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1. Bevezetés

A legtobb ndvényben, gombaban, de még bizonyos emlds
sejtekben is a f6 1€gzési lanc mellett egy vagy tobb alternativ 1égzési ut
is talalhatd. Az alternativ oxiddz enzim (Aox) egy cianid-rezisztens,
citokrom-fiiggetlen alternativ 1¢égzési folyamatot biztosit, melynek
¢lettani szerepe sokoldali (Joseph-Horne és mtsai, 2001). Aktivitasa
gombak esetében a  kilonbozd  stresszhatasokkal — hozhatd
Osszefiiggésbe, habar még mindig rengeteg kutatast igényel a biokémiai
szerepének pontos megismerése. Legtobb esetben kozvetve
befolyasolja a metabolikus aktivitdst, amivel hozzajarul a gomba

kornyezethez valo alkalmazkodéasédhoz (Li és mtsai., 2011).

Az aox gén paraldgok jelenléte nem gyakori a gombak korében,
habar az Aspergillaceae csalad tagjaira jellemz6 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 dontd 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 el6allito faj (Molnar és mtsai., 2018; Kozma ¢és Karaffa,

1996).

Az Aspergillus és Penicillium nemzetségek alternativ oxidaz
génjeinek filogenetikai vizsgalataval olyan informacidkhoz juthatunk,

amelyek nem dallnak rendelkezésre a szakirodalomban. A duplikacios



események vizsgalata mellett hasonl6 fontossaggal birnak a génvesztés

jelenségei, melyek egyiitt formaljak az evolucios eseményeket.

Doktori értekezésemben Osszefoglalom az Aspergillaceae
csaladba tartozdé gombafajok aox génjeinek filogenetikai elemzésébol
kapott eredményeit, melyek tobb milli6 éven at tartd torténéseket
fednek fel. Négy génduplikacids esemény mellett szamos génvesztési
mintazat jott 1étre, tovabba az A. niger torzsek vizsgalataval kiillonb6zo
mutacidkat taldltunk, amik a madasodlagos aox génrdl atirt fehérjék
miikodését befolyasoljak. A filogenetikai analizissel hozz4jarultunk az
aox génnel kapcsolatos ismereteink boOvitéséhez, hiszen ebben a
megkdzelitésben nem all rendelkezésre irodalmi adat sem a gén
eredetérdl, sem evolucidjardl az Aspergillaceae csalad fajaiban. Mivel
szamos iparilag fontos gomba, tovabba human vagy ndvényi patogén
tartozik ide, egy olyan gén vizsgalata, ami a metabolikus plaszticités

biztositasaval a tulélést segiti eld, kiemelkedd jelentdséggel bir.



2. Célkitiuzések

Az Aspergillus és Penicillium nemzetségek tagjai kozott szadmos
iparilag fontos gomba talalhat6, tobbiikkel a Biomérnoki Tanszéken
évek ota folynak kutatdsok. Az alternativ oxiddz vizsgalata sem
ujkeletii, Tanszéki publikaciok sora foglalkozik miikodésével. Doktori
értekezésem  alapjaul  szolgdlo  célkitizéseimet ezek alapjan

fogalmaztam meg:

1. Az NCBI adatbazisaban fellelheté Osszes Aspergillus és
Penicillium faj aox génjeinek 0sszegyljtése, majd az azokrol
képzddott fehérjék (szekvencia alapu) filogenetikai

analizise.

Aspergillaceae csaladon beliil.

3. Génvesztési mintdzatok feltardsa: a paralog gének
eltlinhetnek a genombdl, ha a sejt szdmara nem eldnydsek.
Emiatt a génduplikacios események mellett a génvesztés

vizsgalata is kiemelkedd fontossaggal bir.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Alternativ oxidaz gének keresése, génstruktira megallapitasa

Az aox-ot kodold gének Osszegyiijtése a National Center of
Biotechnology Information (NCBI) adatbazisabol tortént (2022 majus),
TBLASTN keres6 algoritmus révén. Referenciaként az Aspergillus
niger WU-2223-L (Kirimura és mtsai., 1999; Kirimura és mtsai., 2006)
torzs Aox fehérjének aminosav szekvencidjat hasznaltuk, melyben
elsdként hataroztak meg az Aox teljes hossziisagt cDNS-ét. A keresést
az Aspergillus és Penicillium nemzetségek, és az egyéb
Eurotiomycetidae alosztdlyba tartoz6 gombdk (Eurotiales ¢és
Onygenales rend adatbéazisban fellelhetd Osszes genomja) korében
végeztik, tovabba fiiggetlen csoportként az FEurotiomycetidae-hez
legkdzelebbi rokonsagban 1€v6 Lecanoromycetes osztaly fajait
valasztottuk. Azokkal a génekkel dolgoztunk tovabb, melyek kodold

fehérjéi 55-65%-o0s aminosav szekvencia hasonlosagot mutattak.

