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1. Roviditésjegyzek

NADH:
ADP/ATP:
uQ:

AOX:
UCP:
aNDH:
IACA:
Ndi:

Nde:

FAD, FMN:

AMID:
ROS:
DCW:
AT/ST:
SSF:
DO:
SHAM:

HSE/STRE:

DNS:
RNS:
HGT/LGT:
NCBI:
JGI:
MAFFT:

Nikotinamid-adenin dinukleotid

Adenozin di/trifoszfat

ubikinol

Alternativ oxidaz

Uncoupling Protein (szétkapcsolo fehérjék)
Alternativ NADH dehidrogenaz
7-iodo-acridone-4-carboxylic acid

belso alternativ NADH dehidrogenaz

kiilsé alternativ NADH dehidrogenaz
Flavin-Adenin-Dinukleotid, Flavin-Mononukleotid
Associted Inducer of Death (apoptézist indukalo faktor)
Reactive Oxygen Species (reaktiv oxigén gyokok)
Dry cell weight (szraz sejttdmeg)
Aflatoxin/Szterigmatocisztin

Solid State Fermentation (szilard fazisu fermentacio)
Dissolved Oxygen (oldott oxigén)

Salicyl Hydroxamic Acid (Szalicil-hidroxamsav)
Heat Shock Element/Stress Response Element
Dezoxiribonukleinsav

Ribonukleinsav

Horizontalis Gén Transzfer/Lateralis Gén Transzfer
National Center of Biotechnology Institue

Joint Genome Institute

Multiple Sequence Alignment with Fast Fourier Transform



BMGE: Block Mapping and Gathering using Entrophy

ML: Maximum Likelihood

aLRTs: approximate Likelihood Ratio Tests
PDA/PDB: Potato Dextrose Agar/ Potato Dextrose Broth
cDNS: complementer DNS

PCR: Polymerase Chain Reaction

SRA: Sequence Read Archives

aoxA: mindenhol jelenlévo alternativ oxidaz gén

aoxB1/B2-1/B2-2/B3/B4:  alternativ oxidaz paralogok

bp: bazispar

kb: kilobazis

andB: alternativ NADH dehidrogenaz gén

TSD: Target Site Duplication

LTR: Long Terminal Repeat (hosszu terminalis ismétlddések)
ORF: Open Reading Frame



2. Bevezetés

A sejtlégzés paradigmaja szerint a lebontd folyamatok soran keletkezett
redukalt kofaktorok (NADH) oxidécidja révén, az elektronok a mitokondrialis
1égzési lanc komponensein keresztiil jutnak el az oxigénig, mikdzben a 1étrejott
proton gradiens kiegyenlitésével ATP képzddik. A legtobb aerob élélényben a
6 1égzési lanc négy komplexbdl, tovabba az ATP szintdzbol all. Ezen kiviil
szamos organizmus rendelkezik elagazo 1égzési utvonalakkal, ami egy vagy
tobb plusz komponens meglétét eredményezi, ezaltal alternativ 1égzési

folyamatot biztosit (Joseph-Horne és mtsai., 2001).

Az alternativ oxidaz (Aox) enzim a legtobb novény, gomba, de még
bizonyos emlds sejtekben is egy citokrom-fiiggetlen, un. alternativ 1€gzési
utvonalat katalizal, melynek élettani szerepe sokoldalu. Gombak esetében
kiilonboz6 stresszhatasok aktivaljak, szerepe van a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) eliminalasaban, patogénekben pedig képes novelni a fertézoképességet.
Ezen kivil még megannyi funkcidja ismert, habar gombak esetében még
mindig rengeteg kutatast igényel a biokémiai szerepének pontos megismerése.
Legtobb esetben kozvetve befolyasolja a metabolikus aktivitast, amivel
hozzajarul a gombakornyezethez valé alkalmazkodasahoz (Li és mtsai., 2011;
Rogov ¢és Zvyagilskaya, 2015).

A genomszekvencidk alapjan az aox gén erdsen konzervativ (=nagy
hasonlosagot mutat) a gombak torzsén beliil. Vannak olyan fajok, amelyekbdl
hianyzik, ilyen a Saccharomyces cerevisiae vagy a Schizosaccharomyces
pombe, viszont 6k sem maradtak alternativ 1égzés nélkiil: harom alternativ
NADH dehidrogenaz biztositja a NADH oxidalasat (Joseph-Horne és mtsai.,
2001).



Az aox gén paralogok jelenléte nem gyakori a gombak korében, habar az
Aspergillaceae csalad tagjaira jellemz6é a gének multiplicitasa (Flipphi és
mtsai., 2023). Az Aspergillus és Penicillium nemzetségbe olyan iparilag fontos
gombak tartoznak, mint az Aspergillus niger, ami az ipari citromsav gyartas
dont6 tobbségéért felel (Karaffa és Kubicek, 2021), az A. terreus, mellyel az
itakonsav és a lovasztatin eldallitasa torténik vagy az Acremonium
chrysogenum nevi, cefalosporin-C antibiotikumot eléallité faj (Molnar és
mtsai., 2018; Kozma és Karaffa, 1996).

Az A. niger els6 genomszekvenciajanak publikalasaval (2007) fény dertilt
arra, hogy a gombaban egy masodik aox gén is talalhato (Pel és mtsai., 2007).
Ma mar nagyszami genomszekvencia all rendelkezésiinkre, amelyek
segitségével filogenetikai elemzések végezhetdk az A. niger masodik alternativ
hozzajarulhat a megfeleld torzsek kialakitasahoz az ipari biotechnologiaban
(Flipphi és mtsai., 2023).

Az Aspergillus és Penicillium nemzetségek aox génjeinek filogenetikai
vizsgalataval olyan informaciokhoz juthatunk, amelyek nem allnak
rendelkezésre a szakirodalomban. Egy gén duplikicidja utan a paraldogok
kiilonb6z0 sorsra juthatnak, attol fiiggden, hogy a sejt hasznot tud-e huzni az
extra kopiabol vagy sem. Az utdbbi esetben a gén eltlinhet a genombdl, melyet
a pszeudogenizacio folyamata (=a gén inaktivva valasa) el6z meg (Magadum
¢és mtsai., 2013). A duplikaciok 1étrejotte mellett hasonlo fontossaggal birnak
a génvesztés jelenségei, melyek egylitt formaljak az evolicids eseményeket.

Ez a helyzet az aox esetében is.

Doktori értekezésemben Osszefoglalom az Aspergillaceae csaladba
tartozd gombafajok aox génjeinek filogenetikai elemzésébdl kapott

eredményeit, melyek tobb millidé éven at tartod torténéseket fednek fel. Négy
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génduplikacios esemény mellett szamos génvesztési mintdzat jott 1étre,
tovabba az A. niger torzsek vizsgalataval kiilonb6z6 mutaciokat talaltunk,
melyek a masodlagos aox génrdl atirt fehérjék miikodését befolyasoljak. A
filogenetikai analizissel hozzajarultunk az aox génnel kapcsolatos ismereteink
bovitéséhez, hiszen ebben a megkdzelitésben nem all rendelkezésre irodalmi
adat sem a gén eredetérdl, sem evoltciojarol az Aspergillaceae csalad fajaiban.
Mivel szamos iparilag fontos gomba, tovabba human- vagy névény patogén
tartozik ide, egy olyan gén vizsgalata, ami a metabolikus plaszticitas

biztositasaval a tulélést segiti eld, kiemelkedd jelentdséggel bir.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Gombak légzése: klasszikus légzési lanc

A gombak tobb mint egy millidrd évvel ezel6tt jelentek meg a Foldon;
jelenleg az allatok utan az él6lények legdiverzebb csoportjat alkotjak (Loron
¢s mtsai., 2019). Becslések szerint a fajok szama 2,2 és 3,8 millio kozé tehetd,
melybdl minddssze koriilbeliil 150.000 egyedet azonositottak (Hyde, 2022).
Ahhoz, hogy egy eckkora taxondmiai csoport létrejojjon és évmilliokig
fennmaradjon, a 1égzési lanc is szamos valtozason megy keresztiil az evolicid

soran.

Az eukaridta aerob sejtekben a 1€gzés a mitokondrium belsé membranjan
talalhato 1égzési lancon valdsul meg, tigy, hogy a sejt energianyerd folyamatai
soran keletkezett NADH molekulakrol az elektronok a 1égzési lanc komplexein
keresztiil jutnak a végs6 elektron akceptorhoz. Az elektrontranszporttal
kapcsolt proton transzlokacié hatasara ATP képzodés révén jut a sejt

energiahoz (Rich és Maréchal, 2010).

Az oxidativ foszforilacio folyamata 6t komplexen keresztiil valosul meg.
A Komplex I. (NADH:UQ oxidoreduktaz) a NADH oxidalasaval az
ubikinonra juttatja az elektronokat, mikdzben protont pumpal a membran
kozotti térbe. A Komplex 1. gombékban jol tanulmanyozott, szerkezetében és
miikodésében nagy hasonlosagot mutat mas €lolények ugyanezen enziméhez.
Egyes gombakbol (pl. S. cerevisiae) hianyzik (Matus-Ortega és mtsai., 2015).
A Komplex I1. (szukcinat:UQ oxidoreduktaz) koézvetleniil kapcsolodik a citrat
ciklushoz, mint a szukcinat-fumarat oxidaciot katalizalo enzim. Az elektronok
szintén az ubikinonra jutnak, viszont ebben az esetben proton transzlokécio
nem torténik (Rich és Maréchal, 2010). A Komplex I1l. (ubikinol:citokrom ¢

oxidoreduktaz) az ubikinolt oxidalja vissza ubikinonnd és proton-pumpalas



mellett juttatja az elektronokat a negyedik komplexre. A Komplex IV.
(citokrom c oxidaz) a {6 1égzési lanc termindlis oxiddza, mely biztositja az
elektronok molekularis oxigénre torténd jutasat, vizzé redukalva azt (Joseph-
Horne és mtsai., 2001). Az elektrontranszport altal 1étrejott protongradiens
ATP szintézisre forditddik az ATP szintaz katalizacidja mellett (Deacon,
2006).

3.2 Lélegzetelallité evolucié: a respiracié adapticioja a kornyezethez

3.2.1 Anaerob légzés

A legtobb gomba aerob szervezet, viszont a kiilonb6z6 koriilményekhez
alkalmazkodva a 1égzésnek alternativai alakultak ki az évmilliok soran.
Bizonyos fajok anaerob életkoriillményekhez alkalmazkodtak, igy oxigén
limitacio esetén a nitrat lett a végsd elektron akceptor, mely nitrogén-oxidda
redukalodik (denitrifikacio). Anoxikus korilmények kozott a Fusarium
oxysporum a denitrifikdcid6 mellett képes ammonia fermentacidra is, igy
fakultativ anaerobként azonnal tud reagélni az oxigénhianyra (Zhou és mtsai.,
2002; Takaya, 2009). Az alternativ ,kiils6” terminalis elektron akceptor
mellett mas energianyerési folyamat is 1étezik. A fermentativ Gitvonalakon (pl.
S. cerevisiae) az Embden-Meyerhof-Parnas utvonal folytatodik, mely soran 2
ATP képzddése mellett etanolt vagy tejsavat szekretalnak a kornyezetiikbe, az
eldbbinél az acetaldehid az utobbinal maga a piruvat lesz a ,,bels6” elektron
akceptor (Deacon, 2006). Megemlitend6, hogy minden anaerob koriilmények
kozott tenyész6 faj fermentativ anyagcserét folytat, de nem minden

fermentativ faj anaerob (Marcet-Houben és Gabaldo’'n, 2011).

Léteznek olyan anaerob respiracioval rendelkezd fajok, amelyek a
mitokondrium helyett mas organellummal vagy mechanizmussal oldjdk meg

az energianyerés folyamatat. A Chitrid-ak hidrogenoszomaval rendelkeznek,
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mely valosziniileg a mitokondriumbdl alakult ki; ATP szintézisiik acetat,
hidrogén és szén-dioxid képzédése mellett valosul meg (Marcet-Houben és
Gabaldo'n, 2011). A Microsporididk mitokondriumhoz hasonl6 szervezddésii
sejtalkotdja a mitoszoma, ami energiatermelésre nem képes, a sejt a

gazdaszervezettdl transzportalja az ATP-t (Williams €és mtsai., 2010).

3.2.2 Alternativ légzési komponensek

Az endoszimbidzis 6ta a mitokondrium szamtalan véltozdson ment
keresztiil. Gének sokasaga tlint el a mitokondrialis genombol vagy helyezddott
at a nuklearis DNS-be, fokozott védelmet kapva a megnovekvd oxigénszint
miatt keletkezé ROS ellen (Berry, 2003). Feltehetéleg mar az endoszimbidzis
soran jelen voltak az alternativ ut(ak) komponensei a 1égzési lanc klasszikus
komplexei mellett, melyek az evoltacié folyaman bizonyos él61ényekbdl
eltintek vagy ujra megjelentek a kornyezeti valtozasokhoz adaptalddva

(Marcet-Houben és Gabaldo'n, 2011).

A két leggyakoribb alternativ 1égzést biztositdé enzim a gombak kdrében
az alternativ NADH dehidrogenaz és az AoX, melyek a fo légzési lanc
komplexeit megkeriilve tovabbitjadk az elektronokat az ubikinon vagy a
terminalis elektron akceptor felé. A fenti két enzimen keresztiil proton
transzlokacié nem torténik, emiatt a sejt kevesebb energiat general, viszont
szamos esetben eldnyds lehet az ATP-szintézis €és az elektrontranszport

szétkapcsolasa (Larosa és Remacle, 2018).

A szétkapcsolo fehérjék (uncoupling protein = UCP) szintén az ATP
keépzddeést gatoljak ugy, hogy a kialakult protongradienst eloszlatjak, igy ATP
helyett ho termelédik (Ricquier és Bouillaud, 2000; Bouillaud és mtsai., 2001).
Az emlés sejtek barna zsirszovetében milkodé UCP-ket részletesen

tanulmanyoztak, de szamos gombafajban is leirtak 6ket (Jarmuszkiewicz és



mtsai., 2000; Cavalheiro és mtsai., 2004). JO példa az A. fumigatus:
mitokondriumanak belsé membranjdban az UCP-n kiviil alternativ NADH
dehidrogenaz és AOX is segiti a 1égzést, ha a koriilmények ugy kivanjak
(Tudella és mtsai., 2003).

Az S. cerevisiae mitokondriumaban a NADH mellett citoszolikus
szubsztratok kozvetlen oxidalasa is megtorténhet (Grandier-Vazeille és mtsai.,
2001). A citoszolikus glicerin-3-foszfatot, a mitokondrium kiils6 membranjan
atjutva, a bels6 membanhoz kotott glicerin-3-foszfat ubikinon oxidoreduktaz
oxidalja. A laktatok esetében ugyanezt a folyamatot a D-laktat és L-laktat
citokrém oxidoreduktdz végzi (Larsson és mtsai., 1998).

MEMBRAN KOZOTTI TER

H+ H+ H+ H+

MATRIX \y

1. abra Légzési lanc (sajat abra). A romai szamok a légzési komplexeket, az UQ az
ubikinont, mig a C-C a citokrom-c-t jeloli. Alternativ légzési komponensek: AOX = alternativ
oxidaz; ND ex = kiilsé alternativ NADH dehidrogenaz; ND in= belsé alternativ NADH
dehidrogendz



3.3 Alternativ NADH dehidrogenaz (aNDH)

A NADH:UQ oxidoreduktdzok harom csoportjat kiilonboztethetjiik meg.
A légzési lanc egyes komplexe (Komplex 1), mely az elektronok szallitasat
inditja el a NADH oxidalasaval, az els6 csoportba sorolhaté (NDH-1). A kettes
csoportot (NDH-2) a novényekben, gombakban, baktériumokban és
Archaedkban megtaldlhatd, proton transzlokaciéra nem képes NADH
dehidrogenazok alkotjak, mig a harmadik csoport (NQR) egy ritka, csak a
baktériumokra jellemz6, Na* pumpdlassal kapcsolt aNDH enzim (Joseph-

Horne és mtsai., 2001; Martins és mtsai., 2011).

Az NDH-2 enzim joval egyszer(ibb felépitésii, mint a Komplex-I-et alkotd
NADH dehidrogendz; egy alegységbdl all, 50-60 kDa méretii, hidnyzik beldle
a Fe-S klaszter, amit flavin (FAD, FMN) kofaktor helyettesit. A Komplex I.
inhibitoraira (rotenon, piericidin A, kapszaicin) érzéketlen, viszont proton
gradiens kialakitdsdra nem képes (Melo és mtsai., 2004; Blaza és mtsai., 2017).
Specifikus inhibitora nem ismert, névények esetében a platanetint, gombaknal
pedig IACA-t hasznalnak a kutatasok soran (Li és mtsai., 2011). ElGszor E-
coli-ban mutattak ki az 1960-as években, mellyel bebizonyosodott, hogy a 6
1égzési lanc komponensein kiviil alternativ utvonalakon is megtorténhet az
elektronok szallitdsa (Melo és mtsai., 2004). Eukariotakban a Trypanosoma
brucei-ben fedezték fel el6szor, melynek eredete feltehetdleg nem az
endoszimbiodzissal valosult meg: a mitokondriumhoz leginkdbb hasonlitd
Rikettsia prowazekii-ben nem talalhat6 meg, igy nuklearis eredete valdsziniibb
(Kerscher, 2000).

Mint 1égzési komponens, a mitokondrium belsé membranjahoz kotédik a
C-termindlis részével; ha a matrix felé helyezkedik el bels6 NADH
dehidrogenazrol beszéliink (Nde), ha pedig a membran kozotti tér felé, akkor

kiils6 aNDH-r6l (Ndi). Miikodeéstik és szamuk fajonként eltérd, ndvényekben
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példaul akar hét NDH-2 is talalhat6, mig a gombakra 3-4 kopia jellemz6 (Melo
és mtsai., 2004). Elséként Neurospora crassa esetében talaltak egy Ca?* fiiggd
Nde-t. Néhany esetben az enzim a NADH mellett a NADPH-t is oxidalja (T.
brucei, Plasmodium falciparum), ami nagyobb Ca?* felvételt igényel (Antos-
Krzeminska és Jarmuszkiewicz, 2019). Aminosav szekvencidk alapjan a
kiilonb6z6 organizmusok NDH-2 enzimei nem konzervaltak, viszont az ADP
kotd rész minden esetben nagyfoka egyezést mutat. Az Aspergillus
nemzetségen beliil viszont jelent6s hasonlosag figyelheté meg (Melo és mtsai.,
2004). Emlés sejtekben az enzimnek nincs konkrét homologja, viszont az egér
szivsejt mitokondriumaban talaltak egy lehetséges kiils6 aNDH-t (Oliveira és
mtsai., 2000). Emberben egy mitokondrialis apoptoézist indukald faktor
(AMID=Mitochondrion-associated Inducer of Death) lehet a homologja, mivel
a korédbban emlitett ADP ko6té motivum fellelhetd az aminosav szekvencidban
(Wu és mtsai., 2002). Természetesen, mint alternativ utvonalat katalizald

enzim nincs jelen a human sejtekben.

Az aNDH szerepe még nem teljesen tisztdzott, viszont szamos kutatas
jelzi fontossagat. S. cerevisiae-ben az egyes komplex hianyzik, igy a NADH
oxidalasat az alternativ NDH-2 enzimek végzik (két Nde és egy Ndi). Mivel a
faj fakultativ anaerob, a f6 1égzési lanc ,,nem megfelelé” miikodése nem okoz
problémat, ATP igényét erjesztéssel fedezi. Az NDH-2 enzimek a redox
egyensuly fenntartasdban, a mitokondridlis elektrokémiai potencial
helyreallitdsdban jatszanak fontos szerepet (Melo és mtsai., 2004). N. crassa-
ban (2 Nde, 1 Ndi) a cukrok metabolizmusahoz val6 alkalmazkoddsaban lehet
szerepe, viszont nem esszencialis enzim (a hidnymutansok életképesek). A
kiilonb6zd novekedési fazisokban méas-mas Nde vagy Ndi enzimek miikddnek,

a sporazas soran az Ndil mutat nagyobb aktivitast (Duarte és mtsai., 2003).
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A Komplex 1. egyik inhibitora a kapszaicin, amelyet a Capsicum
novények termelnek patogének ellen (Billing és Sherman, 1998). A gombak
kanonikus 1égzérendszerét ezzel blokkolni lehet, viszont az alternativ NADH
dehidrogenazok révén képesek kivédeni a tamadast. Fusarium, Alternia és
Colletotrichum fajok Nde és Ndi-vel, vagy csak Ndi-vel rendelkeznek, ami azt
jelenti, hogy a ndvénypatogének korében is széleskortien elterjedt az NDH-2
(Adams és mtsai., 2020). Fentiek alapjan kijelenthetd, hogy a sejt tuléléséhez
hozzajarul az aNDH miikodése. A redox egyensuly fenntartasan tal a ROS
csokkentésében is szerepe van (Guerrero-Castillo és mtsai., 2009). A. niger
alaptt enzim fermentacido soran az ndh-2 hidnymutans torzsek nagyobb
biomasszat és intracellularis protein szintet hoztak 1étre, viszont a ROS szint
noétt (Voulgaris és mtsai., 2012). Oxidativ stressz soran az aNDH fokozott
aktivitast mutat, viszont ezzel csokkent a sejt életképessége €s a tenyészet korai
pusztulasat okozta. Ezzel szemben az enzim [ACA-val torténd gatlasaval a sejt
metabolikus aktivitasa er0sodott. Hianymutans torzzsel a ndvekedési rata
néhet és a fermentaciés id6 is lecsokkentheté (Antos-Krzeminska és

Jarmuszkiewicz, 2019).

Szamos kozlemény a korai sejthalallal hozza 6sszefiiggésbe az aNDH
miikodését (Cui €s mtsai., 2012; Voulgaris és mtsai., 2012; Gongalves és
Videira, 2015). S. cerevisiae ndil génjének overexpresszidjaval ROS medialt
apoptozis kovetkezett be (Li €s mtsai., 2006), a N. crassa-ban pedig a kiilsé
andh-k kiiitésével keletkezett kevesebb szabad gyok (Carneiro és mitsai.,
2012). Mégis miért inkabb a ROS csokkenéssel hozzak Osszefiiggésbe az
alternativ. NADH dehidrogenazokat? A valasz abban rejlik, hogy reverz
elektronaramlas indulhat meg az ubikininrél a Komplex I. fel¢, ami indukélja
a stressz valaszt (mitohormesis), igy megerdsodik a sejt, nd az

ellenalloképessége, nd az élettartam. Alacsony szintli stressz akar jotékony
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hatassal is lehet a sejt életképességére. Viszont az a tény sem elhanyagolhato,
hogy az enzim az apoptozist indukaléd faktorok egyik homologja (Gongalves
¢és Videira, 2015).

