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Orok halaval tartozom Sziileimnek és TestvéreimBskNagyapam emlékének. Nélkiilik
nem lehetnék az, aki vagyok.



1. Bevezetés

Az eukariotdkon beldl joél elhatarolhatdé a gombé&kodelma, melynek tagjait
rendkivili diverzitas jellemez (felépités, méretet@dd stb.). A gombak alapven
megtalalhatéak a talajban, vizben és a |8beg, akar élényekben is (pl. parazita- vagy
szimbiontaként). Fontos részei a bioszféranak gselbanyagolhato szerepet toltenek be. Az
anyagaramlast és a természet egyensulyat vigyaaiakyuk belathatatlan kdvetkezménnyel
jarna a jelenlegi életre. Eredetik még napjainkbam tisztazott, felteh&tn a tengerben
megjelent 6s-eukaridta rendszeasb fejlédtek ki, a prekambrium foldtorténeti dsizakban.
Egyes becslések szerint mar 1,5 milliard évveld&tzklalakulhattak a F6ldon. Elterjedésiket
valosziriileg a kevés szerves anyag limitélhatta, a szadinfiovalo megjelenésik 500-600
millio évvel ezebttre teheb. Az el 6s-gombak nem fotoszintetizald, aeroldl&hyek
lehettek, mas vizsgalat szerint az allatokkal k&ésel rendelkeznek. Az aerob légzésnél a
vegd elektronakceptor a légkdri oxigén O A folyamat lejatszodaséaért a tobb
komponensbl felépllb 1égzési lanc a felés, mely eukariétdknal a mitokondrium kils
membranjaban talalhaté. A légzés és az ATP (ade+iofiszfat) szintézise szorosan
0sszekapcsolddik ezen oEnyeknél, hiszen elektrontranszport landikddése kozben
létrejows protongradiens a hajtéereje  ADP-ATP atalakitasnAk. ATP a mikrobak
nélkilozhetetlen komponense, kémiai energiataroldlekula, kiemelt szerepe van az
anyagcsere folyamatokban, akér reakciok lejatsAldds vagy a folyamatok
szabalyozasaban. Egyes gombak rendelkeznék edtérben mas respiracios utirannyal is
(Joseph-Horne és mtsai., 2001). Az alternativ axi@é0X) az alternativ légzési utvonal (a
citokromos lancrol agazik le) terminalis oxidazaelynaz elektronokat az ubikinonrél a
molekularis oxigénre kozvetiti és vizzé redukéalia @/anlerberghe, 2013). A citokrdmos
|égzési lanccal ellentétben cianidra érzéketleffkddése nem, ill. minimalis ATP szintézissel
kapcsolhatdo 0Ossze. Az alternativ |égzést tobb, smsrthnilag kiulonbdz (prokariota,
alacsonyabb-, magasabb réneukaridta) élényben kimutattak (Bendall és Bonner, 1971,
Lambowitz és mtsai., 1989; Siedow és Umbach, 199&nmark és Norlund, 2003; Joseph-
Horne és mtsai., 2001; Tudella és mtsai., 2004;ell@s mtsai., 2006; MacDonald és mtsai.,
2009). Ennek az utvonalnak a fiziolégiaban betblt@adatat mar korabban alaposan
megvizsgaltak és hosszu multra tekint vissza nésidmgn.

Az el gombak feltehéen fonalas szervédédiek Ilehettek és nagy
valbsziriséggel afsen kitettek voltak a korai foldtorténeti 6mkak természeti

viszonytagsagainak (abiotikus és biotikus tédkgza tulélés érdekében ezért kilonhoz
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védelmi stratégiak kidolgozaséaval valaszoltak. Anai-rezisztens alternativ Iégzésben, az
elektronnak a végselektronakceptorra tortérkozvetitésén kivil més fontos szerepe is lehet
a gombaélettanban (Rogov és Zvyagilskaya., 201¥emydiziologiaban mar bizonyitott). Az
AOX funkciojara-figyelembe véve az evolucios folyaiokat- tobb elmélet is létezik, szamos
kondiciéban vizsgaltdk mar aktivitasat: oxidativés ozmotikus stressz,6 hsokk vagy
mondjuk szarazsag esetében. Az Ascomycota {&gpnmbak) toérzsen belll tébb szervezettel
is talalkozhatunk, melyek rendelkeznek AOX fehégjévés aktualis tanulmanyok
kozéppontjaban allnak-pINeurospora crassaAspergillus nidulans Aspergillus niger
Aspergillus fumigatysCandida albicans, Botrytis cinereélTanton és mtsai., 2003; Suzuki és
mtsai, 2012; Hattori és mtsai., 2009, Magnani ésamt2007, Huh és Kang 2001; Inoue és
mtsai., 2011). Fiziologiai szerepe nem teljesextdmott napjainkban, tébb kérdést is felvet az
AOX miikddése: esetleg a kiulonkdozstressz hatasok indukaljak-e az alternativ légaiest
hasonl6-e az expresszidés mintazat olyan torzsekinetyek egy nemzettséghez tartoznak,
esetleg kozeli vagy tavoli rokonsagban allnak eggsal?

A gombék birodalmaban az Ascomycota térzsben sgaoigan faj talalhato,
melyek kutatasi és ipari szempontbdl is jebsnpotenciallal birnak, szinte nap mint nap
publikalnak friss tudomanyos eredményeket rélukviasgalddasok etsorban a gombak
fizologiai folyamataira és genetikajara fokuszgly atfogdbb képet kaphatunk ezen 6sszetett
rendszerek rikodésédl, hozzajarulva a természet é€s a bioszféra folyamak megértésehez,
valamint nem utolsé sorban az emberiség szamamdssanyagok (pl. primer/szekunder
metabolitok, enzimek, stb.) biztonsagos, olcsialitasahoz. A biotechnoldgiai uton toréén
termékek készitése a jiven kedvezményezett lehet a kémia szintézisek groohaival
szemben, hiszen @llitAsuk nem igényel extrem paraméterekeim@rseklet, nyomas,
katalizator jelenléte), valamint természetes algpghol indulhat ki, mint a ndvényi
biomassza vagy annak hidrolizatumabdl szarmaz®eapiségek. A gyogyszeriparban mar
évtizedek Ota alkalmazzak a fonalas gombakat, fetéweds technoldgidval megtermeltetve
velluk a hatéanyagokat (vagyeahyagokat, melyeket tovabb lehet alakitani).

Bizonyos fajokat az iparban alkalmaznak primer timaléok (pl. Aspergillus niger
citromsav), szekunder meatbolitok (Benicillium chrysogenumpenicillin), enzimek (pl.
Trichoderma reeseicelullaz) termelésére vagy az élelmiszeriparbaszhélnak fel (pl.
Penicillium camambersajtkészités). AZA. niger fonalas gomba citromsav fermentécidja
tankonyvi példanak szamit, ahol kiemel&kesterepe van az alternativ respiracionak (Karaffa
eés Kubicek 2003). Nemcsak a lebonté anyagcserdilydsblja, hanem a technoldgiai

paramétereket is; magas oldott oxigén (DO) szkréttartani fermentacié soran, valamint a
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tenyészet éiteljes hitésével is szamolni kell. Sejtiéethogy hasonld rendeltetése leliret
chrysogenumfonalas gombanal a penicillin fermentacidban, b&gnmmem vizsgaltak (az
informacio Szentirmai Attila professzor Urral fayott beszélgetéskor jutott el hozzam).

Az itakonsav (IA) egy telitetlen dikarbonsav, éslgrban nianyag- és rilgyanta
eléallitasdban hasznaljak fel. Az IAédllitasa fermentacids aton tortémspergillus terreus
fonalas gombaval (Batti és Schweiger 1963), szubmiechnika alkalmazaséaval. A
technolégiai paraméterek édeljesen hasonlitanak a&. niger citromsav fermentaciokra
(taptalajalkotdk, pH, oldott oxigénszint). Az IAisi@zis Utjat megvizsgalva szemibek,
hogy a citromsavra, mint &nyagra tekinthetiink a folyamatban (Kuenz és K2018) és
hozzéa is kapcsol mindjart egy ésszdipotézist; vajon az AOX-nak itt is szerepe lehet
fermentacios folyamatban?

Egyes fajok képesek komoly egészségugyi kockazédome#gazdasagi karokat
okozni a megtermelt mikotoxinjaik altal (pAspergillus fumigatusAspergillus flavus,
Fusarium moniliformg éhinséget generalva a &b orszdgokban. Az aflatoxinok (AT)
veszélyes rakkeit mikotoxinok, melyeket aAspergillusnemzettség néhany faja is termel
(Rank és mtsai., 2011). Jelenlétikkel sulyos gamgiakarokat okoznak és fogyasztasra
alkalmatlanna tehetik a gabona- és zoldségféléketAF bioszintetikus Utja (metabolitok,
felelés gének) -néhany faj esetében- napjainkban maomwsag tisztazott. Biztonsagi okok
miatt az AT vizsgalata nehézségbe Utkozik, viszZehetség van a kevésbé veszélyes
sterigmatocisztint (ST) tanulmanyozni (Németh ésamt 2016). A ST az AT é&nyaga,
melyet az Aspergillus nidulansfonalas gomba is termel, végtermékként van jelen a
tenyészetben (Yabe és Nakajima, 2004; Klejnstrupnésai., 2012). Kimutattak, hogy a
fénynek, mint ingernek, regulatorként is van hatasaikotoxin képédésre (Kato és mtsai.,
2003).A mikotoxin mennyisége ésorban ndvenyi olajokon emelkedik meg (Maggio-Héall
mtsai., 2005). -mely a gomba természetes kornyeeptés ebfordul-, ahogy az alternativ
légzés intenzitdsa is. Felmerllhet ismét egy kérda@ion lehet-e barmilyen kapcsolat a ST
szintézis és az alternativ légzés kozott?

