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1. Bevezetés és célkizés

Az aerob légzésnél a vdgslektronakceptor a légkori oxigén O A folyamat
lejatszodasaért a tébb komponefistelépllb 1€gzési lanc a felés, mely eukariotaknal a
mitokondrium bel§ membranjaban talalhat6. A |égzés és az ATP (adeifpszfat)
szintézise szorosan 0sszekapcsolodik ezétergleknél, hiszen elektrontranszport lanc
mikodése kdzben létrejévprotongradiens a hajtoereje ADP-ATP atalakitas®ak ATP a
mikrobak nélkiulézhetetlen komponense, kémiai ea¢fgdl6 molekula, kiemelt szerepe van
az anyagcsere folyamatokban, akar reakciok lejdtsdban, vagy a folyamatok
szabalyozasaban. Egyes gombak rendelkeznék adtérben mas respiracios utirannyal is
(Joseph-Horne és mtsai., 2001). Az alternativ axi@dOX) az alternativ légzési Gtvonal (a
citokromos lancrél agazik le) terminalis oxidazaelynaz elektronokat az ubikinonrél a
molekuléaris oxigénre kozvetiti és vizzé redukali @/anlerberghe, 2013). A citokrémos
légzési lanccal ellentétben cianidra eérzéketlefkddése nem, ill. minimalis ATP szintézissel
kapcsolhatdo 0Ossze. Az alternativ Iégzést tobb, smsrthnilag kulonbdz (prokariota,
alacsonyabb-, magasabb rénelkaridta) élényben kimutattdk (Bendall és Bonner, 1971;
Lambowitz és mtsai., 1989; Siedow és Umbach, 199nmark és Norlund, 2003; Joseph-
Horne és mtsai., 2001; Tudella és mtsai., 2004;eN@s mtsai., 2006; MacDonald és mtsai.,
2009). Ennek az utvonalnak a fiziologidban betblt@iadatat mér kordbban alaposan
megvizsgaltak és hosszu multra tekint vissza néeidmgn.

Az aflatoxinok (AT) természetbenédbrduld esen karcinogén hatasu vegytliletek,
gyijténeviket a termelésukre képaspergillus flavus mikrobardl kaptak. A mikotoxinok a
metabolitok nagy és diverz osztalyat teszik ki, riszeetiket tekintve poliketidek kdzé
tartoznak (Hopwood és Sherman, 1990). Tobb potkndE&rmeb is az Aspergillus genus
tagja (Rank és mtsai., 2011). Az opportunista gokdpes a gabonaféléket, mas zoldsegeket
megferbzni az aratas étt vagy a tarolas alatt, ezaltal fogyaszthatatlaiéwé az élelmiszert,
komoly egészseglgyi és gazdasagi probléméat okozvépasi orszagokban (Wilkinson és
mtsai., 2004). Az AT-ok majbetegség kialakulasaberhen és allatban egyaraniigézhetik
(Wogan, 1992). A kevésbé toxikus sterigmatocis¢®im) az utolsd ékti intermedier az AT
B1 bioszintézisében, (Yabe és Nakajima, 2004; Klejpstés mtsai., 2012)A. nidulans
esetében a folyamat végtermékeként van jelen, kusder metabolizmus eredményeként
(Barnes és mtsai., 1994). Az nidulans szintézis utvonalabdl hianyzik kéttaz atalakitashoz
szikséges enzimet kodolo g&ilP ésaflQ), melyek azA. flavus AT génklaszterében jelen
vannak (Amaike és Keller, 2011; Yu és mtsai., 20@4¥) ST és AT bioszintézise hasonlo
szabdélyozé mechanizmussal rendelkezik (beleértirarszkripcios faktorokat is: AflR and
Afld), igy lehebség nyilik az AT szintézis vizsgalatara nidulans-ban gy, hogy nem
keletkezik veszélyes mikotoxin (Amaike és mtsad12 Németh és mtsai., 2016). Az AT/ST
bioszintézis Utja jol karakterizdh. nidulans-ba (Barnes és mtsai., 1994; Keller és Adams,
1995; Brown és mtsai., 1996), de szamos kornydaktor, mely a képzési mechanizmust
befolyasolhatja tovabbra is tisztazatlan (Maggidtda mtsai., 2005; Keller és mtsai., 1997).
A fényrdl- alapvet kornyezeti inger, széles hatassal-mar leirtakyha@dtozast okoz az ST-
termelésben (Kato és mtsai., 2003; Atoui és mt2ailp; Bayram és mtsai., 2008; Bayram és



mtsai., 2016). A Velvet komplex, a szekunder angage regulatora, fény altal befolyasolt
komplex, mely pozitivan szabalyozza a ST terméBayram és mtsai., 2008).

Az itakonsav (lIA) egy Otszénatomos dikarbonsav, yetelgyakran alkalmaznak
épivelemként kiulonbdz vegylletek dlallitasara, elssorban manyag- és riigyanta
eloallitasdban. Az 1A éallitasa fermentacidés Gton torténikspergillus terreus fonalas
gombaval (Batti és Schweiger 1963), szubmerz t&ehmikalmazasaval. A technoldgiai
paraméterek ételjesen hasonlitanak a&. niger citromsav fermentaciokra, beleértve az
erdteljes levegztetést és kevertetést. Az IA szintézis Utjat megpalva szembnik, hogy a
citromsavra, mint élanyagra tekinthetlink a folyamatban (Kuenz és K20l8). AzA. niger
fonalas gomba citromsav fermentacidja tankonyvid@eéhk szamit, ahol kiemelkedzerepe
van az alternativ respiracionak (Karaffa és Kubiz@®3), ennek ellenére még nem vizsgéltak
funkciojat IA bioszintézisben.

Az AOX, mint szamos élényben (koztik éles&t és fonalas gombakban)
megtalalhaté alternativ légzési atvonal terminébisdaza, tobb funkciéval is rendelkezik,
erdekes és fontos eleme lehet a gombaélettannedkt&ezalasa a technoldgiai f&léssel
egyszelisodott. A legrégebbi és egyben a legismertebb neddsz alternativ |égzés
vizsgalatara az oxigén elektrédaval toéténxigénfogyasztas nyomonkdvetése a tapkddegb
Napjainkban a lehéségek tarhazadbilt a molekularis biologia eszkbzeivel is, elétivet
téve szamunkra az alternativ Utvonallal kapcsolatpstézisek gyors €s pontos vizsgélatéat.
Tobb tanulmany foglalkozik az AOX rendeltetéséea,eredmeények diverznek mondhatéak,
viszont még tébb kérdést vetnek fel, melyek megzaksra varnak.

(1.) Korabbi tanulmanyok ramutattak, hogy Agoergillus nidulans fonalas gomban
keresztll biztonsagosan és reprodukalhatéan tanylmmbaté az AT ékanyaga, a ST.
Novényi olajon az AOX aktivitds és a cephalospdtin(szekunder metabolit) produkcié
kozotti osszefiiggés mar jol leirt jelenség (Karaf$amtsai., 1999). AA. nidulans eltéen
mas Aspergillus fajokhoz (de nem egyedileg) egyetlen AOX-t kodgénnel rendelkezik
(aodA). A ST és azmodA kozotti kapcsolatrdl is talalunk publikaciot andalomban (Leiter
mtsai., 2016), am az AOX ST szintézisben elfodhalye tovabbra sem tisztazott teljesen.
Célul tiztuk ki, hogy kulonbo& aodA genetikai hattérrel rendelk&anutans rendszert (sajat
promoter alkalmazésa, hiany és overexpresszalsakyzhozzunk létre, majd Németh és
mtsai. (2016) altal kialakitott és leirt jol kontédt korilmeények kdzott vizsgaljuk az AOX
szerepét az ST bioszintézisben szilard és folyékkiyegben, valamint azt, hogyan
valtoztatja meg az aktivitasa a hozamokat.

(2.) A fény szerepé&t és kapcsolatarol a ST bioszintézissel szamos ikadibt
taldlhatunk (pl. Bayram és mtsai., 2008; Bayramn#sai., 2016). Novényeknél vannak
eredmények a fény hatasardl az AOX aktivitasra, lgnal kifejezetten ezt az dsszefliggést
még nem vizsgaltak. A Velvet komplex regulator féital szabalyozott protein komplex,
befolyasa az ST termelésre kdzismert, kisérletekekezésénél meghataroz6 paraméter. A
finoman szabalyozott paramétereknél lébégink nyilik arra, hogy megvizsgaljuk
rendlekezik-e rahatassal az AOX aktivitas az STpkoiora fény jelenlétében.

(3.) Az AOX mikodését a gomba és novény fiziolégidban szamosezény
befolyasolja (Vanlerberghe 2013). Ha a citokrOmaspiracidé légzésgatld inhibicioja
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kovetkeztében ledll, az alternativ Iégzés tedédik. Az AOX az oxidativ stressz elleni
védekezés egyik fegyvere lehet a mikroorganizmusp&mara, lehévé téve a redox-
homeosztazis fenntartdsat, vagy a gyors adaptadiérnyezetiikhdz, mely egyben a tulélés
zéloga a mikrobadk szamara. Adspergillus nemzettség tagjai kozott szadmos olyan fajt
taldlunk melyek iparilag hasznos metabolitokat &mak (pl. A. nidulans, A. niger, A.
terreus, A. oryzae), de akad kozottik az egészségre karos mikotavadyger is A. flavus).

Az A. niger ésA. fumigatus alternativ Iégzest mar adatok allnak a rendelkezésiink (Kirimura
€s mtsai 1987; Magnani €s mtsai., 2007), viszaggraus t6bbi tagjarol tudasunk ezen a téren
meég hianyos. A CBS segitségével tohtpergillus térzs novekedéseét vizsgalhattuk meg
légzésgéatlo anyagok jelenlétében, kovetkeztetésghnia, hogy az AOX ésegiti-e a
gombak adaptacios keszségét a kedikez kornyezeti ténydikhoz.

