c h l o r i d e  cells  

s h a r i n g  a n  a p i c a l  c r y p t  (<•): th e  

t u b u l a r  s y s t e m  o f  b o t h  ce l ls  is 

p o o r l y  d e v e l o p e d ;  g c r  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 ;  G  G o lg i  

a r e a ;  n  d i c h r o m a t i c  n u c l e u s  w i th  

p r o m i n e n t  n u c l e o l u s ,  x  1 6 0 0 0

w e r e  r e d u c e d  a f t e r  2 d a y s  in a c u t e l y  e x p o s e d  f ish ,  w h e r e 

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

m e n t a l  g r o u p s .

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

c r e a s e d  t w o f o l d  o v e r  c o n t r o l  v a l u e s  in  f ish  a c u t e l y  e x 

p o s e d  to  a c i d i f i e d  w a t e r .  In  t h e  f ish  f r o m  g r a d u a l l y  a c i d i 

f ied  w a t e r ,  a  t h r e e f o l d  i n c r e a s e  w a s  f o u n d  ( F ig s .  6 , 8 a ,  

b ) .  E s t i m a t e s  o f  t h e  n u m b e r  o f  c e l ls  in  t h e  i n t e r l a m e l l a r  

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

e p i t h e l i u m  c o v e r i n g  t h e  gill a r c h e s  ( F ig .  2). U l t r a s t r u c -  

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

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

c r e a s e d  to  tw ic e  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l s  ( a b o u t  1 2 % ;  F ig s .  3,

7, 12). T h e  n u m b e r  o f  i m m a t u r e  a n d  a p o p t o t i c  c h l o r i d e  

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

to  a b o u t  3 0 %  a n d  4 5 % ,  r e s p e c t i v e ly  ( F ig s .  7, 1 0 - 1 3 ) .  

H o w e v e r ,  t h e  n u m b e r  o f  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls  a m o u n t e d  

to  less t h a n  1 0 % ,  c o m p a r e d  w i t h  m o r e  t h a n  5 0 %  in 

t h e  c o n t r o l s  ( F ig .  7). In  m o s t  o f  t h e  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls ,  

t h e  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 n d  f re e  r i b o s o m e s  

w e r e  m o r e  f r e q u e n t  t h a n  in t h e  m a t u r e  ce l ls  o f  c o n t r o l  

f ish  ( F ig .  5). A ll  p h a s e s  o f  a p o p t o s i s  w e r e  c o m m o n l y  

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

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

t a c t  w i t h  t h e  w a t e r  ( F ig .  10 ); m o r e  c o n d e n s e d  ce l ls ,  w i th  

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

w a t e r  b y  p a v e m e n t  c e l l s ;  fu l ly  c o n d e n s e d  ce l ls ,  p h a g o c y -

J
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T a b le  ! .  P l a s m a  o s m o l a r i t y ,  s o d i u m  a n d  t o t a l  c a l c iu m  levels  o f  

c o n t r o l  fish a n d  o f  f ish  e x p o s e d  f o r  2, 7 a n d  28  d a y s  to  w a t e r  

o f  p i  1 4 .5 .  T h e  w a t e r  w a s  a c id i f i e d  c i t h e r  a c u t e ly  o r  g r a d u a l l y .  

M e a n s  ± S D  o f  7 fish p e r  g r o u p

Na+/K +ATPase, V

O s m o l a r i t y  

m o s m o l  • 1 ~ 1

S o d i u m  m M C a l c i u m  m  M

2 D a y s

C o n t r o l s 3 1 7  ±  8 144 +  7 3 .0 6  ± 0 . 1 7

p H  4 .5  ( a c u t e ) 2 9 4  ±  6 * 1 2 6 ±  6 * 2 .9 4  +  0 .13

p H  4 .5  ( g r a d u a l ) 321 ± 4 142 +  5 3 .1 2  +  0.21

7 D a y s

C o n t r o l s 324  ± 5 146 ± 4 2 .9 6  +  0 .1 6

p H  4 .5  ( a c u t e ) 3 1 4 + 7 136 +  8 3.11 ± 0 . 1 1

p H  4 .5  ( g r a d u a l ) 316  ±  9 142 ±  5 2 .8 9  ± 0 . 1 8

28 D a y s

C o n t r o l s 3 1 4  +  7 139 ±  7 3 .1 2  ±  0 .2 4

p H  4 .5  ( a c u t e ) 319  ±  10 145 ±  11 3 .2 2  ± 0 . 1 8

p H  4 .5  ( g r a d u a l ) 3 1 6 + 1 1 140 ±  8 3 .02  ± 0 . 1 1

S ig n i f i c a n t ly  d i f f e r e n t  f r o m  c o n t r o l s ,  / ) < 0 . 0 5

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

ce l ls  ( F ig .  11);  a n d  l a r g e  e l e c t r o n - d e n s e  p h a g o s o m e s  in 

m a c r o p h a g e 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  r e m n a n t s  

o f  c h l o r i d e  ce l ls  ( F i e .  12 ). N e c r o s i s  w a s  r a r e l y  o b s e r v e d  

( F ig .  7).