Mivel a human sejtek nem tartalmaznak aNDH-t, egyrészt potencialis
célpontja lehet az antimikrobialis/antifungalis terapiaknak, masrészrol pedig a
huméan mitokondrialis betegségek kezelésére is alkalmas lehet (Melo €s mtsai.,
2004). S. cerevisiae Ndil enzimével sikeresen helyreallitottak a kinai horcsog
(Cricetulus griseus) 1égzését (Seo és mtsai., 1998). Az Ndil enzim emberi
vesesejtekben is sikeresen kifejez6dott, a miikodoképes enzim a
mitokondrilis 1égzési lanchoz kapcsolddott (Seo és mtsai., 1999). Kezelést
nyUjthat a mitokondrialis DNS-ben tortént mutaciok miatt rosszul miikodo
Komplex I. esetében, de akar a Parkinson-kor vagy a LEBER féle optikus
neuropatiaban (Antos-Krzeminska és Jarmuszkiewicz, 2019). Drosophilik
esetében Ndi jelenlétében ndtt az élettartam is (Gospodaryov és mtsai., 2020).
Fontos megjegyezni, hogy human alkalmazdsa rengeteg kutatast igényel,
mivel meg kell bizonyosodni arrél, hogy nincs-e hosszitava kéros hatéasa,
hogyan reagal egy kiilsd stresszre; raadasul minden szévet masképp reagal a

stresszhatdsokra (Saari és mtsai., 2019).
3.4 Alternativ oxidaz (Aox)

A novények termogenezisét 1778-ban irtak le, de a jelenséget okozd
mechanizmust még értelemszerien homaly fedte. A 20. szazad els6 felében
publikaltak eldszor a cianid rezisztens 1égzést, majd az 1950-es években a
mitokondrialis elhelyezkedése is ismertté valt. Az Aox-ot az elmult szaz évben
szamos organizmusokbol irtak le, megismerték szerkezetét, miikodését, human
sejtekben fejeztették ki (2. abra), viszont miikodésének megértése még varat

magara (El-Khoury és mtsai., 2022).
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AOQX elsd heterolog

Arum spadix alternativ légzési génexpresszidja emldsokben

komponenst tartalmaz

. Elsé AOX AOX elsd heterolog
Termogenezis Ismeretlen légzési komponens cDNS génexpresszidja tenyésztett
nGvényekben selyemhernyokban izoldlasa human sejtekben

1778
[ ] L L L ® [ ]
Cianid rezisztens AOX oxidalja AOX azonositasa
respiracié Protistakban az ubikinont prokaridtaban
Cianid rezisztens légzés AOX felfedezése Metazoakban

novényekben
Citokromok felfedezése

2. abra AOX torténelmi dttekintése (sajat abra EI-Khoury és mtsai., 2022 alapjan)

3.4.1 Aox szerkezete, miikodése, gén expresszioja

Az Aox a 6 1égzési lancrol az ubikinol szintjén 4dgazik le; megkeriilve a
harmas és négyes komplexet termindlis oxidazként képes az oxigént
kozvetleniil vizzé redukalni. Ilyenkor proton transzlokacio csak a Komplex I -
en torténik, igy az ATP szintézis jelentdsen redukalodik. A II1. és IV. Komplex
inhibitorai (cianid, antimicin, hidrogén-szulfid, nitrogén-oxid) hatastalanok
vele szemben, viszont érzékeny a hidroxamsavakra, és az n-propil gallatra

(Martins €s mtsai., 2011; Rogov €s mtsai., 2014).

Eredetét vizsgéalva a legelfogadottabb elmélet, hogy az AoX mar az
endoszimbiozissal megjelent az eukaridta sejtekben, majd vertikalis
oroklédéssel terjedt el a kiilonb6z6 organizmusokban (Berry, 2003). Mas
magyarazat szerint a baktériumok horizontalis géntranszferrel szerezték meg,
viszont az Aox-hoz hasonld fehérje jelenléte az a-proteobaktériumokban az
endoszimbionta elméletet tamasztja ala (Vicente és mtsai., 2015). Az anaerob
— aerob atallas soran sziiksége volt a sejteknek egy oxigént redukalé fehérjére,
melynek az atmoszféraban 1évé magas szulfid koncentracié nem akadalyozza
a miikodését (Selinski és mtsai., 2018 ).
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Az Aox-ot leginkabb ndévényekben tanulmanyozzak, de a gombakban
torténd kutatasok is egyre Kiterjedtebbek. Rajtuk kiviil megtalalhato egyes
baktériumokban, protistakban, protozoakban, mikrosporidiakban és néhany

allatfajban is (Martins és mtsai., 2011).

A fungélis Aox szerkezetét tekintve homodimer, a mitokondrium matrixa
felé nézo, kb. 32 kDa méretli fehérje, mely tartalmaz egy nem-hem tipusu
kettds-vas magot, glutamat ¢és hisztidin maradvanyokkal koordinalva.
Novényekkel ellentétben nem az a-ketosavak indukaljak, hanem a kiilonb6z6

purin nukleotidok (Young és mtsai., 2013).

Az aktivitasa fiigg az ubikinon redox allapotatol (bizonyos esetekben csak
akkor kapcsol be, ha az ubikinon redukciés szintje 40 % folott van), az oxidalni
kivant szubsztratumtol és az intracellularis oxigén koncentraciotol. Oxigénhez
val6 affinitdsa joval kisebb, mint a citokrém c oxidaznak (Rogov és mtsai.,

2014).

Az aox gén a sejtmagban kdédolodik. A ndvényekhez képest kevésbé
diverz, egy alcsaladja 1étezik a gombakban. Mig a novények esetében az aox1
csak stresszhelyzetekben aktivalodik, az aox2 konstitutiv, a gén tobb kopidja
is egy idében fejezddik ki (Albury és mtsai., 2009). A fungdlis aox gén
regulacioja kevésbé ismert, de fajtol fliggden eltérd szabalyozés figyelhetd
meg. A. fumigatus esetében stressz hatasara képzoédik fehérje (Magnani ¢és
mtsai., 2008), viszont az N. crassa és A. niger esetében folyamatosan képzédik
transzkriptum, de génproduktum nem (Li és mtsai., 2011). A C. albicans is
kiilsé6 hatasokra fejezi ki egyik aox génjét, mig a masik konstitutiv
expresszioval rendelkezik (Huh és Kang, 2001). Az A. niger-ben
transzkripcids szabalyozas jellemzd, hasonldan a Tripanoszomékoz, bar naluk
egy policisztron struktiraba rendezddve fejezddnek ki (Honda és mtsai., 2012;

Albury és mtsai., 2009). Altalanossagban elmondhat6, hogy az Aox aktivitasa
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foképp transzkripciods €s poszttranszlaciés mechanizmusokkal szabalyozott

folyamat (Rogov és mtsai., 2014).

3.4.2 Aox élettani szerepe

Az Aox szerepe fajfiiggd, de legtobbszor még fajokon belill is tobbféle
lehet. Minden esetben elmondhatd, hogy a kikeriilt 1égzési komponensek
inhibitoraival szemben érzéketlen, igy talélést biztosit a sejtnek egyes toxinok
jelenlétében (McDonald, 2008; Huang és mtsai., 2002). A legtobb esetben a
ROS képzddésének csokkentésével is Osszefliggésbe hozhat6 (Ruiz és mtsai.,
2011; Magnani €s mtsai., 2008; Yan és mtsai., 2009). Biztositja a redukcids
egyensulyt, 1j kornyezethez valo alkalmazkodaskor a metabolizmus
rugalmassagahoz hozzajarulva szintén a sejt tulélését tamogatja (EI-Khoury és
mtsai., 2022).

Ahogyan korabban emlitettem, névényekben jol tanulményozott enzim,
fiziologiai szerepe sokrétii. Egyik legfontosabb feladata a termogenezis
elosegitése azaltal, hogy a felszabaduld szabadenergia ho formajaban tavozik
(ATP szintézis nincs), ami a beporzast végz6 rovarokat vonzo illatanyagok
parolgasat fokozza (Zhu és mtsai., 2011). Emellett kiilonb6zd stressztényezok
hatasara is fokozott expressziot mutat pl. ozmotikus, oxidativ stressz,
szarazsag, fényintenzitas valtozasa, patogének tdmadasa vagy tdpanyag hiany
(Colombatti és mtsai., 2014; Searle €és mtsai., 2011; Costa és mtsai., 2010).
Hozza kell tenni, hogy a novények tobb aox gént tartalmaznak, melyek
kifejezodése fligg a sejttdl, a szovettdl, életciklustol, tovabba az emlitett
stresszfaktorokra is kiilonb6z6 aox gének reagalnak (Rogov és Zvyagilskaya,
2015).

Gombak esetében is egyre tobbet tudunk meg az AoX szerepérol, viszont

a fajspecifikussag még inkabb jellemzo, és az adott gombafaj életmoddja is
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meghataroz6 (Rogov és mtsai., 2014). Az S. cerevisiae mitokodriuma nem
tartalmaz Aox-ot, ami a fermentativ energianyeréssel lehet 6sszefiiggésben, de
a teljesen aerob légzést folytatd élesztokben élettani jelentdsége bizonyitott
(Veiga és mtsai., 2003).

Az oxidativ stressz csokkentése az Aox egyik legismertebb funkcidja. A
Hansuela anomala és Pichia membranifaciens éleszték ROS jelenlétében
nagyobb Aox aktivitast mutattak (Minagawa és mtsai., 1992; Veiga és mtsai.,
2003). Az Aox miikodésével csokkenthetd az elektronok tulfolyasa a 1égzési
lancon, igy kevesebb esély van ROS képzddésére (Li €s mtsai., 2011). A.
fumigatus-ban ROS general6 vegyiiletek (paraquat illetve menadion) kezelés
hatasara is megemelkedett AoX szintet dokumentaltak (Magnani és mtsai.,
2008). Az Acremonium chrysogenum-ban szintén negativ korrelaciot talaltak
a ROS képzodés és Aox miikodése kozott, ami ez esetben is a mitokondrium

védo szerepére utal (Karaffa és mtsai., 2001).

Az Aox intenzivebb transzlacidja a novekedési fazistol és a szénforras
elérhet6ségétdl is fligghet. Paracoccidioides brasiliensis esetében példaul
csirazaskor mérhet6 foképp Aox aktivitas, P. pastoris-nal pedig folyamatosan
no, viszont a gliikoz kifogyasaval az Aox szint is hirtelen lecsokken (Kern és
mtsai., 2007; Hernandez és mtsai., 2011). Ezzel ellentétben az A. flavus vagy
A. nidulans aflatoxin és szterigmatocisztin termelése soran a késo stacioner
fazisban van jelentésége (Molnar és mtsai., 2018). Az aflatoxin bioszintézis
sok ATP-t és NADH-t igényel, viszont az ATP gatolja az oxidativ
foszforilaciot igy az Aox el tudja végezni a NADH regeneralasat. Az Aox a
sejt metabolizmusat a zsirsav szintézis felé iranyitja, majd lebontasaval a

prekurzorok biztositjdk az AT/ST szintézist (Tian €s mtsai., 2020).

Az Aspergillus nemzetség fajaiban az Aox aminosav szekvenciaja erésen

konzervalt, mely arra enged kdvetkeztetni, hogy természetes koriilmények
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kozott is fontos szerepe van a nemzetségben. Ebbol kdvetkezik, hogy szerepe

a biotechnologiai folyamatokban is meghatarozo lehet (Li és mtsai., 2011).

3.4.3 Aox szerepe a biotechnoldgiai folyamatokban

Szamos biotechnoldgiai folyamatban alkalmaznak ¢lesztOket és fonalas
gombakat, melyek produktivitdsahoz elengedhetetlen a magas oxigén tartalmu
kornyezet. Az oxidativ stressz soran ROS képzodik, melyet a sejt antioxidans
védekez0 mechanizmusa nem feltétleniil tud semlegesiteni (Li és mtsai.,
2009). Ez mar az inokulalas soran probléma, mivel lombikbdl fermentorba
keriilve a sejtek a nem jol megvalasztott levegdztetés mellett elnyujtott lag
fazist mutatnak (O’Donnell és mtsai., 2007). Ennek két oka lehet: vagy az Aox
mitkddésével nem tud elég ATP keletkezni, vagy a mar keletkezett ROS
gatolja a glicerin aldehid-3-foszfatot és akonitazt, ami szintén hatréltatja az

energianyerést (Li és mtsai., 2008; Murakami és Y oshino, 1997).

A. terreus lovasztatin termelése szilard-fazisu (SSF) és siillyesztett
fermentacios technologiaval is torténhet (Suryanarayan, 2003). Az SSF-ben a
sejtek jobban ki vannak téve az oxigén karos hatdsainak, ami korrelal az Aox
megndvekedett aktivitasaval. Idiofazisban, ahol a ROS koncentracio kritikus,
az Aox egészséges hatarok kozott tartotta azt (Pérez-Sanchez és mtsai., 2017).
Az A. terreus itakonsav termelése soran is jelentds aktivitast mutatott: alacsony
oldott oxigén (DO) szint (2 %) mellett a teljes 1égzés 15 %-at tette ki, 30 %
DO mellett viszont 3-szorosara nétt a cianid rezisztens 1égzés aranya. Habar
az A. terreus két aox génnel rendelkezik, csak az aoxA fejez6dott ki a
fermentacio soran (Molnar €s mtsai., 2018). Az Aox aktivitasa foszfat limitacio
hatasara is nétt, aminek a metabolikus fluxus fenntartisaban lehet fontos

szerepe, a limitalt ATP szintézis miatt (Songserm és mtsai., 2020).
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Oxalsavat termelé A. niger torzsben az oxalacetat-hidrolaz és aox gén
overexpresszidja nagyobb oxalsav hozamot nem, viszont magasabb gliikdz
felvételi ratat eredményezett. Az aox gén hatékony eszkoz lehet mas
organizmusok genomjaba integralva, mivel elGsegitheti azok metabolikus

aktivitasat (Yoshioka és mtsai., 2020).
3.4.3.1 Az Aox szerepe az A. niger citromsav fermentacioban

A citromsav a legnagyobb mennyiségben eléallitott szerves sav a vilagon.
Felhasznalasa sokrétii: ¢lelmiszeripartdl a gyogyszeriparig rengeteg lehetdség
van hasznositasara. Termelése szinte teljes mértékben az A. niger-rel valdsul
meg, mely csaknem kvantitativ hozammal (95 %) képes a szénforras -
citromsav atalakitasra (Reinfurt és mtsai., 2023). A nagy mennyiségili gliikoz
gyors lebontasdnak velejardja az ATP szintézis, mely allosztérikusan gatolja a
glikolizis irreverzibilis l1épéseit. Az AOX szerepe nyilvanvald: alternativ 1égzési
utat biztositva szétkapcsoljaa NADH regeneralast €s az oxidativ foszforilaciot,
igy a glikolitikus fluxus megerdsodik. Az Aox mikddéséhez fokozott
levegdztetés sziikséges, ami ROS képzddéshez vezetne, de az enzim azok
eliminalasaval biztositja a sejt védelmét (Karaffa ¢s Kubicek, 2003; Karaffa és
Kubicek, 2019).

Az A. niger cianid rezisztens 1égzésének fontossagat 1980-ban irtak le,
amikor SHAM-mel kezelt tenyészetek citromsav termelése leromlott, a
citokromos légzési komplex inhibitorai mellett pedig javult, viszont a

novekedésiik nem véltozott (Zehentgruber és mtsai., 1980).

A. niger WU-2223L t6rzs esetében is hasonlokat tapasztaltak, tovabba azt,
hogy az aox gén kifejezddése konstitutiv, aktivitasa a transzkripcids szinttel
egyiitt novekszik, viszont a gliikdz koncentraciotol fiiggetlen (Kirimura és
mtsai., 2006). Az aox gén expresszidja mar a sporakban is megfigyelhetd, ami

azért figyelemre méltd, mert tobb gombaban csak stresszhatdsok indukaljak
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crer

transzkripcids faktorok kotdhelyei talalhatoak (HSE, STRE), melyek az
Aspergillus-okban nagyfoku hasonldsagot mutatnak. Ezeknek kdszonhetéen
ho- és oxidativ stressz hatdsara magasabb Aox aktivitas figyelhetd meg. Mivel
egy fermentacio alatt a gomba folyamatos stresszhatdsnak van kitéve, az aox
gén kifejezédése folyamatos, kozvetleniil vagy kozvetetten reagalva a karos
kondiciokra, biztositja a magas citromsav kihozatal elérését (Honda és mtsai.,
2012). A hozam javitiasa az aox gén overexpressziojaval is lehetséges, tobb
kopia a genomban effektivebbnek bizonyul, mint a 1égzési komponenseket

gatlo inhibitorok alkalmazasa (Hou és mtsai., 2018).

3.4.4 Gombanak atok, embernek aldas

Az Aox potencidlis terapids célpont lehet egyrészt a huméan patogének

ellen, masrészt a mitokondrialis miikodési zavarok kezelésében.

A humian patogének tobbek kozott az Aox segitségével jatsszak ki a
gazdaszervezetet (Ruiz és mtsai., 2011; Akhter és mtsai., 2003). C. albicans
esetében megfigyelték, hogy az aoxl és aox2 gén is indukalhat6 vassal,
delécios mutansban ROS felhalmozodas és virulencia csdkkenés tapasztalhato.
Az emberi szervezetben a vastartalom szOvetenként eltérd lehet, igy a C.
albicans konnyen tud adaptalddni a metabolikus plaszticitasa miatt (Wright és
mtsai., 2014; Solis és mtsai., 2023). Mindemellett az egyik aox konstitutiv, mig
a masik stressz hatdsra fejezédik ki, foképp abban az esetben, ha a ROS
koncentracié magas (melyet az intracelluléris vas tartalom tovabb novel). Ha
ujra alacsony a ROS-szint, nem expresszalodik. Ezzel a szabalyozassal ATP
hidny nem alakulhat ki, mely Osszességében a gomba nodvekedését segiti

(Sharma és mtsai., 2023).
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Az A. fumigatus sporait a tiidé alvedlusok makrofagjai ROS termelésével
probalja elpusztitani, viszont az Aox csokkenti a karos hatasokat (Magnani és
mtsai., 2008). Egy masik védekezési mod az emlés immunsejtek nitrogén-oxid
termelése, ami a f6 1égzési lancot inhibialja, viszont az A0X alternativ 1€gzési

utat biztositva segit a gomba tlélésében (Martins és mtsai., 2011).

Hasonloan az antibiotikumokhoz, az antifungalis szerekkel szemben is
rezisztencia alakul ki, ami 0 terapidk kidolgozasat siirgeti (Ball és mtsai.,
2020; Lucas és mtsai., 2015). Az Aox-nak kdzvetlen szerepe nincs a gazdasejt
tamadasainak kivédésében, de kozvetett viszont igen: a virulencia
megerdsitéséhez a ROS csokkentésével, metabolikus flexibilitas biztositasaval
vagy a légzési lanc inhibitorai elleni rezisztenciaval jarul hozza. Specifikus
inhibitorokkal vagy kombinalt terapidkkal 0j tdmadasi pontja lehet a fert6zo

agenseknek (Edrich és mtsai., 2024).

Humén vonatkozasban nemcsak a patogének elleni kezelésben lehet
jelentdsége, de emberi sejtekbe transzformalva és expresszaltatva segitséget
nyUjhat egyes mitokondrialis eredetli betegségek enyhitésében (Saari és mtsai.,
2019; Dassa és mtsai., 2009). Drosophila melanogaster-ben, tovabba egér
kisérletekben is biztositotta a 1€gzést az elektron transzport lanc gatlasa soran
(Fernandez-Ayala ¢és mtsai., 2009; El-Khoury és mtsai., 2013). Parkinson
korhoz hasonlé mozgasszervi degeneracid esetében is pozitiv eredményt
hozott, tovabba az Alzheimert okozo béta-amiloid termelést is csokkentette
(Fernandez-Ayala és mtsai., 2009; El-Khoury és mtsai., 2016). Az aox
expresszioja a szeptikus sokk ellen is védelmet nyujtott, a mitokondrialis
aktivitas vagy védekezés stimuldlasaval felgyorsult a gydgyulds folyamata

(Szibor és mtsai., 2022).
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3.5 Egy gén élete

3.5.1 Génduplikacié

A novényekkel ellentétben az aox gén multiplicitasa gombakban erésen
fajfliggd. A S. cerevisiae és S. pombe mitokondriumabol teljesen hianyzik, mig
a C. albicans két teljesen kiilonbdz6 expresszios mintazatot mutat (Flipphi és
mtsai., 2023; Huh és Kang, 1999). A T. brucei csak egy aox génnel
rendelkezik, ami raadasul az egyetlen terminalis oxiddz a parazita véraramban

megjelend formaja esetében (Huh és Kang, 2001).

Az, hogy egy adott gént hany kdpiaban tartalmazza a sejt genomja, szamos
tényezotol fligg. A génduplikacid fontos mechanizmus evolucios szempontbol,
segiti az organizmus alkalmazkodasat a folyamatosan valtozé kornyezethez,
akar j funkcioval ellatva a génmasolatot (Long és mtsai., 2003). Ha a duplikalt
gén ugyanabban a genomban marad, akkor paraldognak, ugyanazt a gént egy
masik organizmus genomjiban pedig az eredeti gén ortologjanak nevezziik

(Magadum és mtsai., 2013).

