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RESUM

La hidrataci6 de 'oocit de peixos marins durant les darreres fases de la formacié de 'ou
és un factor critic per al desenvolupament i supervivencia correctes de I'embrié. No obs-
tant aixo, encara que s’ha avangat molt en el coneixement dels mecanismes que controlen
la maduracié meiotica dels oocits de peixos, els mecanismes moleculars implicats en la hi-
dratacié son molt desconeguts. En aquest treball es revisen estudis que han identificat els
principals efectors osmotics durant la hidratacié de l'oocit de peixos, aixi com els darrers
treballs que han descobert per primera vegada la funcié d'un nou canal molecular d’ai-
gua (aquaporina, AQP) durant aquest procés. El canal descobert, anomenat aquaporina-1b
(Agplb), pertany a una nova subfamilia d’AQP, similars a 'aquaporina-1 (AQP1) de ma-
mifers, que ha evolucionat especificament en teleostis possiblement per duplicacié geni-
ca, seguida d'una divergencia estructural de I'extrem carboxiterminal de la proteina, amb
adquisicié de dominis reguladors del transport intracellular, i la neofuncionalitzacié pos-
terior en o0cits, per al transport d’aigua. Aquests estudis estan contribuint, per tant, a des-
xifrar la base molecular de la produccié d'ous viables en peixos marins.

Paraules clau: teleostis, oocit, hidratacio, proteines del vitel, aquaporina.

SUMMARY

The hydration of the oocyte of marine fish during the last stages of egg formation is a
critical factor for the correct development and survival of the embryo. However, although
increasing information is available on the mechanisms that control meiotic maduration in
fish oocytes, the identification of the molecular mechanisms involved in oocyte hydration
remain elusive. In this work, I review the studies that have identified the main osmotic ef-
fectors playing a role during oocyte hydration, as well as recent works that have discovered
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for first time the function of a novel molecular water channel (aquaporin, AQP) during
this process. This channel, called aquaporin-1b (Aqplb), belongs to a new subfamily of
AQPs, similar to the mammalian aquaporin-1 (AQP1), that has evolved specifically in tel-
eosts possibly by gene duplication, followed by structural divergence at the C terminus of
the protein and acquisition of regulatory domains for the control of intracellular transport,
and further neofunctionalization in oocytes for water uptake. These studies are thus con-
tributing to uncover the molecular basis of the production of viable eggs in marine fish.
Key words: teleosts, oocyte, hydration, yolk proteins, aquaporin.

INTRODUCCIO

Com en altres vertebrats inferiors, els 0o-
cits de teleostis passen una serie d’etapes de
desenvolupament dins de l'ovari, que cul-
minen eventualment en la produccié d'un
gameta femeni madur o ou. Durant la ma-
joria d’aquest temps la meiosi en els oocits
esta detinguda en la profase 1, i les despe-
ses energetiques es concentren en la sinte-
si i la incorporacio de diverses substancies
(p. ex,, la vitellogenina) que sén essencials
per al desenvolupament tant de 'oocit com
del futur embrid. Després d’aquesta etapa
de creixement de 'o0cit, la meiosi és activa-
da per senyals hormonals, i llavors es «tren-
ca» el nucli de I'oocit, la meitat dels cromo-
somes son eliminats en un petit corpuscle
polar mitjangant la citocinesi, i la resta s'ali-
nea en una segona metafase meiotica en el
pol animal. Durant aquest procés, anome-
nat maduracio meiotica, o simplement madu-
racid, generalment té lloc 'ovulacid, és a dir,
l'alliberament de 'o0cit madur de les capes
de célules somatiques (folliculars) que l'en-
volten. Poc després, arriba la segona me-
tafase meiotica, i aleshores l'oocit esdevé
capag de ser fertilitzat i, per tant, es conver-
teix en un ou.

Els oocits de teleostis marins experimen-
ten un augment de volum molt significa-
tiu com a conseqiiencia de l'entrada massi-
va d’aigua durant el procés de maduracio6
meiotica. Aquest mecanisme fisiologic de
teleostis marins, Uinic entre vertebrats, co-

negut com hidratacid de l'oocit, va ser descrit
fa més de cent anys (Fulton, 1898), encara
que els mecanismes moleculars i cellulars
implicats han estat ignorats durant molt de
temps. No obstant aix0, ara es reconeix que
aquest procés té implicacions fisiologiques
i ecologiques molt importants, especial-
ment en teleostis pelagics, en els quals l'alt
contingut en aigua dels ous contribueix a
la flotabilitat en aigua de mar, fet que faci-
lita I'intercanvi d’oxigen amb l'atmosfera i
la dispersi6 dels ous i embrions en l'ocea,
i aixo n‘augmenta la supervivencia (Craik i
Harvey, 1987; Mellinger, 1994; Nissling et
al., 2003). Tanmateix, l'elevada hidratacio
dels ous i embrions de peixos marins, en-
cara que necessaria per al seu desenvolu-
pament, complica enormement els metodes
de congelacio (criopreservacid), i aquesta
és una de les raons que han fet que aquests
metodes, que facilitarien la creaci6 de bancs
genetics i programes de seleccié genética
en peixos, no hagin estat encara desenvolu-
pats. Per tant, el procés d’hidratacié de l'oo-
cit de peixos té també un gran interes en bi-
otecnologia i aqtiicultura.

Durant els tlltims anys una quantitat con-
siderable d’estudis han contribuit notable-
ment al coneixement dels mecanismes que
creen les condicions osmotiques necessari-
es en l'oocit de peixos marins per a l'entra-
da d’aigua. No obstant aixo, no ha estat fins
recentment que han estat esbrinats els me-
canismes cellulars responsables del rapid
transport d’aigua a l'oocit, i aix0 ha fornit
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informacid nova sobre la base molecular de
la formacié dels ous de peixos marins. En
aquest treball, tots aquests estudis son revi-
sats, i es presenten dades recents que sugge-
reixen per primera vegada que la hidratacié
de 'oocit de peixos durant la maduracio és,
de fet, un procés altament controlat.

MADURACIO I HIDRATACIO
DE L’OOCIT DELS PEIXOS

La maduracio dels oocits en els peixos es-
ta regulada pels esteroides inductors de la
maduracié (MIS), com la 17a,20p3-dihidro-
xiprogesterona, la qual és produida per les
cellules folliculars que envolten l'oocit en
resposta a I'hormona luteinitzant (LH). El
MIS interacciona amb un receptor de mem-
brana de l'oocit i estimula les vies intracel-
lulars que provoquen l'activaci6 de la meio-
si mitjangant l'activacié del factor promotor
de la maduraci6 (MPF) (revisat per Suwa i
Yamashita, 2007). A diferencia d’altres ver-
tebrats, el 67-75 % del volum final de l'ou
dels teleostis s'obté durant la maduracio, a
causa de la captacio d’aigua (vegeu la figu-
ra 1). El contingut en aigua dels oocits ma-
durs en les especies que produeixen ous
molt hidratats i flotants (ous pelagics), que
s'anomenen pelagofiles (practicament només
especies marines), pot contribuir fins al 90-
95 % del seu pes. Les especies que produei-
xen ous poc hidratats, amb una flotabilitat
nula o molt reduida (demersals) es deno-
minen bentofiles (especies d’aigua dolga i al-
gunes especies marines).