P l a s m a  o s m o l a r i t y ,  s o d i u m  a n d  t o t a l  c a l c i u m  leve ls  

in  th e  a c i d - e x p o s e d  f ish  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  th e  c o n t r o l s .

F o u r  a n d  s i x  w e e k s .  A f t e r  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  to  a c id  

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

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

( F ig s .  6 , 8 c). N o  d i f f e r e n c e  in  n u m e r i c a l  c h l o r i d e  cell  

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

o r  g r a d u a l l y  e x p o s e d  to  a c id  w a t e r .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  

a c c e s s o r y  c h l o r i d e  ce l ls  w a s  a l s o  a b o v e  t h e  c o n t r o l  leve l ,  

a l t h o u g h  l o w e r  t h a n  a f t e r  1 w e e k  in a c id  w a t e r  ( F ig .  7). 

T h e  p e r c e n t a g e  o f  i m m a t u r e  ce l ls  h a d  s l ig h t ly  i n c r e a s e d  

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

w i t h  v a l u e s  o n  d a y  7, b u t  b o t h  cell  p h a s e s  d o m i n a t e d  

( 4 0 %  e a c h ) .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  m a t u r e  ce l ls  w a s  s i m i l a r  

to  t h a t  a t  d a y  7 a n d  w a s  t h u s  lo w  in  c o m p a r i s o n  w i t h  

c o n t r o l  f ish .  N e c r o t i c  ce l ls  w e r e  r a r e l y  f o u n d .  N o  d i f f e r 

e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  f ish  e x p o s e d  f o r  4  o r  

6 w e e k s .

P l a s m a  o s m o l a r i t y ,  s o d i u m  a n d  t o t a l  c a l c i u m  lev e ls  

o f  t h e  a c i d - e x p o s e d  f ish  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  th e  c o n t r o l  lev e ls  ( T a b l e  1).

N a  + / K  + - A T P a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  gill 

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

e x p o s e d  f o r  4  w e e k s  to  p H  4 .5 ,  a n d  o f  c o n t r o l s  ( F ig .  1 4 a ,  

b ) .  S p e c i f i c  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n 

c r e a s e d ,  in  c o n t r a s t  t o  t o t a l  e n z y m e  a c t i v i t y  p e r  f ish .  

H o w e v e r ,  t h e  i n c r e a s e  in  t o t a l  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  l i m 

i t e d  to  5 0 %  f o r  t h e  g i l ls  a n d  to  4 0 %  f o r  t h e  o p e r c u l a .  

T o t a l  e n z y m e  a c t i v i t y  o f  t h e  g i l ls  w a s  5 - 6  t i m e s  t h a t  o f  

t h e  o p e r c u l a  in b o t h  g r o u p s .
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Fig .  1 4 a ,  b. S p e c i f ic  (a  V c in f.imol P j - h  1 p e r  m g  p r o t e i n )  a n dpc

to t a l  (b V,ola|) N a ^ / K  - A T P a s e  a c t i v i ty  o f  g il ls  a n d  i n n e r  o p e r c u l a r  

e p i th e l i a  o f  c o n t r o l  fish ( p H  7 .6)  a n d  fish e x p o s e d  fo r  4  w e e k s  to  

a c id  w a t e r  ( p H  4 .5 ) .  V t0,a, is d e f i n e d  a s  th e  p r o d u c t  o f  V spcc a n d  

to t a l  p r o t e i n  p e r  fish ( m g )  in th e  in i t ia l  h o m o g e n a t e  o f  th e  b r a n c h i a l  

a n d  o p e r c u l a r  e p i t h e l i a ;  // =  8

Discussion

W a t e r  a c i d i t y  a n d  s t r u c t u r a l  t i s s u e  d a m a g e

S t r u c t u r a l  d a m a g e  o f  t h e  g i l ls  o f f i s h  e x p o s e d  to  p H  4 .5  

is l im i t e d .  S u b s t a n t i a l  d a m a g e  is o n l y  f o u n d  i m m e d i a t e l y  

