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BEVEZETES

A tanulmanyunk az Aspergillus fajok genetikai és fiziologiai
valaszait vizsgéalja az ozmotikus stressz vonatkozasaban, amely
kulcsfontossagli a biotechnoldgiai folyamatok ipari optimalizalasa
szempontjabol. Fontos megérteni, hogy a genetikai modositasok
hogyan novelhetik ezen gombdk stressztlirését, ezaltal javitva
alkalmazdsukat az  enzimtermelésben ¢és  fermentdcios
folyamatokban.

A gfdB gént, amely ismert szerepet jatszik a kornyezeti
stresszvalaszban  Aspergillus  nidulansban,  transzformaltuk
Aspergillus wentiibe, hogy feltarjuk az ozmofilitasra gyakorolt
hatéasat, esetlegesen a stressztolerancia er6sddését. A kutatas témadja
tehat a genetikai és fenotipusos valtozasok feltdrasa ezen modositas
hatdsara. A génexpresszid szintjén torténd valtozasok mérésére €s a
fiziologiai valaszok detektalasara transzkriptom analizist és
kvantitativ . PCR (qPCR) technikakat alkalmaztunk kiilonb6z6
stressz koriilmények kozott, beleértve a nagy ozmolit (NaCl, szorbit)
koncentraciot és az ozmotikus nyomast.

Ezek a megfigyelések azért sziikségesek, mert a gombak
stressztlirésének  molekuldris  mechanizmusainak  megértése
forradalmasithatja ipari alkalmazasukat. A gombak stressztlirésének

fokozésa az enzim- és szekunder metabolit termelésben hatékonyabb



gyartasi folyamatokat eredményezhet. A céjaink és megfigyeléseink
hozzajuttathatnak a gombdk stressz adaptacidos mechanizmusainak
mélyebb megértéséhez.

Az A. wentii genetikai szabalyozo6 haldzata befolyasolhatja a
heterolog gén expresszidjat és hatékonysagat. Tovabbi genetikai
célpontok megvalasztasaval potencidlisan tovabb javithaté a
stressztlirés. A genetikai modositasok altalanos fitneszre és ipari
hasznositasra gyakorolt széleskorti hatdsai azonban még feltarasra
varnak.

Osszeségében tehat a tanulmany témdja a vizsgélt
Aspergillus fajok bemutatdsa az ozmoadapticid és ozmofilitas
oldalardl, az Aspergillus nidulans gfdB gén szerepének
vizsgalataval, a stresszélettani és a transzkripciés modszerek

hasznalataval.



CELKITUZES

Munkénk kezdetekor a kovetkezd kérdésekre kerestiik a
valaszt: (1) Javithat6-e az iparilag jelentds A. wentii stressztiird
képessége célzott genetikai modositdsok révén a gfdB gén
bejuttatasaval? (2) A gfdB gént érintd géndozis valtozasok
okozhatjdk-e 0j fenotipus megjelenését (pl.: ozmofilitas) 4. wentii
fonalas gomba esetében? (3) Rekonstrualhato-e az A. nidulans
fenotipusa a téle evolicids szempontbol tavolabb elhelyezkedd
ozmofil 4. wentii genmddositasa révén a gfdB gén tekintetében? (4)
Transzkriptomikai megkdzelités révén betekintést nyerhetiink-e az

ozmofil fenotipus hatterében allo szabalyozasi folyamatokrol?

A felmeriilt kérdések megvalaszolasa érdekében az aldbbi

vizsgalatokat végeztiik el:

1. Az An-gfdB génnel transzformalt A. wentii CBS141173 mutans és
vad tipust torzsek stresszérzékenység vizsgalatainak elvégzése
ozmotikus stresszt kivaltd agensek szupplementicidja és azok
kiegészitése nélkiil, sejtfalintegritasi-, nehézfém-, ¢és oxidativ

stresszt okozo agensek jelenlétében.