A gének megkett6z6dése torténhet egyenlétlen crossing-over miatt
(tandem duplikéacio), aminek kovetkeztében géndarabok, a teljes gén vagy akar
tobb gén is egymas mellé keriil. Emiatt a DNS szekvencidk folyamatos
ismétlédése ¢és kiilonboz6 genetikai  atrendezddések torténnek, ami
megvaltozott fenotipust eredményezhet (Arguello és mtsai., 2007). Tovéabbi
mechanizmus a retrotranszpozicid, mely soran mRNS-bdl komplementer DNS
(cDNS) képzdédik reverz transzkripcioval, majd a genomba inszertaldodik
(Brosius, 1991). A retrogének mRNS mivoltuk miatt nem tartalmaznak
intronokat, viszont poly-A vagy szignal szekvenciakat igen. A DNS-be torténd
integralodasuk random, igy nem kapcsoltak az eredeti génnel, viszont

jellemzd, hogyha kodolo részek kozelébe vagy intronokba keriilnek nagyobb
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eséllyel irddnak at, mint az azoktol tavol es6 részeken (Casola és Betran,
2017). A transzpozici6 DNS transzpozonok segitségével is megtorténhet,
habar a folyamat még nem teljesen ismert. Nagyobb genomszakaszok
duplikacidja a szegmentalis duplikacid, ha pedig az egész genom

megkett6zodik és a sejtmagban akar két-harom kopia is jelen van,

------

3.5.2 Horizontalis géntranszfer

Ugyanazon gén tobb kopidban torténd megjelenése nem csak a vertikalis
oroklodés folyamataval valosulhat meg. A horizontdlis vagy lateralis
géntranszfer (HGT/LGT) soran a genetikai anyag cseréje és integralodasa
kiilonboz6 fajok kozott torténik meg (Doolittle és Ford, 1999). Foéképp
prokariotdkra jellemz0 mechanizmus, eukaridtdkban kordbban nem
tulajdonitottak neki kiilonosebb jelentdséget, (Loftus és mtsai., 2005; Doolittle
¢és Ford, 1998; Eichinger és mtsai., 2005). Ennek megfelelden gombakban sem
teljesen tisztazott folyamat, de szamos bizonyiték 1étezik a HGT-vel torténd
génatvitelre (Heinemann és Sprague, 1989; Bundock és mtsai., 1995; Nevoigt
¢s mtsai., 2000). A bor erjesztése folyaman az S. cerevisiae ¢s a bor egyik 6
szennyezdje a Zygosaccharomyces bailii kozott az 6kologiai kozelség soran
torténik HGT esemény: az S. cerevisiae koriilbeliil 65 KB genomrészt kapott
a Z. bailii-tol (Novo és mtsai., 2009). Masik példa az anasztomoézis folyamata,
amikor két spora egy specialis hifan keresztiil fuzional, igy egy sejtként
milkddve a genetikai anyag cseréje is megtorténhet (Read és mtsai., 2009).
Gombak esetében szamos transzport és szekretald protein HGT eredménye,
tovabba a megnovekedett metabolikus kapacitdshoz is hozzajarult. Gének
szazai szarmaznak baktériumokbol, de mas gombakkal, s6t akar novényekkel
is cserélddhet a genetikai informacié (Druzhinina és mtsai., 2016). A HGT

megvalosulasa viszont akadalyokba iitkdzhet, mivel az exogén DNS darabot a
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befogadd sejt idegennek ismeri fel, és a védekez6 mechanizmusok
lebonthatjak; ha pedig eljut a sejtmagig, annak membranjan nem feltétleniil tud
bejutni (Fitzpatrick, 2012).

3.5.3 A duplikalédott gén sorsa

A duplikalodott gén betoltheti ugyanazt a szerepet, mint az eredeti kopia:
biztositja a gén funkcigjat. A két alapveté miikodési mod szerint vagy tobb
géntermék keletkezik, amivel megerdsit bizonyos folyamatokat a sejtben, vagy
megtartja a gén ugyanazt a funkciot, de csak akkor fejezddik ki, ha az eredeti
valamiért gatolva van (Ohno, 1970). ,,Szubfunkcionalizacio” soran a két (vagy
tobb) gén megosztja egymds kozott a feladatat, ,,neofunkcionalizacid”
esetében pedig valamilyen 1) funkciot kap a replikacio (Magadum és mtsai.,
2013).

Evoluciés szempontbdl a fenti kétféle ,,génsors” preferalt, viszont a
sejtnek nincs feltétleniil sziiksége két ugyanolyan génre. Ha nem 4ll fent
szelekciés nyomds, a duplikidcid utdn néhany millio évvel megindul a
,pszeudogenizacio” folyamata (Lynch és Conery, 2000). A génmasolatban
mutaciok halmozodnak fel, ami miatt el6szor csak elvesziti mitkodését, majd
iddvel torloédik a genombol. A mutacidkat okozhatjak deléciok, inszerciok,
amik frameshift-et, a leolvasasi keret eltolodasat eredményezik. A nonszensz
mutacio esetében egy korai stop kodon épiil be, a missense mutacidk pedig egy
bazis cseréjével megvaltoztathatjak a kodolt aminosavat (Magadum és mtsai.,
2013). A génvesztés a legtobb esetben hosszu folyamat, a pszeudogének a
genomba agyazodnak, funkcidjukat vesztve evolicids bizonyitékokként
szolgaltatnak informaciot szamunkra (Zhang, 2003). Vannak viszont olyan
esetek, amikor egyenlétlen crossing overrel vagy valamilyen transzpozon
mozgasbol adédoan egy hirtelen fizikai torléssel kovetkezik be a duplikatum
elvesztése (Albalat és Canestro, 2016).
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A génvesztés nemcsak a duplikalddott gének sorsa lehet, evolciods elonyt
kialakitva példaul a jobb adaptacié érdekében is megtorténhet (Albalat és
Canestro, 2016). Tobb ¢él6lénynél is megfigyelhetd a regressziv evolucid
jelensége, melynek egy jo példdja a C-vitamin bioszintézis utolso 1épéséért
felelés gén elvesztése. A C-vitaminban gazdag novények fogyasztidsaval az
allatoknak nem volt sziiksége annak szintetizaldsara, igy az
energiahatékonysag érdekében funkcidjukat vesztették az ehhez sziikséges

gének (Drouin és mtsai., 2011).

Novényekben az aox gének tandem duplikacioval és/vagy blokk
duplikacioval (nagyobb blokk duplazodik meg, de nem tandem modon kovetik
egymast a gének) kettdzodhetnek meg. A gén nagy kopiaszamdhoz a tandem
jarult inkabb hozza, ami utan a gének 1j funkciot kaptak (Pu és mtsai., 2015).

A legtobb eukariotaban és eubaktériumban az aox eredete monofiletikus,
viszont a gombak esetében mas dsre vezethetd vissza. A gombak aox-a is két
fliggetlen vonalon 6rokl6dott: az egyikhez az Ascomycota-k és Bazidiomycota-
k tartoznak, a masik csoportot pedig a Zygomycota, Chytridiomycota és

Microsporidia fajai alkotjak (Pennisi és mtsai., 2016).
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4. Célkituzések

Az Aspergillus és Penicillium nemzetségek tagjai kozott szamos
iparilag fontos gomba talalhatd, tobbiikkel a Biomérnoki Tanszéken évek ota
folynak kutatasok. Az alternativ oxidaz vizsgalata sem tujkeletii, Tanszéki
publikéaciok sora foglalkozik mukodésével. Doktori értekezésem alapjaul

szolgalo célkitlizéseimet ezek alapjan fogalmaztam meg:

1. Az NCBI adatbazisaban fellelhet6 0sszes Aspergillus és Penicillium faj
aox génjeinek Osszegyljtése, majd az azokrol képzodott fehérjék

(szekvencia alapu) filogenetikai analizise.

Aspergillaceae csaladon beliil.
3. Génvesztési mintazatok feltarasa: a paraldog gének eltiinhetnek a
genombol, ha a sejt szaméra nem elénydsek. Emiatt a génduplikacios

események mellett a génvesztés vizsgalata is kiemelked6 fontossaggal

bir.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Alternativ oxidaz gének keresése, génstruktura megallapitasa

Az aox-ot kodolo gének dsszegytiijtése a National Center of Biotechnology
Information (NCBI) adatbéazisabodl tortént (2022 majus), TBLASTN kereso
algoritmus révén, melynek a beallitasai a kovetkezdek voltak: adatbazis:
Whole Genome Shutgun (WGS) contigs; BLOSUM62 matrix; Expect
treshold: 1000; Gap cost: Existence 10, Extension 1; Compositional
adjustment: no; Low complexity regions: not filtered. Referenciaként az
Aspergillus niger WU-2223-L (Kirimura és mtsai., 1999; Kirimura és mtsai.,
2006) torzs Aox fehérjének aminosav szekvenciajat hasznaltuk, melyben
elsOként hataroztadk meg az AO0X teljes hossziisagu cDNS-ét. A keresést az
Aspergillus és Penicillium nemzetségek, és az egyéb Eurotiomycetidae
alosztalyba tartoz6 gombak (Eurotiales és Onygenales rend adatbazisban
fellelhetd Gsszes genomja) korében végeztiik, tovabba fiiggetlen csoportként
az Eurotiomycetidae-hez legkdzelebbi rokonsagban 1évé Lecanoromycetes
osztaly fajait valasztottuk. Azokkal a génekkel dolgoztunk tovabb, melyek
kodolo fehérjéi 55-65 %-0s aminosav szekvencia hasonlosagot mutattak. Az
intron és exon Szerkezetek meghatarozasa manualisan tortént: a
génszekvencidk Word fajlba gylijtése utan mi magunk kerestiik meg az
intronokat jellegzetes struktarajukat felismerve (donor, lariat, akceptor) és
jeloltiik ki a szekvenciaban. A nem kodolo részek eltavolitasa utan az in silico

fehérje transzlaciot az Expasy (https://web.expasy.org/translate/) programmal

végeztiik el, igy kizarva az adatbazisba feltoltott pontatlan adatok hasznalatat.

Az alternativ NADH dehidrogendz keresését ugyanezen paraméterek
mellett végeztiik el. Az NCBI adatbazisa mellett néhany faj esetében (A. niger,
Usti szekcio fajai) az U.S. Dept. of Energy Joint Genome Insitute (JGI) genom
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szekvenciait is felhasznaltuk. Az A. niger masodik aox-anak blastja az
adatbazisban megtalalhato (2022 november) Osszes A. niger torzsben
megtortént, az aminosav szekvencidban 50-75 %-0S hasonlésdgot mutatd
fehérjék génjeit gyljtottilk Ossze. Az aox gének kozvetlen kérnyezetének
feltérképezése a szomszédos gének elhelyezkedésének ¢és Ilehetséges
funkcioinak meghatarozéasa a JGl-ba feltoltott genomszekvencidk segitségével

tortént.
Kiilonboz6 torzsek kozotti aox szekvencidk azonossagat, szézalékos

egyezésiik meghatarozasat a Clustal Omega online programmal végeztiik

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). Az alignmentek azonos

aminosav szekvencidit a Boxshade online szoftver segitségével emeltiik ki

(https://junli.netlify.app/apps/boxshade/). A kiilonb6zé fajok taxondmiai

besorolasat Houbraken ¢s munkatarsai osztalyozasa alapjan végeztiik

(Houbraken ¢és mtsai., 2020).
5.2 Maximum likelihood filogenetikai analizis

A kiilonb6zd Aox fehérjék tobbszoros szekvencia illesztése a MAFFT
(Multiple Sequence Alignment with Fast Fourier Transform, 7. verzio; Katoh
¢s Standley, 2013) programmal valdosult meg, E-INS-i algoritmus és
BLOSUM45 pontozé matrix alkalmazéasaval. A filogenetikai kovetkeztetésre
alkalmas régiok kivalasztasa a BMGE (Block Mapping and Gathering using
Entrophy; Criscuolo és Gribaldo, 2010) szoftverrel tortént BLOSUMSS
hasonlosagi matrix és 4-es blokkméret hasznalataval. A BMGE éltal trimmelt
szekvenciakbol Maximum Likelihood (ML) filogenetikai fat készitettiink
PhyML 3.0 (Stéphane és mtsai., 2008) online programmal LG matrixot
beallitva, gamma szubsztiticids rataval és 4 szubsztitucioval. Az ML fak a

FigTree (1.4.3 verzid) szoftverben lettek szerkesztve, majd az &brak
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finomhangolasat az Adobe Illustrator 2018-ban végeztiik. Az elagazasok
valosziniiségének értéke az approximate Likelihood Ratio Tests (aLRTs;

Anisimova és Gascuel, 2006) segitségével lett megadva.

Az aox génszekvencidkbol késziilt filogenetikai fakhoz szintén a fent
emlitett programokat hasznaltuk. A szekvenciaillesztésnél 200 PAM, a
BGME-ben 250 PAM:4 matricat allitottunk be. A fa készitésénél a szubtitiucios
modellként HKY85-et hasznaltunk gamma szubsztiticiés rataval, a
szubsztiticiok szama pedig 4 volt. Az A. welwitschiae esetében az egész
génszekvenciat (intronokkal egyiitt), mig az A. niger térzsek mutacioi esetében

a masodik és harmadik exont hasznaltunk fel.
5.3 Alkalmazott gombatorzsek, taptalajok

A kiilonboz6 duplikacios események soran 1étrejott aox paraldgok
kifejez6dését 7 fajban teszteltiik, tovabba A. niger-ben azok mutacioit is
bizonyitottuk. Az alkalmazott fajok és A. niger torzsek az 1. tablazatban

lathatéak a vizsgalt génekkel/génallélokkal egyiitt.

1. tablazat Mutaciok és aox gének kifejez6désének vizsgalatahoz hasznalt torzsek

Faj Torzs Vizsgalt gén/génallél
A. terreus NIH 2624 aoxA, aoxB2-1
A. oryzae RIB 40 aoxA, aoxB2-1
P. rubens NRRL 1951 aoxA, aoxB2-1
A. wentii DTO 134E9 aoxA, aoxB3
A. calidoustus SF006504 aoxA, aoxB1, aoxB4
A. sydowii CBS 593.65 a0xA, aoxB2-1, aoxB3
Trichoderma asperellum | CBS 433.97 a0XA, aoxB2-2
A. niger ATCC 1015 aoxB1 — vad torzs
A. niger CBS 554.65 aoxB1 — delécio
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A. niger CBS 147343 aoxB1 - transzpozon
A. niger CBS 630.78 aoxB1 — frameshift

A. niger CBS 769.97 | aoxB1- frameshift, nonsense mutacio

Az A. niger ATCC 1015 torzsben az aoxA kifejezodésének
tanulmanyozasa mellett az alternativ NADH dehidrogenaz (andB) vizsgalatara

1s sor kerult.

A torzsek fenntartasa az A. niger esetében NIG1 minimal taptalajon tortént
(6 g/L NaNOs, 1,5 g/L KH2PO4, 0,5 g/L MgSO4 x 7H20, 0,5 g/L KCI + 1 %
D-gliik6z, 20 ul nyomelem oldat (2. tablazat)); a tovabbi fajokat PDA (Potato
Dextrose Agar) taptalajon novesztettiikk. Az inkubalas 4-5 napig 27-38 °C-on
tortént, amit az RNS/DNS izoladlashoz sziikséges tenyészetek elokészitése
kovetett, a szdmukra megfeleld taptalajt hasznalva (2-3. tablazat). A spérakat
0.01 % Tweent tartalmaz6 spéramosé oldattal mostuk, majd az Erlenmeyer-
lombikokban sterilezett tapoldathoz adtuk, melyet torzsektol fiiggben 27-
38°C-on, 24-48 o6raig razoasztalon (Infors HT Multitron, Basel, Svajc) 200-
250 rpm-en (revolution per minute) razattunk. A kisérletekhez a VWR
International Kft. és a Sigma Aldrich analitikai tisztasdgl vegyszereit és a

VWR International Kft. eszkozeit hasznaltuk.

2. tablazat Nyomelem oldatok Osszetétele

A. niger NIG1 taptalaj nyomelemek P. rubens, A. calidoustus nyomelemek
EDTA 10 g/L CaCl, 0,1g/L
ZnS0O4 X 7 H,0 4,4 g/L FeSOq 0,1 mg/L
MnCl; x 4 H,0 1,01 g/L CoCl, 1 mg/L
CoCl; x 6 H20 0,32 g/L ZnS04 X 7 H,0 8,8 mg/L
CuS0O4 x 5 H.0 0,315¢g/L | CuSO4 x5 H,0 0,39 mg/L
(NH4)sM07024 x 4 H,0O 0,22 g/L NiSO4 0,1 mg/L
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0,08 mg/L

CaCl, x 7 H.0 1,47 g/L Nay[B4Os(OH)4] x 8
H>O

FeSO4 x 7 H20 1g/L MnCl, 0,072 mg/L
Na;MoO4 0,037 mg/L

3. tablazat Tenyésztéshez alkalmazott taptalajok

A. calidoustus

0,25 g/L. MgSO4
10 g/L (NH4)2SO4

Torzs Tenyésztési taptalaj
A. oryzae
PDB (Potato Dextrose Broth)
T. asperellum .

A wentii A. oryzae esetében + 1 % Triton X-100

A. sydowii A. sydowii esetében +2 M NaCl, 2 M MgCl,
2 g/L KH,PO4

P. rubens 8 g/L Na,HPO4

1 % D- gliik6z + nyomelem oldat (2. tdblazat)

A. terreus

0.1 g/L KH2PO4
3 g/L NH4NO;
1 g/L MgSO4 x 7TH,0
5 g/ CaCl,x 2H,0
1,67 mg/L FeCl; x 6H,O
8 mg/L ZnSO4 x 7H,0
15 mg/L CuSO4 x SH,O
60 mM Natrium-acetat

A. niger

2,5 g/ (NH4)2S0O4
0,15 g/L KH;PO,
0,15 g/L NaCl
2,25 ¢/L MgSOs x TH20
1,50 mg/L Zn**
0,10 mg/L Fe*
0,06 mg/L Cu**
0,05 mg/L Mn?"

10 g/L D-gliiko6z
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5.4 RNS/DNS izolalas, PCR, szekvencia azonositas

Az RNS és DNS izolédlashoz a tenyészetek a 5.3 pont alapjan lettek leoltva.
A biomassza osszegytijtése 3 fliggetlen tenyészetbdl (biologiai replikatum)
tortént, melyeket Miracloth-on (Millipore, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) valod atszlirés utan ioncserélt vizzel mostunk, majd azonnal
folyékony nitrogénbe martottunk. A micélium folyékony nitrogénen vald
feltorését kovetden a genomi DNS izolalasara a Macherey-Nagel NucleoSpin
Plant Il kit-el keriilt sor, mig az RNS izoladlashoz az RNA Plant kit-et
hasznaltuk (Macherey-Nagel GmbH és Co., KG, Diiren, Germany).

Az aox gének kifejezddésének vizsgalatdhoz a teljes RNS-bdl cDNS
irasara van sziikség, ami Oligo(dT) primer hasznalataval a RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit-el tortént 42 °C-on, 1 6ran keresztiil (Thermo
Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A cDNS ¢és az
altalunk tervezett génspecifikus primer parok (Integrated DNA Technologies,
Leuven, Belgium; 13.2 melléklet) segitségével a megfelelé géneket PCR
(Polymerase Chain Reaction) reakcidval szaporitottuk fel, Dream Taq DNS
polimerazt (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific,Waltham, MA, USA)
hasznalva a TI00TM Thermal Cycler PCR késziilékben (Bio-Rad, Bio-Rad
Hungary Ltd., Budapest, Magyarorszag).

Az A. niger aoxB1 mutaciok azonositasahoz genomi DNS-t hasznaltuk. A
PCR reakcid soran a kezdeti DNS denaturaciohoz 95 °C-ot 3 percig allitottunk
be, amely késébb koronként 95 °C-ra és 30 mp-re valtozott. A génszakaszok
felszaporitasa 30 korben tortént meg, a primerek betapadasdhoz 54 °C-ot és 1
percet valasztottunk az elézetes gradiens PCR alapjan, tovabba az elongacio
72 °C-on tortént 0,5-1 percig, a fragmensek méretétol fliggéen. A reakcid

végén 72°C-on, 5 percig poszt-elongacid tortént; a PCR termékek ellenbrzése
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agaroz gélelktroforézissel valosult meg (SeaKem LE Agarose; Lonza Group
Ltd., Basel, Svajc).

Génexpresszid vizsgalata sordn a reverz transzkripciéos PCR esetén 35
korben valosult meg a cDNS felszaporitdsa, ugyanazon paramétereket
hasznalva, mint a genomi DNS sokszorositasa soran. A kiilonbség minddssze

a cDNS mennyiségében volt, melybdl 2 ul kertilt bemérésre, 1 ul helyett.

PCR esetében 1,5 % -os agardz (SeaKem LE Agarose; Lonza Group Ltd.,
Basel, Svajc) gélt és TAE puffert (Tris-base, Acetic-acid, EDTA), mig RT-
PCR termékek ellendrzéséhez 2 % agarozt és TBE puffert (Tris-base, Boric-
acid, EDTA) hasznaltunk.