(4.) A citromsav edallitasa napjainkbaA. niger fonalas gombaval tortéenik, jelést
mennyiségben (1,6 millid tonna)sdéllitott szerves sav (Bercovitz és mtsai., 1990)kitkat
fermentaciojanal a cianid-rezisztens, SHAM érzékeaternativ oxidaznak a funkcioja
tisztazott, tovabba a technoldgiat is meghatardkzaaffa és Kubicek 2003). Az alternativ
respiracio a fermentacio mindegyik szakaszabarktédato (Zehentgruber és mtsai., 1980)
€és a sejtek energia hozamét csokkenti (Kirimuramésai., 2000). Az itakonsav a cis-
akonitaton keresztll szintetizalodik citratb6l (Kae és Krull 2018), a fermentacios
rendelkezik alternativ Iégzéssel, lovasztatin pkotinal mar vizsgaltak (Peréz-Sanchez és
mtsai, 2017) és hipotézisiink szerint az IA biologian tortél eléallitasanal is szerepe van
az AOX-nak, melyet szeretnénk bebizonyitani.



2. Anyagok és modszerek

2.1A. nidulans

A kisérletek soran az 1. tablazatban feltintet&fpergillus nidulans torzseket
alkalmaztuk.

Torzs Genotipus Hivatkozas
RDIT 9.32 itsigiannis é i
veA+: aodA” Tsitsigiannis és mtsai.,
(FGSC A1252) 2004
TNO2A3 veAl,; pyroA4, pyrG; . .

(FGSC A1149) ANKUA Nayak és mtsai., 2006
RJIJMP 155.55 veA+; riboB2; wA3 Németh és mtsai., 2016

AMEF 001 VeAL; pyroAd; aodA; Molnéar és mtsai.,2018

AnkuA

veA+; riboB2; pyroA4;

a , s .
AMZN 1.2 200A" WA3 Molnar és mtsai.,2018
) . 7+.
AMZN 2.39 VeA+; pyroAd; aodA™ Molnar és mtsai., 2018
WA3
AMZN 3.37° veA+; aodA Molnar és mtsai.,2018
AMZN 4.7° veA+; aodA?* Molnar és mtsai.,2018
AMZN 5.13 veA+; aodA3 Molnar és mtsai.,2018

1. tAblazat: A kisérletekben felhasznalA. nidulans torzsek.

aodA’: alternativ oxidaz negativ; cstkkent alternatgzsi kapacitas,

aodA™: alternativ oxidaz pozitiv; megndvekedett alteiinbiigzési kapacitas,

2+:3*: a0dA kopidk szama,

& AMEF 001 és RIMP 155.55 torzsek keresztezédstairmazé utdd’; AMZN 1.2
és RDIT 9.32 torzsek keresztezé&détwarmazo utodS; AMZN 2.13 és RDIT 9.32
torzsek keresztezés@ibszarmazé utéd?; AMZN 2.39 és RDIT 9.32 torzsek
keresztezésébszarmazo utdd.

Az AMEF 001-es torzset transzformacids technikdtségével hoztuk Iétre TNO2A3
torzskHl. Az AMEF 001 aodA negativ, mely a célgén uridin auxotrdy(G; orotidin-5'-
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foszfat dekarboxilaz) markerre tortercseréjével valosult meg a homoldg rekombinacio
soran. A géndeléciéhoz sziikséges kazettat douinleHER segitségével allitottulkéglYu és
mtsai., 2004). A transzformaciét Tilburn és mt$a@83) alapjan végeztik. A sejtfal liziséhez
Glucanex (Novozymes, Koppenhaga, Déania) enzimetzri@dsink 2,5%-ban (w/v). A
muténsokat kétszeresen tisztitottuk és egy &dejitbarmazd koldniat hoztunk létre. ApdA
gén hianyat PCR segitségével edertik.

Az AMEF 001 és az RIMP 155.55 keresztezése révedMM2 torzset kaptuk, mely
veA" ésaodA negativ. Az AMZN 1.2 és az RDIT 9.32 keresztezéskirejott az izogenikus
AMZN 3.37. A tobbaodA képiaval rendelkez AMZN 2.39 az AMZN 1.2 transzformalasaval
jott létre. A transzformélas soran 10 agdA fragmentet (2836 bp, azon belll promoter 905
bp és terminator 836 bp szekvencia mérettel) ég ATIN2 plazmidod alkalmaztunk, mely
fumigatus riboB2 marker génjét (riboflavin szintézisben résztvéshérjét kodol) tartalmazza
(Nayak és mtsai., 2006). Az igy kapott AMZN 2.13 289 jelzé8 torzseket RDIT 9.32
torzzsel keresztezve kaptuk az izogenikus AMZN ds7 5.13 torzseket. AaodA gén
jelenlétét PCR maddszerrel, a kopidk szamat Southletrsegitségével ellériztik.

2.1.1. Tenyésztési kortlmeények

A razatott lombikos, sulllyesztett fermentacios Kesék AMM2 taptalajon végeztik
(Fekete és mtsai., 2016). Az AMM2 alapsest nitrogénforrasban tér el az AMM taptalajtol.
Szilard fazisu kisérletek szintén bakterologiaira@ab% wi/v) felhasznaldsaval torténtek. A
szénforrast és a marker torzsoldatokat Millipordlé®i0,22 um-es sz6 (Merk, Darmstadt,
Németorszag) segitségével csiramentesitettilk és lddltuk minden esetben a tapkdzeghez.
A kisérleteknél 50%-0s (w/v) D-glik6z és glicerirdrasoldatokbdl mértik ki a
szénforrasokat.

A folyékony kozegnél a leoltds 1@b A. nidulans konidium/ mL mennyiségben
tortént. A razott lombikos tenyésztéseknél 500 malLierlenmeyer lombikokat (VWR
International Kft., Debrecen, Magyarorszag) hadmn&l melyeket 100 mL taptalajjal
toltottink fel. Szénforrds a minimal taptalajbarb%%, (w/v) D-gliik6z volt. A lombikos
novesztések horizontalis razégépben (Infors AGirBioigen, Svajc) 200 rpm-en és 37°C-on
zajlottak. A szénforrast és a marker torzsoldatdkttipore Millex 0,22 um-es dmé
segitségével csiramentesitettiik a fermentorbagsttidbtt.

A fermentaciok inokuluma 1%-ban (w/v) glicerint teimazott. Az inokulum
mennyisége a fermentor térfogatanak 10%-at tette2&i H-s korban az @hdvesztett
tenyészetet zsugoritott tUve@sin sirtik és mostuk, majd a micéliumot atkanalaztuk a
leoltd lombikba és a fermentorba jutattuk. A fermdendk esetében a D-glikoz kiindulasi
koncentracidja 15 g/L volt. A szénforrast és azébggarkereket steril toérzsoldatokbol adtuk
hozz4 a taptalajhoz. A batch fermentaciokat 2,6ljes és 2 L hasznos térfogattal rendetkez
Uvegfermentorokkal végeztik (Sartorius, GoéttingeNgmetorszag). A fermentaciok
szabdlyozott korulmények kozott zajlottak- 37°C-orpH=6,5; betaplalt leveg
mennyisége=0,5vvm; 30%-0s oldott oxigénszint (DQYrtésa mellett. Az allando
homérsékletet a belshécseréb segitségével biztositottuk, a DO (%) szintet aeke|6
lapatos Rushton turbina) fordulatszamanak valtagéatal értik el, a pH szabalyozasa pedig
3M-0s PO, és NaOH oldatok adagolasaval tortént. A fermenéléolgasanak elkertlése
erdekében golyds visszihin (4°C-on) keresztil vezettik at az eltdéevedit. A tenyészetet
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a fenybl elzartuk a fermentortest becsomagolasaval, vaglyamatos fehér fényben
novesztettiik (fényintenzitas: 25 pEmh).

Szilard taptalajra 1,45x20db konidiumot oltottunk majd a szélesztés kéemt
sttétben inkubaltuk 37°C-on 5-7 napig.

2.1.2. Analitikai médszerek

A széaraz sejttbmeg meghatarozasa 3,5-10 mL fergi@htbrtént. A micéliumot €ire
lemért s#répapirra vittiik, majd vakuum segitségével tedk a folyadék fazist, mostuk és
sulyallanddsagig szaritottuk 80°C-on. A szarazt@ejgg adatai két kilonbézmérés
atlagabol szarmaznak, értékeinek atlagos elténeseihaladtak meg a 14%-ot. A ndvekedési
ratat (gcw/h) két idbpontban levett mintdnak (mintazési pontokban) DCWekedésdl
szamoltuk; a legmagasabb elért értéket tekintetilikenyészet specifikus nodvekedési
ratajdnak. A folyékony tenyészetékbvett mintdk D-glikoz tartalmat HPLC segitségével
hatdroztuk meg. A készilék térésmutatd (RI) dete&torendelkezik. Az elvalasztashoz
ioncseréd oszlopot alkalmaztunk (Bio-Rad Aminex HPX-87H+;o0BRad Laboratories,
Hercules, CA, USA), izokratikus elucioval (10mM$0,, 55°C-0s kolonnadmeérseéklet). A
gliikoz hasznositast (g/h) azon két mintavételi paibtt szamoltuk, ahol a legnagyobb volt
a koncentracié6 csokkenés. A sterigmatocisztin  vieggti folyékony kdzegnél
(taptalaj+tbiomassza) 20 mL térfogatu mintakbol tiyler ki, etil-acetatos (3x10 mL)
extrakcioval. A szerves fazist 6sszégdttik, majd vakuum bepérld segitségével szaukott
végul a mintat 1 mL acetonitrilben oldottuk viss&ailard fazisbdl tortéhizolacio soran is
hasonléan jartunk el, mint folyadékfazis eseténnyaneltéréssel, hogy a kivagott
agardarabokat felolvasztottuk az extrakcids lépét. A ST mennyiségének detektélasara
reverz fazisi HPLC-t (RP-HPLC-UV; HP 1090 SeriebllLiquid Chromatographs, Agilent-
Technologies, Waldbronn, Németorszag) hasznalteky UV dektorral (245nm-nél mértik
az elnyelést) van ellatva. Az ST csucsok azonasiséarndard addicios modszerrel tortént,
mennyiségét pedig az ST standard oldat 4 pontalsr&eldos egyenesébszamoltuk. Reverz
fazisu C18 kolonna segitette az elvalasztast, @krarikus eltcié soran, a mozgofazist viz és
acetonitril 4:6 (v/v) aranyu, ecetsavval és Na-@tet pufferelt elegye alkotta (pH=4,8). Az
aramlasi sebességet 0,5 mL/percen, a kolotimersékletét pedig 55°C-on tartottuk.