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

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

o f  a c i d i f i c a t i o n  r a t h e r  t h a n  to  lo w  w a t e r  p H  i tse lf .  A c u t e  

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

ce l ls ,  a n d  th i s  m a y  e x p l a i n  t h e  t r a n s i e n t  r e d u c t i o n  in  

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

4 8  h  in  f ish  a c u t e l y  e x p o s e d  t o  lo w  p H .  A f t e r  g r a d u a l
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mature

Fig .  1 5 a - d .  D i a g r a m m a t i c  

r e p r e s e n t a t i o n  o f  th e  c h l o r i d e  cell 

c v c le :  a  m a t u r e  c h l o r i d e  cell ,
m

a s s o c i a t e d  w i th  a n  a c c e s s o r y  cell 

( a c c . ) :  c  a p i c a l  c r y p t ;  /> p a v e m e n t  

c e l l ;  h m a t u r e  c h l o r i d e  cell 

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

lo ses  c o n t a c t  w i th  th e  w a t e r ;  th e  

a c c e s s o r y  cell  (u c c . )  d e v e l o p s ;  c 

i m m a t u r e  c h l o r i d e  cell ,  d e v e l o p e d  

f r o m  a c c e s s o r y  c e l l :  th e  a p o p t o t i c  

b o d y  ( ah )  o f  th e  r e p l a c e d  c h l o r i d e  

cell b e c o m e s  e n g u l f e d  bv  a 

m a c r o p h a g e ;  d n e w  m a t u r e  

c h l o r i d e  cell h a s  d e v e l o p e d  a n d  is 

a s s o c i a t e d  w i th  a  n e w  a c c e s s o r y  

cell ( u c c . ) :  th e  a p o p t o t i c  c h l o r i d e  

cell r e m n a n t  is d i g e s t e d  in th e  

m a c r o p h a g e

a c i d i f i c a t i o n ,  n e c r o s i s  w a s  i n f r e q u e n t  a n d ,  in t h e  f i r s t  

fe w  d a y s  a f t e r  a c i d i f i c a t i o n ,  n o  d e c r e a s e  in c h l o r i d e  cell 

n u m b e r s  w a s  o b s e r v e d .  A f t e r  4  o r  6 w e e k s  a t  p H  4 .5 ,  

n e c r o s i s  w a s  b a c k  to  c o n t r o l  leve ls .  T h u s ,  e x c e p t  f o r  

t h e  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  in n e c r o s i s  a f t e r  a c u t e  p H  r e d u c 

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

E x p o s u r e  to  p H  4 .5  o n l y  h a s  m i n o r  e f f e c t s  o n  p l a s m a  

o s m o l a l i t y ,  s o d i u m  a n d  t o t a l  c a l c i u m  leve ls .  S t a t i s t i c a l l y  

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

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

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

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

p H  r e d u c t i o n s .

F e w  r e p o r t s  o n  t h e  e f f e c t s  o f  lo w  p H  o n  gill m o r p h o l 

o g y  a r e  a v a i l a b l e .  In  l ine  w i t h  o u r  r e s u l t s ,  J a g o e  a n d  

H a i n e s  ( 1 9 8 3 )  a n d  L e i n o  a n d  M c C o r m i c k  ( 1 9 8 4 )  h a v e  

f o u n d  t h a t  f ish ,  e x p o s e d  to  a c id i f i e d  w a t e r  a b o v e  th e  

p H  leve l  t h a t  c a u s e s  a c u t e  m o r t a l i t y ,  s h o w  l i t t le  a l t e r 

a t i o n  in gill m o r p h o l o g y .  W h e n  th e  f ish  a r e  e x p o s e d  

to  a  p H  level  t h a t  l e a d s  to  s e v e r e  o s m o r e g u l a t o r y  d i s t u r 

b a n c e s  a n d  m o r t a l i t y ,  h o w e v e r ,  c h l o r i d e  ce l ls  a r c  d a m -  

a g e d  a n d  r e d u c e d  in n u m b e r  ( L e i n o  e t  a l .  1987). T h e  

s e v e r e  gill i n j u r y  r e p o r t e d  e a r l i e r  b y  D a y c  a n d  G a r s i d c  

(1 9 7 6 )  a n d  J a g o e  a n d  H a i n e s  ( 1 9 8 3 )  f o r  s o m e  s a l m o n i d  

s p e c ie s  a l s o  c o n c e r n e d  f ish  e x p o s e d  to  l e t h a l l y  a c id i f i e d  

w a t e r .