A tisztitott PCR fragmenseket (NucleoSpin Gel & PCR Clean-up,
Macherey-Nagel GmbH & Co., KG, Diiren, Németorszag) pGEM-T Easy
vektorba klonoztuk (pGEM-T Easy Vector System |, Promega Corporation,
Madison, WI, USA), melyek felszaporitasa kompetens E-coli sejtekben tortént
(JIM109 Mix & Go! Competent Cells, Zymo Research, USA). A plazmid DNS
izolalasa NucleoSpin Plasmid EasyPure kit-el (Macherey-Nagel GmbH &
Co.,KG, Diiren, Németorszag) tortént, majd 3 fiiggetlen klon kivalasztasaval
(technikai replikatum) univerzalis primerek hibridizacidja mellett, mindkét
szalat megszekvenaltuk (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany). A
szekvenalas eredményeit szekvenciaillesztéssel ellendriztiik a Clustal Omega
online programmal (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). A cDNS
¢és genomi DNS szekvencidkat a GenBank adatbazisba toltottik fel (4-5.
tablazat).
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4. tablazat Kiilonb6z6 paraldgok GenBank kodjai

Fajok

A. terreus

NIH 2624

A. oryzae

RIB40

P. rubens**

NRRL 1951

A. wentii

DTO 134E9

A. calidoustus

SF006504

A. sydowii
CBS 593.65

T. asperellum

CBS 433.97

A. niger ATCC 1015

Master kodok

AAJN [GenBank]

JZIM [GenBank]

AM920416-64 [EMBL]
JAQKAF [GenBank]

LJSE [GenBank]

CDMC [GenBank]

MRCH [GenBank]

MBGH [GenBank]

ACJEO1 [GenBank]
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GenBank kodok
[cDNA]
aoxA OR702883
aoxB2-1 OR702884
a0xA OR683635
aoxB2-1 OR683636
a0xA OR702887
aoxB2-1 OR702888
ao0xA OR702885
aoxB3 OR702886
ao0xA OR714815
aoxB1 OR631741
aoxB4 OR631740
a0xA OR702890
aoxB2-1 OR702889
aoxB3 OR702891
ao0xA OR683637
aoxB2-2 OR683638
aoxB1 0Q686795
andB 0Q689783



5. tablazat aoxB1 génallélok GenBank kodjai

Genom Master
A. niger torzs Kédok Génallél GenBank Kédok
ATCC 1015 ACJEO1 L. allél — vad tipus 0Q606865
CBS 554.65 JAGRPHO1 II. allél — delécid 0Q590013
CBS 147343 JAKIMCO1 I11. allél — transzpozon 0Q633014
CBS 630.78 JAKLXO01 V. allél - framshift 0Q633015
CBS 769.97 JAKIMKO1 VI. allél — framshift + 0Q633016
nonsense

5.5 Génexpresszio vizsgalata SRA adatokbdl

A génexpresszi6 Dbizonyitdsdhoz tobb torzs

esetében az NCBI

adatbazisaban talalhaté Sequence Read Archives (SRAs) adatokat hasznaltuk,

melyek megerdsitik az intronok kivagodasat. A BLAST soran 60 nukleotid

hosszisagu  szekvencidkat

alkalmaztunk, melyek két

crer

tartalmazzak. Csak a legalabb 98 %-ban azonos SRA adatokat hasznaltuk fel.
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6. Eredmények

6.1 Az Aspergillaceae aox gén paralogjainak kialakulasa

Az Aspergillus és Penicillium nemzetségek aox paraldgjaihoz kothetd
duplikacios események vizsgalata soran 531 aox génszekvenciat gyljtottiink
Ossze az adatbazisokbol. A gének 351 fajbol szadrmaznak, melyek az
Eurotiomycetidae alosztalyba tartoznak, tovabba kiilsd, fliggetlen csoportként
a Lecaronomycetes bizonyos tagjait valasztottuk kutatasunkhoz. Az intronok
manualis meghatarozasa ¢és fehérje dedukcid utan Maximum Likelihood
filogenetikai fat hoztunk Iétre, melyet az emlitett Lecanoromycetes fajok
AoxA (AxoA a minden faj esetében jelenlévd elsddleges Aox fehérje)
proteinjeivel gyokereztettiink (Mellékletek 13.6). A fa vazat a 351 faj AoxA
fehérjéje adja, amikhez bizonyos pontokon az AoxB (paraldog, masodlagos
vagy akar harmadlagos Aox, melyek duplikicidval jottek létre) fehérjék is
bekapcsolddnak. A paralégok helyzete 4 kiilonbozd duplikacids eseményre
utalnak, melyek eltéré idoben alakultak ki és bizonyos fajokra/csoportokra

jellemzoek. Sematikus 6sszefoglalasuk a 3. abran lathato.

aoxA
Aspergillus ¢s Penicillium aoxA
Ere(lel Rend szintjén Ercdet Csalad szintjén Eredet Genus szintjén Eredet Scction szintjén
[Esemény 1 Esemény 2 Esemény 3 Esemény 4
aoxB1 aoxB2 1 aoxB2 2 aoxB3 aoxB4
(A.niger) (A. terreus) (A. arachidicola) (A.westerdijkiae) (A. ustus)
(A.calidoustus) (P chrysogenum) (T. aperelloides; HGT) (A sydowii) (A.calidoustus)

(A. arachidicola)
(A. sydowii)

3. abra aox gén duplikaciok eredete
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A duplikacios eseményekkel keletkezett paralogokat ,,B” jelzéssel
lattuk el, tovabba szamokkal jeloltiik attol fliggden, hogy mikor jottek 1étre.
Bizonyos fajok tobbszor is megszerezték az adott gént, példaul a Karib-tenger
korallzatonyait aszpergillozissal fert6z6 A. sydowii (Soler-Hurtado és mtsai.,
2016), mely a mindenhol jelenlévé aoxA gén mellett az aoxB2-1 és aoxB3
géneket is tartalmazza. Természetesen az evolicid sordn a gének elvesztése is
megtortént, amire bizonyiték, hogy teljes Aspergillus szekciokbol hianyoznak
a duplikatumok. A 4. abra a mindenhol jelenlévé Aox fehérjékbdl alkotott
filogenetikai fat &brazolja, melyhez a pontosabb eredmények elérése
érdekében az els6 analizis utan egyesével adtuk hozza azokat az Aox fehérjéket

melyek a négy kiilonbdzd csoportot alkotjak.

c
H e Elaphomycetaceae

Trichocomaceae

Talaromyces_ proteolyticus_ 1B

Penicilliopsis_zonata_1

Penicillium clade

0,99
—— Evansstolkia_leycettana_1

Aspergillus_wentii_1

Xeromyces_bisporus_1
1]

Byssochlamys_sp_BYSS01_1
0,48] Monascus_purpureus_1

0,39

0,98 Monascus_pilosus_1

0,82

0,76 Monascus_ruber_1

1 Aspergillus_sp_MA_6041_1B
t Eurotiomycetes_sp_MA_6039_1
0.08 07 Eurotiomycetes_sp_MA_8038_1

L los m-‘ Sectlion Aspergillus

Aspergillus_tanneri_1

Section Circumdati

Section Polypaecilum
Section Flavi
Aspergillus_olivimuriae_1
Aspergillus_nanangensis_1

Section Terrei

0,43 .
Section Candidi

Aspergillus_cejpii_1
0.92 Aspergillus_clavatus_1
Section Fumigati

:_] Section Ochraceorosei

Section Usti

0,94 - Section Nidulantes

—e—eelill] section Nigri
0.96

0.08

4. dabra AoxA filogenetikai fa
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A konnyebb megértés érdekében a kiilonb6zo duplikéacios események
AoxA filogenetikai fan torténd elhelyezkedését az 5. abra cladogramjain
mutatom be. A cladogram pontos evoltcios kapcsolatokat nem szemléltet,
viszont a duplikacidés események helye jol lathatd. Az, hogy a paralogok
milyen hasonlosdgot mutatnak akar egymashoz képest akar az AoxA
proteinnel, tobbszords szekvencia illesztéssel allapithatd meg. Az AoxA
aminosav szekvencidk erdsebben konzervaltak, mint a paralogok, melyekre
nagyobb genetikai variabilitas jellemzd. Az AoxA esetében az A. terreus, P.
chrysogenum, A. calidoustus és A. sydowii fajok aminosav szekvenciit
hasonlitottuk 0ssze, mely a kiilonb6z6 szekciok fajai kozott bizonyitja a
szekvenciak nagy hasonlosagat (6-7. abra). A paralogok esetén az A. sydowii
¢és A. calidoustus AoxB proteinjeit valasztottuk, mivel a két faj harom-harom
aox génnel rendelkezik, amelyek kiilonb6zdé duplikédcios eseményekbdl
szarmaznak. Az 0Osszehasonlitast a masodik exon tirozin (Y) kodonjatol
kezdtiik, mivel a fehérje N-termindlis részén mitokondrialis szignal talalhato,
ami nagyfoku eltérést mutat az Aox fehérjék kozott. A megegyezd
aminosavakat fekete hattérrel jeloltiik. A pontos hasonlosagot a Mellékletek

13.3 fejezete tartalmazza.
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aoxB1
F‘ 3
{
= aoxB2-1 =
- <Pmicilﬁum genus (AmA) w@oxB3

aoxB4

5. d@bra A kiilonbozo duplikacios események dltal kialakitott paralogok elhelyzkedése az aoxA filogenetikai fan. A= aoxBl eredete az

Aspergillaceae csaladon kiviil. B= aoxB2-1és aoxB2-2 elhelyezkedése. aoxB3= Penicillium nemzetségen beliili szarmazas. aoxB4= Usti
szekciora jellemzo, legkésobb bekévetkezett duplikdacios esemény

39



P chrys.A YTE SEETAHR NWSDWEALGTVR, M GMVGGMLRHLRSLREMKRDNGWIETLLEEAFNERMHLLTFLKLAE PGWFMRMV

A calido.A DAKBWS G\ | y REV SV Y VGG LRHLRSLRRMKRDBIGWIETLLEEAWNERMHLLTFLKLAE PGWFMRLV
A sydowii A REAK - J ILRHLRSLRRMKRDNGWIETLLEEAMNERMHLLTFLKMAEPGWEMR

A terreus A {ROM REAKNWS DW\ RMLRWGMD Y GKEN RFRV RFV SV GMLRHLRSLRRMKRDNGWIETLLEEAFNERMHLLTFLKLAEPGWFMRLMV

P chrys.2 [ CHRFVGY AVATYTR, AGNL Pl LBA PE T AV Y W8l PE GRINMK ADEAKHREVNHTLENLK)4¥®DPNPY| IEEAILSVS.
J. QTN EC oYW 1.5 Y LV S PRTCHREVGY GNL) APEIAIQYWKMPEG {DLLLYJR? .EVNHTLANL
A sydowii A [CEENg C AG A % ) Pk

A terreus A

6. dbra AoxA szekvenciaillesztés a P. chrysogenum, A. calidoustus, A. sydowii, A. terreus fajok kézott

calid.A O N g g R C GWIETLLEE
syd.A Y N ISDWV N ) > g V N K NGWIETLLEE
calid.B4 M Q N WGMDIR\ S 5 V (K 3 V 3 A NGW

syd.B2_1
calid.Bl
syd.B3
calid.A
syd.A

1. abra Paralégok szekvenciaillesztése. Sorban: A. sydowii_B2-1, A. calidosutus_B1, A. sydowii_B3, A. calidoustus_A, A. sydowii_A, A.
calidosutus_B4
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Az AoxA konzervitasat alatimasztja a tobb mint 70 %-0S aminosav
szekvencia egyezés. A szekvencidk hasonldésaga adja meg a paralogok
helyzetét a filogenetikai fan: azon AoxA fehérjékhez kapcsolddnak,
melyekhez leginkabb hasonlitanak, igy ebbdl levonhatdak a kovetkeztetések.

Minél jobban hasonlit egy szekvencia az eredeti génhez, az evolicid Soran

annal késobb tortént meg a duplikacio.
6.1.1 aoxB1 paralég eredete

Az els6, Osszes paralogot tartalmazd elemzés utdn csak az AoxBl

csoportba tartozo fehérjéket adtuk az AoxA-t tartalmazo fahoz (8. abra).

Pseudotulostoma_volvatum_A

Elaphemyces_granulatus_A

092
Rasamsonia_emersonii_~A
Trichocomaceae
—  Talaromyces_proteolyticus_AZ
0,89 Penicillium_swiecickii_JGI_aoxB1

0,87

L] Aspergillus_calidoustus_2_aoxB1
087

. 0,96
Aspergillus_calidoustus_aoxB1
1 1

-~ Aspergillus_niger_CBS_131_52_aoxB1

A_awamori_IFM_58123_aoxB1

0354, Aspergillus_phoenicis_aoxB1

084 & Aspergillus_welwitschiae_aoxB1
0881 Aspergillus_niger_ATCC_1015_aoxB1
076

Aspergillus_niger_CBS_124_48_aoxB1

[ Aspergillus_niger_CBS_118_52_aoxB1

Aspergillaceae
0,9

01

8. dbra aoxBl filogenetikai faja

41



Mindosszesen 4 kiillonbozo faj szerezte meg ezzel az eseménnyel a
masodik alternativ oxidazat: P. swiecickii, A. calidoustus, A. implicatus, A.
niger. A 75 vizsgalt A. niger torzsek magukba foglaljak az A. niger sensu
stricto komplexet, és azok testvérfajait, az A. awamori és A. welwitschiae
torzseket. A filogenetikai fan a konnyebb atlathatosag érdekében a duplikacios
eseményt nem érintd csaladokat (Aspergillaceae, Trichocomaceae,
Thermoascaceae) 6sszevontuk, amiket a kiilonb6zé haromszogek jelolnek.
Mar ebbdl is jol lathatd, hogy ez a meglehetdsen ritka esemény nem az
Aspergillaceae csaladdal van kapcsolatban: a duplikatumok az Onygenales
rend agarol szarmaztathatoak. Az Eurotiales rend tobbi csaladjahoz kdzelebbi
rokonséagban all, viszont ezek a fajok nem rendelkeznek masodik aox génnel,
csak ugy, mint az Onygenales rend tagjai. Feltehetéleg egy horizontalis
géntranszfer eredménye lehet az a0xB1, mely az Onygenales egyik faja és az
emlitett négy Aspergillaceae csaladba tartozo egyedek kozott valosult meg, és
melynek pontos ideje nem hatdrozhaté meg az daltalunk alkalmazott
modszerekkel. Az aoxB1 tehat nem az elsd duplikacids eseménynek szamit, az
egyes jelz6 minddssze arra utal, hogy a tobbi duplikacioval ellentétben nem az

Aspergillaceae csaladhoz kothet6 az eredete.

6.1.2 aoxB2-1; aoxB2-2 paralog eredete

Az 531 vizsgalt protein koziil csaknem 100 paraldog szarmazik ezen
duplikacios esemény kovetkeztében, ami valosziniileg az Aspergillaceae
csaladban az Aspergillus és Penicillium nemzetségek szétvalasa el6tt tortént
(9. abra). A legtobb Penicillium igy szerezte meg a masodik aox gént, csak
néhany faj rendelkezik csak aoxA-val, vagy egyéb aox paraloggal. Mivel 6si
génduplikécids eseményrdl van szo, a mainal tobb taxon is tartalmazhatta, bar
igy is szamos Aspergillus szekcio rendelkezik vele, mint a Flavi, Terrei vagy
Candidi fajok. A Fumigati, Nigri, Circumdati, Usti fajaibol hianyzik, tovabba
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a Nidulantes szekcio legtobb alszekciojabol, kivéve a Versicolores-t, melyben
fent maradt az aoxB2-1 paralog. A Flavi szekcid tagjainak aoxA génjében a
masodik intron eclvesztését tapasztaltuk. Az Aspergillus szekcid bizonyos
tagjai rendelkeznek a szoban forgd paraldoggal, mig masoknak csak aoxA

génjiik van, viszont az A. cristatus esetében pszeudogénként azonositottuk az

aoxB2-1-et.
TRasamsoma_emersomi_aoxA
- Trichocomaceae acxA
S Y i
1 mE\aphcmycs1aceaeaoxA
g —
Aspergillus_bombycis_aoxB2_2

L 0,99
0,78 I——Aspergi\Ius_cae\atus_achZ_Z

U

9 099 T_asperelloides_T203_aoxB2_2
—‘h__—AspergiHus_arachidico\a_aoxEZ_Z
056k= Trichoderma_asperellum_aoxB2_2
1

Sectien Candidi aocxB2_1
i Section Aspergillus aoxB2_1

Section Terrei aoxB2_1

— 0,35‘ _099“ Section Nidulantes Series Versicolor aoxB2_1
Section Flavi aoxB2_1

1% Penicillium clade aoxB2_1
- Penicillium clade aoxA

w _W‘SECHGH Candidi aoxA

Aspergillus_nanangensis_aoxA

0,81
03 Aspergillus_olivimuriae_aoxA
087 Section Terrei aoxA
0.8

Aspergillus_cejpii_aoxA

094
L 0.87 Aspergillus_clavatus_aoxA
ke k) ) :
094 Section Fumigati aoxA

0¥

078 Aspergillus_sp_MA_6041_aoxA
Eurotiomycetes_sp_MA_6038_aoxA
0,79 Eurotiomycetes_sp_MA_B039_aoxA
Xeromyces_bisporus_aoxA

M Byssochlamys_sp_BYSS01_aoxA
084

085

L4

0,81
Monascus_purpureus_aoxA

gg7lyMonascus_pilosus_aoxA

Monascus_ruber_aoxA

—o< Section Nigri aoxA
093

02

9. abra aoxB2-1 és aoxB2-2 filogenetikai faja, sarga hattérrel kiemelve a paralogok
elhelyezkedését
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A filogenetikai fan sarga hattérrel jeloltem a paraldgok helyzetét. Jol
lathato, hogy az aoxB1-gyel ellentétben a B2 az Aspergillaceae csalad aoxA-
tol szarmazik, a hosszabb agak a nagyobb genetikai valtozékonysagot jelzik.
A. terreus esetében példaul 66,16 %-os egyezés mutatkozik az eredeti és a

paralog gén kozott.

Az eddig taglalt aoxB2-1 mellett viszont észrevehetd egy kisebb csoport
is, melynek az aoxB2-2 nevet adtuk. Mindéssze harom Aspergillus fajban van
jelen: A. caelatus, A. bombycis, A. arachidicola (Flavi szekci6), tovabbi harom
Flavi-ban pedig erdsen degeneralt proteint talaltunk. Szekvenciak hianyaban
pontosan nem tudjuk meghatarozni, hogy parhuzamosan jott 1étre az a0xA-bdl,
vagy az aoxB2-1 génbdl ered, viszont azok a fajok, melyek tartalmazzak,
rendelkeznek aoxB2-1 paraloggal is. A kiilonbségek egy szekcion beliil arra
engednek kovetkeztetni, hogy a legtobben elvesztették az aoxB2-2 gént, és az
aoxB2-1-et tartottadk meg.

6.1.3 Horizontalis géntranszfer két kiilonb6zé taxondémiai csoportba

tartozo faj kozott

Egy paralog gén megszerzése ritkabban ugyan, de torténhet horizontalis vagy
lateralis transzferrel is, mely két kiilonb6zé gombafaj, vagy akar baktérium és
gomba kozott is elé6fordulhat. A 10. abran lathato, hogy az aoxB2-2 csoportba
nem csak a Flavi szekcié néhany tagja tartozik, hanem a T. asperellum és T.
asperelloides rejtett fajok is (,,cryptic species”, melyek nagyon hasonloak, de
genetikailag nem azonosak; Samuels és mtsai., 2010). A Trichoderma fajok a
Hypocreaceae csalad tagjai, melyek aox génjének kodolo részét két phase-zero
intron szakitja meg (10. abra), a kozépsé exon mérete 399 nukleotid, tovabba
nem rendelkeznek masodik aox génnel. Az intronokat fazisok szerint harom
csoportba osztjuk, attol fiiggden, hogy hogyan szakitjdk meg a kodont. A

phase-zero intron nem szakitja meg, a phase-one a kodon els6 bazisa utan, a
44



phase-two pedig a kodon masodik bazisa utan épiil be (Rogozin ¢s mtsai.,
2012).
Ezzel ellentétben T. asperellum/asperelloides genomja tartalmaz aoxB

gént, amit az NCBI adatbazisdban fellelhetd mind a 12 szekvencidban

megtalaltunk.
0 0
aoxd Trichoderma asperellum
aoxB2 2 Trichoderma asperellum
aoxB2 2 Aspergillus arachidicola
aoxA Aspergillus arachidicola
2 2

10. dbra Intron poziciok a T. asperellum és A. arachidicola fajokban. Piros szinnel a T.
asperellum aoxA gén phase-zero intronjait, mig zolddel az A. arachidicola aoxA és aoxb2-2
gének phase-two és a T. asperellulm HGT-vel szerzett aoxB2-2 phase-two intronjait jeloltiik

Raadasul a génstruktaraja megegyezik az Aspergillus ¢és Penicillium
fajokban 1év6 paraloggal: kett6 phase-two intron, koztiik 297 nukleotidbol allo
exonnal. A T. asperellum/asperelloides masodik aox génje a legnagyobb
hasonlésagot az A. arachidicola aoxB2-2 génjével mutatja. A teljes fehérje
szekvenciajuk 86 %-ban azonos, mitokondrialis szignal nélkiil ez 93 %-ra nd.
A 11. abran lathaté szekvenciak koziil az els6 sor az A. arachidicola AoxA
fehérjéje, a masodik az AoxB2-2 (koztiik az egyezés 71,8 %), az utolso pedig
a T. asperellum AoxB2-2 fehérje.

11. d@bra T. asperellum és A. arachidicola aoxB2-2 alignment. 4 fekete hdttér a génekben
megegyezé nukleotidokat jeloli
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6.1.4 aoxB3 - Penicillium nemzetségben sziiletett génduplikacio

A harmadik duplikacios eseménnyel 1étrejott aoxB3 paraldg tiz

Aspergillus és egy Penicillium faj genomjaban maradt fent (12. 4dbra). Az

Aspergillus fajok 6t kiilonb6z6 szekciobol szarmaznak, viszont nem talalhatd

meg minden fajban az adott szekcion beliil. A Circumdati szekcidban harom

faj rendelkezik vele (NCBI adatbazisban elérhetd fajok): A. melleus, A.

weterdijkiae, A. ochraceus, viszont harom masik faj nem tartalmazza. A

népesnek szamitd Nigri szekcioban minddssze az A. uvarum, mig a

Nidulantes-ek koziil is csak két faj, az A. sydowii és A. versicolor rendelkezik

aoxB3 génnel. Azonban a Versicolor alszekcié néhany tagjanak (A. jensenii,

A. tennesseensis és az A. creber) genomjaban talalhatdo egy maradvany az

aoxB3 génbdl, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a tobbi Versicolores faj is

rendelkezett vele, de az idok folyaméan elvesztették azt.
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12. abra aoxB3 paralogok lehetséges helyzetei

A filogenetikai analizisben részt vevo fehérjék szamanak valtoztatasaval
négy kiilonbo6z6 filogenetikai fat kaptunk, melyek az aoxB3 paralog lehetséges
eredetét szemléltetik. A fak csak azokat a Penicillium fajokat tartalmazzak,
melyek kozvetleniil kapcsolodnak az &ltalunk vizsgalt duplikdtumhoz: a
Penicillium alnemzetség tovabbi fajait 6sszehtiztuk, az Aspergillus-okat pedig

eltavolitottuk ebben az esetben.

Valoszintisithetdleg az aoxB3 paraldg egy Penicillium fajtol szarmazik,
az esemény ideje mar az Aspergillus-ok és Penicillium-ok elvalasa utanra
tehetd, és teljesen fliggetlen a mar targyalt aoxB2-1 duplikaciotol. A kiilonbozo
filogenetikai fak vagy a Penicillium alnemzetségbdl, vagy az Asperelloides
alnemzetségbdl vald eredetet tdmasztjak ald, igy teljesen pontos képet nem

tudunk alkotni a gén eredetérdl. Viszont a kiillonb6zd kapcsolodasi pontok arra
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engednek kovetkeztetni, hogy az esemény a két alnemzetség szétvalasanak az
idépontja koril tortént. Az biztos, hogy a gén egy kozos Penicillium 6stdl
szarmazik lateralis transzfer altal, majd vertikalisan 6roklodott tovabb néhany
Aspergillus szekcioban, viszont az id6k folyaman a legtobb faj elvesztette. A
P. brevicompactum esetében egy masodlagos lateralis transzfer allhat a

hattérben, ahol egy Aspergillus faj adhatta at az aoxB3 gént.

