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P.14. Hongos filamentosos y levaduras 

HL P42 Estudio do 13 rc laci6n funcional entre las proteinas tetrasp;in 
Dni1p, Onl2p y Prm1p en cl proe-eso de conjugaci6n de 
Schizos.lcchJromycos ponrbo 

M.A. Cuno, M.R. Shanfmoghadam. N. De Le6n, M. Hoya, C. Ooncel, J.A. 
Clcmcntc·Ramos. E. Calpena, M.H. ValdiVIeSO. 
emecur@usal.es. Oepartamento de Mlcrobiologia y GeneticaJIBFG UnWcrsidad 
de Salamanca/CSIC. 

Oni tp, Dn i2p y Prmtp son proteinas con cuatro dominios tr.:msmcmbrana 
(tetraspcin ) de Schizosaccharomyces pombe cuya expresi6n se induce durante 
el proceso de conjugac•6n. Ademas. On it p y Dni2p compartcn con las 
daudinas la p rescncia de unas cisteinas en posicioncs conservadas del primer 
dominio cxt racclular. Las trcs proteinas se localizan en un subdominio concreto 
de la membrana plasmillica, en la zona de conlaclo entre Ios parcnlalcs que 
estan conjugando. Dni1p y Dni2p colocalizan. Dni1p no se localiza 
correctamcntc en un mutantc dni2 y Dni2p no se local•za corrcctamente en 
un mutante dnit , to que sugiere que Oni1p y Dni2p rorman un complejo. La 
locatizac•6n de Prm1p es independiente de Dni1p y Dni2p, y viceversa. l a 
auscncia do Oni1p, de Oni2p, o c.Je ambas protc inas conduce a un defecto en la 
fu st6n cclular durante la conjugaci6n que sOlo se manifiesta a tcmpcraturas 
medio-altas. La auscncia de Prm1p produce en defccto en la fusiOn cctulm 
drastico a cualquier tcmpornlura. Un an81isis al microscopic electr6nico ha 
demostrado que en kls mutantes dnit , dnit dni2 y prm1 hay una grave 
desorganizaci6n de la membrana plasmilttca y de la pared celular en la zona de 
contacto entre Ios parcntales. La sobreexpresi6n del gen ctnit• es lelal, y csta 
letalidad se acompaf\a por la proscncia de grandes invaginaciones en la 
membrana plasmtJUca. La sobrccxpresiOo de dni2" o de prm r no causa 
defcctos en las c:Ciulas, pcro la sobrecxpresr6n de dni1• en mutantcs dn;2r o 
prmt no cs Ictal porque Dni1p no se localiza en la membrana plasmOtica. 
Finalmenlc, se han rcalizado antJiisis genetrcos y se ha determinado que Oni1p 
y Oni2p actuan en la m1sma rvta l uncional, rnientras que Prm1p actUa en una 
rula diforento. 

HL P43 El Oominlo CNH de Rgf1p (GEF do Rho1p en 
Schizosaccharomycos pombo) os ncccsario para su funciOn en NETO 
(New End Take Off) 

Sofia Murio1. Etvira Man,6n. Patnaa Garcia y Yolanda Sanchez. 
Institute de Brologia tuncional y Gen6mica, CSIC/Universidad de Salamanca 
and Oepartamento do ~Atcrobiologia y GenCtica, Unrversidad de Salamanca. E· 
marl: sofaamf@usal.es 

En levaduras. la GTPasa Rholp regula la intcgndad cclular coofdinando la 
dispositiOn del otoeSQue'e:to de acllna y m~erotUbulos con la secreOOn y la 
biosintesrs de la pared celular en las zonas de crccimicnto. Nosotros c stamos 
estudiando Jos principales achvadores de Rholp (Rgf1 p, Rgf2p y RgiJ) en S. 
pombe. Los tres pertenocen a la fam1ha de prolcinas GEF (guanine nucleol!de 
!;!XChange !actors) que actUan modificando cl estado de uniOn a nucle6t ido de la 
GTPasa y de csle modo rnfluenc iRn su k:lcalizaci6n y su activaci6n. 
Rgf1p activa a la GTPasa Rho1 p durante cl crecimiento polarizado y participa 
al mcnos en trcs procesos d1ferentes: ta sintcsis de la pared cc tular, cl 
manlenirniento do la intcgridad cc lu lar y cl crecimiento polarizado {1 ). Rgf1 p os 
una protcina con cuatro dom1nios altamenle conservados: DEP (D•shevelled, 
Egl-10 y Pleckslnn), OH (Obl Homology), PH (Piekstnn Homology) y CNH 
(Cltron Kinase Homology), De ellos solo se conoce la contribuci6n del dominio 
OH-PH que es esenciul para su funci6n calafilica. 
Nosolros homos obtenido mutantes en cada uno de Ios dominios de la protelna 
y t1ornos visto quo cl domlnlo CNH que esta prasente en protcfnas de 
smializac•6n como NIK y citr6n kinasas, cs escncial para la localizaci6n de la 
pro teina en c l polo nucvo de crecimiento. Las ci:!lulas que carecen de !os 
Uttimos 165 aminoil.cidos (aa) son monopolares igual que la ccpa rgft stn 
embargo a dlfcrcncia del mutante nulo que mucstra un 30% de lists. estas 
cetulas no p1erden la integndad. Hemos realizado mutagenesis par PCR 
dcgenerada del extreme C-terminal y hemos v1sto que la eliminaci6n de Ios 
Ultimos 34 aa produce cCiulas incapaces de activar cl crccimicnlo por c l polo 
nuevo. 
El domtnio OEP tambt6n cs importanle en la locahzac•6n de Rgf1p pucsto que 
la deleci6n parcial de este dominio hbera la mayor parte de la proteina Rgf1p 
de Ios poles y la concontra en cl nUcleo. Tanto en Ios mutantes obtenidos en et 
dominio CNH como Ios obtemdos en et dominio OEP. las diferencias en la 
localizac.6n son dcbidas excluswamente a la pCrdida del anclaje a la 
membrana de las protelnas mutadas o a la falta de interacci6n con otras 
proteinas. pueslo que la canlldad de Rgf1-CNH y Rgf1-0EP es similar a la 
canttdad de Rgf1p s1lvestre. 