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

e x p o s u r e  to  s u b l e t h a l  p H  lev e ls  d o e s  n o t  l e a d  t o  s u b s t a n 

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

in c o n t r a s t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  C h e v a l i e r  e t  a l .  (1 9 8 5 ) .  

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

g il ls  o f  b r o o k  t r o u t  f r o m  a c i d i f i e d  ( p H  5 .5 )  a n d  n o n 

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

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

a n d  d e g e n e r a t i o n  o f  c h l o r i d e  ce lls .  H o w e v e r ,  a s  a l r e a d y  

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

to  t h e  h ig h  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n  ( m o r e  t h a n  10  t im e s  

t h a t  o f  t h e  w a t e r  u s e d  in o u r  e x p e r i m e n t s )  a n d  t h e  p r e s 

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

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

to  th e  iiilis ( M a l l a t t  1985).

C h l o r i d e  c e l l  c lcn s i t  i

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

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

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

T h i s  c o n t r a s t s  w i t h  s o m e  o t h e r  s t u d i e s ,  in w h i c h  n o  e f fe c t  

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

b e e n  r e p o r t e d  ( C h e v a l i e r  e t  a l .  1 9 8 5 ;  L e i n o  e t  a l .  1987).  

H o w e v e r ,  a s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e s e  s t u d i e s  i n v o lv e d  

w a t e r  a c id i f i e d  to  a level  t h a t  w a s  a l m o s t  o r  fu l ly  le th a l  

f o r  th e  s p e c ie s  i n v o l v e d ,  o r  n a t u r a l  w a t e r  c o n t a i n i n g  s u b 

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

m e t a l s .  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  m a y  h a v e  b e e n  b a l a n c e d  by  

cell d e a t h  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  In  a g r e e m e n t  w i t h  th is  

s u g g e s t i o n ,  L e i n o  a n d  M c C o r m i c k  ( 1 9 8 4 )  h a v e  r e p o r t e d  

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

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

a ls .  In  t h e  s a m e  s p e c ie s ,  n o  i n c r e a s e  o r  e v e n  a  d e c r e a s e  

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

th e  p r e s e n c e  o f  t o x i c  m e t a l s  ( L e i n o  e t  a l .  1987).

U l t r c i s t r u c t u r e  o f  t h e  c h l o r i d e  c e l l s

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

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

s ive  s t a g e s  o f  t h e  c h l o r i d e  cell  c y c le  ( F ig .  15). D u r i n g  

e x p o s u r e  to  a c id  w a t e r ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  th e  d i f f e r e n t  

s t a g e s  c h a n g e s  r e m a r k a b l y .

immature

macrophage
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A c c e s s o r y  c e l l s .  A c c e s s o r y  ce l ls  h a v e  b e e n  c o n s i d e r e d  c i 

t h e r  a s  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  ce l ls  ( 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  1981 ) o r  a s  a  s p e c i f i c  c e l l - t y p e  t y p i 

c a l  f o r  s e a w a t e r  f ish  ( S a r d e t  e t  a l .  1 9 7 9 ;  L a u r e n t  a n d  

D u n e l  1 9 8 0 ;  C h r é t i e n  a n d  P i s a m  1986).  L a c y  (1 9 8 3 ) .  

L e i n o  a n d  M c C o r m i c k  (1 9 8 4 ) ,  C h r é t i e n  a n d  P i s a m  

( 1986)  a n d  P i s a m  e t  a l .  ( 1989)  h a v e  r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  

o f  a n  o c c a s i o n a l  a c c e s s o r y  cell  in f r e s h w a t e r  f ish .  W e  

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

o b s e r v e d  t h a t  t h e y  b e c o m e  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  

o f  t h e  f ish  f r o m  f r e s h w a t e r  to  s e a w a t e r  ( W e n d e l a a r  B o n -  

g a  a n d  V an  d e r  M e i j  1989).  T h e  p r e s e n t  d a t a  s h o w  t h a t  

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

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

r e p o r t e d  b y  L e i n o  a n d  M c C o r m i c k  (1 9 8 4 )  in t h e i r  s t u d y  

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

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

t o t a l  n u m b e r  o f  c h l o r i d e  c e l l s :  a  p e a k  is f o u n d  2 a n d  

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

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

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

r a t h e r  t h a n  a s  a  s p e c i f ic  t y p e  o f  c h l o r i d e  cell .  It is p o s s i 

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

s e v e r a l  a u t h o r s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t ,  in s e a w a t e r  f ish  o r  

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

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

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

e t  a l .  1 9 7 9 ;  D u n e l  a n d  L a u r e n t  1 9 8 0 ;  H w a n g  a n d  H i r a n o  

1 9 8 5 :  C h r é t i e n  a n d  P i s a m  1 9 8 6 :  P i s a m  e t  a l .  1 9 8 8 ;  

H w a n g  1988) .  N e i t h e r  L e in o  a n d  M c C o r m i c k  (1 9 8 4 ) .  