Az NCBI adatbazisa mellett néhany faj esetében (A. niger, Usti
szekcio fajai) az U.S. Dept. of Energy Joint Genome Insitute (JGI)
genom szekvencidit is felhasznaltuk. Az A. niger masodik aox-anak
blastja az adatbazisban megtalalhato (2022 november) Osszes A. niger
torzsben megtortént. Az aox gének kozvetlen kornyezetének
feltérképezése a szomszédos gének elhelyezkedésének ¢€s lehetséges
funkcidinak meghatarozasa a JGI-ba feltltott genomszekvencidk

segitségével tortént.



3.2 Maximum likelihood filogenetikai analizis

A filogenetikai fa létrehozdsdhoz az Aox fehérjék tobbszords
szekvenciaillesztése a MAFFT (Multiple Sequence Alignment with Fast
Fourier Transform) programmal valosult meg, E-INS-i algoritmus ¢és
BLOSUM45 pontoz6 matrix alkalmazasaval. A filogenetikai
kovetkeztetésre alkalmas régiok kivalasztasa a BMGE (Block Mapping
and Gathering using Entrophy) szoftverrel tortént BLOSUMSS
hasonlosdgi matrix és 4-es blokkméret haszndlatdval. A Maximum
Likelihood (ML) filognetikai fa&t PhyML 3.0 online programmal LG
matrixot beallitva, gamma szubsztitucids rataval és 4 szubsztitiicioval
hoztuk létre, majd a FigTree (1.4.3 verzio) és Adobe Illustrator 2018
szoftverek segitségével szerkesztettiik. Az elagazasok
valoszinliségének értéke az approximate Likelihood Ratio Tests
(aLRTs) segitségével lett megadva. Az alternativ  oxidaz
génszekvencidkbol késziilt filogenetikai fakhoz szintén a fent emlitett

programokat hasznaltuk.
3.3 Alkalmazott gombatorzsek, taptalajok

A kiilonb6z6 duplikacios események soran létrejott aox paraldogok
kifejez6dését 7 fajban teszteltiik, tovabba A. niger-ben azok mutacioit
is bizonyitottuk. Az alkalmazott fajok és A. miger torzsek az 1.

tablazatban lathatdak a vizsgalt génekkel/génallélokkal egyfitt.



1. tablazat Mutacidk és aox gének kifejezodésének 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, aoxBl1, aoxB4
A. sydowii CBS 593.65 aoxA, aoxB2-1, aoxB3
Trichoderma asperellum CBS 433.97 aoxA, aoxB2-2
A. niger ATCC 1015 aoxB1 — vad torzs
A. niger CBS 554.65 aoxB1 — delécid
A. niger CBS 147343 aoxBI - transzpozon
A. niger CBS 630.78 aoxB1 — frameshift
A. niger CBS 769.97 aoxB1- frameshift, nonsense
mutacio

Az A. niger ATCC 1015 torzsben az alternativ.e. NADH
dehidrogenaz (andB) vizsgalatara is sor keriilt.

A torzseket a szamukra optimalis taptalajon ndvesztettiik: NIG1
minimal taptalajon (6 g/L NaNOs, 1,5 g/L KH2PO4, 0,5 g/L MgSO4 x
TH20, 0,5 g/L KCI + 1% D-gliikoz, 20ul nyomelem oldat) és PDA
(Potato Dextrose Agar) taptalajon. A torzseket spordk mosdsa utan
(0,01% Tween), Erlenmeyer lombikokban sterilezett tapoldatban, 24-48
oraig, 27-38 °C-on razoasztalon (Infors HT Multitron, Basel, Svdjc)
200-250 rpm-en (revolution per minute) tenyésztettiik. A kisérletekhez
a VWR International Kft. és a Sigma Aldrich analitikai tisztasagl



vegyszereit és a VWR International Kft. eszkozeit hasznaltuk

(2.tablézat).

2. tablazat Tenyésztéshez alkalmazott taptalajok

Torzs Tenyésztési taptalaj
A. oryzae
T. asperellum PDB (Potato Dextrose Broth)
A. wentii A. oryzae esetében + 1 % Triton X-100
A. sydowii A. sydowii esetében + 2M NaCl, 2M MgCl,
2 g/L KH,PO4
P rubens 8 g/L Na,HPO4
A. calidoustus 0.25 g/L MgS04
10 g/L (NH4)2SO4

1% D- gliik6z + nyomelem oldat
0.1 g/L KH>PO4
3 g/l NH4NO;
1 g/ MgS0O4 x TH2O
A. terreus 5 g/L CaCl, x 2H,O
1.67 mg/L FeCl; x 6H,O
8 mg/L ZnSO4 x TH,0
15 mg/L CuSO4 x SH,O
60 mM Natrium-acetat
2.5 g/L (NH4)2SO4
0.15 g/L KH,PO4
0.15 g/L NaCl
2.25 g/ MgSO4x 7TH,0
A.niger 1.50 mg/L Zn?*
0.10 mg/L Fe**
0.06 mg/L Cu*
0.05 mg/L Mn?*
10 g/L D-gliikoz