A fenti sorokat és kérdéseket figyelembe véve seaad elsiklani bizonyos tények
felett; annak ellenére, hogy a gombak mindig ikink részei voltak (akar taplalekkent
val6 fogyasztasukra is gondolhatunk) és a tudoni@hydésével a szolgalatunkba allitottuk
6ket ,,j6 munkasként”, az evoluciojukrdl, a fizioldg folyamataikrol, genetikéjukrol
ismereteink még hianyosnak mondhatoak. A PhD dalgoa egyik célja, hogy a mikologia
terlletére beépitsem a hianyz6 tudomanyos lanckatmaelyek a kébbiekben segitséget

nyljthatnak a természet é€s bioszféra meseés vilagaegértéséhez.
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2. Irodalmi attekintés
2.1.A jaték szintere: a mitokondrium

A mitokondrium az eukariota sejt energiaterénelegysége”, mely 0,5-1 pum
atmeénji és 1-7 um hosszusagu, ellipszoid alaku sejtorijamelFelépitését tekintve kést
membran hatarolja: egy sima feliieédiilss- és egy bets membran, mely reiket alakit ki. A
redbk a bel$ membran fellletét novelik, ezaltal az oxidativzfosilacio intenzitasat is. A
kilsé membrant 50-50%-ban fehérjek és lipidek, a datembrant kb. 75%-ban fehérjék
alkotjak. Szerkezetéb adéddan kett kamrat kilonitenek el: egy kidlskamrat (membran
kozotti tér) és egy belskamrat, amit a matrix tolt ki. A matrixban zajlid a citrdkor és 8-
oxidacio, valamint itt talalhatd meg a mitokondsalorokibanyag (mtDNS), RNS és
riboszoma (Sarkadi 2007).

2.2A mitokondridlis 1égzési lancés az oxidativ fositacio

A lebonté (katabolikus) folyamatok soran magasrgag@l vegyuletek oxidacidja
torténik meg, elektronok és protonok szabadulndk afereakciokban. Aerob @Enyek
esetében a légzési lancon (1. abra) athaladé etelkra folyamat végén a protonokkal és
légkori oxigénnel vizzé redukaldédnak. Eukariotakaalégzési lanc a mitokondrium béls
membranjaban talalhaté,ikddése kdzben protonokat pumpal a matrixbol azrmeenbran
(membran kozotti) térbe. A létrejott proton koncéanio kilonbséget a sejt ATP szintézisre
hasznalja fel.

A légzési lanc gombaknal (hasonl6an a ndovényeldsedllatokhoz) 4 komplexb
allé elektrontranszport rendszer (Joseph-Hornetéaim2001).
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Az |. komplex (NADH-dehidrogendz) a NADH-rol, a. lkomplex (szukcinat-
dehidrogenaz) FADHrél szarmaz6 elektronokat kozvetiti az elektrontraosiz lancban.
Altalanosan az 1. komplexen 2 elektron kozvetitdsél” membran kozotti térbe tortén
pumpalasaval kapcsolt. Neurospora crassa@&s azAspergillus nigeresetében a fungalis I.
komplex felépitése jol tanulmanyozott, strukturajékintve hasonldé mas @ényekéhez.
Legaldbb 35 alegységbeépil fel és ebll 7-et a mitokondridlis genom koédol (Weiss és
mtsai., 1991). L-alaku struktdrat mutat, melybenore csoportok (FMN, FeS fehérjek)
talalhatdéak, a proton transzlokaciéjaert pedig &emységek a felések (Brandt, 1997;
Hofhaus és mtsai., 1991). Az |. komplex a legtdbimbdban jelen van, néhany kivébelt
eltekintve Gaccharomyces cervisig@accharomyces carlsbergiluyveromyces lact)sA II.
komplex a szukcinat oxidaciéjabol (szukcinat-funhaédalakulas) szarmazé elektronokat
juttatja az ubikinonra. FAD prosztetikus csoporildeét-S fehérjékdl [2Fe-2S, 3Fe-4S, 4Fe-
4S] és citokrom &o-bdl épll fel. A komplex altal katalizalt reakciGba szabadenergia-
felszabadulas nem elegénd protontranszlokacié generaldsahoz. Az |. ékdimplexek az
ubikinonnak adjak at az elektronokat. Az ubikinemddialis gyirtivel rendelke& molekula, a
kinon-hidrokinon atalakulas révén szintén elektioradasara képes (Sarkadi 2007). Az
ubikinonrdl az elektronok a Ill. komplexre (citoknd—-oxidoredkutdz), majd a IV. komplexen
(citokrom-oxidaz) &t az oxigénre kertlnek. A llbrkplex a legjobban karakterizalt enzimek
kozé tartozik a légzeési lancon belil. Gombakn&aacharomyces cerevisiés Neurospora
crassalll. komplexének strukturajat vizsgaltdk (Hunte émsai., 2000; Weiss és mtsai.,
1987). S. cerevisiagtleszénél 10 alegysédth épul fel a komplex, ahol a citokrom b-t a
mitokondridlis genom koédolja. Ill. komplex hasombaaz |.-hez, 4 Ht juttat az
intermembran térbe ikodésekor. A IV. komplex a termindlis oxidaz, 4ggiecglél epul fel,
melyrézatommal rendelkézcitokromokat (cyt a és cyts@iartalmaz. IV. komplex szintén
protonokat pumpal az intermembran térbe az elettanszfer kozben. A citokrém-oxidazrol
az elekrtonok a molekularis oxigénre kerllnek éz&iredukaldédnak. A folyamat végén 2
molekula viz létrejottéhez 4 elektron és 4 protaiikségeltetik, ennek hianyaban a sejtre
karos molekulak vagy vegyuletek keletkezhetnek geraxid gyok, hidrogén-peroxid). A 1.,
lll. és IV. komplex az elektronatmenet soran protat pumpal a membran kozotti térbe,
proton-, elektrokémiai gardienst hozva létre. Agkienlibdés ATP szintetaz csatornajan
keresztil torténik. Az ATP szintetaz egy tobb akEmdl felépllb fehérjekomplex- gyakran
emlegetik V. komplexként-, melynek az ATP szint&iizegysége a bélanembran matrix

felsli oldalan helyezkedik el, mig a transzmembran éggsa bels membranban talalhato és
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protoncsatornakent funkcional (Sarkadi 2007). Asz@&ramld protonok energidja fogja

hajtani az ADP ATP-vé tortén atalakitast, az oxidativ foszforilaciét. A légzddinc

kulonbo® vegylletekkel (1. tablazat) szétkapcsolhatd, mpllithatdé az elektrontranszfert.

Inhibitor Hatas helye Hivatkozas
Cianid (CN") Citokrom oxidéz
Szén-monoxid (CO) Citokrém oxidaz
Antimicin A Citokrom-oxidoreduktaz
Malonat Szukcinat-dehidrogenéaz
Slater 1967
Rotenon NADH dehidrogenaz
Oligomicin ATP szintet4z

Dinitrofenol (DNP)

Protonofor; ATP szintetaz

Atraktilozid

ATP-ADP transzlokaz

Tiouracil

Glutation

Cisztein HCI

Natrium szulfadiazin

Natrium szulfatiazol

Aszkorbin sav

Citokrém oxidaz

Paschkis és mtsai., 1945

Hexaklorofén és a kilonbo#

szubsztiuensei

Citokrom oxidoreduktaz

Bernard és mtsai., 1952

Tetraciklinek

Citokrom oxidoreduktaz

Colaizzi és mtsai., 1965

Piericidin A

NADH-oxidaz

Jeng és mtsai., 1968

Hidroxilamin

Hidrazin

Fenilhidrazin

Biszulfit

Citokrom oxidaz

Utsumi és mtsai., 1969

Aluminium vegytuletek

NADH-dehidrogenéaz, Citokrém-

oxidoreduktaz

Réz vegyuletek

membran permeabilitas

Vanlerberghe 2013

1. tablazat: A citokromos utvonal inhibitorai.