Az A. nidulans torzsek lIégzésének vizsgalatat 24 éras korbarztigigel (ekkor volt a
legintenzivebb a Iégzés, de ezen kivil tokdpahtban is vizsgaltuk a respiraciét), AMM2
taptalajon 15 g/L D-glikoz szénforrason. A mérésaian Strathkelvin 782 2-Chanel Oxygen
rendszert hasznaltunk (Strathkelvin Instruments.,KNorth Lanarkshire, Skdcia). Az
elektr6da és termosztalt (37°C) mintatarté seg@eélg3,5 mL mintabdl detektaltuk az
oxigénfogyasztast. A citokromos |égzési lanc szmtkalasahoz kalium-cianidot (KCN), az
alternativ légzés blokkoladsdhoz szalicilhidroxanassalEHAM) adagoltunk a mintahoz. A
gatlészereket 10 mM-os végkoncentracioban alkalmkazA teljes (gatolatlan) légzés a
vegyszerek nélkil mért 1égzési értékek, az altérnéyzési értékek a KCN jelenlétében mért
oxigénfogyasztas minusz a KCN+SHAM jelenlétébent fogyyasztds. A rezidualis légzést a
KCN+SHAM jelenlétében mért 1égzeési értekekként miéftuk. A DCW-t minden mérés utan
meghataroztuk. A légzesi értékeket a StrathkelvB2 Oxygen system szamitdogépes
programjaval szamoltuk.



2.1.3. Genomi DNS izolalasa, Southern blot

A tenyészetet miracloth anyagonigik at, majd hideg, steril ioncserélt vizzel
mostuk. A vizet alaposan eltavolitottuk és folyékmitrogénben fagyasztottuk le a mintakat.
A sejtfeltardshoz dorzsmozsarakat hasznéltunk, ehebzintén folyékony nitrogénnel
hatottink. A keletkezett finom térmelé&bNucleoSpin Plant Il Kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Németorszag) segitségével nyertik ki a genomi DNS-Bouthern blot analizis soran a
Sambrook és Russel (2001) altal leirt alafvetjarast kovettik. A DNS mennyiségét
NanoDrop 2000 UV-Vis Spektrofotométerrel (Thermae8tfic) mértik meg. Az agaroz
géleletroforézisnél 5 pg-nyi DNS-t vittiink be alzsidbe, a digoxigeninnel jeldlt specifikus
oligonukleotidokat pedig PCR DIG Probe Synthesist KRoche Applied Science)
felnasznalasaval készitettik el, templankét az RBI32 jelzég torzs genomi DNS-t
hasznaltuk. A hibridizaci6 eredményét Lumi-Film kkmineszcens detektalé filmmel
(Roche Applied Science) azonositottuk.



2.2. CBS torzsek

A munka soran a 2. tablazatban felsorolt térzse#&goztunk.

Faj Torzs Hivatkozas
Aspergillus niger ATCC1015 Andersen és mtsai., 2011
Aspergillus niger CBS513.88 Pel és mtsai., 2007
Aspergillus luchuensis CBS106.47 de Vries és mtsai., 2017
Aspergillus tubingensis CBS134.48 de Vries és mtsai., 2017
Aspergillus brasiliensis CBS101740 de Vries és mtsai., 2017
Aspergillus carbonarius CBS141172 de Vries €s mtsai., 2017
Aspergillus aculeatus CBS172.66 de Vries es mtsal., 2017
Aspergillus versicolor CBS795.97 de Vries €s mtsal., 2017
Aspergillus sydowii CBS593 .65 de Vries és mtsai., 2017
Aspergillus nidulans FGSC A4 Galagan és mtsai., 2005
Aspergillus oryzae RIB40 Machida és mtsai., 2005
Aspergillusterreus NIH2624 Arnaud és mtsai., 2012
Aspergillus fischeri NRRL181 Fedorova és mtsai., 2008
Aspergillus clavatus NRRL1 Fedorova és mtsai., 2008
Aspergillus glaucus CBS516.65 de Vries es mtsal., 2017
Aspergillus wentii CBS141173 de Vries €s mtsal., 2017
Aspergillus zonatus CBS506.65 de Vries es mtsal., 2017

2.2.1. Kiseérleti kérilmények

2. tablazat: A kisérletben alkalmazottAspergillus torzsek.

A kisérleteinket kizarolag szilard MAE taptalajod. tablazatA. glaucus gombanal
NaCl-ot adtunk a kézeghez) végeztik, melyhez |agaés vegyszereket adtunk, 10 mM-os
végkoncentracioig-KCN, SHAM és KCN+SHAM kombinadna@n. Agarkorongokat vagtunk
ki a tenyészetekid és friss MAE taptalajra tettik. 2 naposrélvesztést kovéen ismeét
agarkorongokat vagtunk ki a tenyészet micéliumagéidl és athelyeztik a gatlbanyagokat



tartalmazo MAE taptalajokra (a kontroll nem tartaltt Iégzésgatlo anyagokat). A torzseket
30°C-on, 9-12 napig inkubaltuk, naponta, meghati#tadéopontokban mértiik a tenyészetek
atmeébjét, valamint fényképezéssel dokumentéaltuk a négége

MAE taptalaj 6sszetételé

Alkotéelemek Koncentraciok (g/L)
malatakivonat 30
pepton 15
agar 15

3. tablazat: A MAE taptalaj 6sszetétele.
2.3.A.terreus

A kisérletekben a NRRL-1960 jelZé®rzset hasznaltuk (4. tablazat).

Torzs Jellem® Hivatkozas
NRRL 1960 candard itak
standard itakonsav . .
(CBS 116.46, ATCC tltermeb torzs Karaffa és mtsai., 2015
10020)

4. tablazat: A kisérletekben felhasznalA. terreus torzs.

2.3.1. Mn mentestés

A manganion koncentraciéjanak csokkentésére Dow@xWsX8 (100/200-mesh)
kation cserél gyantaval toltott oszlopon engedtiik at az iondseizet és a D-glikoz oldatot.
Az egyéb komponenseket ebben a vizben oldottukAfelégsy mangéanion koncentraciot
MnCl,x4H,0 torzsoldat segitségével allitottuk be.

2.3.2. Tenyésztési kortlmeények

Az itkonsav termelés és a Northern blot vizsgalatakKuenz és tarsai (2012) altal
publikalt taptalajt alkalmaztuk. A kisérleteknél18R A. terreus konidium / taptalaj mL-jével
oltottunk le minden esetben. A tenyésztési korliye&n33°C-on torténtek, pH=3-on. A
kisérleteknél 18%-0s D-glikéz koncentraciot alkatuak. Lombikoknal a razogép
fordulatszdmét 100-250 rpm kozott valtoztattuk.

RNS izoladlashoz a kisérleteknél 24 h-ig 1% (w/v)glizerin tartalmd minimal
taptalajon novesztettiik ek tenyészetet, majd friss minimal taptalajra mostua gombat,
mely szénforrdsként 1%-ban (w/v) tartalmazott Dkglit. 1 h-s inkubalast koven adtuk
hozz& kilénbog kiegészibket (D- glikoz, D-szorbitol, KCI). A szénhidratok@l-20%-0s
(w/v) koncentracioban alkalmaztuk, a KCl védg®ncentraciéja 1 M volt.
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A bioreaktoros tenyésztéseknél 2,5 L teljes, 2 Lnkatérfogatu Uvegfermentorokat
(Sartorius, Gottingen, Németorszag) hasznaltunkyekes lapatos Rushton-tarcsas kéwe
rendelkeznek. A kiindulasi pH érték 3 volt, pH salgbzast nem alkalmaztunk. A betaplalt
leve@ mennyiségét 0,75 vvm-re, &rhérsékletet 33°C-ra allitottuk. Az elntenevedit
golyés visszatitén (4°C) keresztll vezettik at. A kilonlBoR0O (%) szinteket allitottunk be a
fermentaciok soran (0-2-30%), melyeket a kévierdulatszamanak valtozatasaval értiink el.
Az optimalis tenyésztéshez szilkséges paramétadkanentor vezéfbgysége szabalyozta.

2.3.3. Analitikai médszerek

A DCW-t 5-10 mL tenyészeth hataroztuk meg, a korabbi fejezetben leirtak inzer
(la&sd. Anyagok és moddszerek nidulans). A D-glikéz és az IA mennyiségét HPLC-s
modszerrel hataroztuk meg, szintén a kordbbanderk6zokkel és paraméterekkel. Mn-ion
meghatarozas Karaffa €s mtsai., (2015) leirtakirgzegrtént.

2.3.4. RNS izolalas, Northern blot

A mintdkat miracloth-on sitik le, steril hideg vizzel mostuk, majd folyékony
nitrogénben fagyasztottuk. A mintékat folyékonyragennel kitott dorzsmozsarakban tartuk
fel és az RNS-t pedig NucleoSpin RNA Plant Kit (Marey-Nagel, Németorszag)
segitségével nyertik ki. A RNS mennyiségét és o6s@igét NanoDrop 2000
spektrofotométerrel (Thermo Scientific) és agaré@elgktroforézissel ellémiztik. A
Northern blot sordn is a Sambrook és Russel (2804) leirt alapvet eljarast kovettik. A
denaturalé agar6z gélelektroforézisnél 5 pg-nyi RNSittiink be a zsebekbe, a
digoxigeninnel jel6lt specifikus oligonukleotidokaedig PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche Applied Science) felhasznaldsaval késziktadtiitemplankét az NRRL-1960 jeles
térzs genomi DNS-t hasznaltuk. A hibridizacio erédiyet Lumi-Film kemilumineszcens
detektalo filmmel (Roche Applied Science) azondgito

2.4. Bioinformatikai elemzés

A nukleotidszekvenciakat National Center for Bitteclogy Information (NCBI) és a
Joint Genome Institute (JGI) adatbazisokbdljgttik ki.