2. Komparativ stresszérzékenységi vizsgalatok elvégzése az A.

glaucus CBS516.65 mutans és vad torzseinek vizsgalatba torténd
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bevonasaval és Osszehasonlitasa a szintén ozmofil A. wentii

CBS141173 mutans és vad torzseivel.

3. Multidimenzionalis megkozelités alkalmazasa az Aspergillus spp.
stresszvalasz alapu pozicionalasa céljabol, tovabbi 17 Aspergillus faj

analizisbe torténd bevonasaval.

4. Transzkripcios vizsgalatok elvégzése ozmotikus stresszt kivalto
agensek jelenlétében, a gfdB gén expresszidjanak Osszehasonlito
hatasvizsgalata céljabol az A. nidulans THS30 ¢és A. wentii

CBS141173 vad és mutans torzseiben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Torzsek és tenyésztési koriilmények

Vizsgalatainkhoz a kovetkezd Aspergillus torzseket
hasznaltuk: 4. nidulans THS30.3, A. nidulans AgfdB, A. glaucus
CBS516.65, A. glaucus CBS516.65 'c gfdBI-2, A. wentii
CBS141173 'c gfdB1-3. Az A. wentii és az A. glaucus konidiumait
malatakivonat-agaron (MEA) allitottuk eld, NaCl kiegészitést
alkalmaztunk az 4. glaucus esetében. Az A. nidulans torzseket nitrat
minimal taptalajon (NMM) spordztattuk. A konidiosporakat steril
vizben szuszpendaltuk, szirtiik, és hemocitométerrel meghataroztuk
a sporaszamot.

A transzkripcids analizishez minden torzset Barratt minimal
agar lemezeken tartottunk 25 °C-on. A 6. napon Osszegyiijtott
konidiumokat hasznaltuk a siillyesztett tenyészetek beoltdsara. A
tenyészeteket 100 ml Barratt minimal levesben 1x10® konidiummal
oltottuk be 500 ml-es Erlenmeyer-lombikban €s 25 °C-on inkubaltuk
rotacios razogépben 220 fordulat/perc sebességgel (koriilbeliil 3,7
Hz). Az A. nidulans micéliumot 36 6ra (THS30) és 38 ora (4gfdB),
mig az A. wentii micéliumot 65 oOra elteltével gylijtottiikk 6ssze mind
a CBS141173, mind a 'c gfdB torzs esetében. A micéliumot mostuk,

¢s friss Barratt minimal taptalajra vagy 2 M szorbittal, 1 M NaCl-dal



¢s 1 M NaCl + 2 M szorbittal kiegészitett taptalajra vittiik at. A
tenyészeteket tovabb inkubdltuk 25 °C-on és 220 rpm-en, a
mintavétel 0,5 ora (RNS izoldlds) vagy 10 ora (szdraztomeg

meghatarozas) utan tortént.

Transzgénikus torzsek létrehozasa

A higromicin B rezisztencia gént tartalmazd6 pAN7.1
plazmidot haszndltuk az A. nidulans gfdB génnel torténd
transzformaldsara. A protoplasztokat exponencialis  fazisu
tenyészetekbdl Trichoderma harzianum 1izal6 enzimmel allitottuk
elé, és PEG-alapti mddszert hasznaltunk a plazmiddal torténd

transzformaldshoz. A transzgenikus torzseket PCR-rel igazoltuk.

Genotipus ellendrzése

qPCR-t alkalmaztunk a gfdB gén képiaszamanak
meghatdrozasahoz A. wentii transzgenikus torzsekben. A genomi
DNS higitasi sorozatat a Fast SYBR® Green-el egyiitt hasznaltuk a
LightCycler® 480 késziiléken. PCR méréseket végeztiink a gfdB gén

jelenlétének kimutatasahoz.