6.1.5 aoxB4 - az Usti szekciora jellemzo paralég

Az aoxB4 gént létrehozd duplikacios esemény egyediil az Aspergillus
nemzetség Usti szekcidjaban tortént, tovabba a P. brasilianum is ugyanezzel a
génnel rendelkezik. Mivel csak egy szekcion beliili torténésrdl van szo, arra
kovetkeztethetlink, hogy a ,kozelmultban” wvalésult meg a gén
megkettdzddése, feltehetdleg az Usti és Ochraceorosei szekciok szétvalasa
utan, korilbeliil 40-50 millio évvel ezel6tt (az Aspergillus és Penicillium
nemzetségek szétvalasa 94 millid évvel ezelbttre tehetd; Steenwyk és mtsai.,
2019). Az emlitettekre tovabbi bizonyiték néhany faj aoxB4 kornyezetének
vizsgélata, ami sordn a legtobb esetben ugyanazokat a génszomszédokat
talaltuk (13. abra). Ennek egy lehetséges magyarazata, hogy a génnek ,,nem
volt még ideje” mozogni a genomban, ezért a kdrnyezete megegyezik minden

fajban, ahol megtortént az adott esemény.
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A.calidoustus, A.pseudodeflectus, A.insuetus, A.keveii

my ) e oy o G )

A.germanicus

A.carlshadensis

& =) ) wr) ) G )

P brasilianum

@ &= Emp ) EmE) ) E=)

crer

szinek a homolog géneket jelolik

A 13. 4dbréan az ugyanazon funkciokat ellatd fehérjéket kodold géneket
ugyanazon szinekkel jeloltiik, ami jol szemlélteti a hasonlosagot kiillonb6zo
fajok kozott. A korabbi duplikacids eseményeknél a gén kornyezetének ilyen
szintli hasonlosdga nem volt megfigyelhetd, ami azok dsibb eredetére utal.

A filogenetikai fabol (14. 4bra) jelen esetben is a szdmunkra informativ
részt emeltiik ki. A Nidulantes alnemzetség mas fajaiban valdsziniileg nem
tortént meg a duplikacios esemény, viszont egy Penicillium faj tartalmazza. A
P. brasilianum valoszintileg horizontalis transzferrel kapta valamilyen Usti
fajtol, az aoxB4 duplikacio bekovetkezése utan, viszont a szomszédos gének
vizsgalatanal latszik, hogy egy nagyobb genomszakasz atvitele tortént. A
géntranszferre a csaknem 90 %-os aminosav szekvencia egyezés

(mitokondrialis szignal nélkiil) is egyértelmii bizonyiték.
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14. dabra aoxB4 filogenetikai fdja, csak az Usti szekciot kiemelve

Erdekes megfigyelés, hogy az aoxB4 gént tartalmazo fajok esetében az
aoxA gén egy harmadik intront szerzett az evolucid soran, ami a Nidulantes-

ekre nem jellemzd phase-zero tipusu intron.
6.2 aox paralég gének expresszidja

Novények esetében jol tanulmanyozott, hogy a kiillonb6z6 paralégok vagy
egyltt fejezddnek ki az aoxA génnel, vagy adott életkoriilménytdl fiiggden a
megfeleld metabolitikus aktivitdsra vagy stresszvalaszra reagalva fejezddnek
ki. Az Aspergillus és Penicillium nemzetség fajaiban eléfordul akar harom aox

gén jelenléte is, igy ezekbdl a fajokbdl, tovabba a két aox gént tartalmazokbol
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kivalasztottunk hetet, hogy a génexpressziot laboratdriumi koriilmények
kozott vizsgaljuk meg, hogy valoban torténik-e kifejezddés. Ezt megeldzden
SRA adatokkal probaltunk bizonyitékot talalni az RNS splicing eseményre
(Melléklet 13.2). Az exon-exon fuzidk minden vizsgalt aox génben
azonosithatéak az adott fajspecifikus SRA adatbazisban, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a vizsgalt fajokon beliil egyidében fejezddnek ki az aox
gének. Az SRA adatokat szekvenaldssal tamasztottuk ald, a cDNS
szekvencidkat a GenBank adatbazisaba toltottiik fel, melyek kodjai a 4.
tablazatban talalhatoak.

6.3 aoxB génvesztés az Aspergillus nemzetségben

Az aoxA gén minden Aspergillus és Penicillium fajban jelen van, nincs
arra példa, hogy a gén t6rl6dott volna a genombdl és/vagy egy paralog atvette
volna szerepét. A génduplikacioval 1étrejott gének sorsa viszont
tobbféleképpen alakulhat. A korabbiakban mar emlitettiik, hogy az aoxB2-1-
hez kothetd esemény még azeldtt tortént, mieldtt a két testvér nemzetség
(Aspergillus-Penicillium) szétvalt volna, tovabba azt, hogy nagyszamu fajban
tortént meg a duplikdcio. Ezéltal arra kovetkeztethetiink, hogy az evolacid
soran az 4j fajok mindegyike mego6rokolte vertikalisan az aoxB2-1 gént,
viszont (analizisiink szerint) a 351 fajbol csak koriilbeliil 100 tartalmazza. Az
aoxB2-2 esetében a Flavi szekcio tobb tagjaban talaltunk protein
maradvanyokat, igy évmilliokkal ezeldtt ez a gén is elterjedtebb lehetett. Az
aoxB3 egy Penicillium faj aoxA génjébol szarmazhat, ami kiilonb6zo
alnemzetségekben jelent meg, igy valosziniileg egy kozos dstdl oroklddhetett

tovabb, bar jelenleg csak néhany faj rendelkezik vele.

A génvesztés folyamata része az evolucionak, az adott sejt/szervezet, ha

nem veszi hasznat a génduplikdcioval létrejott génnek, elvesziti azt. Az
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Aspergillus nemzetség génvesztési folyamatahoz kibdvitettiik keresésiinket és
olyan fajok aox génjeit is megvizsgaltuk, melyeket a filogenetikai analizisiink
nem tartalmazott (JGI proposal ID: 1307 — Aspergillus whole-genus
sequencing project). A kiilonb6z0 szekciok és azon belil alszekcidok

génvesztési mintazata a 15. dbran lathatoak.

A Flavi szekcié esetében a mar korabban taglalt génvesztés jol
alatdmaszthatd a 15. abraval: az aoxB2-2 harom alszekcidjanak egy-egy
fajaban megvan a mai napig, mig ugyanezen alszekciok mas tagjai elvesztették
azokat. Az Aspergillus szekcido néhany tagja még rendelkezik az aoxB3
duplikacioval, viszont az Aspergillus és Rubri alszekcié fajaiban mar az
aoxB2-1 elvesztése is megtortént, igy mar csak az aoxA génnel rendelkeznek.
Hasonl6 génvesztési mintazat figyelheté meg a Nidulantes szekcio esetében is,
ahol a Nidulantes és Stellati alszekcioban talalhato egy-egy faj, melyek harom
aox gént is birtokolnak. A Cremei és Circumdati szekciok tobb fajaban is
talaltunk aoxB3 gént, viszont tobben csak aoxA-val rendelkeznek, az aoxB2-1
mellett tehat (ijabb gént szereztek, azonban az eldbbit elvesztették (a 15. abra
nem tartalmazza ezeket a fajokat). Ezzel szemben a Flavi, Terrei és Candidi
szekciok, melyek a Circumdati szekcidval egyiitt a Circumdati alnemzetségbe
tartoznak, az aoxB3 helyett az aoxB2-1 paralogot tartottak meg, mig az a0xB3

eltlint a genombol.
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15. dbra aoxB génvesztés Aspergillus-okban. A pottyok a kiilonbozé duplikdcios eseménnyel
létrejott aox paraldgokat jelolik: fekete=aoxA; kék=aoxBl; zold=aoxB2-1; lila=aoxB2-2;
sarga=aoxB3; magenta=aoxB4. Alszekciok roviditései: No: Nomiarum; Ki: Kitamyces, FI:
Flavi; Le: Leporum; Ca: Calidousti; Us: Usti; Ve: Versicolores; St: Stellati; Ni: Nidulantes;
Mu: Multicolores; Un: Unguium; Ch: Chevalierorum; As: Aspergillus (series); Ru: Rubri;
We: Wentiorum; Ar: Arxiorum; In: Inflati; Te: Terrei; Am: Ambigui; Can: Candidi; Ci:
Circumdati

A Nidulantes alnemzetségben (Nidulantes, Usti, Ochraceorosei)
bonyolultabb génvesztési események kovetkeztek be, melyet a 16. abra
szemléltet. Az aoxB2-1 és aoxB3 gén az alnemzetség egy kozos dsében mar
valoszintileg jelen volt, viszont az Usti és Ochraceorosei szekciok szétvalasa
utan mindkét szekcid fajai elvesztették azokat, de a Nidulantes szekcioban
megmaradtak. Az Usti szekcid viszont egy késébbi duplikacios eseménnyel
ujra szert tett egy masodik aox génre (aoxB4). Viszont az A. calidoustus
esetében az aoxB2-1 és aoxB3 nem csak az aoxB4 génnel lett helyettesitve, de

a ritka, aoxBl paralogot is megtartotta. A Nidulantes szekcio tobb
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alszekcidjaban is megtortént az aoxB2-1 és B3 elvesztése, de valdsziniileg
mas-mas idében. Mivel azonban a fajok csak az aoxA-val rendelkeznek, arra
kovetkeztethetiink, hogy minden paraldg eltiint az evolacié soran (pl. A.
nidulans). A Versicolores alszekci6 fajainak tovabbra is a genom része az
aoxB2-1 gén, de példaul az A. sydowii az aoxB3 gént is megdrizte. A
Nidulantes szekcioban tehat hét kiilonb6z6 génvesztést azonositottunk:

1-2) Ochraceorosei szekcio aoxB2-1 és aoxB3

3-4) Usti szekcid aoxB2-1 és aoxB3

5-6) Nidulantes szekcié, Stellati, Nidulantes Unguium, Multicolores

alszekcio aoxB2-1 és aoxB3
7) Versicolores alszekcio aoxB3

A 15. és 16. abrahoz tartoz6 torzsek listaja a Mellékletek 13.4 fejezetében
talalhatoak.
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16. @abra Nidulantes alnemzetség génvesztése. A réviditések jelentése: O: Ochraceorosei, U:
Usti; N: Nidulantes (szekciok), Oc: Ochraceorosei); Ca: Calidousti; Us: Usti; Ve:
Versicolores; St: Stellati; Ni: Nidulantes; Un: Unguium; Mu: Multicolores; Un: Unguium
(alszekciok); B1-B4.: kiilonbozé duplikdcios eseménnyel létrejott paralogok. A pottyok szintén
a kiilonbozé duplikdacios eseménnyel létrejott aox paralogokat jelolik: fekete=aoxA,
kék=aoxB1; z6ld=aoxB2-1; lila=aoxB2-2; sdrga=aoxB3,; magenta=aoxB4

6.4 aoxBl paralég az A. niger torzsekben

Az A. niger masodik aox génjének eredete az altalunk egyesnek nevezett
génduplikacios eseményhez kothetd (aoxBl), mely az A. calidoustus, A.
implicatus és P. swiecickii fajokban is megtortént. Az A. niger ATCC 1015
citromsav termeld torzs AoXB1 fehérje 347 aminosavbdl all, csakugy, mint az
A. welwitschiae CCMB 674 (Duarte és mtsai., 2018) és A. awamori IFM 58123
(Shimizu és mtsai., 2019) torzsek masodik Aox fehérjéje. Génszinten az
egyezés az A. awamori-val 98 %-o0s az A. welwitschiae torzzsel pedig 96 %-

0s, ezen kiviill az A. niger NNRL3 ¢és N402 torzsek tokéletes (100 %)
55



azonossagot mutatnak az ATCC 1015 torzzsel. Az aoxB1 gén két phase-two
intront tartalmaz (a kodont a masodik bazis utan szakitja meg), poziciojuk
megegyezik az aoxA génben 1évo intronokéval, amik egy 291 bp hossziisagh
exont hatarolnak, tovabba a 3’ exon hosszusaga szintén megegyezik mindkét

génben (17. dbra).

53 53
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17. abra aoxA és aoxBl génmodell az A. niger ATCC1015 térzsben. Az E betii az exonokat
Jelzi, mig a z6ld savok az intronokat. Az exonok és inronok feletti fekete szamok a nukleotidok
szamat jelolik, mig pirossal az intronok fazisai lathatoak

Az ATCC 1015 torzs AoxB1 fehérje 57 %-ban azonos az AoxA fehérjével
- a mitokondrialis szignal eltavolitasaval ez az érték 63 %-ra né —, viszont az
Onygenales rend fajaival 65 %-nal nagyobb az egyezés. Az ATCC 1015 torzs
aox paraldgja nagyfoku hasonlosagot mutat az A. calidoustus aoxB1 génjével
is (70 %); masodik és harmadik exonja hasonloképpen 291, illetve 511 bp
hosszisagu, fehérje szinten az egyezés 83 %-0S (mitokondridlis szignal
nélkiil). Ez azért érdekes, mert az A. calidoustus a Nidulantes alnemzetség
tagja, azon beliil az Usti szekcioba tartozik, mig az A. niger a Circumdati
alnemzetség tagja. Tovabbi Usti fajokban nem azonositottuk az aoxBl
paralogot, ahogyan mas fekete Aspergillus fajokban sem talaltunk erre példat.
Megfigyeléseink alatdmasztjadk a mar korabban emlitett a0XB1 paralog kiilonds
eredetét, miszerint laterdlis transzferrel keriilhetett 4t négy fajba egy nem-

Aspergillaceae kozos 6st6l. Az aoxBl  génmodellek  érvényességét
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szekvenalassal mi is bizonyitottuk, tovabba RT-PCR-rel a génexpressziot is
igazoltuk az ATCC 1015 torzs (18. abra) és az A. calidoustus (5.4 fejezet, 4.

tablazat) esetében is.

1000 Wy
200 j
700

oo -

300 s gDNS cDNS cDNS

18. abra A. niger ATCC 1015 térzs aoxB1 RT-PCR eredménye. Az elsd
savban a genomi DNS (478 bp) lathato, a masodik és harmadik savban az
aoxB1 cDNS-e (397 bp), felette pedig a pre-mRNS, melyben még nem
tortént meg az intron kivagodasa

6.4.1 Az aoxBl szomszédos génje: alternativ NADH dehidrogenaz

Az A. niger masodik Aox-anak alaposabb vizsgalata érdekében a JGI
adatbazisabol Osszegylijtottiik az aoxBl kozvetlen kornyezetében helyet
foglalo géneket (harmat a 3’ irdnybol, harmat az 5’ iranybol), amit a paralogot

tartalmazé tovabbi harom gombaban is elvégeztiink (19. 4bra).
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A. niger ATCC1015

Cosned)> < ene 1| oo g e (Gamz) < gene

A. calidoustus
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A. implicatus
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crer

szinek a homolog géneket jelolik

Mind a négy faj esetében megfigyelhetd, hogy az aoxB1 mellett ellentétes
orientaltsaggal ugyanaz a gén talalhato, ami szintén egy alternativ 1égzési utat
biztositd enzim paralogja: egy kettes tipusi NADH dehidrogendz vagy
alternativ. NADH:ubikinon reduktdz. Az altalunk vizsgalt 350 fajban nem
talaltunk tovabbi példat arra, hogy az alternativ NADH dehidrogenaz gén
(andB) és az aoxB gén ugyanilyen modon helyezkedjen el a genomban. Az A.
niger ATCC 1015 és A. calidoustus fajokban az andB mellett tovabbi két gén
is egyezik az aoxB1 szomszédsagaban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy egy
négy génbdl allo klaszter oroklddhetett horizontalisan az adott fajokban. A 20.
abran rozsaszinnel jelolt gén egy cink-cluster transzkripcios regulator proteint
kodol, ami 60 %-ban egyezik a két fajban. Az andB mellett sargaval jelolt,
koriilbeliil 600 aminosavat tartalmaz6 3-hidroxiacil-CoA dehodrogenaz
fehérjét kodolo gén pedig tobb mint 80 %-0S hasonlosdgot mutat.

A NADH dehidrogenaz (andA) a f6 1égzési lanc része, a vizsgalt fajok
mindegyike tartalmazza (a kiilsé csoportként vett Lecanoromycetes-ek is),
konzervaltsagat az A. niger és A. nidulans k6zotti tobb mint 85 %-0s aminosav

szekvencia hasonlosag is mutatja. Az A. niger és vele egyiitt az A. calidoustus
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AndA ¢és AndB fehérjéje 51 %-os hasonlosagot mutat, a két faj AndB proteinje
67 %-ban, mig az AndA 83 %-ban egyezik.

Az andA és andB génmodelljein szembe6tl6 kiilonbség, hogy a mindenhol
jelenlévd gén elvesztette a harmadik phase-zero intronjat, mig a paraldg
tartalmazza azt. A 20. abran lathat6 az A. niger ATCC 1015 t6rzs aoxB és andB
génjeinek ellentétes orientaltsdga, melyek start kodonjai kozott 1évé 623 bp

hosszlisagu szekvencia adja a kdzos promotert és szabalyozo régidkat.

80 52 62
355 1 339 1 969 1 74
s TR
310 ] 312 [iaTs 598 o
ance IR >
71 69 67 62
1 1 0 1
aoxB andB
511 201 242 626 310 312 275 508 74
< E3 E2 r El E2 E3 E4 B >
81 60 71 69 67 62
2 2 1 1 0 1

20. dbra andB és aoxB génmodellje A. niger ATCC1015 torzsben. Az E betii az exonokat
Jelzi, mig a z6ld savok az intronokat. Az exonok és inronok feletti fekete szamok a nukleotidok
szamat jelolik, mig pirossal az intronok fazisai lathatoak. Sargaval az intergenikus régiot
Jjeloltiik

Hasonloan az aoxBl expresszidjanak a vizsgalatdhoz, az andB gén
esetében is SRA adatokkal (Melléklet 13.2) tamasztottuk ala a
fehérjeképzddést, majd a laboratériumban is tesztelt gének genomi DNS és
cDNS szekvenciait a GenBank-ba toltottiik fel. Az SRA adatok bizonyitottak
az andB gén kifejez6dését A. niger, A. calidoustus és A. implicatus esetében is,
habar az utobbi esetében csak a kettes és négyes intron kivagodasara talaltunk
informaciot. A gén kifejezddése nagyban fligg a tenyésztési koriillményektdl,
melyet nem csak az SRA adatok, de a laboratériumban végzett munka is

alatamaszt.
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6.5 Az A. niger aoxB1 gén alléljai

A 75 A. niger torzs AoxB1 fehérjéi nagyobb variabilitast mutattak a
filogenetikai fan, mint a mindenhol jelen 1évé AoxA, ami még inkabb
Osztondzte a mélyebbre hatd vizsgalatot gén szinten is. Az aoxBl géneket
elemezve kiilonbdz6 mutaciokra lettiink figyelmesek, mely dsszesen hat allél
jelenlétét mutatja a vizsgalt A. niger torzsekben (2022 majusaban fellelhetd
szekvencidk az NCBI adatbazisdban). Az 6t mutacio a géntermék mikodését

nagyban befolyasolhatja, vagy teljes mértékben el is lehetetleniti.

Az A. niger torzsek génszekvenciait felhasznalva (intronok nélkiil)
Maximum Likelihood filogenetikai fat hoztunk létre (21. abra), amin jol
elkiiloniiltek a kiilonb6z6 allélok csoportjai (a talalt pszeudogéneket nem

tartalmazza az elemzés).
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21. dbra A. niger aoxBl filogenetikai elemzése, génszekvenciak alapjan a kiilonbézo
génallélok kiionbozo csoportokat alkotva

A torzsek allélok szerinti besoroldsa a Mellékletek 13.5 részében lathato.
Az egyes all¢l, ami a vad tipusu torzseket foglalja magaba, két csoportot alkot,
melynek oka az analizishez hasznalt A. welwitschiae és A. awamori
testvérfajok, melyek kozott csak minimadlis genombeli kiilonbségek

mutatkoznak (22. abra). Az A. welwitschiae aoxB1 génjében tobb olyan SNP
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(single nucleotide polymorphism) talalhato, melyek funkciobeli valtozast nem

eredményeznek.

CCMB_E74

CBS5147346

09 DSM_1957
0.97

FDAARGOS
A. niger 18rzsek
CBS147482

CBS147345

ATCCE4974

ATCC1015

A1279

Y2001A1

0.84

CBS139_54

S1

091

—— ITEM11945

CCMB_663

0.84

F3_d4F1_F A welwiischiae 10rzsek
l—— F3_aF2_F
IFM58123

IHEM2864

0.002 S/N-308

L14

22. abra A. niger és A. welwitschiae torzsek elkiiloniilése

A kiilonb6z6é mutaciokat laboratoriumi koriilmények kozott, a gének
szekvenalasaval is bizonyitottuk, mivel az adatbdzisban talalhato
informaciokat kelld koriiltekintéssel sziikséges kezelni: egy pontmutacid akar
szekvenalasi hiba is lehet, igy annak kisérletes reprodukalédsa a pontos és

megbizhaté eredményhez elengedhetetlen.
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6.5.1 aoxB1 1. allél — vad tipus

Az elsO csoportba tartozd torzsek aoxBl génjei a vad tipusu gén
allélnek szadmitanak, mivel ebben az esetben teljes értékii fehérje képzddik, ami
347 aminosavbdl all. Tartalmazza az A. niger ATCC 1015 citromsavtermeld
torzs, tovabba a vizsgalt A. awamori és A. welwitschiae fajok is. A gén N-
terminalis része, ami a mitokondrialis célszekvenciat kodolja, minimalisan
eltér az aoxA géntdl, mivel az 351 aminosavat tartalmaz. Meglepd modon a
vad tipusu allél mindossze 14 torzsben van jelen a vizsgalt 75 A. niger koziil,
ami azt jelenti, hogy a fajok 72 %-ban a gén mutalni kezdett. Ez egy
pszeudogenizacidos folyamat kezdete is lehet, ami hosszabb tavon
génvesztéshez is vezethet.

I. El E2 E3

IL. _
2424

II1.

-

o

Transposon E3

80 %

-CTTCGCCCAAATGCCATCC'1'TTTCAGCCCGATAAGCCGAAAGAGGTCAATGﬁ
ctgctacgeccaaatactatecttttcagecegataaacecgaaagaggtcaiTCl

GCTGTTCCCTCAGCGTCGCCTGATGCAGGGAAGCCTATTGGGTGGGAGCGAGATGAACTAATTTAG
GCTGT-CCCTCAGCGTCGCCTGATGCAGGGAAGCCTATTGGGTGGCAGCGAGATGAACTAA

11 %

23. dbra Az aoxB1 allélok dsszefoglalo abrdja. Az E betii az exonokat jelzi, mig a zold savok
az intronokat. Pirossal a pontmutdciok helyzetét jeloltiik, a szazalékok pedig a mutaciok
pontos helyét hatarozzak meg a génben
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6.5.2 aoxB1lIl. allél — delécio

A legdrasztikusabb mutacids esemény az aoxB1l gén els6 exonjanak és
intronjanak torlodése, mely nem csak az aox-ot, de a vele ellentétes
orientaltsagii andB gént is érinti. A két génbdl dsszesen 2294 bp tavolitodott

el, ami magaba foglalja a 626 bp hosszisagu intergenikus régio teljes egészét.