Els aminoacids lliures
com a efectors osmotics

Fa aproximadament vint anys, Wallace et
al. van descriure per primera vegada en el
fandul (Fundulus heteroclitus) el procés d’hi-

drolisi de les proteines del vitel de I'oocit,
que ocorre especificament durant la madu-
racio i hidratacié (Wallace i Selman, 1985;
Wallace i Begovac, 1985). Aquest mecanis-
me d’hidrolisi, tnic en vertebrats ovipars,
s’ha observat després en moltes altres espe-
cies de teleostis (vegeu la figura 2), pero és
especialment més pronunciat en les especi-
es pelagofiles marines (revisat per Cerda et
al., 2007). Thorsen et al. (1996) van observar
que existeix un perfil similar d’abundan-
cia d’aminoacids entre els aminoacids lliu-
res disponibles (free amino acids, FAA) dels
ous i algunes proteines del vitel de l'oocit,
fet que indica que els FAA s’originen molt
probablement a partir d’aquestes protei-
nes. En algunes especies s’ha demostrat
que els processos d'hidrolisi i acumulacié
de FAA tenen una correlacio positiva amb
el contingut daigua dels ous, i aix0 confir-
ma el paper dels FAA com a efectors osmo-
tics durant la hidratacido de l'oocit (Cerda
et al., 2007). Hi ha, a més, una serie d’evi-
dencies que donen suport a aquesta hipo-
tesi. En primer lloc, s’ha observat que algu-
nes especies pelagofiles que viuen en zones
del mar Baltic amb salinitat oscillant poden
ajustar la flotabilitat dels ous mitjancant el
control de la hidrolisi del vitel i la conse-
glient producci6 de FAA, i d'aquesta mane-
ra es regula la hidrataci¢ i la flotabilitat dels
ous (Thorsen et al., 1996). En segon lloc, els
ous no flotants de peixos pelagofils que es
produeixen sovint quan s'indueix la repro-
duccié mitjancant tractaments hormonals
mostren un contingut menor de FAA i ai-
gua que els ous flotants (p. ex., Seoka et al.,
2003). Finalment, s’ha demostrat que la in-
hibici6 de la hidrolisi del vitel durant la ma-
duracio in vitro de l'oocit bloca la produc-
ci6é de FAA i redueix la hidratacié (Selman
et al., 2001; Fabra et al., 2006) (vegeu la figu-
ra 3). No obstant aix0, cal assenyalar que
generalment només la meitat de l'osmola-
ritat dels ous pelagics pot ser atribuida als
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FAA i, per tant, l'acumulacié d’altres com-
postos de baix pes molecular podria tenir
també una funcié osmotica (vegeu més en-
davant).

Processament de les proteines del vitel

En teleostis, igual que en altres vertebrats
ovipars, la vitellogenina (Vg) és produida
en el fetge en resposta a estrogens, secre-
tada a la circulacié sanguinia i incorpora-
da per l'oocit mitjangant un procés d’endo-
citosi mitjangada per receptor, seguida del
processament en proteines del vitel (revisat
per Babin et al., 2007). La seqiiencia d’ami-
noacids de les Vg pot dividir-se en una se-
rie de dominis localitzats de manera line-
al en la seqiiencia: NH,-cadena pesada de
lipovitellina (LvH)-fosvitina (domini po-
liserina)-cadena lleugera de lipovitellina
(LvL)-component (3" -C)-COOH (vegeu la
figura 44). Cadascun dels dominis de les Vg

correspon a les diferents proteines del vi-
tel, lipovitellines (lipoproteines), fosvitines
i fosvetes (proteines molt fosforilades) i el
p—C, les quals son emmagatzemades per
I'oocit en granuls o globuls distribuits pel
citoplasma. Estudis recents indiquen que
en teleostis i altres vertebrats inferiors exis-
teixen almenys tres Vg diferents, una sen-
se el domini fosvitina, i totes sén incorpo-
rades per l'oocit.

Durant la maduracié de l'oocit de teleos-
tis marins les proteines del vitel sén proces-
sades una vegada més, i generen FAA i pep-
tids petits. Durant aquest procés els globuls
de vitel es fusionen i formen eventualment
una gran massa central de vitel liquid. Al
mateix temps les estructures cristallines
dels globuls de vitel es disgreguen, fet que
confereix als oocits madurs la caracteristi-
ca transparencia (vegeu la figura 1, estat 4).
La hidrolisi de les proteines del vitel du-
rant la maduracié de l'oocit, pero, és dife-
rent per a cada tipus de proteina (Cerda et

Ficura 1. Fotografies de follicles ovarics (oocits envoltats de les cellules folliculars) de teleostis durant la maduracio.
a) Follicles d’una espécie pelagofila, 'orada (Sparus aurata) (barra: 200 um); b) follicles d’una especie bentofila, el fin-
dul (Fundulus heteroclitus); la fletxa indica el nucli de ’0ocit (barra: 500 um). 1: oocits postvitellogenics just abans de
la maduracio; 2-3: oocits en maduracio; 4: oocits madurs abans de I'ovulacio.
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al., 2007). En l'oocit postvitellogenic d’espe-
cies pelagofiles, existeixen dues molecules
de LvH, LvH1 i LvH?2, derivades de la Vgl
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FiGura 2. Perfil electroforetic de les pro-
teines del vitel en oocits i ous de findul
(a) i orada (b). Les proteines del vitel han
estat acolorides amb el colorant blau Co-
omassie i detectades mitjancant transfe-
réncia western amb un anticos antivitel-
logenina. Les puntes de fletxa indiquen
lipovitellines d’aproximadament 122 i
103 kDa en el fandul i 'orada, respec-
tivament. Les fletxes indiquen peéptids
més petits que possiblement resulten de
la hidrolisi de les lipovitellines. Els va-
lors de massa molecular estan indicats a
I’esquerra en kDa, i el volum dels oodcits i
els ous (en mm?®) per a cada espécie apa-
reixen sota cada panell.

ila Vg2 (també denominades VgA i VgB),
respectivament (vegeu la figura 4b). Durant
la maduracio6 de l'oocit la proteina LvH2 és
dissociada en dos monomers, mentre que
la LvH1 és hidrolitzada completament per
produir FAA. Les fosvitines i el 3—C sén
també molt degradats durant la maduracio,
mentre que les LvL1 i LvL2 s6n només hi-
drolitzades parcialment. D’aquesta manera,
la degradacio de la LvH1 contribueix fona-
mentalment a la disponibilitat de FAA em-
prats per a la hidratacié de l'oocit, mentre
que les LvH2 i la LvL romanen emmagat-
zemades en '00cit, possiblement com a font
de nutrients per al desenvolupament em-
brionari posterior. La Vg, que no té el domi-
ni fosvitina, solament s’hidrolitza lleuge-
rament durant la maduracio i, per tant, no
sembla que contribueixi a la hidrataci6 de
I'oocit o en la generacié de nutrients.

En espécies bentofiles, com el findul, en
que també s’han trobat dos Vg diferents,
el model d'incorporacié de Vg i el proces-
sament de les proteines derivades és dife-
rent (vegeu la figura 4B). En aquesta espe-
cie, els oocits postvitellogenics presenten
dues LvH1 d’elevat pes molecular (de 122 i
103 kDa) derivades de la Vg1, mentre que la
Vg2 sembla que s’incorpora molt poc en els
oocits. Durant la maduracié, només la LvH1
de 122 kDa i les fosvitines sén degradades,
ila reserva de FAA augmenta només lleu-
gerament.

En peixos pelagofils, les LvH1 i LvH?2 co-
breixen la mateixa regio dels seus correspo-
nents precursors (Vgl i Vg2), fet que indica
que aquestes proteines poden estar sub-
jectes als mateixos mecanismes de proteo-
lisi. No obstant aixo, com ja s’ha esmentat,
durant la maduraci6 i hidratacié de l'oocit
la LvH1 es degrada completament, men-
tre que la LvH2 només es processa parci-
alment. Una situacié similar ocorre en el
fandul, en que les dues LvH1 es proces-
sen de manera diferent. Aquesta hidrolisi
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diferencial de les LvH podria estar rela-
cionada amb diferéncies en la seqiiencia
d’aminoacids, en la seva estructura secun-
daria, o amb una compartimentacié dife-
rent a l'interior dels globuls de vitel, fet que
permetria a les proteases (catepsines) dis-
tingir entre les dues LvH (revisat per Cer-
daet al., 2007). No obstant aixo, els mecanis-
mes intracellulars especifics per a l'activacio
de les catepsines i el processament diferen-
cial de les LvH en l'o0cit dels peixos roma-
nen encara desconeguts.