2.5. Felhasznalt vegyszerek

Kisérleteinkben analitikai tisztasagu vegyszerekethasznaltunk. A
taptalajkomponensek és a finomvegyszereket Sigrdaehl Kft.-t6l, a molekuléris bioldgiali
munka soran felhasznalt anyagokat pedig a Rocheg/darszag Kft-dl szereztiik be, minden
mas eset pedig megemlitésre kertil.

2.6. Reprodukéalhatésag

A publikalt eredmények legalabb 3-5 flggetlen byodd kisérlet atlagabdl
szarmaznak. Az adatokat SIGMAPLOT programmal (JaSdentific, San Jose, CA, USA)
ertékeltik ki és vizualizaltuk. A kisérletsorozatak bellil standard eltéréseket (SDs)
hataroztunk meg. A SD eltérés mindig kevesebb woiht az atlag 14%-a. Szignifikancia
vizsgalatara a légzési értékekben, DCW-ben, valkaBriglikdz koncentraciora a taptalajban
az aodA mutans torzsekben (viszonyukat a kontroll torzsképest) Student féle t-tesztet
végeztlink, a probabilitds adatait (p) az Eredmémgjekzetben kerultek feltiintetésre.
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3. Uj tudomanyos eredmények

3.1.A. nidulans

* Az aodA egy fiziologiailag relevans, SHAM érzékeny, ciangkisztens terminalis
oxidazt kédolA. nidulans gombaban, melynek aktivitasat meghatarozhatjulamict
jelenlétében torténoxigén felvétellel.

* Az aodA gén képiaszama nem befolyasolja a specifikus renési ratat.

* Az aodA gén hianya nincs hatassal a D-glukoz felvételre.

» A ST képddés fiuggaodA kopiaszamtdl azA. nidulans gombaban, de csak fény
hianyaban.

Az alapvet ST produkciés szint ("stage 1") flggetlen az AOXeplétébl vagy
hianyatol megvilagitott tenyészetekben.

e Az ST bioszintézishen a "stage 2" (emelkedett $zxpresszidja iranyitott a velvet
komplex altal és a "stage 1” (alapszint) expregahidz nem sziikséges velvet protein.

3.2.Aspergillus térzsek (CBS)

* Az Aspergillus torzsek tobbsége 1-3 AOX izoenzimmel rendelkeztetn
« AOX aktivitasanak szerepe lehet a micélidlis nodéleben és konidiospora
képzésben.

3.3.A. terreus

* A terreus gomba 2 feltételezett AOX izoenzimmel rendelkezik.
» A ccianid —rezisztens légzésért valdsuitheben azaodA gén a felels.
» Az itakonsav hozama fligg az alternativ oxidaz @&satol.
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4. Osszegzés

Az Aspergillus genus tagjai fontos helyet foglalnak el biotecBg@ban (De Vries és
mtsai., 2017), termeljenek akar hasznos metabalifokvagy veszélyes toxinokat. A
kisérleteinkben lehetségiink nyilt a nemzettségn@javizsgalatara, melynek soran a cianid-
rezisztens alternativ oxidaz (AOX) funkcidjat tamédhyoztuk a gombafizologiaban, valamint
kapcsolatat primer és szekunder metabolit termellédg alternativ |€égzést vizsgaltak mar
novényekben stressz alatt, tovabba valaszat adasynegfigyelték (Vanlerberghe 2013; Xu
€s mtsai., 2011).

Az A. nidulans sterigmatocisztin (ST) produkcidja révén biztorossm vizsgalhaté az
aflatoxinok bioszintézise (AT) laboratoriumi koridémyek kozott (Amaike és mtsai., 2013,
Németh és mtsai., 2016). Az AOX és ST bioszintkajscsolatat korabban vizsgéltak (Leiter
és mtsai., 2016), ahol a nitrat-indukélhat6 promdtasznald, szabalyozatlan deregulacioja az
AOX-nak negativ hatdssal volt az ST hozamra-enriglhée az eredmények kérdéseket
vetettek fel bennutnk. Céluliztik ki, hogy alaposan megvizsgaljuk, milyen hadhss
rendelkezik az AOX aktivitas a ST bioszintézisregyan valtoznak meg a termékhozamok
jelenlétében vagy hianyaban, figyelembe véve a fdmtasat, mint kiés ingert.
Kutatasunkhoz elengedhetetlen volt, hogy megiedetlA (AOX-t kddd génlocus AN2099)
genetikai hattérrel rendelk&zanutans rendszert hozzunk IéteddA hiany- és tobb kdpias
torzsek). A kovetkezd |épésbenbizonyitottuk, hogy az aodA egy fizioldgiai relevans
cianid- rezisztens AOX-t kddo] melyet 1égzésmeérésselésitettiink meg A hianymutans
alternativ légzési értékei cianid jelentlétébedtadjesen visszaestek a vad torzshoz képest,
ehhez képest az OE torzseknél pedig novekedésktdiktmk, mely aranyos volt a
kopiaszammal (statisztikailag alatamasztva). A ésgertékek fuggetlenek voltak attol, hogy
fényben vagy sotétben torténtek a tenyésztéseinérzsek kozott a novekedeési rataban nem,
viszont a D-glukéz hasznositasaban kulonbségekdtutak; a hianymutans vadhoz képest
hasonloan, mig az OE torzsek intenzivebben vetliék kornyezetiikben talalhatdé szénforrast.
A kordbban Németh és mtsai (2016) altal megtervefmmentacios kortlményekkel
végeztik el kisérleteinket folyékony és szilarddém a mutansokkal, figyelemmel kisérve az
ST termelést fényben vagy annak hianyaban. Erdeléelon, az OE torzsek alternativ 1égzési
kapacitdsa jeleisen megemelkedett a Késtacioner ndvekedési fazisban a vadaédA
hianymutanshoz képestAz eredményeink azt mutattak, hogy a sterigmatocisin
képzoédes fuggaodA kdépiaszamtol A. nidulans gombaban, de csak fény hianyabamind
szubmerz, mind szilard fellleten toréemenyésztésnélA ST produkcioban két szakaszt
kulonitettink el (,stage 1" és ,stage 27). Az erethigieink azt mutatjak, hogy fényben az
AaodA tenyészetekben az ST mennyisége a ,stage 1" aldpsesdkkent vissza (hasonléan a
sOtétben is). Ez azt sejteti, hogy a fény jelemiékécsak a ,stage 2” fazisban (mikor az ST
mennyisége elkezd emelkedni) van szerepe, tovabbis,ahogy azon AOX-zal rendelkéz
torzsek produktivitdsa novekszik, amelyeknél lebgés a citokromos- és alternativ légzés
kozotti arany valtoztatasa. Ugy gondoljuk, hagy AOX tobbfajta médon jarulhat hozzéa
az ST bioszintézishez: a NADH visszaoxidalasat vegzgy nem keletkezik ATP,
hozzajarulva a szénvaz fluxus fenntartasahoz. A méskapcsolddasi pont a ROS elleni
védekezeésben elfoglalt funkcidja lehet; bar az AOXem mérseékli a ROS mennyiségét és
nem kapcsolodik antioxidans bioszintézishez, a redaegyensuly fenntartasaeért nikodik,
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amikor a TCA és a citokromos légzési lancon athaladfluxust csokkenti, redukalva igy a
ROS vegyiletek kép#dését. A NADPH, mint redukalé &gens, a pentdz-foszfatohbd
oxidativ részében keletkezik (Chen és mtsai., 20l&sylenko és mtsai., 2015), a glikbz-6-
foszfat ellatottsagat igényli, melyhez a glikonewges megndvekedett fluxusa is hozzjarul,
amikor az el8dleges szénforrds (D-glikéz) kimerdl. A% nidulans az acuM és acuK
regulator génekaz aodA és mitokondridlis carriereket kédold géneket shetzaak. P.
anserina gombaban is tanulmanyoztak (Rse2 és Rse3 néeve)OX overexpresszidjara, a
glikoneogenezis kulcsenzimjeire, a NADH:ubikinonidoxeduktazra vannak hatassal.
Feltételezzik igy, hogy az AOX az anabolikus redukd agensek formaciojaban jarulhat
hozza a ST bioszintéziséhez.