2.3 Az alternativ respiracios utvonal

Néhany gombaban és nbvényben a standard légnésimdllett van egy alternativ
légzési utvonal (Joseph-Horne és mitsai., 2001; @difSchmitt és mtsai., 2006). Ennek
egyik komponense az un. alternativ. NADH dehidrogen&DH), mely a NADH
oxidaciéjabdl szarmazd elektronokat az ubikinondszerre juttatja, megkerilve az |.
komplexet. A NDH nem hoz létre protongardienst, igycs hajtéereje az ATP szintézisnek.
A NDH érzéketlen rotenonra, a mitokondrium leteembranjahoz kétik (matrix febli
vagy a kul$ részéhez), FAD prosztetikus csoport mellett FMRMatvin-mononuleotid) és Fe-
S fehérjét tartalmaz (Kerscher, 2000; de Vries &aim 1992)S. cervisiagleszénél az |.
komplex hidnyaban esszencialis része a légzésiddnSmall és McAlister-Henn, 1998).
crassafonalas gombanal a NDH-t géneket azonositottakyekeb4 €s 57 kDa-os fehérjéket
koédolnak (Videira és Duarte, 2002; Melo és mts@)L2 Duarte €s mtsai., 2003), valamint
rotenonra érzéketlen légzést mér nigerben is talédltak (Watson és Smith, 1967). Az

alternativ Gtvonal masik fontos eleme a NDH mebetianid —rezisztens alternativ oxidaz.
2.3.1 Az alternativ oxidaz (AOX)

A legtobb aerob mikréba legzése nem allithat@liesen a citokromos Iégzeési lanc
inhibitoraival (pl. cianid, azid, CO, antimycin AA jelenségért egy kb. 36 kD-os, vas
tartalmu, kinol oxidoreduktaz jellégenzim a felgls, melyet alternativ oxidaznak (AOX)
neveznek és a mitokondrium b&lsmiembranjahoz kétik. Az AOX funkcidjanak ellatashoz
vas szukségeltetik (Bendall és Bonner 1971; Minagas mtsai.,, 1990), szerkezetének
meghatarozasa a tisztitAsdnak nehézéédghad. Az alternativ Utvonal a citokromos lancrol
agazik le, termindlis oxidaza az AOX, mely az ubdarél szdrmaz6 elektronokat a
molekularis oxigénre kozvetiti és vizzé redukalakat (Vanlerberghe, 2013). Az alternativ
légzést kimutattak mar baktériumokban, gombakbestppoakban, algakban és névényekben
egyarant (Bendall és Bonner, 1971; Lambowitz éaimt$989; Siedow és Umbach, 1995;
Stenmark és Norlund, 2003; Joseph-Horne és m&fil; Tudella és mtsai., 2004; Molen és
mtsai., 2006; MacDonald és mtsai., 2009)ikilidése kdzben nem generdl protongradienst,
mivel az elektron elkertli a lll. és IV. komplexégy nem vagy minimalis ATP szintézis
torténik, az energiachformajaban szabadul fel (Siedow és Moore, 199BuAl és mtsai.,
2009). Az AOX aromés hidroxamsavakra (pl. szalidroxdmsav, jellemg inhibitorai a 2.
tablazatban) érzékeny (Vanlerberghe és McIntos19@xigén iranti affinintdsa joval

kisebb, mint a citokromos utvonalé, ezérnikidéséhez magasabb oxigéntenzid sziikséges

8



(Kozma és Karaffa, 1996). Az AOX-t leggyakrabbarvériyekben, valamint gombakban
vizsgaltak (Bendall és Bonner, 1971; Lambowitz ésain 1989; Siedow és Umbach, 1995;
Tudella és mtsai, 2004). A fungalis AOX-t kdédoltngk altalanosan ugy ismertek, hogy egy
gén van a mikroba kromoszomajaban, bar néhany guhlebfordulhat, mint aN.crassa

esetében, hogy tobb kédold génnel is rendelkezant@n és mtsai., 2003). A ndvényekben
tobb AOX-t kdédolo gén talalhatdo (Clifton és mtsa2Q06), és valodsziieg fiziologiai

funkcioval kapcsolhatéak dssze. Aspergillusgenus tagjai 1 vagy tébb AOX izoenzimmel

rendelkezhetnek (nem publikalt adatunk).

Inhibitor Hivatkozas

Szalicil-hidroxamat (SHAM)

Propil-gallat Murphy és Lang-Unnasch 1999

Atovaquone

2. tdblazat: Az alternativ oxidaz inhibitorai.

2.3.2 Az AOX élettani szerepe

Az egyik legrégebbi hipotézis szerint csak egymgiv elektrontranszport lanc,
mely a citokromos utvonal megjelenéséig rendelkegeereppel, ezt koviedn funkcidjat
veszitve fennmaradt néhany fajban. Napjainkban ehipotézis cafolhatd, hiszen U
eredmeényekkel bizonyitjdk a jeléstgét az alternativ Utvonalnak novény- és gomba
élettanban. Evolucios szempontbél az AOX egy eszkbetett azésmikrobaknak a karos
oxigén gyors eliminaciéjara. Az allatok bélcsatgaban, oxigénszegény kornyezetben
megtalalhatoCryptosporidium parvumprarazita szamara az AOX teszi elvisaeihét a
megnovekd O, szintet (Putignani és mtsai., 2004).

A 20. szazadban elején termogén hatast parositattkddéséhez noévényekben
(Arumnemzetség). Ebben az esetben a mitokondrium legn&sban atrendédés torténik,
€s magas aktivitassal az AOX valik az egyetlen igfhs oxidazza, a szubsztratok
oxidaciojabél szarmazo6 energid formajaban szabadul fel. A k& hé megnoéveli a
rovarcsalogato illatanyagok kibocsatasat (Ito éamt2009; Zhu és mtsai., 2011; Ito és mtsai
2011).

Energia tulfolyas: az alternativ Utvonal abbaresetben ritk6dik, ha a citokromos

lanc telitett, a sejt szénhidratellatotsaganak l&deefokozza az utvonal intenzitasat (Day és



Lambers, 1980). A mikroba esetlegesen igy képesridhki a redox potencial széseges
csokkenését a bélsmembranban, mely spontan elektronaramlas kialakola vezetne az
ubikinon és az oxigén kozott, szabad utat engedkdiras reaktiv oxigéngyokok (ROS)
kialakulasahoz.

Energia tultotlés: az ADP szint befolyasolja azkélonok megoszlasat a két utvonal
esetében. Az ADP szint novelésével a citokromosnal mikddése is intenzivebb lesz,
viszont maximalis mikddéskor az alternativ légzési lanc i$sédik. (De Visser és mtsai.,
1986).

Szénvaz lebontasa: az alternativ oxiddz a NADWHzasxidalasat végzi, mikozben
minimalis ATP keletkezik. A magas ATP szint tdbbnflman is szabalyozza a szénvaz
lebontéast, az AOX fikddése révén bizonyos anyagcsere lépések felszabadugatlas alél.
A. nigercitormsav fermentacional mar ismert a jelenség, Pichia pastoriséleszénél pedig
a szeénforras kimerilése utan az AOX aktivitddgedjes csokkenése volt detektalhatd (Kern és
mtsai., 2007).

Azoknal az éles#knél, melyek képesek az aerob metabolizmusra, &z &OX
mindegyik novekedési fazisban jelen volt, vagy \atdsa megétt, ha vas, kén, réz
hianyaban, a citokromos utvanal gatloszereineknidjaazid, antimycin A) ottlétében
novesztették, vagy alacsony oxigénszint esetébeypafiflskaya és mtsai., 1991). Az AOX
aktivitasatin vivo szamos tényéz befolyasolhatja agy, mint a kilonb®zstresszfaktorok,
szenforrasok, redox egyensuly, NAD(P)H ellatottdagl-Saz és mtsai., 2018).

A stressz indukalta AOX aktivitast és expressziat bbb névényben és gombaban is
vizsgaltak (Rogov és Zvyagilskaya., 2014).A legtiditessz hatas (pl. ozmotikus, magas
NaCl koncentracid, &) egyben oxidativ stresszt iséeléz, melynek sordn szabadgyokok
keletkeznek. Az egyik hipotézis szerint az AOX flelta az oxidativ stressz csokkentése vagy
megebzése. Mitokondrialis elektrontranszport lantkiiddése kedvez ROS ké&jmesenek, bar
mennyiséguk figg a komponensek redukcidés allapotéd@ AOX a légzési lanc
tulredukalasat segiti medehi, igy csokkentve a képdé ROS mennyiségét, ndvényekben és
gombakban egyarant (Maxwell és mtsai., 1999; Yiptsai., 2001; Angelova és mtsai., 2005;
Magnani és mtsai., 2007; Scheckhuber ésmtsai.,;2001Es mtsai., 2012; Honda és mtsai.,
2012). Gombaknal feltételezések szerint az AOXeletlartozik a védelmi arzenalba, ennek
alapja, hogy az AOX transzkrpitum mennyisége meqgkézlik pl. oxidativ stressznél
Magnaporthe grieaCandida albicangs s sokk hatasargarrowia lypolyticagombéakban
(Yukioka és mtsai., 1998; Yan és mtsai., 2009;UBwmvaés mtsai., 2008).
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Funkcibi ezzel nem merdltek ki, hisz€nyptococcus neoformarmsParacoccidioides
brasiliensispatogén gombaknal az AOX gén hidanyaban cstkkevitetenciat tapasztaltak,
felteheten szerepet jatszhat az infekcids folyamatban @ké$ mtsai., 2003; Ruiz és mtsai.,
2011).