Ions inorganics i altres efectors osmotics
de baix pes molecular

En especies bentofiles diversos estudis
han proporcionat proves del paper dels ions
inorganics com a efectors osmotics princi-
pals durant la hidratacié de l'oocit (Cerda et
al., 2007). En el fundul, tant el K* com el Na*
estan presents en concentracions relativa-
ment elevades, tant en follicles ovarics just

després de la maduracié com en ous no fer-
tilitzats, i aquestes concentracions séon més
elevades que les de FAA. Experiments in vi-
tro, pero, han demostrat que en aquesta es-
pécie la hidrataci6 de l'oocit és estrictament
dependent de la concentracié de K' en el
medi de cultiu, i aix0 suggereix que aquest
i6 és el principal responsable de la hidrata-
cid. No obstant aix0, durant la maduracid
de l'oocit d’altres especies bentofiles que es
reprodueixen en aigua dolga o en arees de
baixa salinitat, com l'ayu (Plecoglossus alti-
velis), només s'observa un augment de Na*
durant la maduracié (Chen et al., 2003).

En especies pelagofiles, el K també s’ha
relacionat amb l'augment de l'osmolaritat
dels oocits durant la hidratacié. En dues es-
pecies de reig, Micropogonias undulatus i Cy-
noscion nebulosus, LaFleur i Thomas (1991)
van detectar un augment de K durant la
maduracio de l'oocit, encara que també es
va trobar un increment de Mg* i Ca*. Igual
que en el fundul, la hidratacié de l'oocit in
vitro en aquestes espeécies €s dependent de
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FiGuRra 3. Hidrolisi de les proteines del vitel, generacio de FAA i hidratacio de 1’odcit en teleostis pe-
lagofils. a) Transferéncia western de les proteines del vitel de 1’orada. Follicles amb oocits immadurs
(carril 1) i follicles estimulats amb MIS en abséncia (carril 2) o preséncia d’1, 10 i 100 nM de bafilo-
micina Al (BA1), un inhibidor de ’ATPasa vacuolar (V-ATPasa) (carrils 3, 4 1 5, respectivament). Les
proteines del vitel son detectades utilitzant un anticos anti-Vg. La punta de fletxa indica que la degra-
daci6 d’una proteina del vitel d’aproximadament 100 kDa, possiblement lipovitellina, és inhibida pel
tractament amb BA1. La posicio (barres) dels marcadors de pes molecular ¢és indicat a ’esquerra (de
dalt a baix: 200, 116, 97, 66, 45 1 29 kDa). b) Efecte de BA1 sobre la generacio de FAA durant la madu-
raci6 de ’oocit induida amb gonadotrofina corionica humana (hCG) en Centropristis striata. ¢) El trac-
tament de follicles amb BA1 i concanamicina A (ConA), un altre inhibidor de la V-ATPasa, inhibeix la
hidratacio dels oocits de I'orada. Les dades en b i ¢ son de Selman et al. (2001).



DESXIFRANT LA BASE MOLECULAR DE LA FORMACIO DE L'OU EN ELS PEIXOS MARINS 115

la concentracié de K' en el medi de cultiu.
En altres especies també s’ha determinat
que la quantitat absoluta de K en els oocits
madurs és de dues a sis vegades més eleva-
da que la de Na* (Selman et al.,, 2001; Fabra
et al., 2006). No obstant aixo, estudis en 1'ha-

libut atlantic (Hippoglossus hippoglossus) de-
mostren que no solament el K contribueix
a l'augment de 'osmolaritat de l'oocit, sind
també el CI, I'amoni total (NHj}) i el fosfor
inorganic (Pi) (Finn et al., 2002). En aques-
ta espécie, i possiblement en altres teleostis
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F1GurA 4. Processament de les vitellogenines (Vg) 112, i de les proteines del vitel derivades
de cadascuna, durant el creixement i maduracio6 de I'oocit. a) Esquema de 1’organitzacio dels

diferents dominis en la seqiiéncia de les Vg: cad

ena pesada de la lipovitellina (LvH), fosvi-

tina (Pv), cadena lleugera de la lipovitellina (LvL), i component B'(f’~C). b) Dibuix amb les

alteracions de Vgl, Vg2 i proteines del vitel en
Les linies de punts indiquen vies d’hidrolisi hipo

teleostis pelagofils (dalt) i bentofils (baix).
tetiques. La hidrolisi de les proteines del vi-

tel produeix un augment dels aminoacids lliures (FAA) en I'interior de I'odcit, d’aproxima-

dament dotze i tres ordres de magnitud en espéc

ies pelagofiles i bentofiles, respectivament.

Les masses moleculars aparents determinades amb electroforesi s’indiquen entre paréntesis

(modificat de LaFleur et al., 2005).
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pelagofils, els FAA derivats de la hidrolisi
del vitel contribueixen aproximadament al
50 % de l'osmolaritat de 'oocit, mentre que
els ions, com K, CI, Pi i NH;, completarien
el 50 % restant.

Els mecanismes de transport i acumu-
lacié d’ions en l'oocit dels peixos sén, pe-
ro, molt desconeguts. En algunes especies,
mitjangant experiments in vitro amb inhibi-
dors especifics, s’ha suggerit la funcié d’AT-
Pases Na*i K, encara que la localitzacio cel-
lular d’aquests enzims o la seva regulacid
hormonal no ha estat encara demostrada
(LaFleur i Thomas, 1991; Chen et al., 2003).
En el fiundul, contrariament, no s’han ob-
tingut evidencies de l'accié d’ATPases Na* i
K* durant la hidratacio de 'oocit (Wallace et
al., 1992). En aquesta especie, la comunica-
cid intercelular entre l'oocit i les cellules fol-
liculars a través de les unions gap s’ha de-
mostrat que és essencial per a la hidratacio,
fet que suggereix que aquests canals son
emprats per al transport de K cap a l'oocit
(Wallace et al., 1992; Cerda et al., 1993).

LES AQUAPORINES I EL SEU PAPER
EN LA HIDRATACIO DE ’OOCIT

Durant molt temps s’ha assumit que el
transport d'aigua a l'oocit durant la madu-
racio ocorria per simple difusid a través de
les membranes lipidiques seguint el gradi-
ent osmotic creat per I'acumulacié d’ions i
FAA. Tanmateix, el descobriment dels ca-
nals moleculars d’aigua, o aquaporines
(AQP), en practicament tots els organismes
vius (King et al., 2004) ha portat recentment
a investigar amb més detall els mecanis-
mes moleculars implicats en la hidratacio
de l'oocit de teleostis marins.

Estructura i funcio de les AQP

Les AQP sén proteines de la membra-
na cellular duns 250-300 aminoacids,
que transporten aigua segons la direccié
del gradient osmotic. Molt hidrofobiques,
aquestes proteines s'organitzen en sis seg-
ments d’estructura a-helix que travessen la
membrana de costat a costat, units per cinc
llagos connectors (A-E) (vegeu la figura 5).
Dos dels llagos (un d’extracelular, E, i un
altre d’intracellular, B) es pleguen cap a la
membrana i saproximen per formar el ca-
nal per on passa l'aigua (King et al., 2004).
Aquest particular plegament, en forma de
rellotge de sorra, posa en contacte els tri-
plets asparagina-prolina-alanina (NPA) per
formar el lloc més estret del canal. En el llag
E, proper al triplet NPA, es troba una cis-
teina, que és la responsable de la sensibili-
tat de moltes AQP a compostos de mercuri.
Encara que cada AQP constitueix per si so-
la un canal, aquestes proteines poden aco-
blar-se en grups de quatre en la membra-
na cellular.