Az AOX expressziojat és aktivitasat 1égzésgatlé agok, valamint mas stressz
hatasok feldfsithetik (Yukioka és mtsai., 1998; Tanton és mts2003; Leiter és mtsai.,
2016). A kalium-cianid (KCN) a citokromos |égzésint szétkapcsolasat (Slater 1967), mig a
szalicil-hidroxdmsav (SHAM) az alternativ oxidazhiiviciéjat végzi (Murphy és Lang-
Unnasch 1999). A Kkisérletekben alkalmazott CBSAspergillus fajok mindegyike
rendelkezik legaldbb egy AOX-t kddolo génnel, eggsetekben akar 2- vagy 3-m&.
rokonsagi viszonyokat megvizsgalva, azt vehetjuk &%, hogy a szorosabb (kbzelebbi)
kapcsolatban all6 fajoknal az izoenzimek szamabanigy a kodolo génekben is) a
hasonlésag jellemé. Szilard malatakivonatot tartalmazo téptalaj fefm@dasaval tettik
lehetivé az AOX aktivitas kiteljesedését, az egyes saodban pedig KCN-ot vagy SHAM-
at, valamint a ket kombinaciéjat alkalmaztuk. A KCN tartalmu taptalaja sejtek nem
voltak képesek a kontroll Utemében ndvekedni, hisaelégzést szétkapcsolé szernek
kovetkeztében lényegesen kevesebb ATflklasa torténhetett. A SHAM-on a novekedés
gyorsasaga szintén elmaradt a kontrolltol, visz0BN-ostol is. Esetiinkben a KCN+SHAM
tartalmu taptalajon a névekedés meértékésen redukalodott, bizonyos esetekben megallt.
Tapasztalataink szerint nem volt olyan eset, hotgngészetek kizardlag KCN jelenlétében
nem képeztek konidiospoérat, ezzel ellentétben SHXMitobb torzsnél is elmaradt a
sporaformalés, mely felvetheti az AOX szerepét mlgm életciklusaban. Kisérleteinkben a 2
AOX izoproteines fajok tenyészete gyorsabban nddedte valamint aNigri szekcidba
tartozoké, ami AOX noOvekedésben betdltott szerepére enged kovetkemni. A
biotechnolégiai iparban jelefg mikroszkopikus gombak javarészt 2 AOX fehérjével
rendelkeznek, talalunk kéztik potencialis toxibaditokat, valamint hasznos szekunder
metabolit termdiket is. EQy illetve a masodik AOX-t kédolé gén birtoklasa iziologias
elényt jelenthet az Aspergillus nemzettség tagjainak.

Az Aterreus gombaval tortéh itakonsav (IA) ebéllitasnak a korilményeit tébb
tanulmany is taglalja (Boruta és Bizukojc 2017; Kmess Krull 2018)A. niger citromsav
fermentacioknal kordbban megfigyelték a cianidsetEns légzést (Zehentgruber és mtsai.
1980; Kirimura és mtsai., 1987), melynek inhibiaiGg produktivitds cstkkenésével jart
(Kirimura és mtsai., 2000), ezzel szemb&nterreus IA fermentéciokndl ilyen részletesen
meég nem vizsgaltak az AOX szerepét. A megéelelvediztetés fontos kritérium az IA
Aterrus-szal végzett élllitasnal, a levegrtetés leallitasa csokkent produktivitast vagy a
teljes ledllasat eredményezheti az IA termelési@famerah 1995; Nelson és mtsai 1952),
valamint kordbban mar ramutattak, hogy a tenyésmgfeleb és folyamatos levégtetése
elengedhetetlen a terndelfazis alatt (Kuenz és mtsai.,, 2012). DO (%) shad#ott
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fermentacioknal tanulmanyoztuk az AOX aktivitasatresszios analizis és légzésmerés) és
az IA produkciét. Az IA kép&désnek az alacsony DO (%) szint nem kedvez, malgasab
oxigénszaturacio alkalmazéasaval jobb hozamok éeketl. Eblbl adodéan az eredményeink
(az irodalmi adatokat figyelembe véve) azt is slifggl hogy a tulzottan megemelt DO (%)
szint nem jar egyitt feltétlen a magas IA titertehat aDO (%) szint idedlis beallitasa
javasolt az A. terreus IA fermentaciok soran. Az eredmeényeinkidél arra tudunk
kovetkeztetni, hogy az IA hozama flgg az oldott ogénszintl és az AOX aktivitastol.
Gyanithatd, hogy azodA génnek az IA produkcio alatt-hasonléanfaniger aox1 génjéhez-
konstans az expresszidja (bar nem vizsgaltuk vadeymentacio ideje alatt) és az alternativ
légzés szintén végigkiséri a fermentacié mindegyiékaszat. Aaox2 génterméek A. niger-
ben) nem expresszalddott citrat terén&brilmeények kozott, csak ugy, mint apdB gén,
Aterreus-ban. Egyéb sokknal (ozmotikus-, séstressznél)titatis expressziot tapasztaltunk,
viszont ehhez nem kapcsolodott az alternativ Iégagacitdsanak névekedése, ami arra utal,
hogy a kifejeddés folyamatos, viszont a transzlacié folyamata mednlt meg. Az irodalmi
adatok és sajat eredményeink kozott oOsszecsengdszhid fel, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy aAOX-nak hasonlo funkcibja lehet IA bioldgiai eballitasaban, mint
citromsavéban. Az AOX szerepének bizonyitasahoz és megertésérmmerhetetlen a
jovében azaodA ésaodB géndelécios mutansok a tesztelése az 1A termejékgrkapcsan.
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5. Introduction and objectives

In aerobic respiration the final electron accepi®rthe atmospheric oxygen {0
Respiratory system responsible for this procesknie to eukaryotes locates in the inner
mitochondrial membrane and builds up of several pmments. Respiration linked tightly to
ATP synthesis in these organisms, because the fbpregon gradient is the impulsion of the
ADP-ATP conversion. ATP is an essential componemt rhicrobes, stores the chemical
energy and has emphasized function in metabolitaspole in reactions or in regulation of
the processes. Also some fungi can possess arregmratory system. (Joseph-Horne et al.,
2001). The alternative oxidase (AOX) is the terrhioadase of the alternative respiratory
pathway (branches from the cytochromic pathway)atksthe electrons from the ubiquinone
pool to the molecular oxygen and reduces them tem@anlerberghe, 2013). Unlike the
cytochromic respiratory chain, insensitive to cyiniand its operation linked to no /or
minimal ATP synthesis. The alternative respiratitas been found and detected in many
organisms (prokaryotes, lower or higher order dtaeyotes; Bendall and Bonner, 1971;
Lambowitz et al., 1989; Siedow and Umbach, 1998n®tark and Norlund, 2003; Joseph-
Horne et al., 2001; Tudella et al., 2004; Molerakt 2006; MacDonald et al., 2009). In the
past, the physiological function of this pathways Heeen examined and described well in
plants.

Aflatoxins (AT) are among the most carcinogenicunalt substances known to man.
These mycotoxins belong to a large and diverses adsnetabolites known as polyketides
(Hopwood and Sherman, 1990), and are produced Ygriaty of fungi, mainly from the
genusAspergillus (Rank et al. 2011). These opportunistic fungi cantaminate cereal crops
and other staple commodities before harvest ondwgiorage, leading to economic losses and
even famine in tropical countries (Wilkinson et 2004). Upon exposure, ATs can cause
acute hepatic failure in humans and animals (Wadg29R). A less toxic fungal compound
named sterigmatocystin (ST) is the penultimatermégliate in the biosynthesis of AT
Bi(Yabe and Nakajima, 2004; Klejnstrup et al., 20E2wever, inA. nidulans, ST is the
stable end product of the corresponding secondatabolism pathway (Barnes et al. 1994),
as it lacks the genes encoding the enzymes fdiirthketwo conversionsaflP andaflQ) from
the AT gene cluster iA. flavus (Amaike and Keller, 2011; Yu et al., 2004). Bio#wsis of
ST and AT share similar regulatory mechanisms, ugiolg the two pathway-specific
transcription factors AfIR and AflJ (AflS) thus alling the study of AT biosynthesis
nidulans without producing the potent mycotoxin itself (A& és mtsai., 2013; Németh és
mtsai., 2016). The AT/ST biosynthetic pathway idlsgbkaracterized irA. nidulans (Barnes
et al., 1994; Keller and Adams, 1995; Brown etl8196), but many of the mechanisms by
which environmental factors influence mycotoxinnf@tion remain enigmatic (Maggio-Hall
et al., 2005; Keller et al., 1997). Light — a fundantal environmental stimulus with broad
effects — has been reported to cause diverse chamgel/ST production (Kato et al., 2003;
Atoui et al., 2010; Bayram et al., 2008; Bayranalet2016). with data largely supporting an
inhibitory impact of light on AT/ST biosynthesisrttugh a conserved heteromeric complex
known as the Velvet Complex (Bayram et al., 2008).

Itaconic acid is a five-carbon dicarboxylic aciceduently used as a building block for
the synthesis of a variety of compounds with a #n@ange of applications. It is biologically
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produced by large-scale submerged fermentatemploying the filamentous Ascomycete
fungus Aspergillus terreus (Batti and Schweiger 1963). The process technatogigrently
used are similar to those applied for industrigiciacid production by the related species
Aspergillus niger, including strong aeration and agitation of therfenter. Citric acid is an
early intermediate of itaconic acid synthesis (Kuén Krull 2018), and for the current study
we assumed that the reason for high dissolved oxygeels in itaconic acid production
would be similar to the one in citric acid prodocti

The AOX as a terminal oxidase of the alternativiaway belongs to many organisms
(including yeasts and filamentous fungi) and hasiss# functions which can be an important
item of fungal physiology, and its characterizatibas become simpler by technological
development. Earlier the most well-known metho@xamine the alternative oxidase activity
was oxygen consumption measurements from the mediittm polarographic oxygen
electrode. Nowadays, the molecular biological méshcontribute to punctually and rapidly
examination of the hypothesis belong to alternatespiratory pathway. Many studies pay
attention to function of AOX, results show diveysihowever raise more questions thus we
need to answer them.

(1.) Previous studies show that the ST-precursor Bf éan be examined safety and
reproducibly in Aspergillus nidulans. It was described that AOX activity was heavily
stimulated when the sugar-based growth medium wpglesmented with plant oils, and this
coincided with increased levels of cephalosporin(gecondary metabolite) production
(Karaffa et al., 1999). Many species Afpergillus have more than oneod gene (our
unpublished data). Howevek, nidulans harbours a single AOX-encoding gene. Although we
can find a study of the relationship between AOX &1 (Leiter et. al, 2016), but role of the
AOX in ST biosynthesis is remained still unclean find the function of AOX we make
decision to create mutant system with well charéased genetically background (all copies of
aodA are expressed from its genuine promosadA deletant and overexpressing strains),
then examine the effect of AOX to ST productivityfine regulated fermenters (Németh et
al., 2016) on both of liquid and solid phase.