Novéenyekben a fény (mely fontos energiaforras égerinis befolyasolhatja az
alternativ légzést (Yoshida és mtsai., 2007; Dina@lsamtsai., 2010; Florez-Sarasa és mtsai.,
2009; Florez-Sarasa és mtsai., 2011). Intenzivhiét@p kovetkeztében az alternativ 1égzés
kapacitasanak novekedése volt megfigyéhatabidopsis palantakban (Zhang és mtsai.,
2010), mig koézonséges buzarificum aestivu leveleiben az alternativ 1égzés a teljes
légzésnek a 80%-at tette ki, a fényben eltdltotiopeist koveben (Azcon-Bieto és mtsai.,
1983).

Azzal kapcsolatban, hogy a sejtben AOX-t kodol6 keénstitutivan expresszalddik-e,
nincs egyértelrtn valasz. Bizonyos gombak esetében normal tenyésdigdmeények kozott
is megfigyelheat az alternativ 1égzés jelenléte, maskor pedig vagrgk hozzdadaséval tudtak
detektalni a génterméket (Tanton és mtsai., 2008y A. nidulansnal a stresszhatasok
indukaljak a struktuargén kifejédését (Leiter és mtsai., 2016). A szabalyozasaval
kapcsolatban sincsenek egyértgélnvalaszok, hiszen &fordul, hogy transzkripcioja
folyamatos, viszont a transzlacié és az aktivasikcstressz hatasara térténik meg (Yukioka
és mtsai., 1998A. nidulans N. crassavalamintP. anserinagombakban méar részletesebben
tanulmanyoztak regulaciojat AOX-nak és transzkopdaktor(oka)t is azonositottak (Chae és
mtsai., 2007; Sellem és mtsai., 2009; Suzuki éaim&012).

Osszeségében elmondhatd, hogy tovabbi kérdéseknalerfiél az AOX aktivitasaval,
szabdlyozédsaval kapcsolatban, hiszen az irodaletiokdalapjan az eredmények fajonként
(akar kozeli vagy tavoli rokonsagot veszink figyelbee) parhuzamokat és ellentéteket is

egyarant mutatnak.
2.4. A légzési folyamat metabolikus szabélyozasa

Az elgidleges anyagcsere kdzponti eleme a légzési folyaBsazehangolasa mas
fiziologias folyamatokkal létfontossagu. A regutadbrténhet az intermediereken keresztul
(finom), ha gyorsabb szabdalyozasra van szikség, aill génexpresszio felil- vagy
alulregulaciojaval (durva), mely lassabb valtozést 1étre. A Iégzés gyors szabalyozasa az
enzimek metabolitokra valé érzékenységen kereszibsul meg, hiszen a metabolitok
kolcsbnhatasba léphetnek az enzim szabalyoz6 vatplitikkus helyeivel, megvaltoztatva

azok aktivitasat. Alapvéen elmondhatd, hogy a NAINADH és ADP/ATP aranya nagyban
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meghatarozza a sejt metabolikus aktivitasat, ktlaltva az egyes anyagcsere utvonalakat
(glikolizis, citrat-ciklus). A sejtlégzési metabiolk képzése tobb pontban is szabalyozott, jol
leirt folymatokrél van sz6 (Sarkadi 2007). A glikosben a foszfoenolpiruvat kontrollja
fontos szabalyozopont a légzési folyamatban.; AkEvalja a fruktoz-6-foszfat atalakulasat
fruktdz-1-6-biszfoszfatta, viszont a foszfoenolpéti ezt a lépést afsen gatolja. A sejt
energiatoltottsége is befolyasolé tényezm glikolizisben: a magas ATP és™H
koncentracid/szint foszfo-fruktokindz tikodését, mig piruvat kindzt a nagy ATP és alanin
koncentracié szint gatolja, a frutdz-1,6-biszfosziadig serkenti. A piruvat —dehidrogenéazt
allosztérikusan gatolja az acetil-KoA, a NADH ésAalP. A citrat ciklus kdzponti szerepet
tolt be a sejtben, hiszen a lebontd és fetépgitlyamatokat kapcsolja 6ssze ebben a
bioszintetikus kdrben. A citrat ciklus kontrolljgdltb ponton torténik az irreverzibilis
reakciokat végz enzimekkel és az oxalacetat koncentarci6javalitri@teszintaz, az izocitrat-
dehidrogenaz és aam-ketoglutarat-dehidrogenaz aktivitasat ATP és NADMhibitalja,
ellenben az ADP serkenti, valamint azketoglutarat-dehidrogendzt a szukcinil-KoA is
gatolja.

Az AOX aktivitasat befolyasold intermediereket dayekben tobbszor vizsgaltak.
A piruvat és glioxalat mellett a citromsav ciklugatbonsavai d-ketoglutarat, oxalacetat) az
alternativ utvonal fokozott tikodéseét valtotta ki, addig a trikarbonsavaknakdtitizocitrat)
hatdsa nem volt tapasztalhaté (Selinski és mt2ail8). Hansenula anomalgombéban a

flavon hozzaadasat kovein megsint a cianid-rezisztens légzés (Minagawa és mtk282).
2.5. Szerves savak fermentacidja

A mikrobidlis Uton tortéé szerves savak (egy- vagy tobbéttékarbonsav)
termelése hosszU mdltra tekint vissza. A baktériuds- gombasejtek anyagcseréjében
természetes kortlmeények kozott is megjelennek avezesavak (citromsav, itakonsav,
fumarsav, glukonsav, tejsav; Fekete és Karaffa R0I8 fermentacidos ipar nagy
mennyiségben é&dllitott termékei kdzé tartoznak, az élelmiszerdayszer-, vegyiparban
hasznaljak feléket. Anaerob baktériumok esetében a NADH regersaalkérténik kis
molekulak redukcioja révén, melynek soran tejsajysawv, propionsav, stb. keletkezhet, mig
aerob mikroorganizmusok esetében a szénvaz tékelddbontasa miatt dusul fel a
karbonsavak mennyisége.

A citromsav és itakonsav fermentacids technikalg tponton is hasonlésagot mutat.
A citromsav termeléséspergillus nigetrel torténik (Bercovitz és mtsai., 1990), mig az
itakonsavatAspergillus terreusonalas gombaval allitjak &(Batti és Schweiger 1963; Nubel
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€s Ratajak 1962; von Fries 1966). Mind&etiikroba természetes szerves sav tultefmak

tekinthe®, napjainkban rajuk optimalizaltak a fermentacegshnoldgiat.
2.5.1 Citromsav fermentéaciék technoldgigja és axAO

A megfeleb torzs alkalmazasaval és a technoldgia tokélesgsied kozel 90%-0s
(szénforras/citromsav) termék kihozatal éshet. A citromsav bioszintézisének kiindulasi
pontja a glikolizis, melyben 1 mdl glikézbol 2 mdkuvat keletkezik, ATP és NADH
Johnson, 1948; Martin és Wilson, 1951; Cleland ékndon, 1954). Az elslépés az
eléanyagok (oxalacetat és piruvat) kialakitdsa a eejt\ piruvat acetil-KoA —va tortén
atalakuldsa soran a felszabadul6 szén-dioxid ,JCRegkodtése egy masik piruvaton
oxalecetsav létrejottét eredményezi (Cleland-Jammeakcio, Cleland és Johnson 1954). Ez a
reakcio kdzponti jeledséggel bir a citromsav bioszintézisében, hiszeazhaxalecetsav a
citrat korben alakulna ki a 6 szénatomos (pl. gh)kszenforrasbol, 2 mél Ckeletkezne,
lecsokkentve az elméleti kihozatalt. A citoszolikpisuvat karboxilaz enzim alakitja ki a
citoplazmaban az oxalecetsav molekulat (Ma és mt881) , melyet a citoszolikus malat
dehidrogenaz malatta konvertal és kertl be a mitdkamba. A citromsav tultermelésnek
kulcsenziméhez érkeztiink: a mitokondrium belmembranjaban talalhatd trikarbonsav
carrier fehérjéhez, a citoszol és matrix kapujafitaraffa és Kubicek 2003). tkodéséehez
szerves ellenion sziikségeltetik magas koncentrani@o nigerben a citoszolban glikolizis
végtermékeként feldusulé malat transzportjat végainatrixban taldlhatd citrdt ellenében
(Kaplan és mtsai., 1995). A folyamat végeredméngekeécitrat feldasul a citoplazmaban,
majd citrat permeéz enzimek sejten kivilre jutiaiggdszerves savat. A citrat exportja az
extracellularis térbe ATP igényes folyamat. Az niger képes felvenni és szénforrasként
felhasznalni a Mfi ionnal keldlt citratot, viszont Mfi ion hianyaban az export
egyiranyusithato.

A biokémiai hattér nagyban meghatarozza a techralggramétereket, disorban a
szén- és nitrogénforrast, nyomelemeket, pH-t, l8xtgést kell koriltekirfen megvalasztani
(ROhr és mtsai., 1996; Karaffa és Kubicek, 2003imkira és mtsai., 2006; Papagianni,
2007).

Kiemelked jelentiséggel bir a szénforrAs mennyisége és ésdige: magas
koncentraciéban (10% vagy a feletti) glikoz, sze@hamaltdz, valamint az ezekfelépiils
alapanyagok alkalmazéasaval torténik a fermentado.100 g/L feletti koncentracio
alkalmazasat a glukéz permeaz enzim indokolja, nedymikodéséhez magas kdls

szubsztratkoncetracid kell (Torres és mtsai, 199%&yman és Mattey 2000). Ennek
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kovetkezménye, hogy a megnovekszik a foszfo-frukék enzimet stimuldlo frukt6z-2,6-
biszfoszfat mennyisége, felfokozott glikolitikusitust eredményezve.