Actualment es coneixen tretze AQP dife-
rents en mamifers, mentre que les plantes
presenten la major varietat, amb trenta-cinc
representants (King et al., 2004; Chrispeels
et al., 2001). Sobre la base de les propietats
de permeabilitat de les AQP quan s’expres-
sen artificialment en oocits de la grano-
ta Xenopus laevis, es poden dividir en dos
subgrups: les que s6n només permeables a
l'aigua (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 i
AQP8), i les que son també permeables a la
urea, el glicerol i altres soluts petits (AQP3,
AQP7, AQP9 i AQP10), que es denominen
aquagliceroporines (King et al., 2004). L'aqua-
porina-6 (AQP6) és una AQP particular, ja
que, encara que transporta lleugerament
l'aigua, també funciona com un canal io-
nic amb selectivitat per a anions. Algunes
AQP sén també permeables a altres soluts,
com 'AQP9, que pot transportar arsenit i
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una varietat de soluts no carregats, 'AQP]1,
que pot transportar CO,, i 'AQPS8, que pot
transportar NH,’/NH,. Les AQP11 i AQP12
no presenten els tipics triplets NPA i les se-
ves propietats de permeabilitat no sén ben
conegudes, encara que almenys I'AQP11 si
que sembla que transporta aigua (Yakata et
al., 2006).

En mamifers, les AQP estan distribui-
des per tots els teixits i tipus cellulars, in-
cloent-hi l'ovari (Takata et al., 2004). Estu-
dis recents han mostrat que 'AQP1 i AQP2
son essencials per a la reabsorci¢ d'aigua en
el ronyd (Nielsen et al,, 2002), mentre que
I’AQP4 esta implicada en el balang hidric ce-
rebral, la migracié d’astrocits i la transfusio
del senyal neuronal (Verkman et al., 2006),
i 'AQP3 i 'AQP7 també sembla que tenen
funcions importants en la hidrataci6 de la
pell i el metabolisme d’adipocits (Hara-Chi-
kuma i Verkman, 2006). No obstant aixo, la
funcié fisiologica de la majoria d’AQP de
mamifers és desconeguda.

En teleostis, l'analisi de la seqiiéncia del
genoma d’algunes especies model, com el
peix zebra, revela l'existencia dunes dis-
set AQP diferents, i la majoria sén funcio-
nals quan s’expressen en oocits de X. laevis
(Calusinska, Tingaud-Sequeira i Cerda, da-

Aquaporines

des no publicades). En aquesta espécie no
existeixen els gens d’AQP2, AQP5, AQP6 i
AQP7, tipics de mamifers. No obstant aixo,
s’'observen duplicacions d’alguns dels altres
gens, les quals no han ocorregut en mami-
fers, fet que resulta en un nombre elevat
d’AQP. La distribucié similar d’AQP en el
genoma de teleostis i mamifers pot sugge-
rir I'existencia de funcions equivalents, en-
cara que les propietats especifiques de les
AQP de teleostis sén encara molt descone-
gudes. En el fundul, no obstant aixo, s’ha
clonat 'AQPO, la qual s’expressa especifica-
ment en el cristalli de I'ull i mostra una ele-
vada permeabilitat a 'aigua i certa perme-
abilitat al CO,, pero no al glicerol o la urea
(Virkki et al., 2001). En l'orada (Sparus aura-
ta) s’ha aillat una aquagliceroporina similar
a 'AQP10 de mamifers, la qual és permea-
ble al'aigua, el glicerol i la urea, i s'expressa
de manera elevada en l'intesti posterior i el
ronyd (Santos et al., 2004). En l'anguila (An-
guilla anguilla), s’han trobat dues AQP1 dife-
rents (AQP1 i AQP1dup) i 'AQP3, les quals
també es localitzen en organs osmoregula-
dors, com l'intesti posterior i les branquies,
i 'expressid de les quals sembla que es tro-
ba sota regulacié osmotica (Cutler i Cramb,
2002; Lignot et al., 2002; Aoki et al., 2003;

Aquagliceroporines

FiGura 5. Estructura de les aquaporines i les aquagliceroporines. Els cilindres representen els sis dominis transmem-
branosos, i s’indiquen els dos triplets asparagina-prolina-alanina (NPA) en els llacos B i E, que formen el canal d’aigua
o soluts. S’indiquen els aminoacids que generalment es troben conservats entre aquaporines i aquagliceroporines al vol-
tant del llag E. Les posicions amb dos aminoacids indiquen substitucions conservades.
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Martinez ef al., 2005). No obstant aixo, mal-
grat aquests estudis, la funci6 fisiologica de
les AQP en organs osmoreguladors de tele-
ostis és practicament desconeguda.
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Funciod de les aquaporines
durant la hidrataci6 de I'oocit

Recentment, el nostre grup va plantejar
la hipotesi que l'elevada hidratacio de l'0o-
cit de l'orada (92 % d’aigua), que s’assoleix
aproximadament en 2 h, podria estar faci-
litada per la presencia d’AQP (Fabra et al.,
2005). Per demostrar aquesta hipotesi es van
emprar tecnologies de PCR amb les quals es
va aillar el cDNA codificant d'una AQP en
l'ovari. L'analisi de la seqiiencia d’aminoa-
cids d’aquesta proteina indica la presencia
de sis segments transmembranosos i dos
triplets NPA, que son les caracteristiques ti-
piques de les AQP. La seqiiencia d’amino-
acids d’aquest peptid mostra una elevada
homologia amb I'AQP1 de mamifers, aixi
com els residus tipicament conservats entre
les AQP selectives d’aigua. D’acord amb ai-
x0, es va veure que l'expressio del corres-
ponent cRNA en oocits de X. laevis conferia
als oocits permeabilitat especifica a l'aigua,
la qual podia ser inhibida amb HgCl, i te-
traetilamoni (TEA), de manera similar al
que ocorre amb 'AQP1 de mamifers (Fabra
et al.,, 2005). No obstant aix0, 1’homologia
de I’AQP de l'ovari de 'orada amb ’AQP1 de
mamifers és relativament baixa (60 % iden-
tic). A més, a diferencia de 'AQP1, 'AQP de

FiGura 6. Localitzacié cellular i funcié de ’Aqplb en
’oocit de I'orada. a-c) Imatges d’immunofluorescéncia (a
i b) 1 de microscopia electronica amb anticossos (c), que
indiquen la localitzacio de la SaAQPlo sota la membra-
na d’oocits postvitellogénics (a) 1 posteriorment en els
microvillis de I'oocit durant la maduracié (b ic¢). Enai
b, els panells de I’esquerra mostren les imatges en con-
trast de fase, i a la dreta es mostren les imatges d’epifluo-
resceéncia. Les fletxes indiquen reaccidé amb I’anticos anti-
Aqplb. d) Inhibicio sobre I'augment de volum dels oocits
d’orada durant la maduracié meiotica in vitro amb dosis
creixents de HgCl,. e) Inhibicié de la hidrataci6 amb Hg-
Cl, (barres blanques) i reversibilitat de I'efecte del mer-
curi mitjangant tractament amb -mercaptoetanol (barres
negres). Yg: vesicules de vitel; sc: cellules folliculars; ve:
zona pellicida; pm: membrana plasmatica (modificat de
Fabra et al., 2005, 2006).
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I'orada s’expressa en molts pocs teixits i de
manera predominant en l'ovari.

Experiments d'immunocitoquimica amb
un anticos especific han demostrat que
I’AQP ovarica de l'orada es localitza exclu-
sivament en 'o0cit, i es detecta per prime-
ra vegada en el citoplasma d’oocits previtel-
logenics (Fabra et al., 2005, 2006; vegeu
la figura 6). A mesura que avanga la vitel-
logenesi, la proteina apareix en la zona més
periférica del citoplasma de l'oocit. Durant
la maduracié i hidratacio, just quan apa-
rentment es crea la pressié osmotica més
elevada en l'oocit com a resultat de l'acu-
mulacio d’ions i FAA, I'AQP és transloca-
da a les microvellositats de l'oocit que tra-
vessen la zona pelltcida, on pot actuar en
el transport d’aigua (Fabra et al., 2006). Per
demostrar, per tant, que aquesta AQP po-
dria estar implicada en la hidratacié de 1'oo-
cit, es van dur a terme experiments in vitro
en els quals els follicles ovarics de daura-
da es van induir a la maduracié i hidrata-
cié amb MIS en presencia dels inhibidors
HgCl, i TEA. Els resultats d'aquests expe-
riments indiquen que ambdds inhibidors
redueixen la hidratacié dels oocits in vitro
amb un efecte dependent de la dosi, i en el
cas del HgCl,, la inhibicié pot ser reverti-
da amb p-mercaptoetanol (Fabra et al., 2005,
2006). Aquestes observacions, per tant, pro-
porcionen proves de la funcié de 'AQP ova-
rica de l'orada durant el procés d’hidratacio,
en que possiblement facilita el flux d’aigua
a l'interior de l'oocit. El procés d’hidratacié
de l'oocit apareix, doncs, com un mecanis-
me altament controlat basat en la interaccio6
entre la proteolisi del vitel, per a la creaci6
d'un gradient osmotic, i 'AQP, per al trans-
port d’aigua (vegeu la figura 7).

