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P.14. Hongos filamentosos y levaduras

HL P42 Estudio de la relacion funcional entre las proteinas tetraspan
Dniip, Dni2p y Prmip en el proceso de conjugacion de
Schizosaccharomyces pombe

MA Curto, M.R. Shanfmoghadam, N. De Leon, M. Hoya, C. Doncel, JA.
Clemente-Ramos, E. Calpena, M.H. Valdivieso.

emecur@usal.es. Departamento de Microbiclogia y Genética/lBFG Universidad
de Salamanca/CSIC.

Dnifp, Dni2p y Prmip son profeinas con cualro dominios transmembrana
(telraspan) de Schizosaccharomyces pombe cuya expresian se induce durante
el proceso de conjugacion. Ademas, Dnitp y Dni2p comparien con las
claudinas la presencia de unas cisleinas en pasiciones conservadas del primer
dominio extracelular. Las tres proleinas se localizan en un subdominio concrelo
de la membrana plasmalica, en la zona de conlacto entre los parentales que
aslan conjugando. Dnitp y Dni2p colocalizan. Dnilp no se localiza
correctamente en un mutante dni2  y DniZp no se localiza correctamente en
un mutante dnit |, lo que sugiere que Dnitp y Dni2p forman un complejo. La
localizacion de Prm1p es independienle de Dnilp y Dni2p, y viceversa. La
ausencia de Dnilp, de Dni2p, o de ambas proteinas conduce a un defecto en la
fusién celular durante la conjugacion que solo se manifiesta a temperaturas
medio-altas. La ausencia de Prmip produce en defecto en la fusion celular
drastico a cualquier temperatura. Un analisis al microscopio electronico ha
demostrado que en los mutantes dnit | dnifl dni2i y prm1 | hay una grave
desorganizacion de la membrana plasmatica y de la pared celular en la zona de
contacto entre los parentales. La sobreexpresion del gen dnil” es lelal, y esta
letalidad se acompafia por la presencia de grandes invaginaciones en la
membrana plasmalica. La sobreexpresion de dni2” o de prmi® no causa
defeclos en las células, pero la sobreexpresion de dnii” en mutanies dii2l o
prm1_ no es letal porque Dnitp no se localiza en la membrana plasmatica.
Finalmente, se han realizado analisis genéticos y se ha delerminado que Dnilp
y DniZp acluan en la misma ruta funcional, mientras que Prm1p actua en una
ruta diferente.

HL P43 ElI Dominic CNH de Rgflp (GEF de Rholp en
Schizosaccharomyces pombe) es necesaric para su funcién en NETO
{New End Take Off)

Sofia Muiioz, Elvira Manjon, Palricia Garcia y Yolanda Sanchez

Inslituto de Bislegia funcional y Genémica, CSIC/Universidad de Salamanca
and Departamento de Microbiologia y Genélica, Universidad de Salamanca. E-
mail: sofiamf@usal.es

En levaduras, la GTPasa Rholp regula la integridad celular coordinande la
disposicion del citoesqueleto de aclina y microtdbulos con la secrecion y la
biosintesis de la pared celular en las zonas de crecimiento. Nosotros estamos
estudiando los principales aclivadores de Rhoip (Ralp, RaiZp y Raf3) en S
pombe. Los tres perlenecen a la familia de proteinas GEF {guanine nucleotide
exchange faclors) que actuan modificando el estado de union a nucledtido de la
GTPasa y de este modo influencian su localizacion y su aclivacion.

Rgl1p acliva a la GTPasa Rho1p durante el crecimiento polarizado y participa
al menos en tres procesos diferenles; la sintesis de la pared celular, el
mantenimienlo de la inlegridad celular y el crecimiento palarizada (1). Rgi1p es
una proleina con cuatro dominios allamente conservados: DEP (Dishevelled,
Egl-10 y Pleckstrin), DH (Dbl Homelogy), PH (Plekstrin Homology) y CNH
(Citron Kinase Homology). De ellos solo se conoce la centribucion del deminio
DH-PH que es asencial para su funcién catalitica.

Nosatros hemos ablenido mutanles en cada une de los dominios de la proteina
y hemos visto que el dominio CNH que esla presenle en proteinas de
sefializacion como NIK v citrdn kinasas, es esencial para la localizacion de la
proteina en el polo nuevo de crecimiento. Las células que carecen de los
ullimos 165 aminoacidos (aa) son monopolares igual que la cepa rgf? | sin
embargo a diferencia del mulante nulo que muestra un 30% de lisis, estas
celulas no pierden la integridad. Hemos realizade mutagénesis por PCR
degenerada del extremo C-lerminal y hemos vislo que la eliminacién de los
Glimos 34 aa produce células incapaces de activar el crecimiento por el polo
nueva.