Stressz-adaptacios tanulmanyok

Vizsgalatainkban a torzsek és tenyésztési koriilmények
fejezetben felsorolt torzsek stresszérzékenységét és életképességét
vizsgaltuk. A stresszérzékenységet nagy Iéptékli agarlemezes
vizsgalatokkal értékeltiik. A frissen gytijtott sporakat (1x10°) NMM
agarlemezekre oltottuk be és 25°C-on 5 €és 10 napig inkubaltuk.
Kiilonféle stressz-indukald szereket adtunk az NMM agarhoz,
koztiikk kongdvorost, terc-butil-hidroperoxidot (/BOOH), hidrogén-
peroxidot (H>02), menadion-natrium-hidrogén-szulfitot (MSB),
diamidot, CdCl,-ot, szorbitot és NaCl-ot. A stresszérzé¢kenység

értékelésehez a telepatmérdket megmértiik.

Osszehasonlito stressztiirés-elemzés

Osszehasonlit6 stressztlirés-analizist végeztiink
klaszteranalizis ¢és tobbdimenzids skalazas (MDS) segitségével az
Aspergillus torzsekre, beleértve az A. wentii CBS141173, A. wentii
CBS141173 'c gfdB1, A. glaucus CBS516.65, A. glaucus CBS516.65
'c gfdBl1, A. nidulans THS30.3 és A. nidulans AgfdB torzseket. Az
analizishez 15 tovabbi Aspergillus faj is bevonasra keriilt a Fungal
Stress Database (FSD) adatbazisban szerepld adatok alapjan. A
H>O02, MSB ¢és CdCl, MICsp-értékeit 5 és 10 napos 25°C-os



inkubacid utan hataroztuk meg. A NaCl, a kongovords €s a szorbit
relativ novekedési értékeit hasznaltuk az R szoftverrel végzett
klaszteranalizisekhez. Standardizalt értékeket ¢és Euklideszi
tavolsdgokat hataroztunk meg a torzsek kozott, valamint
kladogramokat ¢és  MDS  diagramokat  készitettink a
stresszérzékenységbeli kiilonbségek és hasonlésagok

megjelenitéséhez.

Transzkripcios elemzés

Az RT-qPCR vizsgalatokat Xceed SG 1-step 2x Mix Lo-
ROX qPCR Kit (Institute of Applied Biotechnologies, Praga, Cseh
Koztarsasag) alkalmazasaval végeztiik a gyartd protokollja szerint.
A relativ transzkripcids szinteket a ACP (a referencia és a célgén
keresztezési pontja kozotti kiilonbség a mintan beliil) értékekkel
jellemeztiik az A. nidulans mintdk esetében az AN6542 (actA; y-
aktin) és az Aspwel 0167845 (feltételezett transzlacios elongacios
faktor EF-3) referenciagén hasznalataval az 4. wentii esetében.

A teljes RNS-t liofilizalt micéliumbol a Chomczynski (1993)
altal leirt modszerrel izolaltuk négy kiillonbozd tenyésztési
koriilménybdl (kezeletlen, 2 M NaCl és 2 M szorbit + 1 M NaCl)
minden egyes torzsre (4. nidulans THS30 és AgfdB, A. wentii
CBS141173 és 'c gfdB), harom biologiai ismétléssel (6sszesen 48
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minta). Az RNS-szekvenalast a konyvtar elokészitésétdl a fastq.gz
fajl generalasaig a Debreceni Egyetem Altalinos Orvostudomanyi
Kar Biokémiai ¢és Molekularis Biologiai Tanszék Genomikai
Orvostudoményi ¢és Bioinformatikai Kozpontjaban végeztiik. A 75
bp-os Illumina szekvenalas 12—60 milli6 readet eredményezett
mintanként. A HISAT2-t (2.1.0-s verzio) referencia genom-
illesztésre (a readek 84-96%-a illesztésre keriilt) és BAM-fajl
generalasara, mig a featureCounts-ot (2.0.0-s verzid) a readek
szaméanak meghatarozasahoz hasznaltuk.