IDENTIFICACIO DE LA SUBFAMILIA
Aqplb DE TELEOSTIS

Laillament i caracteritzacié molecular de
I'AQP de l'ovari de l'orada va portar a cer-
car en aquesta especie altres AQP més si-
milars a 'AQP1 de mamifers. Mitjangant el
cribratge d'una genoteca de cDNA de ronyé
es va aillar un nou cDNA que presentava
una identitat elevada, pel que fa a la seva
seqliencia d’aminoacids, amb les seqiienci-
es de 'AQP1 de mamifers (63-67 %) i d’al-
tres peixos (88-94 %), i només era identica
a 'AQP ovarica en un 60 %. Aquest segon
cDNA és també selectivament permeable a
l'aigua i sensible al HgCl, quan s’expressa
en oocits de X. laevis, i s'expressa en practi-
cament tots els teixits de 'adult (Fabra et al.,
2005, Raldua et al., 2008).

Per investigar les relacions entre les du-
es AQP de l'orada i amb altres AQP de ver-
tebrats selectives d’aigua, es van cercar se-
qiiencies similars en diferents especies de
teleostis mitjancant clonatge per homologia
i cerca en genomes seqiienciats. Aquesta re-
cerca ha confirmat la presencia en teleostis
de dues isoformes similars estructuralment
i funcionalment a 'AQP1 de mamifers, que
s’han anomenat Aqpla i Aqplb (és a dir,
I'AQP ovarica). Aquestes isoformes coexis-
teixen exclusivament en peixos teleostis, ja
que I'’Agplb no ha estat identificada en al-
tres vertebrats. La reconstruccio filogeneti-
ca d’AQP similars a I’AQP1 en vertebrats in-
dica que I'’Agpla i 'Aqplb comparteixen un
mateix origen i probablement han evolucio-
nat a partir d'un avantpassat comu (vegeu
la figura 8), ja que ambdues isoformes estan
presents en especies de teleostis que perta-
nyen a grups taxonomics distants, des de
grups basals (com els anguilliformes) fins a
més moderns (com gasterosteiformes, per-
ciformes, pleuronectiformes i tetraodonti-
formes) (Inoue et al., 2003). Aquesta duplica-
ci6 pot ser antiga i probablement ha afectat
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la majoria de teleostis. Com s’ha suggerit
per a molts gens duplicats de teleostis, 'ori-
gen de '’Aqplb podria ser la duplicacio sen-
cera del genoma (whole genome duplication,
WGD), que va ocorrer especificament en el
llinatge dels actinopterigis després de sepa-
rar-se del llinatge dels tetrapodes fa uns 350
milions d’anys (Meyer i Peer, 2005). No obs-
tant aixo, en tots els teleostis examinats els
locus agpla i aqplb estan localitzats en tan-
dem en el genoma, fet que indica que el gen
aqplb possiblement va sorgir per duplicacid
local més que del cromosoma o del geno-
ma.

Actualment es pensa que els teleos-
tis marins van colonitzar els oceans des-
prés d’aproximadament 250 milions d’anys
d’evolucio en aigua dolga, tal i com sugge-

Vitel-logénesi

Previtel-logénesi

Capil-lar

Cél-lules de la
granulosa

Oocit

' =Vitel-logenines
. = Granuls de vitel

q = Vesicules amb Agp1b

reixen les dades de fossils, la condicio hi-
poosmotica i la presencia d'un ronyé glo-
merular en les especies actuals (revisat per
Finn i Kristoffersen, 2007). La radiacié de
teleostis en l'ocea va requerir molt proba-
blement l'evolucié de nous mecanismes os-
moreguladors en ous i embrions per alleu-
jar la perdua passiva d’aigua imposada per
I'entorn hiperosmotic. En aquest escenari,
és possible que la duplicacio del gen agpl
de teleostis permetés a una de les copies co-
dificar una proteina amb funcions noves
mitjangant mutacions en seqiiéncies estruc-
turals o reguladores (com la neofunciona-
litzacié). Aquest sembla el cas per a 'Aqplb
de l'orada, la qual mostra una funci¢ fisio-
logica especialitzada en la captacié d'aigua
durant la maduracié meiotica. En altres es-

Maduracié Preovulacio

F1GuRra 7. Processos fisiologics durant la hidratacio de I'oocit en teleostis pelagofils i model d’accio de ’Aqplb. Durant
la previtellogenesi, les céllules folliculars associades a I’0ocit sintetitzen 17f3-estradiol (E2) en resposta a I’hormona fol-
liculoestimulant (FSH), la qual estimulara la produccié de vitellogenines (Vg) en el fetge. Durant el creixement de ’00-
cit (vitellogenesi), les Vg s’incorporen en 1’odcit per un mecanisme d’endocitosi mediat per receptor. Les Vg s hidrolit-
zen en l’oocit i donen lloc a diverses proteines del vitel, que s’emmagatzemen en globuls. A Iinici de la vitellogénesi,
I’Aqplb se sintetitza en ’odcit i es transporta per 'interior de vesicules cap a la membrana plasmatica de ’'oocit. Durant
la maduracid, les cellules de la granulosa son estimulades per I’hormona luteinitzant (LH) perque produeixin ’'MIS i
s’inicii la progressi6 de la meiosi. Durant aquest procés la vesicula germinal (VG) migra cap al pol animal de I'oocit i es
trenca, els globuls de vitel es fusionen i s’activa la hidrolisi de les proteines del vitel, fet que produeix aminoacids lliu-
res (FAA). Al mateix temps, alguns ions inorganics, com el K', s’acumulen en 'oocit, i aixo fa augmentar encara més la
pressio osmotica a dins. En aquest moment, I’Aqplb s’insereix en la membrana plasmatica de ’0dcit, on pot actuar en el
transport d’aigua (linies solides). El flux d’aigua cap a I’odcit, perod, també pot ocorrer per simple difusio a través de les
membranes de les cellules folliculars i de 'oocit (linies de punts). Quan finalitza la hidrolisi del vitel, ’Aqplb és retira-
da de la membrana de I’00cit i finalitza la hidratacié (modificat de Fabra et al., 2006).
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pécies marines i catadromes (les que crei-
xen en aigua dolca i es reprodueixen en el
mar) que, igual que l'orada, també produ-
eixen ous molt hidratats, com el llenguado
i I'anguila, el gen agplb també codifica una
proteina funcional i el seu RNA sacumu-
la predominantment en l'ovari (vegeu la fi-
gura 9), i aixo suggereix una funcié similar
a la de I'’Aqplb durant la hidratacié de l'oo-
cit. Contrariament, en el peix zebra, especie
d’aigua dolga en la qual no s'observa gaire-
bé hidratacié en l'oocit (Cerda et al., 2007), el
patrd d’expressio és completament diferent
i la seqiiéncia d'aminoacids de la proteina

Agp1a
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presenta un index de mutacié més elevat.
D’acord amb aquestes dades, hem suggerit
que en teleostis marins que produeixen ous
molt hidratats el gen agplb possiblement co-
difica un canal d’aigua neofuncionalitzat
en els oocits (Tingaud-Sequeira et al., 2008).
Finn i Kristoffersen (2007) han proposat re-
centment que la neofuncionalitzacié de
gens de Vtg duplicats, que va permetre que
un dels paralegs fos hidrolitzat en FAA du-
rant la maduracio dels oocits, va ser un es-
deveniment clau en l'evoluci¢ i I'exit dels te-
leostis en l'entorn oceanic. La duplicacio i
neofuncionalitzacié del gen agplb pot haver

anguilla a (CAD92027) °

Takifugu a (SCAF68)

Dicentrarchus (AAV34611)

A Tetraodon a (SCAF98423)

Oryzias (BJ489731) A R
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Tetraodon b (SCAF14556)
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Gasterosteus b
(BROADS1grouplll)

Amfibis AQP1

FiGura 8. Relacions filogenétiques entre les AQP1 de vertebrats. L’arbre mostra I’existéncia de dues subfamilies d’AQP1
en teleostis. La longitud de les branques és proporcional al nombre de substitucions d’aminoacids. El nombre d’accés del
GenBank, la seqiiéncia genomica o el grup cromosomic esta indicat entre paréntesis per a cada seqiiéncia (modificat de

Tingaud-Sequeira et al., 2008).
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ocorregut, doncs, en parallel a aquest me-
canisme per facilitar el transport d'aigua en
els oocits.