3.4 RNS/DNS izolilas, PCR, szekvencia azonositas

A biomassza Osszegyljtése 3 fiiggetlen tenyészetbdl (biologiai
replikatum) tortént, a micélium folyékony nitrogénen valo feltorését
kovetden a genomi DNS kinyerése Macherey-Nagel NucleoSpin Plant
IT kit-el valosult meg, mig az RNS izolalashoz az RNA Plant kit-et
hasznaltuk (Macherey-Nagel GmbH és Co., KG, Diiren, Germany).

Az alternativ oxiddz gének kifejezddésének vizsgalatahoz a teljes
RNS-b6l cDNS-t irtunk, ami Oligo(dT) primer hasznalatdval a
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-el tortént (Thermo
Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A géneket
PCR (Polymerase Chain Reaction) reakcidval szaporitottuk fel, Dream
Taqg DNS polimerazt (Thermo Scientific, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) hasznéalva a TI00TM Thermal Cycler
PCR késziilékben (Bio-Rad, Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest,
Magyarorszag). A PCR reakcid paraméterei a kovetkezOk voltak:
kezdeti denaturaci6 95°C, 3 perc majd 30 kdrben 95°C 30 mp, 54°C 1
perc, 72°C 0,5-1 perc, végezetiil poszt-elongacié 72°C 5 perc. A
tisztitott PCR fragmenseket vektorba klonoztuk (pGEM-T Easy Vector
System I, Promega Corporation, Madison, WI, USA), majd 3 fiiggetlen
klont  kivéalasztva  (technikai  replikdtum)  mindkét  szalat
megszekvenaltuk (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany). A cDNS
¢s genomi DNS szekvencidkat a GenBank adatbazisba toltottiik fel. A
génexpresszid tovabbi bizonyitdsdhoz az NCBI SRA (Sequence Read

Archive) adatait is felhasznaltuk.



4. Uj tudomanyos eredmények

1. Megallapitottuk, hogy az Aspergillaceae csalad tagjai (351 faj,
531 Aox fehérje) négy Kkiilonb6zé duplikaciés esemény soran

szerezték meg az aox paralogot.

A leg6sibb génduplikacid valoszinlleg az Aspergillus és
Penicillum nemzetségek szétvalasa eldtt torténhetett, melyre bizonyiték
az, hogy koriilbeliil 100 faj rendelkezik az altalunk aoxB2-1-nek
nevezett génnel. A vertikalis 6roklddésnek koszonhetéen a mainal tobb
taxon is tartalmazhatta, bar igy is szamos Aspergillus szekciod

rendelkezik vele, mint a Flavi, Terrei vagy Candidi fajok.

Az aoxB2-1 génhez evollciosan legkdzelebb es6 paralog az aoxB2-
2 csak néhany Flavi fajban maradt fent. Eredetére vonatkozdan kétféle
magyarazatot fogalmaztunk meg: vagy az aoxB2-1 tovabbi
duplikacigjaval jott 1étre, vagy az aoxA megkettézddésével az aoxB2-1-

gyel kozel egy idében.

Filogenetikai analizislinkkel bizonyitottuk, hogy az aoxB2-2 két
Trichoderma fajban is helyet kapott (1. asperellum, T. asperelloides). A
Trichodermak alapvetden csak aoxA génnel rendelkeznek, melyek
génmodellje eltérd az Aspergillaceae fajokétol. A T asperellum és T.
asperelloides fajok masodik aox génje az A. arachidicola aoxB2-2
génnel 93 %-o0s hasonlosagot mutat (mitokondrialis szignal nélkiil), ami

kozvetlen horizontélis géntranszferre utal.



Az aoxB3 paraldg kialakuldsa az Aspergillus és Penicillium
nemzetségek szétvaldsa utana torténhetett. Analizisiink alapjan egy
Penicillium fajtol lateralis géntranszferrel kaphatta meg egy Aspergillus
0s, majd terjedt el a Cremei, Aspergillus, Circumdati és Nidulantes

alnemzetségekben.

A negyedik duplikacids esemény altal 1étrehozott gén (aoxB4) csak
az Usti szekcid fajaira jellemzd, ami egy ,koOzelmultban™ tortént
jelenségre utal; az aoxB4 szomszédos génjeinek hasonldsaga tovabb
erdsiti ezt a tényt. A duplikacio feltehetdleg az Usti és Ochraceorosei
szekciok szétvalasa utan, korilbeliil 40-50 millio évvel ezelétt (az
Aspergillus €s Penicillium nemzetségek szétvalasa 94 millio évvel

ezelottre tehetd).