A differencialis expresszios elemzést a DESeq2 (1.36.0
verzid) segitségével végeztiik, az RPKM értékeket az edgeR csomag
segitségével szamitottuk ki. A fokomponens elemzést a "prcomp"
fliggvénnyel végeztik. A gfdB gén esetében (amely hidnyzik az A.
wentii CBS141173 genombol) az A. nidulans gfdB szekvencidjanak
megfeleld readeket a BBmap (39.03-as verzid) segitségével
hataroztuk meg ,,perfectmode” beallitdsokkal, és ezeket az értékeket
hasznaltuk az RPKM értékek kiszamitasahoz. Az A. nidulans THS30
torzs esetében a BBmap és edgeR segitségével szamitott RPKM
értékek kiilonbségei 10%-nal kisebbek voltak.
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Transzkripcios adatok kiértékelése

A differencialisan expresszalt géneket (DEG-eket) log fold
(log2FC) kiiszobértékkel azonositottuk, figyelembe véve azokat a
géneket, amelyek korrigalt p-értéke < 0,05. A DESeq2-t hasznaltuk
a logFC értékek kiszdmitasdhoz, referenciaként kezeletlen
tenyészeteket hasznalva. A  génkészlet-dusitasi elemzéseket
ShinyGO ¢és FungiDB platformokon végeztik, a GO és KEGG
utvonalakra Osszpontositva, amelyek harom vagy tobb gént
tartalmaznak, és a korrigalt p-érték < 0,05. A DEG-eket Pearson
korrelacios egyiitthatd és Venn-analizis segitségével is elemeztiik a
transzkripcids valtozasok meghatarozéasahoz.

Az A. nidulansban az ozmotikus stresszhez kapcsolodo
géneket szakirodalombdl ¢és  adatbazisokbol —azonositottuk,
ortologjaikat 4. wentiiben a FungiDB-bdl gytijtottiik ossze. E gének

feldusulasat Fisher-teszttel elemeztiik az R szoftver hasznalataval.

Statisztikai modszerek

A stresszkezelések ¢és a genetikai modositasok hatasait az 4.
wentii CBS141173, A. wentii CBS141173 'c gfdBl, 'c gfdB2 és 'c
gfdB3, valamint az A. glaucus CBS516.65 és A. glaucus CBS516.65
'c gfdBl és 'c gfdB2 torzsek esetében kétfaktoros variancia
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analizissel (ANOVA), majd Tukey post hoc teszttel elemeztiik. Az
atlagos telepatmérd értékek kozotti kiilonbségeket szignifikdnsnak
tekintettiik, ha a korrigalt p-érték kisebb volt, mint 0,05 (Kiraly et al.
2020a,b).
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Az An-gfdB gén integracioja A. wentiibe

1.1. Az ozmofil fenotipus megorzése: Eredményeink alapjan az 4.
nidulans gfdB génjének bejuttatdsa A.wentiibe nem sziintette meg a
faj ozmofil természetét. Ez arra utal, hogy az 4. wentii inherens
ozmofil tulajdonsagai robusztusak és egyetlen gén bevezetése nem
valtoztatta meg a fenotipust. Az 4. wentii esetében az ozmofilitas az
A. glaucussal szemben csokkent, azaz részleges fenotipus
komplementalast sikeriilt elérni, ami tdmogatja de Vries (2017)

kozleményében felallitott hipotézisét.

1.2. Csokkent novekedés: Az An-gfdB expresszidja A. wentiiben
jelentds novekedés csokkenést eredményezett nagy ozmolaritasi
kortiilmények kozott. Ez azt jelzi, hogy mig 4. wentii meg0rzi
ozmofil tulajdonsagait, az An-gfdB jelenléte zavarja az optimalis
novekedését, valoszinlileg metabolikus egyensulyvesztés, vagy

stresszvalasz Gitvonalak szabalyozasi elégtelenségei miatt.

1.3.  Transzkriptom szintli valtozasok: A transzkriptom
elemzésiink kimutatta, hogy az A. nidulans hiperozmotikus stresszre,

a trehaloz és a glicerin anyagcserével kapcsolatos gének, valamint a
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crer

reagal. Ez a kanonikus stresszvalasz feltiinden hianyzott A. wentii
esetében, ami alapvetd kiilonbséget jelez ezen fajok ozmotikus

stresszre torténd reagalasaban.