A kémhatés szintén fontos paraméter. A citromsane&ds soran alacsony pH-t (pH 2
alatt) tartanak. Egyrészt megakadalyozza a mehéidieck felhalmozodasat, masrészt kevés
mikréba képes toleralni a savas kornyezetet, vaiafalteheten a citrat extracellularis térbe
torénts transzportjahoz is sziikséges lehet (Kontopidimtssi., 1995) .

A citromsav fermentaciok alatt magasabb oldott émigzintet tartanak, ennek az oka
mar jol ismert: a cianid-rezisztens alternativ éxidmikodése nélkilozhetetlen a magas
kihozatal eléréséhez (Zehentgruberés mtsai., 1RBOnura és mtsai., 2000). Az alternativ
oxidaz a glikolizisben keletk6A2NADH regeneralasat végzi, ATP generalas nélkikrargia
hé formajaban tavozik a rendszétb Mikdodésének kodszonliemn a lebontd anyagcsere
bizonyos lépései felszabadulnak az ATP gatlas &bl AOX-nak kozvetlen hatasa van a
technoldgiara; a fermentorokattgljesen kiteni kell, mely jelenis hanyadat képzi a gyartasi
koltségeknek.

A fémionok koziil a MA* ionok jelenésége mar ismert (Clark és mtsai., 1966), ezért a
tapkdzeg MA* mentesitése mindenképp javasolt, bizonyos ionokfie', zZr’") pedig
szuboptimalis koncentracidéban kell jelen lennitikliRés mtsai., 1996).

A nitrogénforrassal szemben tamasztott kdvetelmbogy ne emelje a tapkdzeg pH-
jat. A nitrogén és foszfor mennyiségének az opisndrtéek alatt kell lennie, igy
kikliszobolhet a magas szénforras jelenlétében féllgpzott biomassza képdeés.

2.5.2 ltakonsav fermentaciok

Az itakonsavat (2-metilidén butandisav) a 19.szhaadfedezték fel, a citromsav
termikus bomlastermékeként (Baup 1837). Az itakerisst karboxil csoportot és konjugalt
kettoskotést tartalmaz, ezért igen reaktiv vegyulet. éflienyhén mérgéz felhasznalasa
korlatozott; el§sorban vegyiparban alkalmazzak épiémként gyantakndl, ko-polimerként
muanyagoknal, abszorbensekhez, lerakodast gatlo kimare(Okabe és mitsai., 2009). Az
itakonsavat jellemien A. terreusfonalas gombaval allitjdk @l(Batti és Schweiger 1963;
Nubel és Ratajak 1962; von Fries 1966), a nemesitesekkel megkdzelithet karbonsav
80 g/L koncentracioja a fermentlében (Riscaldatnésai., 2000; Steiger és mtsai., 2013)

Bioszintézisét vizsgalva ugyirik, hogy a citromsavét koveti, viszont harom enzim
szilkséges pluszban; a cisz-akonitat dekarboxiléyenhacadAgén kddol, valamint emellett
valosziriileg két génnek van szerepe a transzport folyamatokid vélt mitokondrialis
transzportert amttA valamint feltehdéten plazmamembran transzportennfeA gének
kodoljak (Li és mtsai., 2023 A hozamok itakonsav esetében sokszor alulmaragnak
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citromsavhoz képest az irodalom szerint (Okabe &sim 2009), ezért tobb prébéalkozas is
tortént azA. niger itakonsav termélvé alakitasara géntranszfer segitségével (Blumesff
mtsai., 2013; Li és mtsai., 2013; Van der Straahtsai., 2014), viszont az IA titerek még igy
sem kozelitették meg az koral#hiterreusfermentaciok eredményeit.

Az itakonsav képiadéséenek biokémigja nagy hasonlésagot mutat a cteénoz,
tulajdonképpen a citrat az itakonsagaglyaganak tekinthé&t intenziv glikolizis, citoszolikus
oxalecetsav és malat keletkezésében megegyeznekilldhbség a tirkarbonsav carrier
miikodésében taldlhato, mely etién mikodik, mint A. nigerben. A mitokondriumba a
malat transzportja eis-akonitat ellenére torténik. gis-akonitat tovabbalakitasa a citoszolban
megy veégbe az akonitat dekarboxilaz altal, a r@éakéigterméke az itakonsav. Az itakonat
végll az itakonsav transzporter segitsegeével skjtéitre valasztodik ki.

A fermentacidos korilmények is a citromsavoadlitasahoz hasonléak: magas
koncentraciéban alkalmazott szénforras (glikéz as®| fémion limitacio, j6l definial foszfat
mennyiség, alacsonyabb pH (3) beallitdsa, az ioodahn tobb tanulméany is foglalkozik a
taptalaj és parameéterekek optimalizalasaval (Késnmtsai., 2012; Hevekerl és mtsai., 2014;
Karaffa és mtsai., 2015). A fermentacié soran magéstt oxigénszintet tartanak, melyet
onmagaban a gombatenyészet novekedése nem ind6laliételezhéten az AOX
mukodésével allhat kapcsolatban ezen paraméter yoaiddh. A bioreaktoros tenyésztés a
gombénak rendkivili stressznek szamit, hiszen aasagiko6z koncentrcio, intenziv
levegiztetés oxidativ, ozmotikus stresszkénet hat 8e@yre, mely maga utan vonja a ROS
keletkezését. AA. terreusnal szilard fazison lovaszatatinéallitasanal mar bizonyitott az
AOX aktivitasa, indukcidjat etsorban a ROS mennyiségével hozzak parhuzamba {Pérez
Sanchez és mtsai., 2017). Folyékony tenyésztésdék&s modon nem tudtak alternativ
légzést detektalni, bar meg kell jegyezni, hogyzanforras mennyisége és rbsege is
nagyban eltér az itakonsavnél hasznaltakétdl, to&dkorabban mér azt is leirtdk mas
Aspergillusal (A. nidulansPdcsi és mtsai., 2005), hogy a@® nem indukélja az alternativ
oxidazt.

2.6. Aflatoxinok és a sterigmatocisztin

Az aflatoxinok (AT) természetbendédbrduld esen karcinogén hatasu vegyliletek,
gyijténevilket a termelésikre képaspergillus flavusnikrobarol kaptdk. A mikotoxinok a
metabolitok nagy és diverz osztalyat teszik ki, risgeetiiket tekintve poliketidek k&zé
tartoznak (Hopwood és Sherman, 1990). Tobb potkndErmeb is az Aspergillusgenus
tagja (Rank és mtsai., 2011). Az opportunista gok#es a gabonaféléket, mas z6ldségeket

megferbzni az aratas étt vagy a tarolas alatt, ezaltal fogyaszthatatlaiéwé az élelmiszert,
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komoly egészseglgyi és gazdasagi problémat okozvépasi orszagokban (Wilkinson és
mtsai., 2004). Az AT-ok majbetegség kialakulasabernen és allatban egyaraniidézhetik
(Wogan, 1992; Bennett és Klich, 2003). A kevésheéktes sterigmatocisztin (ST) az utolsé
elétti intermedier az AT Bbioszintézisében, (Yabe és Nakajima, 2004; Klejisés mtsai.,
2012),A. nidulansesetében a folyamat végtermékeként van jelenelkuszer metabolizmus
eredmeényeként (Barnes €s mtsai., 1994)AAnidulansszintézis utvonalabdl hianyzik kétt
az atalakitashoz szikséges enzimet kodold géiP €s aflQ), melyek azA. flavus AT
génklaszterében jelen vannak (Amaike és Keller, 120l és mtsai., 2004). Az ST és AT
bioszintézise hasonlé szabalyoz6 mechanizmussdelieaznek (beleértve a transzkripcios
faktorokat is: AfIR and AflJd), igy lehéség nyilik az AT szintézis vizsgalata#a nidulans
ban ugy, hogy nem keletkezik veszélyes mikotoximé@ike és mtsai., 2013; Németh és
mtsai., 2016). Az AT/ST bioszintézis utja jol kaekzalt A. nidulansba (Barnes és mtsai.,
1994; Keller és Adams, 1995; Brown és mtsai., 19€6) szamos koérnyezeti faktor, mely
képzési mechanizmust befolyasolhatja tovabbras®adzatlan (Maggio-Hall és mtsai., 2005;
Keller és mtsai., 1997). A fénglr alapved kornyezeti inger, széles hatassal-mar leirtakyhog
valtozast okoz a ST-termelésben (Kato és mtsaD3;2@8toui €s mtsai., 2010; Bayram és
mtsai., 2008; Bayram és mtsai., 2016).A Velvet klmxpa szekunder anyagcsere regulatora,
fény altal befolyasolt komplex, mely pozitivan sablozza a ST termelést (Bayram €s mtsai.,
2008). Harom fehérjének (VeA, VelB, LaeA) az osgraolodasaval jon létre a sejtmagban.
A veA gén delécio kovetkeztében ST és prekurzorainaklése megdmt A. nidulans A.
flavus és A. parasiticusgombakban (Kato és mtsai 2003; Calvo és mstad42Duran és
mtsai., 2007). A VeA fehérje a N-terminalis részélaladlhatd NSL (Nuclear Localistaion
Signal) doménnal kapcsolddikeaimportin KapA fehérjéhez és igy kerll a sejtmagiiag!
regulator hatasat kifejti (Stinnett és mtsai., 2008mennyiben fény hatasara a fitokrom
receptor FphA proteinjével kapcsolddik 6ssze gotdtmmaban, transzportja nem tdrténik meg
a nukleuszba, igy a toxin produkcié visszaszorul.lahoratoriumokban alkalmazot.
nidulanstorzsek javarésateAlgenotipussal rendelkeznek, igy jelélve a pontmétéacveA
gén start kodonjaban. A mutécidébdl adodoan a fehBrtermindlis régiordl hianyzik 37
aminosav, ezaltal a sejtmag lokalizacio szignalga (Kim és mtsai.,, 2002), ezért
elengedhetetlen aeA genetikai hattér ST produkcié vizsgalatdhoz. A viehérjének a
mikotoxin produkcié mellett a szexudlis/aszexuglisporodasra is hatdsa vén,nidulans
ban a gén kiutésével nem formalddtak aszkosportiteazo kleisztotéciumok, mig a gén
overexpressziojanal férgjtfiggetlendl folyamatosan jottek létre a kleisetotmok (Kim és
mtsai., 2002; Kato és mtsai., 2003).
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3. Celkitiizések