2. Megallapitottuk, hogy a duplikacios események mellett szamos
génvesztési mintazat is megfigyelhet6 az alternativ oxidaz

paralogok esetében.

Az aoxA gén minden Aspergillus és Penicillium fajban jelen van,
nincs arra példa, hogy a gén t6rl6dott volna a genombol és/vagy egy
paralog atvette volna szerepét, viszont a génduplikatumok sorsa
tobbféleképpen alakulhat. Az aoxB2-1-hez kothetd esemény meég a
testvér nemzetség szétvalasa eldtt tortént, igy minden Aspergillus és
Penicillium fajnak tartalmaznia kellene. Azonban az evoluci6 soran, ha
a sejt/szervezet nem kovacsol hasznot abbol, hogy egy génbdl két

példany is szerepel a genomban, a duplikatum idével mutacidkon megy
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keresztiil, hibas fehérje képzddik rola, esetleg késobb torlddik is a DNS-
bal.

Az aoxB2-1 paralog szamos szekciobol tint el (Usti, Aspergillus,
Circumdati és Nidulantes szekcid bizonyos alszekcioi), viszont a hozza
evoluciosan kozel esé paralodg, az aoxB2-2 csak néhany Flavi fajban
maradt fent. Viszont bizonyos szekciokban, mint a Candidi, Terrei vagy
Flavi - melyek fontos képviseldi kozé tartozik az A. flavus (az
aszpergillozis egyik f6 okozoja) vagy az A. terreus (a biotechnoldgia
egyik fontos platformja) - az aoxB2-1 paral6g fennmaradt az évmilliok
soran. Az Aspergillus szekcié néhany tagja még rendelkezik az aoxB3
duplikécioval, viszont az Aspergillus és Rubri alszekcio fajaiban mar az
aoxB2-1 elvesztése is megtortént, igy mar csak az aoxA génnel
rendelkeznek. A Cremei és Circumdati szekciok tobb fajdban is
talaltunk aoxB3 gént, viszont tobben csak aoxA-val rendelkeznek, az
aoxB2-1 mellett tehat jabb gént szereztek, azonban az eldbbit
elvesztették. Ezzel szemben a Flavi, Terrei és Candidi szekciok, melyek
a Circumdati szekcioval egyiitt a Circumdati alnemzetségbe tartoznak,
az aoxB3 helyett az aoxB2-1 paralogot tartottak meg, mig az aoxB3

eltlint a genombol.

A Nidulantes alnemzetségben (Nidulantes, Usti, Ochraceorosei)
is szdmos génvesztést azonositottunk. Az Ochraceorosei és Usti
szekciok az aoxB2-1 és B3 géneket vesztették el, viszont az Usti fajok
egy ujabb duplikacidés eseménnyel tettek szert az aoxB4 génre. A

Nidulantes szekcio Stellati, Nidulantes, Unguium, Multicolores
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alszekcioi szintén az aoxB2-1 és aoxB3 géneket vesztették el, viszont a
Versicolores alszekcid csak az aoxB3-at. Bizonyos fajok azonban

megoriztek akar két paraldgot is az alszekciokon beliil.

3. Meghataroztuk, hogy az A. niger egy ritka, az Aspergillaceae
csaladtol fiiggetlen génduplikacios eseménnyel szerezte a masodik

aox gént.

Az altalunk aoxBI paralognak nevezett gén minddssze négy
kiilonb6z6 fajban taldlhatd meg: P swiecickii, A. calidoustus, A.
implicatus, A. niger. A paraldg filogenetikai fan valo elhelyezkedése azt
bizonyitja, hogy az Onygenales rendtdl szadrmazik, és kozelebbi
rokonsagot mutat az Eurotiales rend mas csaladjaihoz, viszont ezek a
fajok nem rendelkeznek masodik alternativ oxiddz génnel, csak ugy,
mint az Onygenales rend tagjai. A filogenetikai analizis alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy az aoxBI egy horizontalis géntranszfer
kovetkezménye, mely az Onygenales egyik faja és az emlitett négy
Aspergillaceae csaladba tartozd egyedek kozott valosult meg, és
melynek pontos ideje nem hatdrozhatd meg az altalunk alkalmazott

modszerekkel.
4. Azonositottuk az A. niger masodik alternativ oxidaza mellett
elhelyezked6 alternativ NADH dehidrogenaz gént.

Az aoxBl paralogot tartalmazd négy faj esetében
megfigyelhetd, hogy a gén kozvetlen szomszédsagaban, ellentétes

orientaltsdggal szintén egy alternativ 1égzési utat biztositd enzim

12



paralogja talalhat6: egy kettes tipusi NADH dehidrogenaz vagy
alternativ NADH:ubikinon reduktaz. Az altalunk vizsgalt 350 fajban
nem taldltunk tovabbi példat arra, hogy az alternative NADH
dehidrogenaz gén (andB) ¢és az aoxB gén ugyanilyen modon

helyezkedjen el a genomban.