1.4. Gén deléciéjanak a hatasa: A gfdB delécidja A. nidulansban
csak minimal valtozésokat okozott a transzkriptomban, ami arra utal,
hogy ez a faj glicerin anyagcseréje igen rugalmas, ami képes
kompenzédlni a GfdB enzim elvesztését. Ez a metabolikus
rugalmassag valosziniileg kulcsfontossagu tényez6é az A. nidulans

ozmotolerancidjaban.

1.5. Fajspecifikus valaszok: Az An-gfdB bejuttatdsa A. wentiibe
kifejezettebb transzkriptomikus valtozasokat eredményezett, mint a
gfdB delécidja A. nidulansban. Ez az eredmény ramutat az
ozmoadaptacid mechanizmusainak fajspecifikus természetére és a
stresszvalaszokban ~ részt  vevd  metabolikus  halézatok

Osszetettségére.

1.6. Metabolikus flexibilitis: Az A. nidulansban taldlhaté két
kiilonbozden szabalyozott gfd gén jelentds elényt biztosit a valtozd
ozmolaritast kornyezetekben vald taléléshez. Ezzel szemben az A.

wentii, amely természetes modon szaporodik a folyamatosan nagy
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ozmolaritast kdrnyezetekben, egyetlen gfd gént, egy gfdA ortologot
tartalmaz, ami kiilonb6z6 evolucids alkalmazkoddsi stratégiakat

jelez az ozmotikus stresszhez torténd adaptacioban.

2. Az ozmoadaptacié megzavarasa A. wentiiben An-gfdB altal

2.1. A természetes ozmoadaptaci0 megzavarasa: Az An-gfdB
expresszidja A. wentilben megzavarta annak természetes
ozmoadaptaciés mechanizmusait. Ez a megfigyelés a ndvekedés
gatlasaval és a génexpresszids mintazatok jelentds megvaltozasaval
bizonyithato, jelezve, hogy az An-gfdB jelenléte megzavarta az A.

wentii finoman hangolt ozmofiliajat.

2.2. Génexpresszios szabalyozasi elégtelenség: Az RNS
szekvenalas kimutatta, hogy az An-gfdB bejuttatdsa 4. wentiibe a
kulcsfontossagti ozmoadaptiv gének szabalyozési elégtelenségéhez
vezetett. Ezeknek a géneknek, amelyek tipikusan stabilak ¢és
szabalyozottak 4. nidulansban, szabalyozéasa zavart szenvedett el 4.

wentiiben.

2.3. Kiilonbozé stresszvalaszok: Tanulmanyunk jelentds
kiilonbségeket mutatott ki az ozmotolerans fajok, mint példaul 4.

nidulans, és az ozmofil fajok, mint példaul A. wentii stresszvélasz
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mechanizmusai kozott. Eredményeink alapjan a két gfd gén jelenléte
elényds az ozmotolerans Aspergillus fajok szdmara, amelyeknek
alkalmazkodniuk  kellett a valtoz6 ozmotikus nyomasu
kornyezethez, mig a folyamatosan nagy ozmolaritdsnak Kkitett

ozmofil fajok esetében e gének szelekcids nyomas alatt allnak.

2.4. Géntechnoldgiai alkalmazasokra gyakorolt hatasok: A gfdB
fajspecifikus hatasainak megértése alapot adhat a kivant kornyezeti
stressztolerancia tulajdonsagi gombatorzsek célzott stratégiakkal
torténd ipari alkalmazhatdsdgdhoz. Az eredményeink azt sugalljak,
hogy a genetikai modositasoknak figyelembe kell venniiik a fajok
belsd stresszadaptaciés mechanizmusait a nem kivant fenotipusok

elkeriilése érdekében.