(2.) Several publications described that the light affean the ST biosynthesis (e.g.
Bayram et al., 2008; Bayram et al., 2016). Theotfdé the light on AOX activity is examined
well in plants, but less information available dist context in filamentous fungi. Velvet
complex is light regulated protein complex, inflaea regulation of the ST synthesis and also
determinates the experiments. In the next resestape, we would like to demonstrate
simultaneous effect of light and AOX activity on $Foductivity using fine controlled
parameters.

(3.) In plant and fungal physiology many factors hav@uance on the AOX activity
(Vanlerberghe 2013). If the mitochondrial respirgteystem is blocked with inhibitor, the
alternative respiration increases. The AOX can Igipnent in the stress defences
mechanism for the microorganism against oxidathack, allows maintaining redox balance
and rapid adaptation to the environment, whichsgeatial for them to survive. The members
of the Aspergillus genus can produces industrially important metéd®lje.gA. nidulans, A.
niger, A. terreus, A. oryzae), or carcinogenic mycotoxin@( flavus) and some of them are
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photogenic for humans. The alternative respiratainA. niger and A. fumigatus has
investigated before (Kirimura et al. 1987; Magnanial., 2007), but on the other hand we
have noadequate information of the oth@spergillus species yet. To examine the AOX
acitvity and the adaptation capablity to adverssofain differnetAspergilli, we performed
growth test in presence of KCN, SHAM or KCN+SHAM.

(4.) In the presentthe industrial volume quantity of citric acid isopuced by
Aspergillus niger (Bercovitz et. al., 1990)During citric acid fermentations the AOX has
unclear function which determined the technologgrééfa és Kubicek 2003). The alternative
respiration was detected in all phase of citricspidhesis (Zehentgruber et al., 1980) and
decreased the energy level of the cell (Kirimuraagt 2000). Itaconic acid is synthesised
from citrate through cis-akonitate (Kuenz and Ki20i18), the parameters of fermentation is
similar to citric acid productionA. terreus owns alternative respiration; it has been
investigated during lovastatin synthesis (PerézBan et. al., 2017). Thus we would like
give evidence that the AOX activity determines Ag/ield in A. terreus fermentations.
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6. Material and methods
6.1.A. nidulans

Aspergillus nidulans strains used in this study listed in table 1.

Strains Genotype Reference
RDIT 9.32
veA+; aodA” Tsitsigiannis et al., 2004
(FGSC A1252)
TNO2A3 veAl,; pyroA4, pyrG;
(FGSC A1149) AnKuA Nayak et al., 2006
RJIJMP 155.55 veA+; riboB2; wA3 Németh et al., 2016

veAl; pyroA4; aodA’;

AMEF 001 AnKUA Molnar et al., 2018
AMZN 1.2° veAt; riboB2; pyroA4; Molnar et al., 2018
aodA”; wA3
. . 7+,
AMZN 2.39 VeA+; pyroAd; aodA™ Molnar et al., 2018
WA3
AMZN 3.37° veA+; aodA Molnar et al., 2018
AMZN 4.7° veA+; aodA?* Molnar et al., 2018
AMZN 5.13 veA+; aodA3 Molnar et al., 2018

Table 1.Aspergillus nidulans strains used in this study.

All strains descended from FGSC A4, a genome segaestcain.

aodA’: alternative oxidase negative; decreased cyamisistant respiratory rate.
aodA": alternative oxidase positiv&"; *": number ofaodA copies

1 Offspring from a cross between AMEF 001 and RIMP.8%5

2Offspring from a cross between AMZN 1.2 and RDIT2.3

3 Offspring from a cross between AMZN 2.13 and RDIFX.

+Offspring from a cross between AMZN 2.39 and RDIT 9.32.

A gene deletion cassette was createdtro with the double-joint PCR method (Yu et
al., 2004) to delete the alternative oxidasedf) gene (locus AN2099). The cassette
contained theAspergillus fumigatus orotidine-5'-phosphate decarboxylaggr(G) gene as
primary selection markeA. nidulans transformation was performed essentially as desdri
by Tilburn et al. (1983), using Glucanex (Novozym€spenhagen, Denmark) as cell-wall

18



lysing agent. Host strain TNO2A3 was transformethwiO pg of the linear deletion cassette.
Uridine-prototroph transformants were tested far dhhsence adodA by PCR using genomic
DNA and specific oligonucleotide primers (Table SZyansformants from which thaod
gene was absent were purified twice to single celbnies and maintained on selective
minimal medium plates. ThgaodA deletion mutant AMEF-001 (which hasveAl, pyrA4
and 4nkuA-deleted background) was crossed with RIMP 15%5frain carrying the intact
nkuA gene, resulting in AMZN 1.2. This strain harbotine wild typenkuA gene and is
auxotroph for pyridoxine and riboflavin. Strainsthvimore copies obodA (two or three;
further on referred to as overexpressing [OE] misdawere generated using a full-length
gene fragment, PCR-amplified off genomic DNA (2886, including a 905-bp long
“promoter” (i.e., before the ATG) and an 836-bpdditerminator” (i.e., behind the STOP
codon) sequence). Riboflavin auxotroph strain AMZIR was co-transformed with 10 pg of
aodA fragment and 1 pg of pTN2 plasmid containing Ahéumigatus riboB gene (Nayak et
al., 2006) to yield riboflavin-prototroph primarsahsformants. These were PCR-verified for
the presence ok fumigatus pyrG and theA. nidulans aodA coding regions. ThaodA copy
number was subsequently estimated by Southerrabdysis in selected offspring.

Like almost all laboratory strains &f nidulans, TNO2A3 carries a missense mutation in
the start codon of theslvet (veA) gene known aseAl. This gene encodes a key regulator of
sexual development and ST synthesis, and is indolweesponses to light. Strains lacking
theveA gene are reportedly unable to produce ST undercangition. For the current study,
we generated strains that are wild type ¥elvet by meiotic recombination. The genetic
background of theaodA-deleted (AMZN 1.2) and the thereof deriveddA-OE strains
(AMZN 2.13 and AMZN 2.39, respectively) was equatidy sexual recombination, crossing
each of them with RDIT 9.32, wild type faelvet. Offspring was selected for which all
known genotypic markers other thandA (i.e., auxotrophies, spore color) were identical.
These strains then were verified for the absenqaesence ochodA andvelvet by PCR, and
the veA+ strains that had acquireabdA in one or more copies or lacked this gene, were
studied on plates for apparent growth phenotypasirS AMZN 3.37 flaodA), AMZN 4.7
(two copies ofaodA) and AMZN 5.13 (three copies abdA) were selected to be used in the
fermentation experiments.

6.1.1. Culture conditions

AMMZ2 is standard Aspergillus Minimal Medium (AMM)ni which nitrate is
substituted with 0.92 g di-ammonium tartraté while 0.1 g calcium chloride tis also
included. AMM2-based synthetic growth media usadstdomerged bioreactor cultivations —
henceforth referred to as fermentations — were dtated and inoculated as described by
Fekete et al. (2002). Vitamins and other supplemesmtre added from sterile stock solutions.
D-Glucose was used at 1.5 % (w/v) initial concerdgra Agar-solidified complete medium
was used to obtain vegetative spores and con$@N M2 supplemented with yeast extract
(5 g L'Y); peptone (10 g t) and corn steep liquor (10 g'). To quantitatively assess specific
growth rates, biomass and ST yields, fermentatiwee carried out in 2.5- L glass vessels
(Sartorius AG, Géttingen, Germany) with a cultu@uwne of 2 L, equipped with one six-
blade Rushton disc turbine impeller. Operating ¢ooas were pH 6.5, 37 °C and 0.5 vvm
(volumes of air per volume of liquid mt). The dissolved oxygen (DO) level was maintained
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at 30 % saturation and was controlled by mean$®fagitation rate. To minimize medium
loss, the waste gas was cooled in a reflux condermaected to an external cooling bath (4
°C) before exiting the system.

To investigate relations between alternative resioin and ST synthesis, well known
negative regulatory effects on ST formation by fighere taken into account, hence,
fermentations — including inoculation and samphngere performed either in the dark or in
continuous white light (25 pE fs?) and the results were compared.

Shake flask cultures in 100 mL AMM2 with glycerdl % v/v) as the carbon source in
500 mL glass Erlenmeyer flasks (VWR Internationtl.|. Debrecen, Hungary) grown for 24
h at 200 rpm and 37 °C in a rotary shaker (Info&, Bottmingen, Switzerland) were used as
inoculum. These seed cultures were started with D freshly harvested\. nidulans
conidiospores suspended in a sterile 1/10,000 T\28esolution, while 2- L bioreactors were
inoculated with the biomass from 2 seed culturdser@to the pre-grown mycelia were
harvested by filtration over a sintered glass finti®roughly washed with cold sterile tap
water and transferred under aseptic conditionsthedermenter.

6.1.2. Analytical methods

Dry Cell Weight (DCW) was determined from 10-mL tocué aliquots as described by
Fekete et al. (2016) . The biomass was harvested pre-weighted glass wool filter and
washed with cold tap water, after which the filtess dried at 80 °C until constant weight.
Dry weight data reported in Results are the meéhsmseparate measurements, which never
deviated by more than 14%. Residual D-glucose auratons were determined by HPLC
with refractive index (RI) detection, as descriligdFekete et al. 2002. Biomass production
rates (gcw/h) were calculated from the increase in DCW owertime elapsed between two
subsequent samplings (i.e., sampling time poiti®)highest of the thus obtained values was
taken as the maximal specific growth rate of thiuce. Likewise, glucose utilization rates
(g/h) were calculated from the highest decreaseesidual concentrations between two
subsequent samplings.

The measurement of the mycelial respiration rateduding that of the alternative
respiration, was performed with an oxygraphic etat (Strathkelvin Instruments Ltd., North
Lanarkshire, Scotland) at 37 °C, according to th@nafiacturer’s instructions. Potassium
cyanide (1 mM) and salicyl hydroxamic acid (SHAM: M were used to selectively inhibit
the cytochrome C oxidase and the alternative oridasspectively. After these oxygen
consumption measurements, the used biomass wasshestvand DCW was determined,
allowing calculation of the specific oxygen uptakées.