A négy faj esetében a géntranszfer valdsziniileg egyiitt tortént
meg, az A. niger és A. calidoustus esetében pedig egy négy génbdl allo
klaszter (cink-cluster transzkripcids regulator, alternativ oxidéz,
alternativ. NADH dehidrogendz, 3-hidroxiacil-CoA dehodrogenaz)

kerilt at.

5. Bizonyitottuk, hogy az A. niger torzsek aox paralogjai ot
kiilonb6z6 mutaciot tartalmazhatnak, melyek befolyasoljak a
géntermek képzodését. Mindemellett 4. niger-ben eddig nem ismert

autonom retrotranszpozont is azonositottunk.

A 75 vizsgalt A. niger torzsbdl mindossze 14 olyan egyedet
talaltunk, melyekben hibatlan masodik Aox fehérje keletkezhet. A
legdrasztikusabb mutacioként a gén els§ exonjat és intronjat érintd
deléciot azonositottuk, ami az andB gén jelentOs részét (74 %-at) is
eltavolitotta. Az egyik génallélba egy nem autondém retrotranszpozon
¢kelddott, ami szintén hatissal van a gén kifejezddésére. Egy torzs
esetében egy autonom kopiat talaltunk, mely LTR-e (Long Terminal

Repeat) kiilonbozik a mar A. niger-ben azonositott AniTal
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transzpozontdl, igy az altalunk felfedezett mozgd genetikai elem az

AniTa2 nevet kapta.

Missense mutdcid esetében a startkodon adenin bazisa citozinre
cser¢lodott, ami miatt a fehérje képzodést egy késobbi startkodon
inditja. A hiba miatt az N-termindlis részen koédolt mitokondrialis
szignal harmada hianyzik, ami miatt a fehérje nem juthat be mikodési
helyére. Az 6todik allélt egy frameshiftet okoz6 pontmutacié hozta 1étre
a harmadik exon végén, ami miatt a C-terminalis vég utolso 16
aminosavat a vad tipustol eltérd tripletek kodoljak. A hatodik allél
szintén tartalmazza a frameshift mutaciot, tovabba egy nonsense
mutacid lehetetleniti el a géntermék létrejottét, ami soran az elsd
exonban egy szerin aminosav citozinja adeninre cserélddott, igy egy

korai stop kodont Iétrehozva.

A. tubingensis fajokban (fekete Aspergillus, A. luchuensis klad) az
aoxB1 mint pszeudogén van jelen, exonjaiban tobb frameshift mutacio
halmozodott fel, ami mar a génvesztést megeldzé folyamatokat

mutathatja.

5. Osszefoglalas

A teljes gomba kiralysag filogenetikai analizise azt mutatja, hogy
az aox gén multiplicitdsa nem jellemzd, viszont az Eurotiales rendben,
azon belil is az Aspergillaceae csaladban tobb paralogot is
tartalmaznak bizonyos fajok. A fehérje pontos biokémiai miitkddése a

folyamatos kutatasok ellenére még nem teljesen tisztazott, viszont a
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crer

tekintve is értékes informaciodkat nyujthat.

Az aox gén négy duplikacios eseménye €és az A. niger aoxBl
részletesebb vizsgalata tokéletesen leirjak egy gén sorsat a genomban.
Az Aspergillus és Penicillium nemzetség tagjai nagy egyedszammal
rendelkeznek, igy a paralogok elterjedése az evolucio6 soran kiilonb6zd
mintazatokat mutat. Az évmillidk soran ezek a génduplikatumok el is
tiinhetnek a genombol, ha azok mér nem hasznosak a sejt szamara. Igy
a génvesztés vizsgalata legalabb olyan fontos, mint a duplikacios
események meghatarozasa, hiszen az evolicidt mindkettd befolyésolja,
az ¢él6lények fejlédése és a folyamatosan valtozo kornyezethez valo

alkalmazkodasuk megértése csak az egylittes hatdsukkal vizsgalhato.

crer

folyamata koveti, ami mutaciok felhalmozodasat eredményezi az adott
génben. Az A. niger torzsek mutéacioi talan mar ezt a folyamatot inditjak
el, amire kozvetlen bizonyiték lehet az A. tubingensis-ben talalt

pszeudogének jelenléte.

Az alternativ oxidaz szinte fajonként eltéré miikdését mar szamos

kutato6 bizonyitotta, génszintli vizsgalatainkkal az aox gének eredetének

crer
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1. Introduction

In most plants, fungi, and even certain mammalian cells, besides
the main respiratory chain, one or more alternative respiratory pathways
can be found. The alternative oxidase enzyme (Aox) provides a
cyanide-resistant, cytochrome-independent alternative respiratory
pathway with a diverse physiological role (Joseph-Horne ¢és mitsai,
2001). Its activity in fungi is associated with various stressors, although
understanding its biochemical role precisely still requires a lot of
research. In most cases, it indirectly influences metabolic activity,

contributing to the adaptation of the fungus to the environment (Li és

mtsai., 2011).