La isoforma Aqplb de teleostis daigua
dolca que produeixen ous no hidratats, com
el peix zebra, podria haver estat desactiva-
da per mutacions, o ser eventualment elimi-
nada del genoma. A aquesta hipotesi dona
suport 'absencia del gen agplb en especies
d’aigua dol¢a més modernes, com el medaka
(Tingaud-Sequeira et al., 2008). No obstant
aixo, en altres teleostis daigua dolca que
van sorgir més tard durant l'evoluci6, com
Tetraodon nigroviridis, el gen agplb és retin-
gut en el genoma. Les causes d’aquesta re-
tencid sén desconegudes, ja que sembla que
en la majoria de genomes de teleostis mo-
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derns s’ha donat una eliminacié massiva de
DNA després de la WGD, i aixo ha resul-
tat en la conservacié de només un subcon-
junt dels gens duplicats (Amores et al., 2004;
Woods et al., 2005). Es possible especular,
pero, que l'evolucié recent dels tetraodonti-
formes no ha estat prou llarga per permetre
la divergencia especifica del genoma i, per
tant, del gen agp1b. El relativament alt per-
centatge d’identitat (77 %) de la seqiiéncia
d’aminoacids de I’Aqplb entre el fugu (Taki-
fugu rubripes), un tetraodontiforme que pro-
dueix ous hidratats, i T. nigroviridis, pot do-
nar suport a aquesta idea. En tot cas, son
necessaris més estudis sobre 'expressio i la
distribuci6 tissular de la proteina Aqplb en
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F1GuRra 9. Patré d’expressio i caracteritzacié funcional de ’Aqplb de teleostis. a) Analisi de I’expressio d’agplb (plafons
superiors) i B-actina (bactin, plafons més baixos) en diferents teleostis mitjangant RT-PCR. El menys indica abséncia de
RT durant la sintesi de cDNA. La mida (kb) dels marcadors moleculars s’indica a I’esquerra. b) Permeabilitat osmotica a
'aigua (P)) i inhibici6 amb mercuri d’oocits de Xenopus laevis que expressen ’Aqpla o I’Aqplb de teleostis. Alguns 00-
cits tractats amb HgCl, son incubats amb 5 mM de B-mercaptoetanol (BEM) 15 min abans de determinar-ne la permea-
bilitat. Els valors representen la mitjana + SEM (n = 6-10 oocits) d’un experiment representatiu (modificat de Tingaud-

Sequeira et al., 2008).
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especies de teleostis d’aigua dolca per en-
tendre l'evolucié d’aquesta isoforma.

Divergeéncia estructural
i funcional de ’Aqpl1b

Lestructura primaria del dominis trans-
membranosos TM2 i TM5, aixi com dels bu-
cles connectors B i E, de 'Agpla i I'’Aqplb,
els quals estan implicats en la formaci6 del
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canal selectiu d’aigua, esta molt conserva-
da entre teleostis i mamifers. No obstant
aixo, 'Aqgpla i I'Aqplb mostren una efici-
encia diferent en la permeabilitat a l'aigua
quan s’expressen oocits de X. laevis; a més,
I'Agplb mostra una marcada divergen-
cia estructural en l'extrem carboxiterminal
de la proteina respecte a 'Aqpla i 'AQP1 de
mamifers (Tingaud-Sequeira et al., 2008).
Experiments funcionals amb oocits de X.
laevis amb l'expressio artificial de 'Aqpla
i I'’Aqplb d'orada intactes, aixi com de pro-
teines quimeriques en les quals el C termi-
nal de I’Aqgpla és substituit pel de I’Aqplb, i
viceversa, han revelat que l'extrem carboxi-
terminal de '’Aqplb produeix la fosforilaci6
de la proteina i una retencio parcial en vesi-
cules intracellulars (Tingaud-Sequeira et al.,
2008). Aquestes observacions suggereixen,
per tant, que '’Aqplb ha adquirit indepen-
dentment dominis especifics de regulacié
en la regid carboxiterminal, potser depen-
dents de fosforilacio, per al control del tran-
sit intracellular d’Aqplb.

Per investigar les potencials regions re-
guladores en lextrem carboxiterminal
de I’Aqplb, diversos residus seleccionats de
I’Aqplb de I'orada han estat mutats amb Ala

Figura 10. Funcié del C terminal de I’Aqplb de 'orada
per al transit intracellular en oocits. @) Permeabilitat a Iai-
gua d’oocits que expressen Aqplb intacta (WT) o muta-
da en residus especifics del C terminal: Aqplb-T229A,
Aqplb-L234A/L235A, Aqplb-S254A i Aqplb-S254D. La
permeabilitat és expressada en percentatge respecte als
oocits injectats amb WT. Els valors representen la mitjana
+ SEM de 3-5 experiments (n = 10-15 oocits per tracta-
ment). Els asteriscs indiquen diferéncies estadisticament
significatives (*: p <0,05; **: p <0,01). b-e) Immunotrans-
feréncies de proteines totals de membrana (TM) o només
de membrana plasmatica (PM) d’oocits que expressen WT
o Aqplb mutada. La massa molecular aparent d’un mar-
cador de 29 kDa s’indica a I’esquerra. f-j) Localitzaci6 de
I’Aqplb intacta o mutada en oocits. La membrana plasma-
tica s’indica amb fletxes, i la retencio de ’Aqplb-L234A/
L235A en el reticle endoplasmatic s’indica amb puntes de
fletxa (H) (barres: 100 pm) (modificat de Tingaud-Se-
queira et al., 2008).
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o Asp i les proteines resultants han estat
expressades en o0cits per determinar la lo-
calitzacio intracellular i les propietats de
permeabilitat (vegeu la figura 10). Aquests
experiments indiquen que el domini di-
Leu comu en l'extrem carboxiterminal de
I’Aqp1lb, comt en moltes especies de teleos-
tisi que podria estar implicat en el transport
de proteines de membrana des de la xar-
xa trans-Golgi al compartiment lisosomal-
endosomal, és necessari per a la localitza-
ci6 de I'Aqplb en la membrana plasmatica
(vegeu les figures 104, c i h). Més notable-
ment, pero, altres resultats revelen que els
residus Thr*® i Ser® poden estar implicats
en la translocacié de I'’Aqplb des de les ve-
sicules intracellulars a la membrana plas-
matica. La probabilitat de fosforilaci6 de la
Thr*® és baixa i, consegiientment, el mutant
Aqplb-T229A no afecta l'estat de fosforila-
ci6 de I’Aqplb, tot i que inhibeix 'expressio
de I'Agplb en la superficie de la cellula i la
permeabilitat de I'oocit en l'aigua (vegeu les
figures 104, b i g). Ja que la Thr*® no coinci-
deix amb cap domini de consens per a cina-
ses, la funcid especifica d’aquest residu és,
de moment, desconeguda. No obstant aixo,
s’ha observat que el mutant Aqplb-5254A
inhibeix la fosforilacid i augmenta el trans-
port de I’Aqplb des de les vesicules intracel-
lulars a la membrana plasmatica, mentre
que el mutant Aqplb-5254D, el qual imi-
ta un estat constant de fosforilacio, manté
I’Aqplb en les vesicules intraceHulars (ve-
geu les figures 104, d, ¢, i i j). Aquests re-
sultats suggereixen, doncs, que la desfosfo-
rilacié de la Ser® indueix el transport de
I’Aqp1b a la superficie de la cellula, mentre
que la fosforilaci6 pot retenir la proteina en
vesicules intracellulars. Aquest mecanisme
és aparentment oposat al descrit fins ara
per a 'AQP2 de mamifers i amfibis, en que
la inserci6¢ de la proteina en la membrana
plasmatica de les celules del conducte col-
lector del rony¢ o de les cellules granuloses