Az AOX, mint szamos élényben (koztik élesit és fonalas gombakban)
megtalalhaté alternativ légzési atvonal terminébisdaza, tobb funkciéval is rendelkezik,
erdekes és fontos eleme lehet a gombaélettannedkt&ezalasa a technoldgiai f&gléssel
egyszefisodott. A legrégebbi és egyben a legismertebb neddsz alternativ |égzés
vizsgalatara az oxigén elektrédaval toéténxigénfogyasztas nyomonkdvetése a tapkddegb
Napjainkban a lehéségek tarhazadwiilt a molekularis biologia eszkozeivel is, eléfvet
téve szamunkra az alternativ Gtvonallal kapcsolatpstézisek gyors €s pontos vizsgalatat.
Tobb tanulmany foglalkozik az AOX rendeltetéséea,eredmények diverznek mondhatéak,
viszont még tébb kérdést vetnek fel, melyek megzaksra varnak.

(1.) Korabbi tanulmanyok ramutattak, hogy Asgpergillus nidulandonalas gomban
keresztll biztonsagosan és reprodukalhatéan tanylmmbatd az AT éknyaga, a ST.
Novényi olajon az AOX aktivitds és a cephalospdtin(szekunder metabolit) produkcid
kozotti osszefiiggés mar jol leirt jelenség (Karaf$amtsai., 1999). AA. nidulanseltéen
mas Aspergillus fajokhoz (de nem egyedileg) egyetlen AOX-t kodgénnel rendelkezik
(aodA. A ST és amodAkozotti kapcsolatrdl is talalunk publikaciot andalomban (Leiter
mtsai., 2016), am az AOX ST szintézisben elfoghalye tovabbra sem tisztazott teljesen.
Célul tiztik ki, hogy kulonb6& aodAgenetikai hattérrel rendelk&anutans rendszert (sajat
promoter alkalmazasa, hiany és overexpresszalsdk)yzhozzunk létre, majd Németh és
mtsai. (2016) altal kialakitott és leirtjol kontat korulmeények kozott vizsgaljuk az AOX
szerepét az ST bioszintézisben szilard és folyékkiyegben, valamint azt, hogyan
valtoztatja meg az aktivitasa a hozamokat.

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

(3.) Az AOX mikodését a gomba és novény fiziolégidban szamosezény
befolyasolja (Vanlerberghe 2013). Ha a citokromaspiracidé légzésgatld inhibicioja
kovetkeztében ledll, az alternativ Iégzés tedédik. Az AOX az oxidativ stressz elleni
védekezés egyik fegyvere lehet a mikroorganizmusp&mara, lehévé téve a redox-

homeosztazis fenntartdsat, vagy a gyors adaptadiérnyezetiikhdz, mely egyben a tulélés
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zéloga a mikrobak szamara. Axspergillus nemzettség tagjai kozétt szamos olyan fajt
taldlunk melyek iparilag hasznos metabolitokat &mak (pl. A. nidulans A. niger, A.
terreus A. oryza¢, de akad kozottik az egészségre karos mikotaxadyger is A. flavus.

Az A. nigerésA. fumigatusalternativ légzest mar adatok allnak a rendelkezésiink (Kirimura
€s mtsai 1987; Magnani €s mtsai., 2007), viszaggraus t6bbi tagjarol tudasunk ezen a téren
még hidnyos. A CBS segitségével toRbpergillustorzs novekedését vizsgalhattuk meg
légzésgéatlo anyagok jelenlétében, kovetkeztetésghnia, hogy az AOX ésegiti-e a
gombak adaptacios keszségét a kedike kornyezeti ténydikhoz.

(4.) A citromsav edallitasa napjainkbaA. nigerfonalas gombaval torténik, jelést
mennyiségben (1,6 millié tonna)éaéllitott szerves sav (Bercovitz és mtsai., 1990)i#at
fermentacidjanal a cianid-rezisztens, SHAM érzékeaternativ oxidaznak a funkcidja
tisztazott, tovabba a technoldgiat is meghatardkzaaffa és Kubicek 2003). Az alternativ
respiracio a fermentacio mindegyik szakaszabarktiatod (Zehentgruber és mtsai., 1980)
€és a sejtek energia hozaméat csokkenti (Kirimuramésai., 2000). Az itakonsav a cis-
akonitaton keresztll szintetizalodik citratb6l (Kae és Krull 2018), a fermentacios
rendelkezik alternativ Iégzéssel, lovasztatin pkotinal mar vizsgaltak (Peréz-Sanchez és
mtsai, 2017) és hipotézisink szerint az 1A biolégtan torté eldallitdsanal is szerepe van
az AOX-nak, melyet szeretnénk bebizonyitani.
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4. Anyagok és modszerek
4.1.Aspergillus nidulans

4.1.1 Alkalmazott torzsek

A kisérletek soran az 3. tablazatban feltintet&tpergillus nidulanstérzseket
alkalmaztuk. Az RDIT 9.32 és RIJMP 155.55 jelzégseldelke?d torzseket Prof. Nancy
Keller laboratériumatdl (USA, Wisconsin) kaptuk siclépésben az alternativ oxidao@A
génre (locus AN2099) nézve hianyos vagy tobb k@&zdamban tartalmazo (vad térzshoz

képest) mutansokat generaltunk.

Torzs Genotipus Hivatkozas
RDIT 9.32 teigiannis é i
veA+: aodA” Tsitsigiannis €s mtsai.,
(FGSC A1252) 2004
TNO2A3 veAl; pyroA4; pyrG; L .
(FGSC A1149) ANKUA Nayak és mtsai., 2006
RJIJMP 155.55 veA+; riboB2; wA3 Németh és mtsai., 2016

veAl; pyroAd4aodA’;

AMEF 001 Molnar és mtsai.,2018

ANnKUA

AMZN 1.2% VeA¥; “bO?Z PYroA4; Molnar és mtsai.,2018

aodA”; wA3

. . 7+,
AMZN 2.39 VeA+; PyroAd;aodA ™ Molnar és mtsai., 2018

wWA3

AMZN 3.37° veA+; aodA Molnar és mtsai.,2018
AMZN 4.7° veA+: aodAZ* Molnar és mtsai.,2018
AMZN 5.13 veA+: aodA® Molnar és mtsai.,2018

3.tablazat: A kisérletekben felhasznalA. nidulans torzsek.

aodA’: alternativ oxidaz negativ; cstkkent alternatgzsi kapacitas,

aodA™: alternativ oxidaz pozitiv; megndvekedett alteinbiigzési kapacitas,

23" a0dA kopiak szama,

& AMEF 001 és RIMP 155.55 torzsek keresztezésstarmazé utdéd’; AMZN 1.2
és RDIT 9.32 torzsek keresztezé&détrarmazo utddS, AMZN 2.13 és RDIT 9.32
torzsek keresztezés#ibszarmazé utdd’;, AMZN 2.39 és RDIT 9.32 torzsek

keresztezésébszarmazo utdd.
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Az AMEF 001-es torzset transzformacids technikdtségével hoztuk Iétre TNO2A3
torzskdl. Az AMEF 001 aodA negativ, mely a célgén uridin auxotrdfy(G; orotidin-5'-
foszfat dekarboxilaz) markerre tortercseréjével valosult meg a homoldg rekombinacio
soran. A géndeléciéhoz sziikséges kazettat douinleHER segitségével allitottulkéglYu és
mtsai., 2004). A transzformaciét Tilburn és mt$a@83) alapjan végeztik. A sejtfal liziséhez
Glucanex (Novozymes, Koppenhaga, Dania) enzimetzn@tsink 2,5%-ban (w/v). A
mutansokat kétszeresen tisztitottuk és egy dejtbarmazd koloniat hoztunk létre. AapdA
gén hianyat PCR segitségével ebiertik.