The presence of paralogs of the aox gene is not common among
fungi, although gene multiplicity is characteristic of the Aspergillaceae
family (Flipphi et al., 2023). The Aspergillus and Penicillium genera
include industrially important fungi such as Aspergillus niger, which is
responsible for the majority of industrial citric acid production (Karaffa
& Kubicek, 2021), Aspergillus terreus, used in the production of
itaconic acid and lovastatin, or Acremonium chrysogenum, which
produces the antibiotic cephalosporin-C (Molnér et al., 2018; Kozma &
Karaffa, 1996).

Phylogenetic analysis of alternative oxidase genes in the
Aspergillus and Penicillium genera provides information that is not

available in the literature. In addition to the study of duplication events,
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gene loss are of similar importance, which together shape evolutionary

events.

In my PhD thesis, I summarise the results of a phylogenetic
analysis of the aox genes of fungal species of the family Aspergillaceae,
revealing events that have been occurring over millions of years.
Alongside four gene duplication events, numerous patterns of gene loss
have emerged. Additionally, through the examination of Aspergillus
niger strains, various mutations influencing the function of proteins
transcribed from the secondary aox gene have been identified. Our
phylogenetic analysis has contributed to expanding our knowledge of
the aox gene, since there is no literature data available on either the
origin or evolution of this gene in species of the Aspergillaceae family
in this approach. Given that numerous industrially important fungi, as
well as human or plant pathogens, belong to this family, the study of a
gene that facilitates survival through metabolic plasticity holds

paramount significance.



2. Objectives

Members of the Aspergillus and Penicillium genera include a
number of industrially important fungi, several of which have been the
subject of research at the Department of Biochemical Engineering for
many years. Investigation of alternative oxidase is also not new, a
number of publications in the Department dealing with its function. The

objectives of my doctoral thesis are based on the following:

1. Collect all the aox genes of Aspergillus and Penicillium
species available in the NCBI database, then perform a
phylogenetic analysis of the proteins generated from these
genes (sequence-based).

2. Investigation of the origin and evolution of aox genes
within the family Aspergillaceae.

3. Investigation of gene loss patterns: Paralogous genes can
disappear from the genome if they are not advantageous for
the cell. Therefore, in addition to gene duplication events,

the study of gene loss is also of paramount importance.



3. Materials and methods

3.1 Mining of alternative oxidase genes, gene syntheny

The coding sequences of alternative oxidase genes collected from
the National Center of Biotechnology Information (NCBI) database
using the TBLASTN search algorithm (May of 2022). For reference, we
used the amino acid sequence of the Aox protein of Aspergillus niger
strain WU-2223-L (Kirimura et al., 1999; Kirimura et al., 2006), which
was the first to determine the full-length cDNA of the alternative
oxidase. The search was conducted among the Aspergillus and
Penicillium genera and other fungi belonging to the subclass
Eurotiomycetidae (including the Eurotiales and Onygenales species), as
an independent group we selected species from the Lecanoromycetes
class, which is most closely related to Eurotiomycetidae. We further
worked with genes whose coding proteins showed 55-65% amino acid

sequence similarity.

In addition to the NCBI database, genome sequences from the
U.S. Dept. of Energy Joint Genome Insitute (JGI) were used for some
species (Aspergillus niger, section Usti species). The blast of the second
aox of Aspergillus niger was performed in all A. niger strains in the
database (November of 2022). The determination of the possible
functions of neighboring genes of aox were carried out using the

genome sequences uploaded to the Joint Genome Institute (JGI).



3.2 Maximum likelihood phylogenetic analysis

To generate the phylogenetic tree, multiple sequence alignment of
Aox proteins was performed using MAFFT (Multiple Sequence
Alignment with Fast Fourier Transform), E-INS algorithm and
BLOSUM45 scoring matrix. The resulting multiple sequence
alignments were subsequently trimmed using BMGE (Block Mapping
and Gathering using Entropy) to select of regions suitable for
phylogenetic inference. The Maximum Likelihood (ML) phylogenetic
tree was constructed by the PhyML 3.0 online program, setting the LG
matrix, gamma substitution rate, and 4 substitutions. ML trees were
drawn with FigTree (version 1.4.3) and edited by Adobe Illustrator
2018. Branch stability was determined with approximate Likelihood
Ratio Tests (aLRTs). For phylogenetic trees from alternative oxidase

gene sequences, the above programs were also used.
3.3 Fungal strains and cultivation conditions

The expression of various aox paralogs was tested in seven
species, and mutations were also confirmed in A. niger. The species and
A. niger strains used are shown in Table 1. together with the examined

genes/gene alleles.