de la bufeta urinaria és activada mitjangant
fosforilacio de residus Ser en l'extrem car-
boxiterminal de la proteina (Balkom et al.,
2002; Hasegawa et al., 2005). Curiosament,
en l'orada la Ser®™ defineix un lloc de con-
sens de fosforilaci6 dirigida per Pro, el qual
es troba conservat en teleostis marins més
evolucionats que produeixen ous hidratats.
Les cinases dirigides per Pro constituei-
xen una gran familia de proteines, que in-
clou proteines cinases activades per mito-
gens (MAPK), algunes de les quals estan
implicades en l'activacié de 'MPF en oocits
d’amfibis, com la p38 MAPK (Perdiguero et
al., 2003). En l'orada el transport de 'Aqplb
a la membrana plasmatica de l'oocit és un
procés estretament regulat que sembla que
té lloc després de l'activacié de I'MPF, just
abans de la hidrolisi completa de les prote-
ines del vitel i l'acumulacié maxima d’ions
K (Fabra et al., 2006). Aquestes observaci-
ons suggereixen el possible paper de les ci-
nases relacionades amb el cicle cellular, o
d’altres cinases activades durant la madu-
racid de l'o0cit, en la fosforilacié de la Ser?*
i el control del trafic de I'’Aqplb, el qual esta
sent investigat actualment.

CONCLUSIONS

El recent descobriment de I'Aqplb en
l'orada ha provat un dels mecanismes mo-
leculars clau en el procés d’hidratacio de
I'oocit de teleostis marins. En aquesta espe-
cie, les nostres observacions indiquen que
el procés d’hidratacio de l'oocit és un meca-
nisme altament controlat basat en la interac-
ci6 entre la proteolisi del vitel, 'acumulacié
d’ions inorganics i I'’Aqplb. Han estat iden-
tificades diverses AQP relacionades amb
I’Aqplb, sobretot en teleostis pelagofils, i
aix0 suggereix que en aquestes especies la
isoforma Aqplb esta originada per un gen
duplicat i neofuncionalitzat en oocits per a
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la regulacié del procés d’hidratacié indu-
it per hormones. La neofuncionalitzacié de
I’Aqplb ha estat acompanyada de l'adquisi-
cié de dominis especifics en 'extrem carbo-
xiterminal de la proteina per al control del
transit intracellular. Seran necessaris estu-
dis futurs per esbrinar la possible regula-
cid transcripcional i posttranscripcional del
gen agplb i el control del transport intracel-
lular de la proteina i la seva funci6 en 00-
cits de peixos. La recerca sobre aquests in-
terrogants contribuira indubtablement a un
coneixement més profund dels mecanismes
moleculars implicats en la produccié d'ous
viables en peixos marins, els quals poden
tenir importants aplicacions biotecnologi-
ques en aqiiicultura i per a la conservacio6
de la biodiversitat.

AGRAIMENTS

Els treballs del nostre grup citats en
aquesta revisio han estat financats per pro-
jectes del Ministeri d’Educacié i Ciéncia
(AGL2001-0364 i AGL2004-00316), la Comis-
si6 Europea (Q5RS-2002-00784-CRYOCYTE
i MRTN-CT-2006-035995-Aquaglyceropo-
rins) i la Xarxa de Referencia de Recerca i
Desenvolupament en Aqiiicultura de la Ge-
neralitat de Catalunya.

BIBLIOGRAFIA

CuTLER, C. P.; CraMB, G. (2002). «Branchial expression
of an aquaporin 3 (AQP3) homologue is downreg-
ulated in the European eel, Anguilla anguilla, fol-
lowing seawater acclimation». J. Exp. Biol., 205:
2643-2651.

CHRISPEELS, M. J.; MORILLON, R.; MAUREL, C.; GERBEAU,
P; KjeLLBoM, P.; Jonansson, L. (2001). «Aquaporins
of plants: structure, function, regulation, and role
in plant water relations». A: HonmanN, S.; NIELSEN,
S.; AGrE, P. [ed.]. Aquaporins. Current topics in mem-
branes, vol. 51. San Diego: Academic Press, 277-
334.

Furron, T. W. (1898). «On the growth and maturation
of the ovarian eggs of teleostean fishes». 16th An-
nu. Rep. Fish. Bd. Scotl., 3: 83-134.

Amores, A.; Suzuki, T.,; YaN, Y. L.; POMEROY, J.; SINGER,
A.; Amemiva, C.; PostLerawarr, J. H. (2004). «De-
velopmental roles of pufferfish Hox clusters and
genome evolution in ray-fin fish». Genome Res., 14:
1-10.

Aoki, M.; Kaneko, T.; Karon, F.; Hasecawa, S.; Tsut-
sui, N.; Ampa, K. (2003). «Intestinal water absorp-
tion through aquaporin 1 expressed in the apical
membrane of mucosal epithelial cells in seawater-
adapted Japanese eel». |. Exp. Biol., 206: 3495-3505.

Bagin, P. J.; CarNEvaLL, O.; Lubzens, E.; SCHNEIDER, W.
J. (2007). «Molecular aspects of oocyte vitellogen-
esis in fish». A: Basin, P. J.; Cerpa, J.; Lubzens, E.
[ed.]. The fish oocyte: from basic studies to biotechno-
logical applications. Dordrecht: Springer, 39-76.

Barkom, B. W. vaNn; Saverkour, P. J.; MarkovicH, D,;
Horman, E.; NieLsiN, S.; Stungs, P. vaN DER; DEEN,
P. M. (2002). «The role of putative phosphoryla-
tion sites in the targeting and shuttling of the aq-
uaporin-2 water channel». J. Biol. Chem., 277: 41473-
41479.

CErDA, |; FABRA, M.; RaLDUA, D. (2007). «Physiologi-
cal and molecular basis of fish oocyte hydration».
A: Basin, P. J.; CerpA, J; Luszens, E. [ed.]. The fish
oocyte: from basic studies to biotechnological applica-
tions. Dordrecht: Springer: 349-396.

CERDA, J.; PETRINO, T. R.; WALLACE, R. A. (1993). «Func-
tional heterologous gap junctions in Fundulus
ovarian follicles maintain meiotic arrest and per-
mit hydration during oocyte maturation». Dev. Bi-
ol., 160: 228-235.

Craik, J. C. A,; Harvey, S. M. (1987). «The causes of
buoyancy in eggs of marine teleosts». J. Mar. Biol.
Ass. U. K., 67:169-182.

CHEN, Y.-N,; Hsien, S.-L.; Kuo, C.-M. (2003). «Changes
in oocyte and blood plasma osmotic components
of ayu, Plecoglossus altivelis Temminck & Schlegel
during oocyte maturation». Aquaculture Res., 34:
859-867.

FaBra, M.; RaLpua, D.; Bozzo, M. G.; Deen, P. M. T;;
Luszens, E.; CERDA, ]. (2006). «Yolk proteolysis and
aquaporin-lo play essential roles to regulate fish
oocyte hydration during meiosis resumption».
Dev. Biol., 295: 250-262.

FaBra, M.; RaLpUa, D,; Power, D. A.; Deen, P. M. T,;
CERDA, J. (2005). «Marine fish egg hydration is aq-
uaporin-mediated». Science, 307: 545.

Finn, R. N.; Kristorrersen, B. A. (2007). «Vertebrate
vitellogenin gene duplication in relation to the “3R
hypothesis”: correlation to the pelagic egg and the
oceanic radiation of teleosts». PLoS ONE, 2: e169.