Az AMEF 001 és az RIMP 155.55 keresztezése réveédMM?2 torzset kaptuk, mely
veA ésaodAnegativ. Az AMZN 1.2 és az RDIT 9.32 keresztezéskirejott az izogenikus
AMZN 3.37. A tébbaodAkdpiaval rendelkez AMZN 2.39 az AMZN 1.2 transzformalasaval
jott 1étre. A transzformalas soran 10 pgdA fragmentet (2836 bp, azon belll promoter 905
bp és terminator 836 bp szekvencia mérettel) ég ATIN2 plazmidod alkalmaztunk, mely
fumigatus riboB2marker génjét (riboflavin szintézisben részivéshérjét kodol) tartalmazza
(Nayak és mtsai., 2006). Az igy kapott AMZN 2.13 289 jelzés torzseket RDIT 9.32
torzzsel keresztezve kaptuk az izogenikus AMZN ds7 5.13 torzseket. AaodA gén
jelenlétét PCR modszerrel, a kopidk szadmat Southletrsegitségével ellénztik.

4.1.2.Torzsfenntartas

A torzsek fenntartasa szilard AMM taptalajon (4,,&s 6. tablazat) tortént D-glikoz
szénforrdson, melyet 1% -os (w/v) koncentraciébkalmaztunk. Az inkubacié 37°C-on, 3-4
napig tartott, majd a tenyészeteket felhasznald3ityon (hitészobaban) taroltuk. A szilard
taptalajon tortéh tenyésztésnél a tapoldat tartalmazta az adotis tarxotréf markerét
(szukség esetén), valamint 1,5%-o0s (w/v) koncertdtipan bakteriologiai agart.

Az évekig tartd felhasznalhatésagért az Uveggyapatefirt sporaoldatokat 50%-0s
glicerinoldatban taroltuk -80°C-on.
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AMM taptalaj 6sszetételé

Alkotéelem Koncentracio (g/L)
NaNG; 6
szénforras 10

Koncentracio (mL/L)

sooldat 20

auxotréf markerek 1 mL torzsoldat @

4. tablazat: AMM taptalaj 6sszetétele.
& pH=6,5,"; piridoxin térzsoldat (10mg/100mLS; uridin torzsoldat (0,5M),
4 riboflavin torzsoldat (20mg/100mL)

Soéoldat 6sszetétele

Alkotéelem Koncentracio (g/L)
KCI 26
MgSOyx7H,O 26
KH.PO, 76

Koncentracié (mL/L)

nyomelemoldat 50

5. tdblazat: A sooldat 6sszetétele.

Nyomelemoldat 6sszetétele

Alkotéelem Koncentracio (mg/L)
Na-borat 40
CuSOx5H,0 400
FeSQx7H,O 714
Na-molibdat 8
ZnSQx7H,O 800

6. tAblazat: A nyomelemoldat 6sszetétel&. pH=2
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4.1.3. Kisérleti kérulmények

A razatott lombikos, sullyesztett fermentacios Reték AMM2 vagy ezen alapul6
komplex taptalajon végeztik (7. és 8. tAblazat)AMM?2 alapveten nitrogénforrasban tér el
az AMM taptalajtol. Szilard fazisu kisérletek s&nt bakterologiai agar (1,5% wi/v)
felhasznalasaval torténtek. A szénforrast és a enadkzsoldatokat Millipore Millex 0,22
um-es siré (Merk, Darmstadt, Németorszag) segitségével csingasitettiik és kulon adtuk
minden esetben a tapkdzeghez. A kisérleteknél 50%wa'v) D-glikdéz és glicerin

torzsoldatokbol mértik ki a szénforrasokat.

AMM?2 taptalaj 6sszetételé

Alkotéelem Koncentracio (g/L)
NH4H.PO, 8
szénforras 15

CaCl 0,1

Koncentracié (mL/L)

sooldat 20

auxotrof markerek 1 mL torzsoldat

7. tablazat: AMM2 taptalaj 6sszetétele.
& pH=6,8,"; lasd AMM taptalaj 6sszetétele

Komplex taptalaj 6sszetételd

Alkotéelem Koncentracio (g/L)
éleszékivonat 5
pepton 10
kukoricalekvar 10

8. tablazat: Komplex taptalaj 6sszetétele.
& AMM?2 taptalaj a tablazatban feltlintetett alko#eekkel kiegészitve

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

A fermentaciok inokuluma 1%-ban (w/v) glicerint tEimazott. Az inokulum
mennyisége a fermentor térfogatanak 10%-at tette2&i H-s korban az é&hdvesztett
tenyészetet zsugoritott tUvegsin s#irtik és mostuk, majd a micéliumot atkanalaztuk a
leoltd lombikba és a fermentorba jutattuk. A fermdenok esetében a D-glikoz kiindulasi
koncentracidja 15 g/L volt. A szénforrast és azédgsnarkereket steril torzsoldatokbol adtuk
hozz4 a taptalajhoz. A batch fermentaciokat 2,6ljes és 2 L hasznos térfogattal rendetkez
Uvegfermentorokkal végeztik (Sartorius, GoéttingeNgmetorszag). A fermentaciok
szabalyozott korilmények kozott zajlottak- 37°C-orpH=6,5; betaplalt leveéy
mennyisége=0,5vvm; 30%-0s oldott oxigénszint (DQJrtdsa mellett. Az allando
homérsékletet a balshécseréd segitségével biztositottuk, a DO (%) szintet aeke|6
lapatos Rushton turbina) fordulatszamanak valtéztatal értiik el, a pH szabalyozasa pedig 3
M-os HsPQO, és NaOH oldatok adagolasaval tértént. A fermenéiéolgasanak elkerilése
erdekében golyds visszihin (4°C-on) keresztil vezettik at az eltdéevedit. A tenyészetet
a fénybl elzartuk a fermentortest becsomagoldsaval, vaglyafmatos fehér fényben
novesztettilk (fényintenzitas: 25 pEm?).

Szilard taptalajra 1,45x20db konidiumot oltottunk majd a szélesztés kéemt

s6tétben inkubaltuk 37°C-on 5-7 napig.
4.1.4. Anatitikai moédszerek
4.1.4.1. Széaraz sejttomeg (DCW) meghatarozasa

A széaraz sejttbmeg meghatarozasa 3,5-10 mL fergi®htbrtént. A micéliumot ire
lemért s#répapirra vittiik, majd vakuum segitségével tedk a folyadék fazist, mostuk és
sulyallanddsagig szaritottuk 80°C-on. A szarazt@mjeg adatai két kilonbézmérés
atlagabdl szarmaznak, értékeinek atlagos elténgsmihaladtak meg a 14%-ot. A ndvekedési
ratat (gcw/h) két idbpontban levett mintanak (mintdzasi pontokban) DCuVekedésétl
szamoltuk; a legmagasabb elért értéket tekintetiikenyészet specifikus névekedési

ratajanak.
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4.1.4.2. D-glik6z meghatarozasa

A folyékony tenyészetekdh vett mintdk D-glikoz tartalmat HPLC segitségével
hatdroztuk meg. A készilék térésmutatd (RI) dete&torendelkezik. Az elvalasztashoz
ioncseréb oszlopot alkalmaztunk (Bio-Rad Aminex HPX-87H+;o0BRad Laboratories,
Hercules, CA, USA), izokratikus elucioval (10 mM3$0,, 55°C-os kolonnadmeérséklet). A
glikdz hasznositést (g/h) azon két mintavételi padibtt szadmoltuk, ahol a legnagyobb volt
a koncentracio csokkenés.

4.1.4.3. Sterigmatocisztin (ST) izolalasa és megbatsa

A sterigmatocisztin vegyuletet folyékony kozegnéap(alaj+biomassza) 20 mL
térfogati mintdkbol nyertik ki, etil-acetatos (3xhiL) extrakcioval. A szerves fazist
Osszegyjtottik, majd vakuum beparlé segitségével szadkottvégil a mintat 1 mL
acetonitrilben oldottuk vissza. Szilard fazisbditédo izolacio soran is hasonloan jartunk el,
mint folyadékfazis esetén, annyi eltéréssel, hogyvagott agardarabokat felolvasztottuk az
extrakcios 1épés étt.