Table 1. Strains used for examination of mutations and expression of aox genes

Species Strain Gene/Gene allele
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, aoxBl1, aoxB4
A. sydowii CBS 593.65 aoxA, aoxB2-1, aoxB3
Trichoderma asperellum CBS 433.97 aoxA, aoxB2-2
A. niger ATCC 1015 aoxB1 —wild type
A. niger CBS 554.65 aoxB1 — deletion
A. niger CBS 147343 aoxB1 - transposon
A. niger CBS 630.78 aoxB1 — frameshift
. s CBS 769.97 aoxB1- frameshift, nonsense

mutation

The alternative NADH dehydrogenase (andB) was also tested in

A. niger ATCC 1015.

The strains were cultivated on the optimal medium: NIGI1
minimal medium (6 g/L NaNOs, 1,5 g/L KH,POs4, 0,5 g/ MgSO4 x
7H>0, 0,5 g/L KCI + 1% D-glucose, 20ul trace elements) and PDA

(Potato Dextrose Agar) medium. After the spore washing (0,01%

Tween), the strains were inoculated on sterilized medium in Erlenmeyer

flasks for 24-48 hours at 27-38 °C in a rotary shaker (Infors HT

Multitron, Basel, Svajc) at 200-250 rpm (revolution per minute). For

the experiments we used the equipment and chemicals from VWR

International Kft. and Sigma Aldrich (Table 2.).




Table 2. Culture media

Species

Media
A. oryzae

T asperellum

PDB (Potato Dextrose Broth)
A. wentii

A. oryzae + 1 % Triton X-100

A. sydowii A. sydowii + 2M NaCl, 2M MgCl,

2 g/L KH,PO4

P rubens 8 g/ Na,HPO4
A. calidoustus 0.25 g/L MgSO4
10 g/L (NH4)2SO4

1% D- glucose + trace elements

0.1 g/L KH,PO,4
3 g/L NH4NO;
A. terreus 1 g/L MgSOs4 x 7TH,0
5 g/L CaCl,x 2H,O
1.67 mg/L FeCls x 6H,O
8 mg/L ZnSO4 x 7TH,0
15 mg/L CuSOs4 x SH,O
60 mM Sodium-acetate
2.5 g/L (NH4)2SO4
0.15 g/L KH,PO,4
0.15 g/L NaCl
2.25 g/L MgS0O4x TH,0
A.niger 1.50 mg/L Zn**
0.10 mg/L Fe**
0.06 mg/L Cu**
0.05 mg/L Mn?"
10 g/L D-glucose

3.4 RNA/DNA isolations, PCR, sequence analyses

Mycelia were harvested from three independent cultures
(biological replicates), DNA was isolated from powdered deep frozen

biomass using Macherey-Nagel NucleoSpin Plant II kit, and for the
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RNA we used the RNA Plant kit (Macherey-Nagel GmbH ¢s Co., KG,

Diiren, Germany).

For the examination of alternative oxidase gene expression first-
strand cDNA was synthesized from total RN A with an Oligo(dT) primer
using the RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The genes
were amplified by PCR (Polymerase Chain Reaction) using DreamTaq
DNA polymerase (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) in the TI00™ Thermal Cycler PCR (Bio-Rad,
Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Hungary). The cycling conditions
after initial denaturation at 95°C (3 min) were: 30 cycles of 95 °C for
30 s, 54 °C for 1 min, 72 °C for 0,5-1 min and finally post-cyclic
elongation at 72 °C for 5 min. The purufied PCR fragments were cloned
into bacterial vector (pGEM-T Easy Vector System I, Promega
Corporation, Madison, WI, USA), and three independent clones
(technical repicates) were selected for sequencing (Eurofins Genomics,
Ebersberg, Germany). We uploaded the cDNA and genomic DNA
sequences to the GenBank database. We also used NCBI SRA

(Sequence Read Archive) data to further evidence for gene expression.



4. New scientific results

1. We determined that species of the Aspergillaceae family (351
species, 531 Aox proteins) acquired the aox paralog through four

different duplication events.

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. Due to vertical
inheritance, multiple taxa could have contained it, although it is still
present in many Aspergillus sections, such as Flavi, Terrei and Candidi
species. The aoxB2-2 gene is the closest evolutionary paralog to the
aoxB2-1 gene, which is retained only in a few Flavi species. Regarding
its origin, we formulated two 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 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 section Usti, indicating a recent phenomenon. The similarity of
aoxB4 to neighboring genes further strengthens this fact. The
duplication likely occurred after the divergence of the Usti and
Ochraceorosei sections, approximately 40-50 million years ago (the
divergence of the Aspergillus and Penicillium genera split around 94

million years ago).