Extraction of ST from the fungal culture (= mediyhus biomass) and determination
of its concentration was carried out as descrineN&meth et al. 2016.
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6.1.3. Genomic DNA isolation and Southern blot angsis

Mycelia were harvested by filtration over nylon inesnd thoroughly washed with
sterile distilled water. Excess liquid was removwsdsqueezing the mycelia between paper
sheets, and the biomass was rapidly frozen indiquirogen. For nucleic acid isolation,
frozen biomass was ground to a dry powder usinguadl nitrogen-chilled mortar and pestle.
Genomic DNA was extracted using a NucleoSpin Plarkit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany). Biomass sampling, genomic DNA isolatioDNA quality verification,
guantification and Southern blot analysis werepaitformed as described by Fekete et al
2016.

6.2. CBS strains

Aspergillus starins used in this study listed in table 2.

Species Strains Reference
Aspergillus niger ATCC1015 Andersen etal., 2011
Aspergillus niger CBS513.88 Pel et al., 2007
Aspergillus luchuensis CBS106.47 de Vries et al., 2017
Aspergillus tubingensis CBS134.48 de Vries et al., 2017
Aspergillusbrasiliensis CBS101740 de Vries etal., 2017
Aspergillus carbonarius CBS141172 de Vries etal., 2017
Aspergillus aculeatus CBS172.66 de Vries etal., 2017
Aspergillus versicolor CBS795.97 de Vries etal., 2017
Aspergillus sydowii CBS593.65 de Vries etal., 2017
Aspergillus nidulans FGSC A4 Galagan et al., 2005
Aspergillus oryzae RIB40 Machida et al., 2005
Aspergillusterreus NIH2624 Arnaud et al., 2012
Aspergillus fischeri NRRL181 Fedorova et al., 2008
Aspergillus clavatus NRRL1 Fedorova et al., 2008
Aspergillus glaucus CBS516.65 de Vries etal., 2017
Aspergillus wentii CBS141173 de Vries etal., 2017
Aspergillus zonatus CBS506.65 de Vries etal., 2017

Table 2: Aspergillus strains used in this study
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6.2.1. Culture conditions, growth tests

Strains was pregrown on solid MAE medium (30'gialt extract, 15 gt peptone, 15
gL agar) for 2 days. Fresh mycelia plug was cut offl awltivated on solid MAE
supplemented with 10mM of KCN or SHAM or combinatiof KCN+SHAM. Strains were
incubated on 30 °C for 9-12 days. The diameterotanies were measured daily and pictures
were taken of the cultures.

6.3.A. terreus

NRRL-1960 strain was used in this study.

Strain Reference
NRRL 1960
(CBS 116.46, ATCC  standard IA overproducer ~ Karaffa etal., 2015
10020)

Table 3: A. terreus strain used in this study.
6.3.1. Reduction of Mn

The reduction of manganese ion was carried ouitemand D-glucose solution using
Dowex 50 W-X8 cation exchange resin (Karaffa eR@ll5).

6.3.2. Culture conditions

The medium for submerged cultivation was dissolwedlistilled water contained
0.1gL™ KH,PQy, 3 g LY NH4NO3, 1 g LT MgSQix7H,0, 5 g L* CaChx2H,0, 1.67 mg [
FeCkx6H,0, 8 mg ! ZnSQx7H,0, and 15 mg ! CuSQx7H,0. The carbon sources (100-
180 g/L) and other supplements were added froni steck

Shaken flasks cultivations were performed in 500 Blenmeyer flaskfVWR
International Ltd., Debrecen, Hungary)ed with 100 mL medium. Flasks were incubated i
horizontal rotary shakedrn(fors AG, Bottmingen, Switzerland) in 33 °C and02Gpm. For
Northern blot cultures were pregrown on 1,5 % (WwgWcerol for 24 h. Mycelia were
harvested and washed with sterile cold tap watel wmansferred to Erlenmeyer flasks
contained fresh medium contained 1% (w/v) D-glucese carbon source and different
supplements were added as required. Supplemergtu@se, D-sorbitol, KCI) were used in
different concentration (1-20% or 1 M). To applye tmild-control of the parameters (i.e.
dissolved oxygen level), submerged cultures weréopeed in 2.5 L glass vessels called
fermenters (Sartorius AG, Gottingen, Germany) goedpwith one six-blade Rushton disc
turbine impeller using 2 L of working volume. Thpeavation conditions were 33 °C and 0.75
vvm aeration, maintaining different level of disgad oxygen saturation (DO [%]; 0-30%)
controlled by the speed of the impeller. Initial ptds adjusted to 3.00 and not controlled
during the fermentation process. The waste gasovaked at 4°C by reflux condenser to
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minimize the medium loss. Cultures were inoculateiformly with 5x1¢ conidia per mL of
medium.

6.3.3. Genomic DNA and total RNA isolation, Northem blot

Mycelia were harvested, filtrated by nylon mesh amakshed with sterile distilled
water. Surplus water was removed by squeezing nayeah paper towels and samples were
frozen immediately in liquid nitrogen. Frozen bisaavas grounded with liquid nitrogen-
chilled pestle and mortal. DNA was extracted apmyNucleoSpin Plant Il Kit, for RNA
isolation NucleoSpin RNA Plant kit was used (bothtleem from Macherey-Nagel, Diren,
Germany). The quality of RNA was evaluated uportebphoresis in native % agarose gels
and concentration of samples was determined by r@oDi@p 2000 (Thermo Scientific).
Standard procedures were used for the quantifitatienaturation, gel separation and nylon
blotting of nucleic acids, and the hybridization tbe membranes (Sambrook and Russell,
2011). 5 pg/ slot of RNA were charged in the agargsl. To prepare the digoxigenin-
labelled probe PCR DIG probe synthesis kit (Roclppli&d Science, Penzberg, Germany)
was used applied genomic DNA and special primeabl@S). The result of the hybridization
was followed on Lumi-Film chemiluminescent detectifilm (Roche Applied Science,
Penzberg, Germany).

6.3.4. Analytical methods

Mycelial dry weight was determined from 10 mL cwo#ualiquots. Biomass was
harvested and washed twice on preweighted glassfileousing suction filtration and dried
in oven at 80°C until reaching of the constant \WeigD-glucose and itaconic acid
concentration was determined by HPLC (Gilson) methsing proton exchange column (Bio-
Rad Aminex HPX-87H+; Bio-Rad Laboratories, Hercul€sA,USA) applied isocratic
elution with 10mM HSO, at 55°C and refractive index detector. Manganese i
concentration was determined as described by Kaedfél (2015).

Respiration rates of mycelia was measured withxagraphic electrode (Strathkelvin
Instruments Ltd., North Lanarkshire, Scotland) at°® according to the manufacturers’ s
instruction. Potassium cyanide (1 mM) and saliggrdxamic acid (10 mM; Lambowitz and
Slayman, 1971) was added to cultures blocking sedyg the cythocrome C oxidase or
alterantive oxidase. The mycelial dry weight wasedained in all expriment allowing the
calculation of specific oxygen uptake rates.

6.4. Bioinformatic analysis

Nucleotide sequences were mined form databases afiodl Center for
Biotechnology Information (NCBI) and Energy Joirgri@@me Institute (JGI).

6.5. Chemicals

All chemicals were of analytical grade, and excepere noted otherwise, were
purchased from Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hurygar

6.6. Reproducibility
All the data presented are means of at least fhoependent experiments (= biological
replicates). The data were analyzed and visualge@IGMAPLOT (Jandel Scientific, San
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Jose, CA), and standard deviations (SDs) were méted for each procedure. The SD values
were always < 14% of the mean values. The sigméieaof changes in oxygen uptake, as well
as in DCW-, ST yield and D-glucose concentrationthe growth medium of the alternative
oxidase deletion mutant or the overexpressing (S&Eins, relative to the control cultures
(RDIT 9.32), was assessed using Student’s t-taktpyobability p) values.
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7. New Scientific Results

7.1.A. nidulans

TheaodA encodes the sole physiologically relevant SHAM#iited terminal oxidase
in A. nidulans, and its activity can be reliably determined bynmaring oxygen
uptake in the presence of cyanide.

The copies o&odA did not affect the specific growth rates.

The lack of alternative oxidase activdid not affect the D-glucose uptake rate.
Sterigmatocystin formation iA. nidulans is dependent on thedA-copy number, but
only in the absence of light.

The basal level production of ST under illuminati¢fstage 17) is essentially
unchanged regardless the absence or presence of AOX

We suggest that only“stage 2” expression is medibiethe Velvet Complex, and that
“stage 1” (basal level) expression may not regthieevelvet protein (to acper se.

7.2.Aspergillus starins (CBS)

Most of theAspergilli can possess 1-3 putative AOX izoenzymes.

The AOX can play roles in the growth of the mycelia conidiaspore formation.

7.3.A. terreus

A. terreus harbours 2 putative AOX izoenzymes in its genome.
Cyanide- resistant alternative oxidase putativelgricoded bgodA.

Itaconic acid yields depend on AOX activity.
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8. Summary

Alternative oxidase (AOX) (oxygen oxidoreductas@nelectrogenic; EC 1.10.3.11)
occurs in many organisms: in plants and fungi,dst in animals and protists (Bendall and
Bonner, 1971; Lambowitz et al., 1989; Siedow andbdah, 1995; Stenmark and Norlund,
2003; Joseph-Horne et al., 2001; Tudella et aD42M1olen et al., 2006; MacDonald et al.,
2009). This cyanide-resistant terminal oxidase asated on the matrix side of the
mitochondrial inner membrane. Unlike most of théochirome C oxidase (COX) subunits,
alternative oxidase is encoded in the nuclear genand it provides an “alternative” for the
electron flow opposite to the canonical cytochrahegendent pathway (Joseph-Horne et al.,
2001) The branching point is at the level of coemeyQ (ubiquinone/ubiquinol), thus
complexes Il and IV of the electron transport systare bypassed. As a consequence, the
alternative pathway after NADH:ubiquinone oxidoretase (complex 1), which oxidizes
NADH to NAD+ and reduces ubiquinone to ubiquinol ilhtranslocating four protons,
moves fewer protons across the inner mitochondm&hbrane to generate a proton gradient,
and thus provides less ATP by oxidative phosphtipriaDel-Saz et al. 2018). The energy of
the four-electron oxidation of ubiquinol by oxygenwater is dissipated as heat. Additionally,
the alternative respiration route is resistanttahitors of cytochrome complexes Il and 1V
such as antimycin A, cyanide, or azide. AOX can detectively blocked by aromatic
hydroxamic acids such assalicylnydroxamate (SHAMnMrberghe and Mcintosh, 1997).
Most of theAspergilli species harbour two or even three homologue gemasding an AOX
in their genomeéA. nidulans owns single gene arfl terreus possess two isoenzymes.