(1) GARCIA, P., cl al. "The Rho1p exchange fac1or Rgf1p signa ls 
upstream from the Pmk 1 rnrtogen-aclivatcd protein kinase 
pathway 10 fission yeast~. 2009 Mol Bioi Cell. 20: 721·731 

HL P44 Isolation and an01lysis of lip2 gene f rom Trichoderma harzlanum 

Vaz M' ., Solo, H.1, Jorge, L. 12
, Gonzcllez, F. •. Monte, E . 3 and Chouprna, A. 11 

Email: vaz..madalena@gmail.com 
'lnslltuto Poli18cnico de Bragan(:a. Escola Superior Agrima, Campus de Santa 
Apol6nia, Apanado 1172, 5301-854 Bragan<;a, Portugal. 'CIMO- Centro de 
lnvc s1iga<;llo de Monlanha, Campus de San1a Apol6nia. Apanado 1172,5301-
654 Bragant;a. Portugal. 30cpartamcnto de Micfob iologia y Gen8tica, 
Univorsrdad do Salamanca. PJaza Ooctores de la Reina sin, 37007 Salamanca. 
Spain. "Centra de tnvestigao6n del C<1ncer. Campus Miguel de Unamuno, 
37007 Salamanca, Spain. 

Trichodorma spp. covers a group of fungi exlremely common in so1ls of all 
climatic areas. These fungi arc efficient enzyme producers, with industnat 
applications, or in nature, involved in the degradation of tho coli wall of the 
phytopathogens as well as in lhe degradation of other fungi, organic ma tter and 
nutrients secreted by roots. 
Trichoderma strains produce extracellular enzymes and ant ibiotics wilh 
anllfungal effects. mainly r. harzianum, T. virens and T. vtride, being by this 
way used as biocontrol agents_ Among the degradation enzymes of the cell 
walls wo find t3·1 ,3 and ~·1 ,6 glucanases, dlitinases and proteasos. Upasos 
could also be involved in enzymatic adivity related with blocontro1. 
This work intention was the isolation and study or the lip2 gcno lrom T. 
harzionum. 
lfp2 gene was doned in an expression system, using U1e pET -26a(+) vector, 
and the expressMJn evaluation of the Lip2 protein was made in a SDS·PAGE gel 
at c,Jtlferent induction limes. 
The obtained results in the cklning showed a 6584 bp band indicating that the 
doning was welt succeeded. The protein expression was venlied at 8 hours of 
tnduct•on by U•e presence of a band with an estimated molecular weight of 44 
kOa, in a SOS-PAGE gol. 

Bcnitoz, T .• ot al., Biocontrol med1anisms of Trichodetma strains 2004. 
International Microbiology, 7:249-260. 
Harman. G.E. Overview of mecllanisrns and uses or Trichoderma spp. 2006. 
Phylopathology, 96:190-194. 
Monte. E. Understanding Trichoderma: between biotectmology and microb ial 
ecology. 2001 . International of Microbiology , 4 :1-4. 
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HL P45 Characterization of a g luc<1n<1sc inhibitor protein f rom 
Pllytophthora cinnamomi involved in p lant dc fensc responses 
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Oomyct!tes from the genus Phytophlhora are fungus-like plant pathogens that 
are devastating for agriculture and natural ecosystems. Due to the11 particular 
phys~logteal characteristics. no effic1cnt treatments aga•nst diseases caused by 
these m1croorganrsms (Ire presently available. To develop such treatments, 11 
e~ppoars essenhal to d issect the molecular mechanisms that determine the 
1ntoraction between Phytophlhora species and host plants. 
One or the most widely distributed Phytopfllhora specie, wilh nearly 1000 host 
species is Pllytoplltf1ora cinnamoml. This pathogen is able to socrote A 
gtucanasc inhibitor protein (GIP} that inhibit the activity or cndoglucanasc~ 
(EGases), involved in p lan t defcnse responses, including dunng the plant 
Infection process of Castanea sativa Mill by P. cinnamomi. 
In this work we report the sequencing and characterization of a class ot 
glucanase inhibitor proteins secrelcd by P. cinnamomi. The gip gene f rom P. 
cinmtmoml has a Iota! length of 1301 bp co rnJ)rising a 940 bp ORF witch 
encodes a 313 aa protein. In order to understand its function gene exoress1on 
was studied during growth 1n different carbon sources (g lucose, cellulose and 
sawdust), by RT ·qPCR and a lime course of GIP production was achieved . 
Analysis of homologous expression (in P. cinnamomJ) and heterologous 
expression (in Picl!ia pastoris}, was also perfonned. We also report function 
gene express1on in v1vo at different times of infeclion of C. satwa roots with the 
fungus. 
These and other resul ts w1U be presented. 

Hern. 1., et al., The z•g-zag-zig 111 oomyccte-plant interactions. 2009, Molecular 
Plant Pathology, 10(4): 547-562. 
Kamoun, S., A catalogue of U•e effector sccrctome of plant pathogenic 
oomycc1es. 2006 Annual Revocw Phy1opa1hological, 44(10): 41 -60. 
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