2. We observed that, in addition to duplication events, several gene

loss patterns are also observed in alternative oxidase paralogs.

The aoxA gene is present in all Aspergillus and Penicillium
species, and there are no examples of the gene being deleted from the
genome and/or replaced by a paralog. However gene duplicates can
have different fates. The event associated with aoxB2-1 occurred even
before the divergence of the sister genera, so every Aspergillus and
Penicillium species should contain it. However, during evolution, if the
cell/organism does not benefit from having two copies of a gene in the
genome, the duplicate will undergoes mutations over time, resulting a

defective protein, and possibly be deleted from the DNA.

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
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- which include important representatives like 4. 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.

Some members of the section Aspergillus still have the aoxB3
paralog, but species of the series Aspergillus and Rubri have lost aoxB2-
I and now only have the aox4 gene. In several species of the section
Cremei and Circumdati, we found the aoxB3 gene, but many of them
only possess aoxA, indicating the acquisition of a new gene, but the
former has been lost.. In contrast, the Flavi, Terrei, and Candidi
sections, which belong to the Circumdati subgenus together with the
section Circumdati, retained the aoxB2-1 paralog instead of aoxB3,

while aoxB3 disappeared from the genome.

Several gene losses have also been identified in the subgenus
Nidulantes (Nidulantes, Usti, Ochraceorosei). Section Ochraceorosei
and Usti lost the aoxB2-1 and B3 genes, but the Usti species gained the
aoxB4 gene with a recent duplication event. The Stellati, Nidulantes,
Unguium, and Multicolores series of the section Nidulantes also lost the
aoxB2-1 and aoxB3 genes, while the series Versicolores lost only
aoxB3. However, certain species retained up to two paralogs within the

series.

3. We determined that A. niger acquired the second alternative
oxidase gene by a rare gene duplication event independent of the

Aspergillaceae family.
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The aoxBI paralog is found in only four different species: P.
swiecickii, A. calidoustus, A. implicatus, A. niger. The position of the
paralog on the phylogenetic tree demonstrates that it is derived from the
Onygenales order and is more closely related to other families of the
Eurotiales order. However, these species do not possess a second
alternative oxidase gene, similar to species of the Onygenales order.
Phylogenetic analysis suggests that aoxBI is the result of a horizontal
gene transfer between a species of the Onygenales and the four species
of Aspergillaceae. The exact time of this event can not be determined

using the methods we applied.

4. We identified an alternative NADH dehydrogenase gene located

adjacent to the second alternative oxidase in A. niger.

In the four species containing the aoxB/ paralog, it is observed
that the gene is also immediately adjacent to a paralog of an alternative
respiratory pathway enzyme with opposite orientation: a type two
NADH dehydrogenase or alternative NADH:ubiquinone reductase.
Among the 350 species we examined, we did not find any additional
examples where the alternative NADH dehydrogenase gene (andB) and

the aoxB gene are positioned in the same orientation.

In the case of the four species, gene transfer probably occurred
together, in the case of 4. niger and A. calidoustus, a cluster of four

genes (zinc-cluster transcriptional regulator, alternative oxidase,
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alternative NADH dehydrogenase, 3-hydroxyacyl-CoA

dehydrogenase) was transferred.

5. It was confirmed that the aox paralogs of 4. niger strains may
contain five different mutations that affect the formation of the gene
product. In addition, we have identified a previously unknown

autonomous retrotransposon in A. niger.

Of the 75 A. niger strains tested, only 14 were found to produce a
fully intact second alternative oxidase protein. 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.

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
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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.

5. Summary

The phylogenetic analysis of the entire fungal kingdom indicates
that the multiplicity of the aox gene is not characteristic. However,
within the order Eurotiales, specifically in the Aspergillaceae family,
certain species contain multiple paralogs. Despite ongoing research, the
exact biochemistry of the protein is not yet fully understood, but the
study of public genetic databases can provide valuable information on

its origin and evolution.

The four duplication events of the aox gene and a more detailed
study of A. niger aoxBI perfectly describe the fate of a gene in the
genome. The Aspergillus and Penicillium genera contain numerous
species so the spread of paralogs shows different patterns during
evolution. Over millions of years, these gene duplicates may disappear
from the genome if they are no longer useful to the cell. The study of
gene loss is as important as the determination of duplication events,

since both influence evolution. Understanding the development of
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organisms and their adaptation to constantly changing environments

can only be examined through their combined effects.

The duplication of a gene is followed by a process of
pseudogenisation before loss, which results in the accumulation of
mutations in that gene. The mutations in A. niger strains may already
initiate this process, which is supported by the presence of pseudogenes

found in A. tubingensis.

Numerous researchers have demonstrated the species-specific
functionality of alternative oxidase. With our investigations, we
contributed to expanding our knowledge by uncovering the origin and

evolution of aox genes.
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