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

in f a t h e a d  m i n n o r s  o r  t i l a p i a ,  r e s p e c t i v e ly .  T h e  n a m e  

“ r e p l a c e m e n t  cel Is m a y  b e  m o r e  a p p r o p r i a t e  t h a n  a c 

c e s s o r y  c e l ls  f o r  t h e s e  s p e c ie s .

I m m a t u r e  c h l o r i d e  c e l l s .  E s p e c i a l l y  a t  d a y s  7 a n d  2 8 ,  a  

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

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

a n d  m a t u r e  c h l o r i d e  ce lls .  A l t h o u g h  th e  t u b u l a r  s y s t e m  

is still  n o t  fu l ly  d e v e l o p e d  in t h e s e  ce l ls ,  t h e  a p i c a l  d i f f e r 

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

p r o b a b l y  a t  a  l o w  level.

M a t u r e  c h l o r i d e  c e l l s .  W h e r e a s  m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls  a r e  

t h e  m o s t  c o m m o n  cell s t a g e  in c o n t r o l  f ish ,  t h e y  b e c o m e  

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

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

a c id  w a t e r  t h a n  in w a t e r  o f  n e u t r a l  p H .  N e v e r t h e l e s s ,  

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

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

r i d e  cell  n u m b e r s ;  th i s  r e s u l t s  in a  l a r g e r  t o t a l  n u m b e r  

o f  m a t u r e  ce l ls  in f ish  f r o m  a c id  w a t e r  t h a n  in c o n t r o l  

fi s h .

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

a n d  P a n g  1986).  In  a n  e a r l i e r  s t u d y ,  w e  i n t e r p r e t e d  th e  

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

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

d e g e n e r a t i o n  ( W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  V a n  d e r  M e i j  1989).  

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

b y  D a o u s t  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  in c h l o r i d e  ce l ls  o f  r a i n b o w  t r o u t  

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

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

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

(W y l l ie  1981).  W e  h a v e  o n l y  f o u n d  th e  i n v o l v e m e n t  o f  

m a c r o p h a g e s  in th i s  p r o c e s s ,  b o t h  in t h e  p r e s e n t  a n d  

a n  e a r l i e r  s t u d y  ( W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  V a n  d e r  M e i j  

1989) ,  a l t h o u g h  in  r a i n b o w  t r o u t  t h e  p a v e m e n t  ce l ls  m a y  

o c c a s i o n a l l y  p h a g o c y t o s e  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  

ce l ls  ( u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  T h e  h ig h  i n c i d e n c e  o f  

a p o p t o t i c  c h l o r i d e  ce l ls  in f ish  f r o m  a c id  w a t e r  is f u r t h e r  

e v i d e n c e  t h a t  m a t u r e  ce l ls  a g e  r a p i d l y  w h e n  e x p o s e d  to  

a c id  w a t e r .

A p o p t o t i c  c e l l s .  A p o p t o s i s ,  t h e  m o s t  c o m m o n  t y p e  o f  

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  cell  d e g e n e r a t i o n  a n d  d e a t h ,  

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

v e r t e b r a t e s  (W y l l ie  1 9 8 1 ;  B u r s c h  e t  a l .  1985).  In  f ish ,  

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

in p i k e  e m b r y o s  ( S c h o o t s  e t  a l .  1983),  a n d  in e n d o c r i n e

B r a n c h i a l  io n  t r a n s p o r t i n g  a c t i v i t y

A l t h o u g h  th e  c h l o r i d e  ce l ls  o f  a c i d - e x p o s e d  f ish  s h o w  

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

t u r e  o f  t h e s e  ce l ls  s u g g e s t s  t h a t  t h e  i n c r e a s e  in i o n - t r a n s -  

p o r t i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  g i l ls  is l i m i t e d :  m o s t  o f  th e  ce l ls  

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

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

is o n l y  s l ig h t ly  h i g h e r  t h a n  in t h e  c o n t r o l s .  S in c e  in i m 

m a t u r e  ce l ls  t h e  t u b u l a r  s y s t e m  is p o o r l y  d e v e l o p e d ,  a n d  

s in c e  m o s t  a c c e s s o r y  a n d  d e g e n e r a t i n g  ce l ls  a r e  n o  l o n g e r  

in c o n t a c t  w i t h  th e  a m b i e n t  w a t e r ,  t h e  i o n - t r a n s p o r t i n g  

c a p a c i t y  o f  t h e s e  ce l ls  is c o n s i d e r e d  to  b e  lo w  o r  a b s e n t ,  

r e s p e c t iv e ly .