El dominio DEP lambién es importante en la localizacion de Railp puesto que
la delecion parcial de este dominio libera la mayor parte de la proteina Rgfip
de los polos y la concentra en el nucieo. Tanto en los mulantes oblenidos en el
dominic CNH como los oblenidos en el dominio DEP, las diferencias en la
localizacion son debidas exclusivamente a la pérdida del anclaje a la
membrana de las proteinas mutadas o a la falla de interaccion con olras
profeinas, puesto que la cantidad de Rgf1-CNH _ y Rgf1-DEP _ es simifar a la
cantidad de Rgf1p silvestre.

(1) GARCIA, P, et al. “The Rhoip exchange factor Rgfip signals
upsiream from the Pmk1 mitogen-aclivaled prolein kinase
pathway in fission yeast”. 2009 Mol Biol Cell. 20: 721-731

HL P44 Isclation and analysis of lip2 gene from Trichoderma harzianum

vaz, M'., Belo, H.', Jorge, L. '?, Gonzalez, F.*, Monte, E.? and Choupina, A. '?
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Trichoderma spp. covers a group of fungi extremely common in soils of all
climatic areas. These fungi are efficient enzyme producers, with industrial
applications, or in nature, involved in the degradation of the cell wall of the
phytopathogens as well as in the degradation of other fungi, organic matter and
nutrients secreted by roots

Trichoderma strains produce extracellular enzymes and antibiotics with
anlifungal ellects, mainly 7. harzianum, T. virens and 7. wide, being by this
way used as biocontrol agents. Among the degradation enzymes of the cell
walls we find B-1,3 and p-1,6 glucanases, chilinases and proteases. Lipases
could also be involved in enzymatic activity related with biocontrol.

This work intention was lhe isclation and study of the (ip2 gene from T.
harzianun,

iip2 gene was cloned in an expression system, using the pET-28a(+) vector,
and the expression evaluation of the Lip2 protein was made in a SDS-PAGE gel
at different induction times,

The obtained resulls in the cloning showed a 6584 bp band indicating that the
cloning was well succeeded. The protein expression was verified at 8 hours of
induclion by the presence of a band with an estimated molecular weighl of 44
kDa, in a SDS-PAGE gel.

Benitez, T., el al, Biocontrol mechanisms of Trichoderma slrains. 2004,
Internalional Microbiology, 7:249-260.

H G.E. Overview of mechani
Phytopathology, 96:190-194.

Monle, E. Understanding Trichoderma: between biolechnology and microbial
ecology. 2001. International of Microbiology, 4:1-4.

and uses of Trichederma spp. 2006.
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HL P45 Characterization of a glucanase inhibitor protein from
Phytophthora cinnamomi invelved in plant defense responses
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Oomycetes from the genus Phylophthora are fungus-like plant pathogens that
are devastaling for agricullure and natural ecosystems. Due to their particular
physiological characleristics, no efficient reatmenls againsl diseases caused by
these microorgani are p ly available. To develop such treatments, it
appears essenbial to dissect the malecular mechanisms that delermine the
interaction between Phytophtfiora species and hast plants.

One of the most widely dislributed Phytophthora specie, with nearly 1000 host
species is Phylophthora cinnamomi. This palhogen is able lo secrele a
glucanase inhibitor protein (GIP) that inhibil the activity of endoglucanases
(EGases), involved in plant defense responses, including dunng the plant
infection pracess of Castanea sativa Mill by P. cinnamomi.

In this work we report the sequencing and characterization of a class of
glucanase inhibitor proleins secreled by P. cinnamemi. The gip gene from P.
cinnamormi has a lotal length of 1301 bp comprising a 940 bp ORF wilch
encodes a 313 aa prolein. In order to understand its function gene expression
was studied during growth in different carbon sources (glucose, cellulpse and
sawdust), by RT-gPCR and a lime course of GIP production was achieved.
Analysis of homologous expression (in P. cinnamomi) and heterologous
expression (in Pichia pastors), was also performed. We also raport function
gene expression in vivo at differenl imes of infection of C. safiva roots with the
fungus.

These and other results will be presented.

Hein, 1., el al,, The zig-zag-zig in ocmycete-plant interactions. 2009, Molecular
Plant Pathology, 10(d): 547-562.

Kamoun, S., A calalogue of the eflector secretome of plant pathogenic
oomycetes. 2006 Annual Review Phytopathological, 44(10): 41-60.
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