CBS 513.88: 833 bp scaffold AM27099 2294 bp gap 472 bp

2007766 2006884 2006883 2006412

883 i 472
(74 % C-terminal) {27 % C-terminal)
2007766 2006884 2006883 2006412

24. dbra aoxB1 delécio. Az E betii az exonokat jelzi, mig a z6ld savok az intronokat. A
torlodott génszakaszt a szaggatott vonal jeloli, alatta pedig a bazisparok pontos szamaval

lathato a delécio

A delécio soran az andB gén 74 %-a torlodott, igy egyik gén
expresszidjara sincs lehetéség. Az esemény az els6ként szekvenalt A. niger
CBS 513.88 torzsben is megtortént (Pel és mtsai., 2007), tovabba a CBS
554.65 neotipusaban is, amit mi magunk is megszekvenaltunk és bizonyitottuk

a mutacio létezését. A delécio 13 vizsgalt torzsben van jelen.

6.5.3 aoxB1 IIL. allél — transzpozon inszercio6

Az A. niger masodik aox génjét 16 torzs esetében egy nem-autondm
retrotranszpozon beékelddése valtoztatta meg. A koriilbeliil 13 kb hosszsag
mozg6 genetikai elem a harmadik exont annak kb. 80 %-anal szakitja meg. A
beépiilés helyét egy 7 nukleotid hosszusagu ,.target site” duplikacio (TSD, 5°
GAGAATG) jeloli. A retrotranszpozon hosszi terminalis ismétlodései

(LTR=long terminal repeats) 158-162 bp hossztak, és 72,84 %-ban azonosak.
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A CBS 147324 torzsben egy autondém kopia talalhatd, mely azt jelenti, hogy a
transzpozon kodolja a sajat maga mozgatasahoz sziikséges enzimek génjeit.
Az azonositott RNS transzpozon a Tyl/copia csalad tagja (Daboussi és Capy,
2003), 5127 nukleotid hosszusagu, az LTR-ei 100 %-ban megegyeznek. A
beépiilés helyét az 5> AGAAAC szekvencia hatdrozza meg. A transzpozon
kodold része 4512 nukleotid hosszasagu, az open-reading frame (ORF)
tartalmaz egy reverz transzkriptazt kodolo gént, ami az RNS-r6l a DNS atirast

végzi, egy integrazt, ami a transzpozon genomba valo illesztését kivitelezi,

tovabba egy RN4z H domént, ami az RNS intermedier lebontasaért felelds.

AGACTGAGGCTGAGAGCGAGTGCAGACTTGGCTCGCTGCTGCAACGCGTGGCTCTTCGCAGCAGCTAACGATGCACATCCGTTGGCAARAGAT TGGCAA!

gaagctattcagactcgctagaacgeagtetttgaccecaaacgagacggagggcttacggecaccaaaggtggtgaacggagacgegteggtettggeggttgcaatatecaataagaacacecttttgegecaagggatacac

cattcgtcgatcctaccuqtgc:caccactctaattgq:caqc-GCATTCGAAGTCGGALLJL GCGTTTCGTTTAAGAACCTTTCGCTTGAAGGGGAGGTGCCTACGGAGCCTACCACGCAGGCGGATAGGCTACCCGCGC!
ATGCCTGATGGCGTTCCTGGCCTACCTCTCCTGCTACACGGACGCGAAAACTTCTCAARATGGGACTTCCAGGTGAAGCAAGCACTTAAGAACGTCGGCTTGGAAGACCTGATCAAACTGGACCTGCCCAGACCTAGTGCCCAGC
ACGAAAAGTTCAAAGCATGGCACAGTTACTCCCGTGTTCTACAATCCTGGTTGACGGGCCAGCTATCGGGCAAGGTGATGGACCAGTTCCAGGCGTCCGCTGACARAAAGGACTATGTCGACGATGCATATARAGCAATACGAAG
AATCGTGATGGGCCACGGAATTGTCCTGTGCCAGAGCGTTGCTTACAACCTCGTTARACCGAAGCGCTCGGACTATGCAACGGCGGGTGATTACATACAGGATTTCTGGAATAACTATGTCCTAGCCAAGGAGTTGAGGTGTGGG
ATACCCCCCTTTACAGCCTCGCTACTGCTCCTCCGAGAGATCCAAACGGATATGCCTGCCTGGGCCACCAACATGGAATGCAAGATGCCGGAGAATGCAGAGTCACTCTGTACAGATAATGACTTCTTTACTCTTTGCAGARACG
CTATTGAACAGAGTAACAGAATAAGCGATATGGGATTGGCCGCCACTACCARAAGCGGAARCCGGATCTCGTCATACAAATCAGATCCTGCAGGGGATGACT! GCAACCTACCCGAAAAGAGGTGTTTCCAATGAAGA
CCACGCTGCAAAGATGCGAAATATAAAGCCGCAGTATGTTGACGGAGCTTGCGGTTACTGCAGATGCARAGGTCATGGTCCTCCGAAGTGTTGGTATATTGAACCAACCATTCGTCCAACAGGCTGGGTGCCTTTTATAATGGAT
ATTTGGTTCTTCCGACCCARAGGTGATCGTGGTAAGCGGAAGCAGGARCCRARAGATGACTCTARAGCGGTTGAGGCAGCACCTGCAAAGCARATCGCTGAGATGTCTGCCCAACACGTTGCACTGCACGAAGCGGAGTCGGATG
ACGAAAATTTGCATATTTTAAATTTCTGTGGACTCGCCGCTGGGAACACCACTGAAGGGTCCCTGCGCTGGATCTACGATACTGGCAGTTCGCAGCACCTGACCCCTGACCGGGCCTCGCTARACAACTACCACGACCTGGATGC
CTGCAACTTCTACAAGTATGGCACCTCTGATGGTGGCGTTGGTGTTGCAARATCAGCAGGTTACCAGTCACTGTTCCTGTTCGCTARAGAACGCCTTGRACTCAAGATTAAAGCTTACTACCAGCCGGGACTCGCCTACGGCCTC
CTTTCAGCGGACCGCCTGCGCAGGGATTTCGGTATATACGCCAACACGA CCTCACCCTACGAAAGGAACAGGATG! AGTGGTGGGCCACCTGCAAGCATGCARAAACGTGCTTTTCGTACGAACGGAAGATGCAGGGC
TGGCTCTGGCTGCAGTGGACCCCCTACTCCTGCACCGGCGCTACGGGCATGCAGGGTTCCGCAGAGTCACCTCCGCTGCGA TCAACATATTGAACTCGAACACCGTGACGACCTCCACTGCGAAGCGTGTTCCCTAGGGAA
AGCGAAGCGGTTGGTATCCAGAGATCCGATCCCGAAGACCGCTGACCCTACCCAGCTGTGGCACGCTGACGTACAGCAAGTGACCCCAATCGGGCACGGAGGCTTCAAATACTTCCTGGTCATGGTCARTAACGCTACTCGTTTG
GTCCGTACGGCCATGCTGAAGC. CACGCCTCTACGGAGCTGATCCGAARTGAATAACGAACACAAGAATATGGTTGGCCGCTACGTCGCCTCGTGGCACCTCGACGGGGGCCGTGAATTTAAT, TTC. GAGTGGG
CCAACCACGAAGATAGAGGAATTCGTGTTGTGATATCGCCTCCTAGAACACCTGAAGCCAACGGCCTCGCTGAGCGCTACGGCGGCTTGATCAACCAGATGAGCAGGGTGATGATGCTTGACTCGGGACTACCGGTGCACCTCTG
GCCGTTTGCGGTACGTCTGGCAGCGCAGATACTGAATCGGTTGGTTCCTACAGGAAGCGAAGTCA ACGCCTGTTTCCCTATACAGATCATTCTACAACCTTCCGAATCCCGATGCCACCCTGGACTTCCTACGTGTGTTT
GGATGCCGCTGCTACCAACACATACCGGTAGAGGACCGCGTCACCTCCAGAAAGATGGGCCCCCGCGCCGATACTGGTTACTTTGTTGGCTTCGACGGGGACCACGGCCACGTGTATCTTGTCTGGTATCCTGCTTCGAATAAGG
TGAAGAAATCGCGTGACGTTACGTTCTATGAGGATCGCACGTATAAGGATGATCACGAAGATCCTGGTAGAACGCCTGCAGCGCCTACTCCTAAGGGTCCGATCATACCGGAGTCAGGCACCTCGATCAATTTTGATAACACAAT
TCTTCGTGCAATAAAGAATACAGAAATTGATAACGCTAAGGCCCTCCCTACACAGAATGACACCGCTGACGAACCCGTGCGCGGAAGAATACAGACTTTATCGAGTTCTACTGAACCCTCCGCACCTACCGGACCAATCCGCTCG
ATCGAGAATCCCGCCGATTACGAGGCTTCGTCTACCAAATACGCACATCGAGACTTCCGCCTTGCTGATTCGGAGCCCCCCTCTACTAAGGCCGTGGCTACCGCTCCARGACGATCTCAACGTTCTACAAAAGGARAGAGTCCTC
AGTGGCTAGGGAATGAACAAGTGGCTGCACTGGAGCAGGAATCCAACCTACCTCCCTTGCCTGCACTGARACAACACGARGTAGTCATACCGAACACCTATACGGAGGCCATTTCGTCACCGCTCGCTCCGTACTGGAAGGCGGL
CATGACCACACAGATCGATAAGATCAAATCAATGAARACATATGATATCGTTGACCGGCCTGCTGGCGCTCGTGTGATCCCGGGCAAGTGGGTGTTTGACCTGAAAGTCAACACCGAAGGTGTTATTATACAATTTCGTGCTCGT
TGGGTTGTTTGTGGAAACCGCCAGGTCCCGGGCATCGATTACGACGAGTCTTTCGCCCCCGTGGCCAGCGAGATCGCCCTCARRATGTTCATGACGAACGTGGCATTGARACACCTCCGCTGGGRACAGTGTGATATCATTTCTG
CATACCTCCACGCTCAGATTGAAGGTAARACGTGTCTATATGAAGCAACCTACAGGTTATCACGAAGGGCCACCTGGGCGGGTCTGCCTGTTGARAAATGGCTCTCTACGGACTTCGCCAAGCGGCCCACCTCTGGAACCGCACCTT
AGACGAAAAGTTACAGGAGATTGGGTTCAAACCTCTGCCCGAAGACCCCTGCGTGTACAGAATGGGCGATATATGGCTGATAATCTATGTTGATGATTCCGCTATCGCAGGGCCAGARGAGGARGATCTAACCTCGGTCAAGGGT
CACCTTAACGAAGCGTTCGGCCTCAAGGAATTAGGCGAACCGAAGGTCCTGCTAGGGTGCAATGTTATACGTGATTACGAAGCAGGCACCATTTCACTATCCCAACCCACGTATGTGGAGGAGTGCCTAGCTGCCGCTAACCTAC
AAGCTTGCTCTGGCGTTGCTATTCCAATGACCCCTACCTACAAGAAGGCGGATCGTACAACAATGACGACTGATAATGTTGATATTAACGAATACCAGAGCCTCGTTGGTAGGCTGAATTGGTTGAGCACGAAATCACGCCCTG
TCTCCGCCACGCTACCTTTCGCCTGCAGAGAAGGATGCACGATCCCACTACCGCTGACGTCAAAGCACTGAAGACCGTGTACAGATATCTCCGTGACACCGTTTCCTATGGGATCACTCTGGCCACCGATCATTCCARAGGAATC
GAGGTCTACGTGGACGCCGCGCATGCGGATCACGAAGATGGCAAGTCCACTGAGGGTTACGTTATCTTCTACACCGGTGGCCCTATCACCTGGTCGTCGAACAAGCAAAGCGTTGTTGCGCCTTCCTCTACCGTTGTAGAATACT
GCGCATTTGATGCAGCCGTCAAGGACGTCTTATATGTCAAAAAGCTGGCACTGGCCTTTGACCTC TATCGGATGACGGCAAGATACCCCTGTTCAGCGACGCCGCTAATTCGCTAAAGATATTGAACCATGGCGGCTACAC
CAAGTCGACTAGATGGCTCGATAATCGCTACCTATTCGTGGCCGATCTAATCAARACGAACGCTATATCAATCCAACACGTTGCAGGTGTTTCCAACCCTGCTGACGGCCTCACTARACCGCTGGATCGGGAAGCGTTCCGTACC
TTCAGGCGCCTGCTAGGAATGACCCCAGTCAGCGCCACCGATCTGCATCCTGGAAA acttaatatgtgcaaaattgcctatttaggaaggaagtacggcttcaaataacacctecttgcacgettectegectagggggee

AAGTCATCGACAGGARAGTGAGTGGCGGTGATGAACGAGACTTGATTGATTGGAACTGCCAGGGACGGGGTCCCATGACATCACCGCCGACCGGTCGGGA

25. dbra AniTa2 retrotranszpozon. Sdrga szinnel az ORF, lilaval az LTR-ek, és zélddel a
TSD-k lettek jelolve

A CBS 147324 torzsben azonositott autondm retrotranszpozon eltérd a
mar korabban A. niger CBS 513.88 torzsben azonositott AniTal
retrotranszpozontdl (Braumann és mtsai., 2007), mivel az LTR-iik teljesen
mas. Ennek okan az 0j, még le nem irt transzpozont AniTa2 névvel illettiik. A
CBS 133816 torzsben egy LTR talalhato, ami 100 %-ban egyezik az AniTa2
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LTR-ével (a TSD is azonos). Ez azt sugallja, hogy a retrotranszpozon -
vélhetéen rekombinacidval - torlodott a CBS 133816-bol.

6.5.4 aoxB11V. allél - missense mutacio

Kilenc A. niger torzs esetében a missense mutacidé egy pontmutaciot
jelent a start kodonban. A pontmutéci6 soran a metionin adenin nukleotidja
citozinra cserélddott, leucin aminosavat létrehozva ezaltal. Emiatt a fehérje
vagy a 18-as vagy a 23-as metioninnal kezdddhet, aminek a kovetkezménye,
hogy a gén N-termindlis részén kodolt mitokondridlis target szignal
egyharmada elvész. Kisérleti adatunk nincs erre vonatkozolag, de az AoX
fehérjék a sejtmagban kodolodnak, igy a 17 aminosav hianya miatt a fehérje

nem feltétleniil tud eljutni a miikodési helyére a mitokondriumon beliil.

6.5.5 aoxB1l V. és VI. allélok — framshift és nonsense mutacio

A negyedik mutéciot egy timin bazis delécidja okozta, ami a harmadik
exon 3’ végéhez kozeledve, koriilbeliil a génszekvencia 95 %-nal kovetkezett
be. Egy bazis torlddésével megvaltoznak a tripletek, ami miatt a leolvasasi
keret eltolodik. Ebben az esetben a C-terminalis végen 1évé 16 aminosav
teljesen megvaltozik, ami hibas fehérjeképzodéshez vezet. A frameshift
mutacié minddssze négy fajban van jelen, melyek koziil az A. niger 630.78
torzsben mi magunk is megszekvenaltuk a gént, ezzel kizarva az adatbazisba

esetlegesen hibas szekvenalassal felkeriilt gént.
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630.78 a. GTTGCTTTATGTTCGGGCGGATGAAGCGAAGCATCGCGAGGTTAACCATACTTTGGGAAA
630.78 sz. GTTGCTTTATGTTCGGGCGGATGAAGCGAAGCATCGCGAGGTTAACCATACTTTGGGAAA

1015 GTTGCTTTATGTTCGGGCGGATGAAGCGAAGCATCGCGAGGTTAACCATACTTTGGGAAA
hAhk Ak hkhk kA Ak kA A hhhhAhhhhk oA hkhkhhhrhhkhk bk hkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkhkkhkhhhkhkkkxkx*k
630.78 a. CTTAGACCAGCATGAAGATCCCAATCCTTATACTGCGCTTTATCACGATGGGAATAATGC
630.78 sz. CTTAGACCAGCATGAAGATCCCAATCCTTATACTGCGCTTTATCACGATGGGAATAATGC
1015 CTTAGACCAGCATGAAGATCCCAATCCTTATACTGCGCTTTATCACGATGGGAATAATGC
hAhk Ak hkhk kA hhkh A A hhhhAhhhhkhhhkkhhhrhkhdhhhhkhhhdhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkhkkhhrhhkhkxkx*k
630.78 a. TGTHCCCTCAGCGTCGCCTGATGCAGGGAAGCCTATTGGGTGGGAGCGAGATGAACTAAT
630.78 az. @EGTECCCTCAGCGTCGCCTGATGCAGGGAAGCCTATTGGGTGGGAGCGAGATGAACTAAT
1015 TGTTCCCTCAGCGTCGCCCGATGCAGGGAAGCCCATTGGGTGGGAGCGAGATGAACTAAT
hhkhk KAk khkhkhkhkhkhhkhhkhkhkh hhkhkhdhhkhhkhhkhhkhdx ,hkhhkhhkrhhkkhhkhhkkhkhkrhhkkhkhhhkhkxx
630.78 a. TTAG
630.78 sz. TTAG
1015 TTAG

* k k x

26. dbra A. niger 630.78 torzs frameshift mutacio bizonyitdsa, ésszehasonlitva a vad tipusu
alléllal. 1. sor: adatbazisban talalhato génszekvencia. 2. sor: daltalunk szekvenalt
génszekvencia. 3. sor: A. niger ATCC 1015 génszekvencia

Két torzsben a CBS 131.52 és CBS 769.97-ben a frameshift mutacio
mellett egy masik mutacid is helyett kapott, ami a hatodik génallélt
eredményezi. Ebben az esetben egy nonsense mutacio tortént az elsé exon 11
%-anal, ahol egy szerin (TCA) citozinja adeninre cserélddott, igy egy korai
stopkodont (TAA) létrehozva. Egyértelmii, hogy a fehérjeképzddés igy mar a

transzlacio elején leall, tehat e két torzs esetében nem létezik az AoxB1 fehérje.
6.6 aoxBl pszeudogének az A. tubingensis-ben

Az aoxB és andB gének transzfere még valdsziniileg azeldtt tortént,
miel6tt a Nigri alszekcioban az A. niger és A. luchuensis (Hong és mtsai., 2013)
kladok szétvaltak volna. Az A. luchuensis klad A. tubingensis torzseiben
bizonyitékot talaltunk arra, hogy a mar A. niger ATCC 1015 torzs esetében
emlitett négy génbdl all6 génklaszter maradvanyai megtalalhatoak a
genomban. A cink-cluster transzkripcios regulator és 3-hidroxiacil-CoA husz
fekete Aspergillus izolatumban sértetleniil fennmaradt. Az andB gén viszont

szamos frameshift és delécid révén minden torzsben er6sen mutaldodott. Az
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aoxB gén szintén szamos mutacidt szenvedett el, a pszeudogén két vagy harom
frameshift mutaciot tartalmaz. Az A. tubingensis pszeudogénje a teljesen ép
aoxB génnel (A. awamori) 85 %-os egyezést mutat. Az A. luchuensis klad
tovabbi fajai viszont nem tartalmazzak a génklaszter tagjainak ortoldgjait, ami
arra utal, hogy az A. luchuensis kladon beliil hatarozottan elkiiloniilnek az A.

tubingensis torzsek.

7. Eredmények megbeszélése

Kutatdémunkam soran az Aspergillus és Penicillium fajok aox génjének
filogenetikai analizisét tlztem ki célul, kiilonds tekintettel az A. niger
torzsekre. A Korabbi aox filogenetikai elemzések a teljes él6vilagra terjedtek
ki (McDonald és Vanlerberghe 2006; Weaver és McDonald, 2023). Novények
esetében is inkabb az atfogd elemzések a jellemzdek, foképp az aox1l és aox2
elterjedését vizsgaljak, melyek teljesen elkiilonithetd funkciokkal birnak (Pu
és mtsai.,, 2015; Costa és mtsai.,, 2017; Considine ¢és mtsai.,, 2002).
Filogenetikai analizisiink az Aspergillaceae csalad tagjaira korlatozodott, azt
kutatva, hogy mikor, milyen fajok kozott alakultak ki a paralogok, és mi lett a
sorsuk az evolucio soran. Az Eurotiomycetidae alnemzetség egyéb fajaival
egyitt 351 faj 531 fehérjéjébol végzett filogenetikai analizis alapjan négy
kiilonb6z6 duplikacios eseménnyel 1étrejott aox paralogot talaltunk.

A legbsibb génduplikacié valdszinileg az Aspergillus és Penicillum
nemzetségek szétvalasa elott torténhetett, melyre bizonyiték az, hogy
kortilbeliil 100 faj rendelkezik az altalunk aoxB2-1-nek nevezett génnel. Mivel
egy kozos 6sben tortént a paralog 1étrejotte, a vertikalis 6roklddés miatt a fajok
nagy részének meg kellett szereznie a masodik gént is. Azonban az evolucio
soran, ha a sejt/szervezet nem kovacsol hasznot abbol, hogy egy génbdl két

példany is szerepel a genomban, a duplikatum idével muticidkon megy
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keresztiil, hibas fehérje képzddik rola, esetleg késobb torlddik is a DNS-bol
(Zhang, 2013). Az aoxB2-1 paraldog szamos szekciobdl tint el (Usti,
Aspergillus, Circumdati és Nidulantes szekcio bizonyos alszekcioi), viszont a
hozza evolucidsan kozel esé paraldg, az aoxB2-2 csak néhany Flavi fajban
maradt fent. Viszont bizonyos szekciokban, mint a Candidi, Terrei vagy Flavi
- melyek fontos képviseldi kdzé tartozik az A. flavus (az aszpergillozis egyik
f6 okozodja) vagy az A. terreus (a biotechnologia egyik fontos platformja) - az
aoxB2-1 paralog fennmaradt az évmilliok soran. Az aoxB2-2 eredetét nem
tudjuk pontosan meghatarozni a rendelkezésre all6 minimalis szekvencia adat
miatt. Két lehetséges magyardzat lehet: vagy az aoxB2-1 tovabbi
duplikacidjaval jott 1étre, vagy az aoxA megkett6z6désével az aoxB2-1-gyel

kozel egy idében.