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

a f t e r  4  w e e k s  o f  a c c l i m a t i z a t i o n  to  a c id  w a t e r ,  t h e r e  is 

o n l y  a  4 0 % - 5 0 %  i n c r e a s e  in N a  f K ' - A T P a s e  a c t i v i t y
J  I  *

p e r  f ish ,  s u b s t a n t i a l l y  less t h a n  m i g h t  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  

o n  th e  b a s i s  o f  t h e  i n c r e a s e  in cell n u m b e r .  B e c a u s e  th i s  

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

a n d  a p o p t o t i c  ce l ls ,  w e  c o n c l u d e  t h a t  t h e  N a ^ / K  + - 

A T P a s e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  ce l ls  is l o w  o r  a b s e n t .  H o o t m a n  

a n d  P h i l p o t t  (1 9 8 0 ) ,  u s i n g  a  c y t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e ,  

h a v e  n o t  b e e n  a b l e  to  d e t e c t  N a  + / K ^ - A T P a s e  a c t i v i t y  

in a c c e s s o r y  ce lls .  T h u s ,  t h e  t o t a l  io n  t r a n s p o r t i n g  c a p a c 

i ty  o f  t h e  gill a r e a  h a s  n o t  i n c r e a s e d  to  t h e  e x t e n t  t h a t  

m i g h t  b e  i n f e r r e d  f r o m  th e  f iv e fo ld  i n c r e a s e  in n u m e r i c a l  

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

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

s o d i u m  lo s s e s )  o f  t i l a p i a  e x p o s e d  f o r  6 m o n t h s  to  w a t e r  

o f  p H  4 .5  a r e  l o w e r  t h a n  in c o n t r o l s  ( F l i k  e t  al. 1989).  

In  th e s e  f ish ,  t h e  c h l o r i d e  cell  d e n s i t y  o f  t h e  i n n e r  o p e r c u 

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

l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .

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

c a p a c i t y  o f  t h e  g i l ls  is r e l a t e d  to  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  

m a t u r e  c h l o r i d e  ce l ls  r a t h e r  t h a n  to  th e  t o t a l  n u m b e r  

o f  c h l o r i d e  ce lls .  T h i s  l im i t s  th e  v a l u e  o f  d a t a  o b t a i n e d  

w i t h  D A S P E I  s t a i n i n g  o r  w i t h  o t h e r  f l u o r e s c e n t  d y e s
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u s e d  f o r  c h l o r i d e  cell  q u a n t i f i c a t i o n  t h a t  d e m o n s t r a t e  

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

is a l s o  f o u n d  in a c c e s s o r y  a n d  i m m a t u r e  ce l ls  s til l  l a c k i n g  

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

f l u o r e s c i n g  c e l ls  is t h e r e f o r e  n o t  d i r e c t l y  r e l a t e d  to  th e  

i o n - t r a n s p o r t i n g  c a p a c i t y  o f  th e  g ills .

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

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

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

r i d e  ce l ls  o f  t i l a p i a  d u r i n g  a n d  a f t e r  t r a n s f e r  o f  t h e  f ish  

f r o m  f r e s h w a t e r  to  s e a w a t e r  ( W e n d e l a a r  a n d  V a n  d c r  

M e i j  1989) .  In  g e n e r a l ,  t h e  c h a n g e s  o b s e r v e d  a r e  q u a l i t a 

t iv e ly  s i m i l a r  to  t h o s e  r e p o r t e d  in th i s  s t u d y :  m o r e  a c c e s 

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

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

g e n t  ( 1 9 7 9 )  h a v e  s h o w n ,  b y  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  l a b e l in g ,  

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

is tw ic e  t h a t  in f r e s h w a t e r .  T h e  s t r u c t u r a l  d i v e r s i t y  o f  

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

t h e  r a t e  o f  c e l l u l a r  t u r n o v e r .
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