This thesis describes the the role of AOX in diéfd@rand its physiological functions in
different Aspergillus species and its role in sterigmatocystin (ST) #&adonic acid (IA)
biosynthesis irA nidulans andA. terreus.

1. The relationship between AOX activity and ST sytmesis in light and dark. To
verify that aodA (locus AN2099) indeed encodes a physiologicalligwant AOX in A.
nidulans, we compared the specific respiration rates of theetion (@aodA) and
overexpressed (OE) mutants to a wild-type referesicain. Results were unequivocal and
confirmed our thesis. After that, the nidulans strains were studied in liquid (submerged,
batch) cultures, employing well-controlled cultivet conditions conductive to ST synthesis
in bioreactors. Kinetics of growth in oorglucose minimal medium was similar in eveky
nidulans strain investigated in this thesis, whideglucose utilization rates as well as AOX
activity—both early in the rapid growth stage aatklin the carbon-depleted, stationary phase
of cultures—were proportional to thedA copy number, regardless of the presence or
absence of light. The copy number of thedA gene in the OE mutants was positively
correlated to the observed-glucose uptake, that is, the cyanide-resistanerrative
respiration and the-glucose uptake rate increased in parallel. It Ehbe noted, however,
that residualb-glucose concentrations did not significantly diffeetween the wild-type
reference and thaodA deletant, that is, the lack of alternative oxidasgvity did not affect
theD-glucose uptake rat&o analyse the relationship between the aforemeatigparameters
and ST formation irA. nidulans, we monitored ST concentrations in the culturesdiom
and biomass). Interestingly, the alternative redpiy rates increased significantly during late
stationary growth phase in OE strains compare 1d type andaodA deletant strains. In
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gualitative terms, these time profiles were simitathat ST production did not occur before
the complete depletion a-glucose and the cessation of growth. Quantitatjvebwever,
statistically significant differences were foundT Solumetric yield (mgCY) of the A.
nidulans aodA deletant strain was about half (50%) of that & wild-type reference when
grown in the dark. By contrastpdA OE mutants featured a 50-70% increase in ST vyield
relative to the control strain, again in a copy-te@mdependent manner. Importantly, results
were quite different when cultures were continuguifiminated: ST volumetric yields of all
cultures went down to about a third of what thetadrstrain produced when grown in the
dark, and were statistically unvarying, regardlessthe presence, absence, or the copy
number ofaodA. We supposed that, the AOX contributes differeréchanisms to ST
production. Recycling of the catabolic reducing ieglents (NADH) released during the
mobilization of reserve carbon sources by COX wotggult in high ATP formation.
However, in the absence of growth, mycelia do remuire high(er) energy levels, and
oxidative phosphorylation under such conditionshib further carbon catabolism. A switch
from COX to AOX would enable the fungus to reoxeliNADH and maintain redox
homeostasis without concomitant ATP production unldg-energy-requiring conditions.
Another aspect of the contribution of AOX to ST dynthesis could be related to the
formation of the anabolic reducing equivalents. NADis mostly generated by the oxidative
part of the pentose phosphate pathway (Chen eR@L5; Wasylenko et al., 2015), which
requires the continuous availability of glucosekt®gphate, and this is facilitated by the
increased flux through gluconeogenesis when theagwg carbon sourcebp{glucose) is
exhausted. IMA. nidulans, mutations in the regulator genasuM and acuK do not allow
growth on acetate, nor on other C2 and C4 carbances that need the tricarboxylic acid
(TCA) cycle to be catabolized (Suzuki et al., 2012part from phosphoenolpyruvate
carboxykinase AcuF) and fructose-1,6-bisphosphatas&cuG), they—importantly—also
control aodA and genes encoding mitochondrial carriers. Thesezinc-cluster regulators
have also been studied B anserina—known there as Rse2 and Rse3—where they are
likewise responsible for the overexpression of AGRE key enzymes of gluconeogenesis, as
well as a NADH:ubiquinone oxidoreductase (EC 1%.5hat allows bypassing of complex |
of the electron transport chain (Bovier et al., 20%ellem et al., 2009). Gluconeogenesis and
AOX are thus controlled integrally by the same teguhat facilitates a shift of the metabolic
flux towards fatty acid biosynthesis from the TCycle. Another possibility may lie in the
potential protection from reactive oxygen speci@®©$). We should note, AOX does not
actively reduce ROS, nor is directly implicatedtle production of antioxidant, but operates
to maintain the redox balance while lowering thexflthrough the TCA cycle and the
cytochrome electron transport chain such thatR€3S will be produced in the mitochondria.
Irrespective of the mechanisms by which AOX acyivstimulates ST synthesis, this
incentive is clearly subordinate to antagonistie&ts associated with the presence of light.
The canonical theory is that the velvet transasiptfactor, on which ST synthesis strictly
depends (Kato et al., 2003), is concentrated innin@deus when the fungus grows in the
darkness on a minimatglucose medium, but resides in the cytosol wherfuhgus grows in
the light. Our results with thaodA mutant backgrounds imply that a basal level prtddaoc
under illumination (“stage 1”) is essentially unolgad regardless of the absence or presence
of AOX, or its exact amount; that is, it seemsgpensive to the ratio of the alternative/total
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respiration. Intriguingly, essentially the sameelesvof ST were detected in cultures of the
AaodA deletion strain—devoid of alternative respiratiomhen cultivated protected from
light, both in liquid and on plates. Our resultgtifier suggest that any increase in ST synthesis
over the basal level (“stage 2”) can only be realim the darkness (at 37°C and 1.5% (w/v)
initial glucose concentration) in genetic backgmsithat express AOX, that is, in strains that
allow varying the ratio between alternative regmiraand cytochrome-mediated respiration.
We therefore speculate that only “stage 2” expogss mediated by the velvet complex, and
that “stage 1” (basal level) expression may nouiregthe velvet protein (to act) per se.

2. Physiological function of the AOX in different Aspergilli. All examined strains
showed the presence of at least one AOX encodimge.g&rowth experiments were
performed using potassium-cyanide (KCN) and SHAMhairs combination. Results of the
experiments confirmed that, thespergillus species could grow well in presence of KCN,
better than in case of addition of SHAM. The wastwth was detected on SHAM and KCN.
Lack of the conidiospore formation was visible iregence of SHAM in some species, but
solely on KCN was not detected, implying the fuoetiof AOX in spore formationNigri
section and those strains, which possess 2 AOXysoes presented higher tolerance to KCN
and SHAM and grew faster than others. In some fusngiroved AOX has effect on the
growth (Juarez et al., 2006; Xu et al., 201R¢refore our data suggest that, the AOX has an
important role in growth of the mycelia in the&spergillus species. Our experiments imply
that the second alternative oxidase presents aighbgsal advantage to species of
Aspergillus which are important producers of toxic as well lasneficial secondary
metabolites, fermentation agents to make food-ppoaducts and enzymes.

3. The relationship between AOX and IA production.The biotechnical production
of IA is studied well recently (Boruta and Bizukd617; Kuenz and Krull 2018). Citric acid
is an early intermediate of itaconic acid synthearsd we assumed that the reason for high
dissolved oxygen levels in itaconic acid productieould be similar to the one in citric acid
production. The cyanide-resistant alternative mas$jpn has observed during the citric acid
fermentations (Zehentgruber et al., 1980; Kirimetal., 1987), the inhibition of AOX led to
decreased citric acid yields (Kirimura et al., 20@ad nonetheless, the role of the AOX has
not investigated in 1A fermentations yet. The psscéechnologies currently used are similar
to those applied for industrial citric acid prodootby the related speciés niger, including
strong aeration and agitation of the fermenterthi® end we demonstrated thatterreus is
capable of growth-supporting respiration in thespreee of cyanide ions, and that this activity
proportionally and significantly increases withstilred oxygen levels in the growth medium.
The genome ofA. terreus specifies two paralog geneso(A and aodB), each putatively
encoding an alternative oxidase. In our experimetiie AOX acitivity (respiratory
measurements and expression profile) and concemtrat 1A were examined in dissolved
oxygen (DO %) controlled fermentations. Lower satimn of oxygene (DO (%)=0) has
negative effect on IA productions and respiratoayes (both of total and alternative) in
contrast the increased DO (%) levels correlatedh wigher 1A yield and oxygen uptake
values. We conclude that (considering the earbedys Park et al. 1993) the well increased
DO (%) is not necessary (after a certain levelfdatribute higher IA yields, therefore the
fine regulation of dissolved oxygen level suggeskekults imply the 1A production depends
on the AOX activity which required high oxygen gation. We supposed that, the AOX
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encoding gene is expressed during the 1A fermemtasimilar toaoxl gene in citric acid
fermentations carried out with. niger. Such asox2 gene product i\ niger, we could not
detect theaodB in A. terreus. On the other handiodA was expressed in treated cultures
(osmotic- and salt shock), although minimal ciaradistant respiration was measured in this
conditions suggests that the translation proces®tismplemented. Our supposition is the
cyanide-resistant respiration plays the same fandt A. terreus like in A. niger citric acid
fermentations. To examine and prove the role of A@XA production is indispensable to
create and tesiodA andaodB deletant mutants in the future.
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