126 J. CERDA

Finn, R. N.; OstBY, G. C.; NorBERG, B.; Fynn, H. J.
(2002). «In vivo oocyte hydration in Atlantic hal-
ibut (Hippoglossus hipoglossus): proteolytic liber-
ation of free amino acids, and ion transport, are
driving forces for osmotic water influx». J. Exp. Bi-
ol., 205: 211-224.

Hara-Cuaikuma, M.; VERkMAN, A. S. (2006). «Physi-
ological roles of glycerol-transporting aquapor-
ins: the aquaglyceroporins». Cell. Mol. Life Sci., 63:
1386-1392.

Hasecawa, T.; Suzuki, M.; TaNaka, S. (2005). «Immu-
nocytochemical studies on translocation of phos-
phorylated aquaporin-h2 protein in granular cells
of the frog urinary bladder before and after stim-
ulation with vasotocin». Cell Tissue Res., 322: 407-
415.

Inoug, J. G.; Miva, M.; Tsukamoro, K.; NisHipa, M.
(2003). «Basal actinopterygian relationships: a mi-
togenomic perspective on the phylogeny of the
“ancient fish”». Mol. Phylogenet. Evol., 26: 110-120.

King, L. S.; Kozono, D.; Acrg, P. (2004). «From struc-
ture to disease: the evolving tale of aquaporin bi-
ology». Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 5: 687-698.

LaFLeur, G. J. Jr.; THOMAS, P. (1991). «Evidence for a
role of Na’, K-ATPase in the hydration of atlantic
croaker and spotted seatrout oocytes during final
maturation». J. Exp. Biol. 258: 126-136.

Lignor, J. H,; Cutier, C. P; Hazon, N.; Crams, G.
(2002). «lmmunolocalization of aquaporin-3 in the
gill and the gastrointestinal tract of the Europe-
an eel Anguilla anguilla (L.)». |. Exp. Biol., 205: 2653-
2663.

MartiNez, A. S.; CutLERr, C. P.; WiLson, G. D.; PuiLLips,
C.; Hazon, N.; Crams, G. (2005). «Cloning and ex-
pression of three aquaporin homologues from the
European eel (Anguilla anguilla): effects of seawa-
ter acclimation and cortisol treatment on renal ex-
pression». Biol. Cell, 97: 615-27.

MELLINGER, J. (1994). «La flottabilité des oeufs des te-
léostéens». L'Anné Biologique, 33: 117-138.

MEYER, A.; PEER, Y. VAN DER (2005). «From 2R to 3R: ev-
idence for a fish-specific genome duplication (FS-
GD)». Bioessays, 27: 937-945.

NIeLSEN, S.; FROKIAER, J.; MarpLEs, D.; Kwon, T. H,;
AcrE, P; KNepPER, M. A. (2002). «Aquaporins in
the kidney: from molecules to medicine». Physiol.
Rev., 82: 205-244.

NissLing, A.; MULLER, A.; Hinricusen, H.-H. (2003).
«Specific gravity and vertical distribution of sprat
eggs in the Baltic sea». J. Fish Biol., 63: 280-299.

PerpIGUERO, E.; PiLLaire, M. J.; Boparrt, J. F.; Hen-
NERSDORF, F.; FRODIN, M.; DuesBery, N. S.; ALONSO,
G.; NeBrepa, A. R. (2003). «Xp38gamma/SAPK3
promotes meiotic G(2)/M transition in Xenopus

oocytes and activates Cdc25C». EMBO J., 22: 5746~
5756.

Rarpta, D.; OterO, D.; FaBra, M.; CErDA, . (2008).
«Differential localization and regulation of two
aquaporin-1 homologs in the intestinal epithelia
of the marine teleost Sparus aurata». Am. |. Physiol.
Regul. Integr. Comp. Physiol., 294: R993-R1003.

SanTos, C. R. A.; Estevao, M. D.; FuenTes, J.; CARDOSO,
J. C. R.; FaBra, M.; Passos, A. L.; DeTmeERrs, F. J;
Deen, P. M. T,; CerDA, J.; Power, D. M. (2004). «Iso-
lation of a novel aquaglyceroporin from a marine
teleost (Sparus auratus): function and tissue distri-
bution». J. Exp. Biol., 207: 1217-1227.

SeLman, K.; Warracg, R. A.; Cerpa, J. (2001). «Bafilo-
mycin Al inhibits proteolytic cleavage and hydra-
tion but not yolk crystal disassembly and meiosis
during maturation of sea bass oocytes». . Exp. Zo-
ol., 290: 265-278.

SeokA, M.; YAMADA, S.; TwaTa, Y.; YaNacisawa, T.; Na-
kacawa, T.; Kumal, H. (2003). «Differences in the
biochemical content of buoyant and non-buoyant
eggs of the Japanese eel, Anguilla japonica». Aqua-
culture, 216: 355-362.

Suwa, K.; Yamasuita, M. (2007). «Regulatory mech-
anisms of oocyte maturation and ovulation». A:
Basin, P. J; CerpA, J; Luszens, E. [ed.]. The fish
oocyte: from basic studies to biotechnological applica-
tions. Dordrecht: Springer: 323-347.

Taxara, K.; Marsuzaki, T, Tajika, Y. (2004). «Aqua-
porins: water channel proteins of the cell mem-
brane». Prog. Histochem. Cytochem., 39: 1-83.

TrorsEN, A.; Kjessu, O. S.; Fyun, H. J.; SoLEmpar, P.
(1996). «Physiological mechanisms of buoyancy in
eggs from brackish water cod». J. Fish Biol., 48: 457-
477.

TiNGAUD-SEQUEIRA, A.; CHAUVIGNE, F.; FaBrA, M.; Lo-
zANO, J.; RaLpta, D.; CerpaA, J. (2008). «Structural
and functional divergence of two fish aquaporin-1
water channels following teleost-specific gene du-
plication». BMC Evol. Biol. [En premsa]

VErRKMAN, A. S.; Binpir, D. K.; BLoch, O.; Aucustk, K.;
Paraporouros, M. C. (2006). «Three distinct roles of
aquaporin-4 in brain function revealed by knock-
out mice». Biochim. Biophys. Acta, 1758: 1085-1093.

Virkky, L. V,; Coorer, G. J.; Boron, W. E. (2001). «Clon-
ing and functional expression of a MIP (AQP0) ho-
molog from killifish (Fundulus heteroclitus) lens».
Am. |. Physiol., 281: R1994-R2003.

Warracg, R. A.; Becovag, P. C. (1985). «Phosvitins in
Fundulus oocytes and eggs. Preliminary chroma-
tographic and electrophoretic analyses together
with biological considerations». J. Biol. Chem., 260:
11268-11274.

Warrace, R. A.; Greerey, M. S. Jr.; McPHersoN, R.



DESXIFRANT LA BASE MOLECULAR DE LA FORMACIO DE L'OU EN ELS PEIXOS MARINS 127

(1992). «Analytical and experimental studies on P, Reyes, D. K, Nix, R.,; Kerry, P. D,; Cuuy, F,;
the relationship between Na’, K', and water-up- PostrLeTHWATLT, J. H.; TaLBOT, W. S. (2005). «The ze-
take during volume increases associated with brafish gene map defines ancestral vertebrate
Fundulus oocyte maturation in vitro». . Comp. chromosomes». Genome Res., 15: 1307-1314.
Physiol., 162B: 241-248. Yaxkara, K.; Hiroaxi, Y.; IsuiBashi, K.; Sonara, E.; Sa-
Warracg, R. A.; SeLman, K. (1985). «Major proteins sakl, S.; Mitsuoka, K.; Fujryosn, Y. (2007). «Aqua-
changes during vitellogenesis and maturation of porin-11 containing a divergent NPA motif has
Fundulus oocytes». Dev. Biol., 110: 492-498. normal water channel activity». Biochim. Biophys.

Woopbs, I. G,; WiLson, C.; FrRiepLANDER, B.; CHANG, Acta, 1768: 688-693.