2.5. Jelentés transzkriptomikai hatas: Az An-gfdB bejuttatdsa
jelentds transzkriptomikai valtozasokat okozott 4. wentiiben, messze
tulmutatva a gfdB delécigja altal kivaltott valtozdsokhoz képest A.
nidulansban. Ez azt jelzi, hogy az A. wentii ozmofil tulajdonsagai
rendkiviil specializéltak és érzékenyek a genetikai modositasokra,
amelyek megzavarjak az eredetileg kialakult metabolikus és

szabalyozasi haldzatokat.
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OSSZEFOGLALAS

A gombdk ipari alkalmazasanak hatékonysaga nagyban fiigg
a stressztlird képességiiktdl, melynek javitasa forradalmasithatja a
biotechnologiai és mezdgazdasagi eljardsokat. Az intracellularisan
kompatibilis oldott anyagok, példaul a glicerin, a mannit, az eritrit és
az arabitol (Sanchez-Fresneda és mtsai. 2013; de Lima és mtsai.
2015; Kirdly és mtsai. 2020a) altal kivaltott stressz vizsgalata,
siillyesztett ~ Aspergillus  tenyészetekben, modot adhat a
cukoralkohol-hozamok  novelésére az ipari fermentécios
folyamatokban — mely teriiletet 1iddig leginkdbb az
ozmotolerans/ozmofil élesztOket érintette (Moon és mtsai. 2010;
Yang és mtsai. 2021; Erian és Sauer 2022; Yaakoub és mtsai. 2022).

Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy az An-gfdB gén sajat promoter
¢és terminator szekvencidjaval torténd inzercidja az ozmofil A.
wentiibe nem javitja a tOrzs stressztlrd képességét, igy ezen
képesség fokozasara alkalmazott célzott stratégidk esetében
figyelembe kell venniink az esetleges fajspecifikus valaszreakciokat.
Feltételezhetjiik azt is, hogy az A. nidulans gfdB a sajat promoterével
az A. glaucus €s az A. wentii genomjaba bonyolult kdlcsonhatasba
Iép  kiilonb6zé  transzkripciés ~ faktorokkal, = megvaltozott
stresszvalasz-készséggel ¢és moddosult promoter-preferencidkkal

(Wohlbach ¢és mtsai. 2009), hozzajarulva az A. glaucus és az A.
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wentii ¢’ gfdB torzsek fenotipusos kiilonbségeihez (Kirdly és mtsai.
2020b). Ez azt jelenti, hogy nem csak azokat a géneket sziikséges
azonositanunk, amelyek javitjdk a stressztiirést, hanem olyan
szabalyoz6 elemeket is kell talalnunk, amelyek biztositjak ezen
gének hatékony és biztonsagos miikdodését a gombak genomjaban.

Tovabbéa az MDS analizis alapjan, megallapitottuk, hogy e
gén sajat szabdlyoz6 elemeivel torténd inzercidja, nem hozta
kozelebb evollcios szempontbol a két ozmofil fajt (4. wentii, A.
glaucus) az ozmotolerans A. nidulanshoz. Valamint a transzkriptom
analizis eredményei alapjan, feltételezhetd, hogy a gfdB gén hianya
A. wentiiben, nem az ozmofilia oka, hanem a nagy ozmolaritasi
kornyezethez vald alkalmazkodés kdvetkezménye.

Osszefoglalva, tanulmanyunk ravilagit a genetikai
modositasok és a fajspecifikus fiziologiai valaszok bonyolult
Osszefiiggéseire a gombakban. Az ozmoadaptaciét meghatirozd
molekularis mechanizmusok feltdrasaval ezek az eredmények utat
nyithatnak a célzott stratégidk kifejlesztése eldtt a stressztiird
képesség  fokozdsdra és a  biotechnoldgiai  folyamatok
optimalizalasara. A jovObeni kutatisok ezen a teriileten igen
igéretesek a mikrobidlis biologia megértésének eldmozditasara és a

gombak biotechnoldgiai alkalmazasanak kiakndzasara.
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