Az aoxB2-2 nem csak Aspergillus fajokban, hanem két Trichoderma (T.
asperellum/ T. asperelloides) fajban is helyet kapott. A Trichoderma fajok
alapvetden csak aoxA génnel rendelkeznek, aminek génmodellje eltérd az
Aspergillaceae fajokétol. A T. asperellum és T. asperelloides fajok masodik
aox génje az A. arachidicola aoxB2-2 génnel 93 %-0s hasonlésagot mutat
(mitokondrialis szignal nélkiil), ami kozvetlen horizontalis géntranszferre utal.
A Trichoderma fajokat széles korben alkalmazzak tgynevezett biokontroll-
ként, melyek kozvetetten vagy kozvetleniil védik a novényeket a patogének
ellen (Harman és mtsai., 2004). A T. asperelloides hatékonyabbnak bizonyult
a fehérpenész elleni védelemben, mint két T. harzianum torzsbol késziilt
kereskedelmi termék (Sumida és mtsai., 2018). Pontos adatok nincsenek a
Trichoderma Aox fehérjével kapcsolatban, de a T. asperelloides-ben
fennmaradt aox paraldog akar tovabbi kutatasok célpontja is lehet a ndvényi

patogének elleni védelmi mechanizmusban.
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Egy masik aox paralog (aoxB3) kialakuldsa mar a nemzetségek szétvalasa
utan torténhetett egy Penicillium fajtol lateralis géntranszferrel, mivel csak a
Cremei, Aspergillus, Circumdati és Nidulantes alnemzetségekben terjedt el.
Viszont az alnemzetségeken beliill nem csak a szekciokban, de még
alszekciokra lebontva is szamos génvesztési mintazat figyelhetd meg az
aoxB3-mal kapcsolatban. A Circumdati és Cremei szekciokban csak ez a
paral6g maradt fent (az aoxA mellett), viszont a Nidulantes szekcioban csak a
Versicolores és Stellati alszekcioban talalhaté példa az aoxB3 jelenlétére,
ezekben az esetekben az aoxB2-1 gén is jelen van a genomban. Ugyanez igaz
az Aspergillus szekciora is, két alszekcio egy-egy fajaban mindkét paralog

megdrzésre keriilt.

A negyedik duplikacids esemény altal 1étrehozott gén (aoxB4) csak az Usti
szekcid fajaira jellemzd, ami egy kozelmultban tortént jelenségre utal;, az
aoxB4 szomszédos génjeinek hasonlosaga tovabb erdsiti ezt a tényt. Az Usti
fajok génvesztési mintdzata is kiilonos modon tortént. Jelenleg a legtobb faj
csak az aoxB4 gént tartalmazza az aoxA mellett, az aoxB2 és B3 géneket
elvesztették, viszont kés6bb egy jabb duplikdcioés eseménnyel Gjra két aox
génnel rendelkeznek. 2000 ota egyre tobb irodalmi adat jelenik meg az Usti
szekcio tagjai altal okozott aszpergillozisrol, melyek természetes rezisztenciat
mutatnak az azol tartalmu antimikotikumokkal szemben (Glampedakis és
mtsai., 2021; Seroy és mtsai., 2017). Nem talalhaté irodalmi adat azzal
kapcsolatban, hogy az Aox-nak koszonhet6-e, viszont az Gjra megszerzett
paralog és annak megtartasa segitheti a gomba talélését az ellene irdnyuld
kezelések ellen. Az A. calidoustus genomja a B4 gén mellett a csak néhany

fajra jellemz6 aoxB1 gént is tartalmazza.

A Nidulantes alnemzetség tehat igen komplex génvesztési és

geénszerzési mintazattal rendelkezik, 6sszesen hét olyan esemény tortént, ami
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soran a paralog gének eltlintek a genombdl. Bizonyos fajok, mint az A. sydowii
vagy A. calidoustus harom aox gént is tartalmaznak, viszont példaul az egyik
legismertebb képvisel6je, az A. nidulans csak az aoxA gént tartotta meg.
Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalt fajok mindegyikében jelen van az aoxA
gén, semmilyen esetben sem torténik meg a paraldgokkal valé kivaltésa.
Munkénk soran hét fajban a kiilonb6z6 duplikacids eseményekkel 1étrejott
gének expresszidjat laboratoriumban is bizonyitottuk (a CDNS szekvenciakat
a GenBank adatbazisaba toltottiik fel), tovabba SRA adatok is rendelkezésre
allnak a gének kifejezddésérol.

Tobb fajban is azonositottunk akar harom aox gént is (A. sydowii, A.
calidoustus, A. caelatus, A. chevaileri, P. brevicompactum), amelyek
kiilonboz6  szekciokbdl szdrmaznak, ¢és ahol legfeljebb az extrém
¢letkoriilmények indokoljak a paralogok sziikségességét. Az A. sydowii felelds
a Karib-tenger korallzatonyait pusztitd aszpergillozisért, élohelye tehat a
tenger, ami fokozott sotiirést igényel (Soler-Hurtado és mtsai., 2016). Az A.
calidoustus és A. caelatus a magasabb homérséklethez alkalmazkodott
(Glampedakis és mtsai., 2020; Le Pape és mtsai., 2019), mig az A. chevaileri
extrém szarazsagban is képes névekedni csak Gigy, mint a P. brevicompactum
(Chen ¢és mtsai., 2017), (Ndagijimana ¢s mtsai., 2007). Ezen kiviil nem
talaltunk Osszefiiggést a fajok kozott. Ezzel ellentétben ugyanezen szekcidba
vagy akar alszekcioba tartozo fajok mindossze egy aox génnel rendelkeznek
(A. nidulans, A. ustus, A. glaucus).

Az A. niger torzsek (CBS 513.88, ATCC 1015, ATCC 9029) teljes genom
szekvenalasa soran két fontos gén, az aox és a citrat szintdz paralogjait
azonositottak. Filogenetikai elemzés alapjan az aox gének két kiilonallo kladba
csoportosultak a paralogok szerint, azonban az A. niger torzsek mar itt is a

tobbi Aspergillus fajtol eltéré agon helyezkednek el (Sun és mtsai., 2007).
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Filogenetikai analizisiink alatdmasztja, hogy az A. niger masodik alternativ
oxidaza az eddigiektdl eltér6 modon az Aspergillaceae csaladon kiviilrél, egy
horizontalis géntranszferrel kerlilhetett a genomba, valdsziniileg egy
Onygenales rendbe tartozo fajtol. Az A. niger-en kiviil mindssze harom
fajban talalhaté meg az aoxB1-gyel jelolt paralog, melyekben kozos, hogy az
aoxBl mellett ellentétesen orientdlva egy alternativ NADH dehidrogenaz
(andB) gén kapott helyet. A géntranszfer valosziniileg egyiitt tértént meg, az
A. niger és A. calidoustus esetében pedig egy négy génbdl allo klaszter keriilt
at. A kozos 6stdl vald szarmazast alatamasztja az is, hogy az A. niger és A.
calidoustus aoxB1 proteinje 83 %-0s hasonlosagot, mig a gének 70 %-0s
egyezést mutatnak annak ellenére, hogy a fajok két eltérd alnemzetségbol

szarmaznak.

Az A. niger masodik aox-anak vizsgalata soran 6 kiilonboz6é allélt
fedeztiink fel, amik kialakuldsdhoz 6t mutédci6 jarult hozza. A 75 vizsgalt
torzsbél minddssze 14 olyan A. niger-t talaltunk, ahol az aoxBl gén
expresszioja akadalymentes. A legdrasztikusabb mutacioként a gén elsé
exonjat €s intronjat érintd delécidt azonositottuk, ami az andB gén jelentds
részét (74 %-at) is eltavolitotta. Az egyik génallélba egy nem autoném
retrotranszpozon ¢kelddott, ami szintén hatassal van a gén kifejezédésére. Egy
torzs esetében egy autonoém kopiat talaltunk, mely LTR-e (Long Terminal
Repeat) kiilonbozik a mar A. niger-ben azonositott AniTal transzpozontol, igy
az altalunk felfedezett mozgd genetikai elem az AniTa2 nevet kapta

(Braumann és mtsai., 2007).

A tovabbi allélok létrejotte pontmutaciokhoz kothetd. Missense
mutacid esetében a startkodon adenin bazisa citozinre cserélodott, ami miatt a
fehérje képzodést egy késobbi startkodon inditja. A hiba miatt az N-terminalis

részen kodolt mitokondridlis szignal hianyzik, ami miatt a fehérje nem
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feltétleniil jut be miikodési helyére. Az 6todik allélt egy frameshiftet okozo
pontmutécio hozta 1étre a harmadik exon végén, ami miatt a C-termindlis vég
utolsd 16 aminosavat a vad tipustol eltérd tripletek kodoljak. A hatodik allél
szintén tartalmazza a frameshift mutacidt, tovabba egy nonsense mutacio
lehetetleniti el a géntermék 1étrejottét, ami sordn az elsd exonban egy szerin

aminosav citozinja adeninre cserélodott, igy egy korai stop kodont létrehozva.

A. niger korabbi filogenetikai analizise soran 33 torzsben 7718 ortolog
fehérjét felhaszndlva hoztak létre filogenetikai fat, mely sordn héarom
kiilonb6z6 csoportra kiiloniiltek el a torzsek (Seekles és mtsai., 2022). Az
egyik kladot 9 f6képp fehérje/enzim termeld A. niger torzs alkotja, melybdl hét
torzs az altalunk masodik allélként azonositott csoportba tartozik. Ezek alapjan
a delécio a fehérjetermeld torzsekre jellemzd, tovabba az aox-on kiviil mas
gének is megkiilonboztetik a tobbi A. niger-t6l. A masodik csoportban 11 A.
niger torzs koziil 8-ban transzpozon inszercio tortént, melyek foképp ételbol
¢és vizbdl lettek izoldlva. A harmadik csoportot szerves sav termeld fajok
alkotjak, melyek kozott vad tipusu allélal, transzpozon inszercioval és
pontmutaciokkal rendelkezd torzsek taladlhatdak. Tehat szerves sav termeld
torzsek kozott tobb mutacid is befolyasolhatja a masodik aox gén
kifejezOdéseést.

A. tubingensis fajokban (fekete Aspergillus, A. luchuensis klad) az aoxB1
mint pszeudogén van jelen, exonjaiban tobb frameshift mutacié halmozdodott
fel, tovabba az A. niger-hez és A. calidoustus-hoz hasonléan az aoxBl
ugyanazzal a génklaszterrel keriilt a genomba. Az A. tubingensis aoxB1l

paralogja tehat mar a génvesztést megel6z6 folyamatokban vesz részt.
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8. Osszefoglalas

Az Aox egy alternativ 1égzési utat katalizalé enzim, mely névényekben,
gombédkban és bizonyos allati sejtekben a {6 1égzési lanc mellett extra
komponensként van jelen. A genomban tobb kopiaja is létezhet, ndvényekben
akar 4-5 paralogot is azonositottak, melyek esetikben mar jol
tanulmanyozottak, és evollcidésan is sok informacio all rendelkezésre a
kiilonb6z6 homoldgok kialakulasaval kapcsolatban. Noha az alternativ 1€gzés
gombakban is régota ismert, Konkrét filogenetikai elemzésekre kevés példa
talalhato a szakirodalomban. A teljes gomba kiralysag filogenetikai analizise
azt mutatja, hogy az aox gén multiplicitasa nem jellemzd, viszont az Eurotiales
rendben, azon beliil is az Aspergillaceae csaladban tobb paralogot is
tartalmaznak bizonyos fajok. Az Aspergillaceae csalad Aspergillus és
Penicillium nemzetsége szamos, a biotechnolégaban fontos fajt tartalmaz (pl:
A. niger, A. terreus, A. oryzae, P. chrysogenum), melyek alternativ oxidazanak
mikodése a legtobb esetben nélkiilozhetetlen anyagcsere termékeik ipari
léptéki felhalmozasahoz. A fehérje pontos biokémiai mitkodése a folyamatos
kutatasok ellenére még nem teljesen tisztazott, viszont a nyilvanos genetikai
informaciokat nyujthat.

Az A. niger torzsekben talalt mutaciok valaszt adnak arra, hogy miért all
kevés adat rendelkezésiinkre a masodik aox kifejezddésével kapcsolatban. A
vizsgalt torzsek mindossze 18 %-a rendelkezik ép génnel, expresszidjuk nem
minden koriilmény kozott torténik meg, amire az SRA adatok is bizonyitékot
szolgaltatnak. Az A. niger torzsek a mutaciok altal hat kiilonb6z6 csoportba
sorolhatoak, ami akar elényos is lehet bizonyos klinikai esetek feltarasaban. A
Flavi szekcio utan a Nigri szekcio tagjai okozzak a legtobb aszpergilldzissal

Osszefiiggd betegséget, viszont a diagndzis soran a fajok/torzsek konkrét
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azonositdsara mar nem keriil sor. Az ok abban keresendd, hogy a fekete
Aspergillus-ok morfologiailag nem kiilonithetéek el, genomszekvenciajuk is
nagymértékben egyezik. Az altalunk azonositott a0xB1 allélok alapjan viszont
az A. niger-t és testvérfajait (A. awamori, A. welwitschiae, A. tubingensis)

megkiilonboztethetjiik, igy célzott terapiaval hatékonyabb gydgyitas érhetd el.

Az aox gén négy duplikacios eseménye ¢és az A. niger aoxBl
részletesebb vizsgalata tokéletesen leirjdk egy gén sorsat a genomban. Az
Aspergillus  és Penicillium nemzetség tagjai nagy egyedszammal
rendelkeznek, igy a paralogok elterjedése az evolucié soran kiilonb6zo
mintazatokat mutat. A legkordbban létrejott duplikacio vertikdlis 6roklodéssel
minden fajban jelen lehet, viszont id6ben késdbb tortént eseményekkel
keletkezett géneket mar joval kevesebb faj tartalmazhatja. A feltételes mod
nem véletlen, hiszen az évmilliok sordn a paraldog gének eltlinhetnek a
genombol, ha azok mar nem hasznosak a sejt szamara. igy a génvesztés
vizsgalata legalabb olyan fontos, mint a duplikaciés események
meghatdrozasa, hiszen az evoliciot mindketté befolyasolja, az él6lények
fejlodése és a folyamatosan valtozd kornyezethez vald alkalmazkodasuk

megértése csak az egylittes hatasukkal vizsgalhato.

A gén duplikacigjat az elvesztés eldtt a pszeudogenizacid folyamata
koveti, ami mutaciok felhalmozodésat eredményezi az adott génben. Az A.
niger torzsek mutacioi talan mar ezt a folyamatot inditjak el, amire kozvetlen

bizonyiték lehet az A. tubingensis-ben talalt pszeudogének jelenléte.

Az Aox fehérje miikodése, funkcidi kozvetetten és kozvetleniil is
egyediilallonak tekinthetéek, melyek révén a fajok szamos elényre tehetnek
szert. A fehérjét kodolo gén az Aspergillaceae fajokban tobbszor is atesett
duplikécios eseményeken, ami nem lehet véletlen az organizmusok

metabolizmusanak szempontjabol. Rengeteg faj genomja meg is drizte a
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kiilonb6z6 eseményekkel 1étrejott paraldgokat, mig masok elvesztették azokat,
vagy ujra megszerezték. A Nidulantes alnemzetségben példaul hét kiilonb6zo
génvesztési folyamat tortént, alszekcidokon beliil is eltéré mintazat rajzolodik.
Az Aox kiilonlegességét kutatasaink még inkabb mutatjak; a gének eredete és
evolucidja arra enged kovetkeztetni, hogy fajonként is eltéré miikddésii
fehérjék expresszalodnak. Bizonyos esetekben harom kopiara is sziikség lehet,
viszont sokszor egy is ellatja az adott feladatot. A kutatasokat ezek alapjan a
hasonldé génduplikacios eseményekkel létrejott génekre lehet fokuszalni,
Osszefiiggést lehet keresni azon fajok kozott, melyek harom gént is
tartalmaznak. Vajon a kiilonb6zd stresszfaktorokra ugyanugy reagalnak? A
kiilonboz6  Aspergillus  és  Penicillium  fajok ezaltal masképp is
csoportosithatdoak? Szdmos kérdés nyitott marad, de kutatasunk segithet mas

crer

feltarasaval hozzajarultunk a génnel kapcsolatos ismeretink bévitéséhez.

9. Summary

The alternative oxidase can provide for an alternative respiratory pathway,
serving as an additional component alongside the main respiratory chain in
plants, fungi, and certain animal cells. It has been well studied in plants, but
there is also a growing interest in fungi. However, there are just a few examples
of specific phylogenetic analyses having been performed. Phylogenetic
analysis of the entire fungal kingdom reveals that the multiplicity of the aox
gene is rare, but certain species in the Eurotiales order, specifically in the
Aspergillaceae family, contain several paralogs. The Aspergillaceae family,
which includes genera such as Aspergillus and Penicillium, harbors several
platform species crucially important in biotechnology (e.g., A. niger, A.
terreus, A. oryzae, P. chrysogenum), whose alternative oxidase function is in
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most cases essential for the accumulation of the metabolic products. The exact
biochemical function of this protein is not yet fully understood, but studies on

its origin and evolution may provide valuable informations.

During our research a phylogenetic analysis of the aox genes in
Aspergillus and Penicillium species was undertaken, with a particular
emphasis on A. niger strains. Based on the phylogenetic analysis of 531
proteins from 351 species (including other species within the
Eurotiomycetidae subclass), we identified four distinct paralogs of the aox
gene resulting from different duplication events. The four duplication events
of the aox gene and the detailed examination of A. niger perfectly describe the
evolutionary fate of a gene in the genome. Members of the Aspergillus and
Penicillium genera have large population sizes, resulting in various patterns of

paralog distribution during evolution.

The most ancient gene duplication occurred before the divergence of the
sister genera, as evidenced by approximately 100 species possessing the gene
we refer to as aoxB2-1. We cannot precisely determine the origin of aoxB2-2
due to the limited sequence data available. There are two possible
explanations: it may have arisen either from further duplication of aoxB2-1 or
almost the same time with the duplication of aoxA. The presence of aoxB2-2
is not limited to Aspergillus species but is also found in two Trichoderma
species (T. asperellum/T. asperelloides). Trichoderma species typically
possess only the aoxA gene, which has a different gene model compared to
Aspergillaceae species. The second aox gene in T. asperellum and T.
asperelloides shows 93 % similarity to the A. arachidicola aoxB2-2 gene

(without mitochondrial signal), indicating a direct horizontal gene transfer.

The formation of another aox paralog (aoxB3) likely occurred after the

divergence of the genera, possibly through lateral gene transfer from a
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Penicillium species. The presence of this aoxB3 gene is observed only in the
Cremei, Aspergillus, Circumdati, and Nidulantes subgenera. The gene created
by the fourth duplication event (aoxB4) is specific to the Usti section,
indicating a recent phenomenon. The similarity of aoxB4 to neighboring genes

further strengthens this fact.

Over millions of years, paralogous genes can disappear from the
genome if they are no longer useful for the cell. The aoxB2-1 paralog has
disappeared from several sections (Usti, Aspergillus, Circumdati, and certain
series within the Nidulantes section). However, in certain sections such as
Candidi, Terrei, or Flavi - which include important representatives like A.
flavus (a major cause of aspergillosis) or A. terreus (a significant platform in
biotechnology) - the aoxB2-1 paralog has been retained over millions of years.
In the Circumdati and Cremei sections, only the aoxB3 paralog remains
alongside aoxA. Most Usti species have lost the aoxB2 and B3 genes, but later
regained two aox genes through another duplication event. The genome of A.
calidoustus contains the B4 gene and the aoxB1 gene, which is specific to only
a few species. The Nidulantes subgenus exhibits a complex pattern of gene loss
and gain, with a total of seven events resulting in the disappearance of
paralogous genes from the genome. The investigation of gene loss is at least as
important as determining duplication events since both influence evolution.
Understanding the development of organisms and their adaptation to
continuously changing environments can only be comprehensively explored

by examining their combined effects.

The second alternative oxidase of A. niger likely entered the genome
through horizontal gene transfer from a species belonging to the Onygenales
order, outside the Aspergillaceae family. This is supported by phylogenetic

analysis, indicating its presence in only three other species. Besides aoxB1, we
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also discovered an oppositely oriented alternative NADH dehydrogenase gene
(andB).

During the investigation of the second alternative oxidase in A. niger, we
identified six different alleles, with five mutations contributing to their
formation. The most dramatic mutation we identified was a deletion affecting
the first exon and intron of the aoxB1 gene, and removed a significant portion
(74 %) of the andB gene too. Additionally, in one gene allele, a non-
autonomous retrotransposon inserted, also affecting the gene's expression. In
the case of one strain, we found an autonomous copy that differs in its Long
Terminal Repeat (LTR) from the AniTal transposon previously identified in
A. niger. Therefore, we named the mobile genetic element we discovered
AniTa2. The formation of additional alleles is associated with point mutations.
In the case of a missense mutation, the adenine base of the start codon was
replaced by cytosine, causing protein synthesis to be initiated from a later start
codon. Due to this error, the mitochondrial signal encoded in the N-terminal
region is missing. The fifth allele was created by a point mutation causing a
frameshift at the end of the third exon, resulting in the last 16 amino acids of
the C-terminal end being encoded by triplets different from the wild type. The
sixth allele also contains the frameshift mutation, and additionally, a nonsense
mutation prevents the generation of the gene product, resulting in an early stop

codon in the first exon.

In A. tubingensis species (black Aspergillus, A. luchuensis clade), aoxB1
is present as a pseudogene, accumulating multiple frameshift mutations in its

exons. These mutations suggest a process preceding gene loss.

The A. niger strains can be classified into six different groups based on
mutations, which could potentially be advantageous in uncovering specific

clinical cases. Following the Flavi section, members of the Nigri section are
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responsible for the majority of aspergillosis-related diseases. However, during
diagnosis, there is no specific identification of species/strains. This is because
black Aspergillus species cannot be morphologically distinguished, and their
genome sequences also show a high similarity. However, based on the aoxB1
alleles we identified A. niger and its sibling species (A. awamori, A.
welwitschiae, A. tubingensis) can be distinguished, allowing for more effective

treatment with targeted therapy.

The functions of the alternative oxidase protein can be considered unique,
both directly and indirectly, offering numerous advantages to species that
possess it. The gene encoding this protein has undergone multiple duplication
events in Aspergillaceae species, which cannot be a coincidence from the
perspective of organism metabolism. Genomes of many species have retained
paralogs created by various events, while others have lost them or regained
them. In the Nidulantes subgenus, for example, seven different gene loss
processes have occurred, with varying patterns even within series. Our
research further enhances the uniqueness of the alternative oxidase, suggesting
that proteins with different functionalities are expressed in each species. In
some cases, three copies may be necessary, but often one copy is sufficient for
the given task. Our research can contribute to shedding light on the alternative

oxidase genes and their origin and evolution.
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megmutatta a bioinformatikdban rejld lehetdségeket. Thank you Michel,

thanks for your advices and patience!

Szeretném megkoszonni Fekete Zoltan tanszéki mérndknek a sok
segitséget és természetesen a kavézasokat! K6szondm minden jelenlegi és volt
Tanszéki dolgozoénak, szakdolgozémnak, volt PhD hallgatotarsaimnak a
segitséget kiemelve Dr. Ag Norbertet, Dr. Szab6-Pénzes Fruzsinat, Dr.

Kavalecz Napsugarat, Dr. Kollath Istvan Sandort és Dr. Németh Zoltant.

Koszonom sziileimnek, nagymamamnak, testvéremnek, Nikinek és
barataimnak, Stanczinak, Reninek, Szandinak és Pattinak, hogy egy-egy

biztatd szoval mindig tamogattak az utam soran.

Végiil de nem utolsod sorban, a legnagyobb halaval Biré Vivien egyetemi
tanarsegédnek tartozom, aki mindig mellettem allt kutatotarsamként és
baratként is. A bizonyos ,,terreus” kisérlet ota, verhetetlen csapatot alkotva a
Tanszék oszlopos tagjaiva valtunk, ami egymas segitése nélkiill nem
valdsulhatott volna meg. A kisérletek kozds megbeszélése, kivitelezése
hozzajarult nem csak szakmai, de személyiségem fejlédéséhez is, a k6zos

sorozések pedig minden mélypontbdl kihuztak. Koszonok mindent!
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13. Mellékletek

13.1 Felhasznalt primerek

6. tablazat A. niger torzsekhez hasznalt primerparok

Torzs Primer Szekvencia (5°-)
1015-a0xB-5prime-Fw1 CGTTCGATCTTCTCGCTAAG
1015-a0xB-intern-Rv1 GTGTATAGGTAATGACAGCT
1015-a0xB-intern-Fw2 GTGCACTGATTTCGTGACTG
A niver ATCC 1015-a0xB-3prime-Rv2 | CCATAAAGAATAACACCTGA
- THger AL 1015-a0xB-5prime-cDNA- | ATCCCTGCCGAGGTGTCCAA
1015 aoxB és Fwl
cDNS 1015-aoxB-5prime- GAGACAGCTATTGTCTGGAA
cDNA2-Fwl
1015-aoxB-intern-cDNA- TGACAGCTTCTTCCTCCAGG
Rvl
1015-andB-3prime-Fw1 GCTCGGTACCGAGGAAAGT
1015-andB-intern-Rv1 GAGCAGAATGACACTGAGCT
. miver ATCC 1015-andB-intern-Fw2 GGAAACAGTCTCTGTACATC
o1 ;”ge;B - 1015-andB-5prime-Rv2 | GAACCAGGCCAGATATACAGC
anDngen s 1015-andB-5prime- AGTAGAGGCAGATCCGTCAA
¢ cDNA1-Rv2
1015-andB-5prime- CCAGGCCAGATATACAGCCTA
cDNA2-Rv2
1015-andB-3prime-Fw1 GCTCGGTACCGAGGAAAGT
A. niger CBS 1015-a0xB-intern-Rv1 GTGTATAGGTAATGACAGCT
554.65 ZOBXB ¢S [7554-65 andB-special-Fwl | GCAAGAGATCCTTGGTGAGT
an 554-65_andB-special-Fw2 | AGTTGCACTGTATCTCGTTG
1015-a0xB-5prime-Fw1 CGTTCGATCTTCTCGCTAAG
. 554-65_aoxB-intern-Rvl | GTGTATAGGTGATGACAGCT
ﬁ niser CB; 1015-a0xB-intern-Fw2 GTGCACTGATTTCGTGACTG
7343 aox 124-48_transposon-Rv1 CTACAGGGTTACTACCTCAA
124-48 transposon-Fwl CCGCCTGTAGCGTTCGAACA
1015-a0xB-3prime-Rv2 | CCATAAAGAATAACACCTGA
630-78-a0xB-5prime-Fw1 CGTTTGATCTTCTCGCTAAG
A. niger CBS 1015-a0xB-intern-Rv1 GTGTATAGGTAATGACAGCT
630.78 aoxB 1015-a0xB-intern-Fw2 GTGCACTGATTTCGTGACTG
630-78-a0xB-3prime-Rw2 | CCATAAGAATAACACCTGAA
630-78-a0xB-5prime-Fwl CGTTTGATCTTCTCGCTAAG
/; g CB; 1015-a0xB-intern-Rvl | GTGTATAGGTAATGACAGCT
7 aox 1015-a0xB-intern-Fw2 GTGCACTGATTTCGTGACTG
630-78-a0xB-3prime-Rw2 | CCATAAGAATAACACCTGAA
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7. tablazat Aspergillus és Penicillium aox génexpresszié igazolalasahoz hasznalt

primerparok
Torzs Primer Szekvencia (5°-)
Aterreus-aoxA-Fw CCTCATTCAACGTTCATCGA
A. terreus Aterreus-aoxA-Ry CTCAAAGGTACCTGGTCCCA
NIH2624_A Aterreus-aoxA-Bridge- CCAGTAGCGTTTCGATCCAT
Rv
Aterreus-aoxB2-1-Fw CTAAAGAGTGGACCGCTCT
A. terreus Aterreus-aoxB2-1-Rv ATGTAGGGCATTCACAGACA
NIH2624 B2-1 Aterreus-aoxB1-1- GAGGAGGGTTTCGATCCA
Bridge-Rv
A. oryzae Aoryzae-aoxA-Fw GTAGCTTCCCAATGTCCAGT
RIB40 A Aoryzae-aoxA-Rv CACAGTCCATAATGTGGATGAC
Aoryzae-aoxB2-1-Fw GTACTCTTTCTCATCTGTCAG
A. oryzae Aoryzae-aoxB2-1-Rv AGAGGCAGAATTCTAGACCAA
RIB40 B2-1 Aoryzae-aoxB2-1- CCAGGAGTGTCTCAATCCA
Bridge-Rv
Prubens-aoxA-Fw CTCTCTGTCATTGGTTCCATC
P, rubens Prubens-aoxA-Rv GAGATGCTATTCAAATGACCAA
NRRL1951 A Prubens-aoxA-Bridge- TCGAGCAGGGTTTCAATCCA
Rv
Prubens-aoxB2-1-Fw CCTTGTGCAAGTCTCAAGAC
Penicillium rubens Prubens-aoxB2-1-Rv GATAGACCAGTTGAGGTCAA

DTO 134E9 B3

NRRL1951_B2-1 Prubens-aoxB2-1- TCGAGGAGGGTTTCTATCCAT
Bridge-Rv
A. wentii Awentii-a0xA-Fw TCATCCATACGCATCAACCA
DTO 134E9 A Awentii-a0xA-Rv CACGACGACAATGAGAAGGA
Awentii-aoxA-Bridge-Rv | CTTCCAAAAGGGTTTCGATCCA
Awentii-aoxB3-Fw CAGTATCAACTATTAAGCGACTA
A. wentii Awentii-aoxB3-Rv CTGACATATATCCGTGGTCG

Awentii-aoxB3-Bridge-
Rv

CTAACTGTGTTTCAATCCAGC

A. calidoustus
SF006504 A

Acalido-aoxA-Fw CAGTACAACACTACGATCCA
Acalido-aoxA-Rv CCATAGCCTTTATCGTGTCA
Acalido-aoxA-Bridge- CCAACAACGTTTCAATCCA

Rv

A. calidoustus

Acalido-aoxB1-Fw

TGTTTGTGCTAGCAACTTCCA

Acalido-aoxB1-Rv

GGTAACTCCATATGAAAGTCC

Rv

SF006504 B1 Acalido-aoxB1-Bridge- CAATCAGCGATTCAATCCAT
Rv
Acalido-aoxB4-Fw CTTCTCGAATTCGGTCCAT
A. calidoustus Acalido-aoxB4-Rv TGTACACAACACCTCCAAC
SF006504 B4 Acalido-aoxB4-Bridge- CCAAAAGCGTTTCGATCCA

A. sydowii
CBS 593.65 A

Asydowii-aoxA-Fw

CGATACATCCAATATCCAACCT

Asydowii-aoxA-Rv

CGTCTTGACCAGTGAATG
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Asydowii-aoxA-Bridge-
Rv

TCCAGCAAGGTCTCGATCCAT

A. sydowii
CBS 593.65 B2-1

Asydowii-aoxB2-1-Fw GGTACAACCTCACAGTCAAG
Asydowii-aoxB2-1-Rv CAGGTCATCAAGCGTCTAC
Asydowii-aoxB2-1- CAAGTAGTGTTTCAATCCA

Bridge

A. sydowii
CBS 593.65 B3

Asydowii-aoxB3-Fw

CGTTACTTGTTTGTATAGACATC

Asydowii-aoxB3-Rv

CTCAAGAAATAGAACTATCGCAA

Asydowii-aoxB3-Bridge

CGAGGAGCGTTTCTATCCA

T asperellum
CBS 43397 A

Tasperellum-aoxA-Fw

CCACAGCTATATTTAGCTTTCAC

Tasperellum-aoxA-Rv

ACACAACTTCGTTTCTTGAGTCT

T. asperellum
CBS 433.97 B2-2

Tasperellum-aoxB2-2- GGATTGACATTAATAGCCAG
Fw
Tasperellum-aoxB2-2-Rv CACCTTGATAAAACGGTACA
Tasperellum-aoxB2-2- CTAGCAGTGTCTCGATCCA

Bridge
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13.2 SRA adatok

8. tablazat SRA adatok az aox gének kifejez6désének igazolasahoz

Torzsek / gén / exon fuzid NCBI SRA SRA olvasat Torzsek / gén / exon fuzid NCBI SRA SRA olvasat
intron szam adatbazis intron széam adatbazis
A. calidoustus A. terreus
aoxA CCAGTTTAT ERX631988 ERR677097.21482935.1 aoxA CCTGICTAT SRX7896641 SRR11291067.6645117.1
intron 1 intron 1
GGATGGATT ERX631988 ERR677097.21338014.1 GGATGGATC SRX7896641 SRR11291067.4382190.1
intron 2 intron 2
CCTT.TCAA ERX631988 ERR677097.21534348.1 aoxB2-1 CCAGTGTAC SRX7896641 SRR11291067.4577324.1
intron 3 intron 1
aoxBl1 CCAATCTAC ERX631988 ERR677097.19174082.1 GGCTGGATC SRX7896641 SRR11291067.6484527.1
intron 1 intron 2
intron 2 GGATGGATT ERX631988 ERR677097.383320.1 A. wentii
aoxB4 CCGGTGTAC ERX631988 ERR677097.4402296.2 aoxA CCTGTTTAC Aspwel [JGI] No excision detected
intron 1 intron 1 Locus2300vlrpkm79.34
intron 2 GGCTGGATC ERX631988 ERR677097.11324119.1 intron 2 GGATGGATC Aspwel [JGI] Locus5976vlrpkml7.33
[EST contig]
A. oryzae aoxB2-1 CCAGTATAC Aspwel [JGI] Locus8961vlrpkm3.92
intron 1 [EST contig]
aoxA* CCTGITTAT DRX169184 DRR178658.23709178.1 intron 2 GGCTGGATT Aspwel [JGI] Locus8961lvlirpkm3.92
intron 1 [EST contig]
aoxB2-1 CCTGTATAC DRX169184 DRR178658.3184879.2 P. rubens
intron 1
GGATGGATT DRX169184 DRR178658.21178077.1 aoxA CCAGTATAC SRX7124595 SRR10428551.21351875.1
intron 2 intron 1
A. sydowii intron 2 GGATGGATT SRX7124595 SRR10428551.1426888.1
aoxA CCTGICTAT SRX13745574 SRR17576387.22532111.1 aoxB2-1 CCCGTATAC SRX7124595 SRR10428551.4681329.1
intron 1 intron 1
intron 2 GGATGGATC SRX13745574 SRR17576387.22175180.1 intron 2 GGATGGATA SRX7124595 SRR10428551.20234005.1
aoxB2-1 CCAGTATAC SRX13745574 SRR17576387.21790899.1 T. asperellum
intron 1
GGATGGATT SRX13745574 SRR17576387.19454217.1 aoxA AATG.TTGT SRX19144862 SRR23195941.7227219.2
intron 2 intron 1
aoxB3 CCAGTATAC SRX13745574 SRR17576387.22181706.1 intron 2 TTCA-ACTG SRX19144862 SRR23195941.2092837.1
intron 1
GGGTGGATA SRX13745574 SRR17576387.22515080.1 aoxB2-2 CCGGTGTAC SRX19144862 SRR23195941.7589312.2
intron 2 intron 1
intron 2 GGTTGGATC SRX19144862 SRR23195941.13228317.1
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9. tablazat SRA adatok az aoxB1 génexpresszid igazolasara

Torzsek / Gén Adatbazis SRA olvasatok Térzsek / Gén Adatbazis SRA olvasatok
Intron (NCBI) Intron (NCBI)
ERX631993 ERR677102.16649058.2 ERX631996 ERR677105.6854148.2
A.calidoustus ERX631995 ERR677104.15682812.1 ERX631995 ERR677104.2332297.1
andB intron 1 ERR677104.15682812.2
TTAGGCACT ERR677103.2510794.2
ERX631996 ERR677105.2162584.1 ERX631994 ERR677103.1656912.1
ERR677105.2162584.2 ERR677103.900396.2
ERR677102.2082084.2
ERX631988 ERR677097.373254.2 A.calidoustus ERX631993
aoxBl intron 1
ERR677099.18680577.2 CCAATCTAC ERR677101.10577410.1
A.calidoustus ERX631990 ERR677099.18680577.1 ERX631992 ERR677101.8218975.1
andB intron 2 ERR677099.2869718.1 ERR677101.8193533.1
TTTGGGATT
ERX631993 ERR677102.14622834.2
ERX631991 ERR677100.9382643.1
ERX631996 ERR677105.17252672.2 ERX631996 ERR677105.2013743.2
ERR677105.17252672.1
ERR677098.13859357.2
A.calidoustus ERR677098.2998495.2 ERR677104.16482873.2
andB intron 3 ERX631989 ERR677098.2998495.1 ERX631995 ERR677104.16482873.1
CCTTCIGTGCTT ERR677098.22770266.2
ERR677098.13859357.1 A.calidoustus
ERX631992 ERR677101.1542532.2 aoxBl intron 2 ERX631994 ERR677103.1971655.2
ERR677101.1542532.1 GGATGGATT
ERR677102.23350232.2
ERX631994 ERR677103.6474623.1 ERX631993 ERR677102.10276109.2
A.calidoustus ERR677103.6474623.2 ERR677102.4764038.2
andB intron 4 ERR677102.4764038.1
AGTGCCCGG ERR677102.17188126.1
ERX631993 ERR677102.17188126.2 ERX631992 ERR677101.7231996.1
ERR677102.12370809.2
A.niger A.niger
aoxBl intron 1 SRX9722265 SRR13293334.22709813.2 andBl intron 1 SRX11975055 SRR15678655.579521.2
CCAATCTAC AGTGCCTAA
SRX11975055 SRR15678655.579521.1
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A.niger aoxBl A.niger SRX12789281 SRR16587860.708123.1
intron 2 SRX11975789 SRR15679403.6264149.1 andB intron 2 SRX15688375 SRR19638148.2825246.1
GGATGGATC TATCGCAAA

A.implicatus A.niger

andB intron 1 SRX5208515 - andB intron 3 SRX12789281 SRR16587860.3272965.1
CTGGECACT TAGGACAGA

A.implicatus A.niger

andB intron 2 SRX5208515 SRR8399217.21403927.2 andB intron 4
TTTGGAATC SRR8399217.387016.1 CCGAGAGCT SRX18320010 SRR22348904.213785.1

A.implicatus A.implicatus

andB intron 3 SRX5208515 - aoxB intron 1

CCCTCGATTTTA CCAATCTAT SRX5208515 SRR8399217.6320403.2

A.implicatus SRR8399217.2264778.1 A.implicatus SRR8399217.23319380.2

andB intron 4 SRX5208515 SRR8399217.25258407.1 aoxB intron 2 SRX5208515 SRR8399217.8293776.1
AGTGTCCAG SRR8399217.992531.1 GGATGGATC SRR8399217.6320403.1

SRR8399217.23243498.1
13.3 Szekvenciaillesztés eredményei
10. tablazat Paralogok szekvenciaillesztése
Hasonlosag (%0) A. calidoustus_A A. sydowii_A A. terreus_A
P. chrysogenum_A 70.3 72.18 75.19
A. calidoustus_A - 79.7 80.83
A. sydowii_A - - 84.96
Hasonlésag (%0) A. calidoustus_B1 A. sydowii_B3 A. calidoustus_A A. sydowii_A A. calidoustus_B4
A. sydowii_B2_1 61,07 59,32 59,54 61,45 62,6
A. calidoustus_B1 - 63,16 64,66 66,54 67,29
A. sydowii_B3 - - 68,42 68,8 70,3
A. calidoustus_A - - - 79,7 79,32
A. sydowii_A - - - - 81,2
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13.4 Génvesztési mintazat

11. tablazat Aspergillus fajok génvesztési mintazata

Torzs Szekcio Alszekcio aoxA aoxB1 | aoxB2-1 aoxB2-2 m
A. bombycis Nomiarum X X X
A. nomiae Nomiarum X X
A. caelatus Kitamyces X X X
A. tamarii Kitamyces X X
A. arachidicola Flavi Flavi X X X
A. parasiticus Flavi X X
A. flavus Flavi X X
A. leporis Leporum X X
A. hancockii Leporum X X
A. alliaceus Alliacei X X
A. bertholletiae Bertholletiarum X X
A. calidoustus X X X
A. pseudodeflectus X X
A. germanicus ) Calidousti X X
A. keveii Usti X X
A. insuetus X X
A. carlsbadensis X X
A. ustus Usti X X
A. chevalieri X X
A. montevidensis Chevalierorum X X
A. intermedius X X
A. caperatus X X
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A. cibarius Aspergillus Aspergillus X X
A. glaucus Aspergillus X
A. cumulatus Rubri X X n:
A. ruber Rubri X
A. xerophilus Xerophili X X
A. punctus NA NA X X
A. penicilloides Restricti Penicillioides X X
A. implicatus Sparsi Implicati X XX
Aspergillus sp. MA NA NA X X
6041
A. sydowii X X
A. creber X X
A. teennsseensis X X
A. Jensentt Nidulantes Versicolores X X
A. austroafricanus X X
A. amoeneus X X
A. protuberus X X
A. versicolor X X
A. subversicolor X X
A. angustatus Stellati X X
A. wentii X
A. sepultus Wentiorum X
A. dimorphicus Cremei X
A. arxii Arxiorum X
A. inflatus Inflati X
A. insolitus Polypaecilum Polypaecilum X X
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A. hortai

A. pseudoterreus

A. terreus

A. alabamensis

A. floccosus

A. auroterreus

A. ambiguus

Terrei

Terrei

Ambigui

A. candidus

A. campestris

A. taichungensis

A. subalbidus

A. triticus (A. tritici)

Candidi

Candidi

S R I P e e

A. westerdijkiae

A. ochraceus

A. melleus

A. ostianus

A. sesamicola

A. westlandensis

A. subauricomus

Circumdati

Circumdati

A. petrakii

NA

NA

A. neoaricomus

NA

NA

A. uvarum

Nigri

Japonici

P. brevicompactum

Brevicompacta

Brevicompacta

P. brasilianum

Lavata-
Divaricata

Simplicissima

it Kl Bl isitalisiiadisital Lelalisitaiial Ealiaitalialtalballs

P. swiecickii

Ramosum

Lanosa

s
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13.5 A. niger torzsek csoportositasa a0xB1 génallélok szerint

12. tablazat A. niger torzsek csoportositasa aoxB1 génallélok szerint

1. allél 11. allél 111. allél 1V. allél V. allél V1. allél

vad tipus Delécio Retrotransposon Missense mutacioé Frameshift Frameshift és A. tubingensis

inszercio mutacio nonszense pszeudogén

mutacio
IFM 58123 ATCC 13496 CBS 113.50 ATCC 13157 CBS 630.78 CBS 131.52 “A.niger” strain
(A.awamori) (A.phoenicis) An76
ATCC 1015 CBS 101883 CBS 118.52 strain JSC-093350089 CBS 147347 CBS 769.97 “A.niger” strain
(A.lacticoffeatus) 3.316
ATCC 64974 CBS 112.32 CBS 124.48 strain F1702 A.tubingensis
[N402] WU-2223L

CBS 147345 CBS 115988 CBS 147322 strain M3604 A.costaricensis

FKII-L6-BK-

DRAB1

CBS 147346 CBS 115989 CBS 147323 strain R1650 A.tubingensis
S/N-304-0OC-P1

CBS 147482 CBS 147321 CBS 147324 strain R20-06 A.tubingensis
S/N-308-I1C-B1

CBS_139.54b CBS 513.88 CBS 147343 strain RG13B1 A.tubingensis
(A.welwitschiae) VSIIIBKNt

CCMB 663 CBS 554.65 CBS 147344 strain S1603 A.tubingensis
(A.welwitschiae) (A.niger neotype) SIN-302-OC-P2

CCMB 674 strain Al CBS 147371 strain Y1650 A.tubingensis

(A.welwitschiae)

strain JS3-R1
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DSM 1957

strain H915-1

strain F3_1F3_F

A.tubingensis
strain JS3-P2

FDAARGOS_311 strain L2 ATCC 10864 A.tubingensis
(2 contigs)# strain C2-2
FGSC A1279 strain LDM3 CBS 133816 strain Y4002A
(2 contigs)#
IHEM 2864 strain SH-2 CBS 147320 strain S3103
(A.welwitschiae) (2 contigs)#
ITEM 11945 CBS 147352 strain BSC-1
(A.welwitschiae) (2 contigs)#
NRRL 3 CBS 147353 strain S1133
[CBS 120.49; (2 contigs)#
N400]
“Penicillium strain MOD1- strain F8013-2
fimorum” FUNGI2

S/N-308-OC-P1*

(2 contigs)#

strain F3 4F1 F

strain S1118

strain F3 4F2 F

strain P1003-2

strain L14 strain PG3607
strain P1402 strain B7004A
strain S1

strain Y2001A1
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13.6 Az osszes paralogot tartalmazo filogenetikai fa

oty
Gt
o, TR R
e

AoxB2 2 AoxBl

27. dbra Az Eurotiomycetidae fajok filogenetikai analizise az dsszes paraloggal
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