A ST mennyiségének detektaldsara reverz fazisu HP{EP-HPLC-UV; HP 1090
Series L/M Liquid Chromatographs, Agilent-Technaoésy Waldbronn, Németorszag)
hasznaltunk, mely UV dektorral (245nm-nél mértikehzyelést) van ellatva. A ST csucsok
azonositdsa starndard addiciés médszerrel torerinyiségét pedig az ST standard oldat 4
pontos kalibraciés egyenegébszamoltuk. Reverz fazisi C18 kolonna segitette az
elvalasztast, az izokratikus ellcido soran a mozisifasiz és acetonitril 4:6 (v/v) aranyu,
ecetsavval és Na-acetattal pufferelt elegye alk(Gitd=4,8). Az aramlasi sebességet 0,5

mL/percen, a kolonnadmérsékletét pedig 55°C-on tartottuk.
4.1.4.4. Légzésmeérés

Az A. nidulanstorzsek légzésének vizsgalatat 24 oras korbanztidégel (ekkor volt a
legintenzivebb a Iégzés, de ezen kivil tokdpahtban is vizsgaltuk a respiraciét), AMM2
taptalajon 15 g/L D-glikdz szénforrason. A mérésaian Strathkelvin 782 2-Chanel Oxygen
rendszert hasznaltunk (Strathkelvin Instruments., KRorth Lanarkshire, Skocia). Az
elektr6da és termosztalt (37°C) mintatarté segéeélg3,5 mL mintabdl detektaltuk az
oxigénfogyasztast. A citokromos légzési lanc szstkalasahoz kalium-cianidot (KCN), az
alternativ 1égzés blokkolasahoz szalicil-hidroxawasa(SHAM) adagoltunk a mintdhoz. A
gatlészereket 10 mM-os végkoncentracioban alkalmkazA teljes (gatolatlan) légzés a
vegyszerek nélkil mért 1égzési értékek, az altérnéyzési értékek a KCN jelenlétében mért
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oxigénfogyasztas minusz a KCN+SHAM jelenlétébent fogyyasztas. A rezidudlis légzést a
KCN+SHAM jelenlétében mért Iégzési értékekként miéftuk. A DCW-t minden meérés utan
meghataroztuk. A 1égzési értékeket a StrathkehN@n7Bxygen system szamitégépes

programjaval szamoltuk.
4.1.4.5. Genomi DNS izolalas és Southern blot arsali

A tenyészetet miracloth anyagonigik at, majd hideg, steril ioncserélt vizzel
mostuk. A vizet alaposan eltavolitottuk és folyékmitrogénben fagyasztottuk le a mintakat.
A sejtfeltarashoz dorzsmozsarakat hasznaltunk, ekety szintén folyékony nitrogénnel
hatottink. A keletkezett finom térmelé&bNucleoSpin Plant Il Kit (Macherey-Nagel, Duren,
Németorszag) segitségével nyertiik ki a genomi DNS-t

A Southern blot analizis soran a Sambrook és R(2861) altal leirt alapvételjarast
kovettik. A DNS mennyiségét NanoDrop 2000 UV-Vise®pofotométerrel (Thermo
Scientific) mértik meg. Az agardz géleletroforégish pug-nyi DNS-t vittiink be a zsebekbe,
a digoxigeninnel jeldlt specifikus oligonukleotidaikpedig PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche Applied Science) felhasznalasaval készitettiitemplankét az RDIT 9.32 jelZés
térzs genomi DNS-t hasznaltuk. A hibridizacio erédiyet Lumi-Film kemilumineszcens

detektalo filmmel (Roche Applied Science) azondgito
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4.2.Aspergillustorzsek (CBS)
4.2.1 Alkalmazott torzsek

Az Aspergillustérzseket a Centraalbureau Voor Schimmelcultu@&S() kozponttdl a

kaptuk kisérleteinkhez. A felhasznalt 17 torzs &@bBlazatban talalhaté meg.

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

9. tablazat: A kisérletekben alkalmazottAspergillus torzsek.
4.2.2. Torzsfenntartas

A kllbénbod jelzedi torzseket a CBS3t kapott minimal taptalajon tenyésztettiik (10.
és 11. tablazat). AA. glaucusesetében a tapkdzeget natrium-kloriddal egédiitédt 1 M-
os koncentracidban. A térzseket 30°C-on nbves&ettt napig, aZA. nidulansnal 37°C-on
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tortént. A hosszutavon torténtorzsfenntartdas érdekében Uveggyapoton igidz a

spéraoldatot és 50%-o0s glicerinoldatban, -80°Céavaltuk.

CBS minimal taptalaj 6sszetételd

Alkotéelemek Koncentracio (g/L)
NaNG; 6
KH,PO, 1,5
KCI 0,5
MgSQOx7H,0 0,5
D-glukoz 10
agar 15

Koncentracié (mL/L)

Nyomelemoldat 0,2

10. tablazat: CBS minimal taptalaj 6sszetétele.

& pH=6
Nyomelemoldat 6sszetétele
Alkotéelemek Koncentracio (g/L)
EDTA 10
ZnSQix7H,0 4.4
MnClxx4H,0 1,01
CoCbhbx6H,0 0,32
CuSOx5H,0 0,315
(NH4)sM07024x4H,0 0,22
CaCb*2H,0 1,47
FeSQx7H,O 1

11. tabldzat: CBS minimal tdptalaj nyomelemoldatan& dsszetétele.
% pH=4
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4.2.3. Kisérleti kérulmények

A kisérleteinket kizardlag szilard MAE taptalajat2( tablazatA. glaucusgombanal
ismét NaCl-ot adtunk a kdzeghez) végeztik, melyiégzésgatlé vegyszereket adtunk, 10
mM-os végkoncentracidig-KCN, SHAM és KCN+SHAM komhéciokban. A tdrzseket
30°C-on, 9-12 napig inkubaltuk.

MAE taptalaj 6sszetételé

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

12. tAblazat: MAE taptalaj 6sszetéele.
& pH=5
4.2.4. Analitikai moédszerek

4.2.4.1. Novekedési teszt

Agarkorongokat vagtunk ki a tenyészetékbs friss MAE taptalajra tettik. 2 napos
elénbvesztést kovéen ismeét agarkorongokat vagtunk ki a tenyészetlminés részébl és
athelyeztilk a gatlbanyagokat tartalmazé MAE tapikia (a kontroll nem tartalmazott
légzésgatld anyagokat). Ismét inkubaltuk, majd nggmomeghatarozott dgpontokban mértik
a tenyészetek atmiét, valamint fényképezéssel dokumentaltuk a nodége Az
agarkorong kiindulasi atm@ge minden esetben 9 mm volt. A mérésekhez a gonalzék
tulajdonsagat hasznaltuk fel, hogy képesek egyeml&ipanyagellatottsagnal (mesterséges)
szilard taptalajon (spérarél, csefibrcsirdzva vagy gombafonal atoltasaval) sugariranyu
novekedésre, kor alaku kolonia létrehozasara. Eonkala hifak csucsnévekedési sajatossaga,

az optimalis tApanyag hasznositasaboldetérkiktoltes.
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4.3.Asperqgillus terreus
4.3.1. Alkalmazott t6rzs

A munkank soran az NRRL 1960 jel#étrzset hasznaltuk (13. tablazat), melyet
Prof. Peter J. Punt laboratériumatdl (Microbiolo@y Systems Biology, TNO, Zeist,
Hollandia) kaptunk.

Torzs Jellem# Hivatkozas
NRRL 1960 . , .
standard itakonsav Karaffa és mtsai., 2015
(CBS 11%)%;8) ATCC taltermeb torzs

13.t4blazat: A kisérletekben felhasznalA. terreus torzs.
4.3.2. Torzsfenntartas

Az A. terreusfonalas gombat komplex taptalajon tartottuk (ldgdtablazat) fenn,

30°C-on, 4-5 napig ndvesztve.

Fenntarté taptalaj 6sszetétel

Alkotéelemek Koncentracio (g/L)
D-gliikéz 20
kukoricalekvar 20
NacCl 20
Agar 15

14. tablazat: A fenntart6 taptalaj 6sszetétele
& pH=5
4.3.2. Kisérleti kortilmények:

4.3.2.1. Mn mentesités

A manganion koncentracidjanak csokkentésére Dow@xWsX8 (100/200-mesh)
kation cserél gyantaval toltott oszlopon engedtiik at az iondseizet és a D-glikoz oldatot.
Az egyéb komponenseket ebben a vizben oldottukAfelégsh manganion koncentraciot

MnCl,x4H,0 toérzsoldat segitségével allitottuk be.
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4.3.2.2. Tenyésztések

A novkedési tesztet szilard MAE taptalajon agarkgas modszerrel végeztik (lasd
12. tAblazat, CBS torzsek ndvekedési tesztje).

Az itkonsav termelés és a Northern blot vizsgalatakKuenz és tarsai (2012) altal
publikalt taptalajt alkalmaztuk (15. tablazat, toleiakban termeéi taptalaj). A kisérleteknél
5x1CFPA. terreuskonidium / taptalaj mL-jével oltottunk le mindesetben. A tenyésztési
korilmények 33°C-on torténtek, pH=3-on. A kiséhet 18%-0s D-glik6z koncentraciot
alkalmaztunk. Lombikoknal a razogeép fordulatszah®t-250 rpm k6zott valtoztattuk.

RNS izoldlashoz a kisérleteknél 24 H-ig 1% (w/v)glizerin tartalmd minimal
taptalajon novesztettiik ek tenyészetet, majd friss minimal taptalajra mostua gombat,
mely szénforasként 1%-ban (w/v) tartalmazott D-glitk 1 H-s inkubalast kowetn adtuk
hozza kulénb6a kiegészibket (D- gliikoz, D-szorbitol, KCI). A szénhidratok@f1-20%-0s
(w/v) koncentracioban alkalmaztuk, a KCl védg®ncentraciéja 1 M volt.

A bioreaktoros tenyésztéseknél 2,5 L teljes, 2 Lnkatérfogatu Uvegfermentorokat
(Sartorius, Gottingen, Németorszag) hasznaltunkyaeked lapatos Rushton-tarcsas kéwed
rendelkeznek. A kiindulasi pH érték 3 volt, pH saiglbzast nem alkalmaztunk. A betaplalt
leve@ mennyiségét 0,75 vvm-re, arérsékletet 33°C-ra allitottuk. Az elntenevedit
golyés visszatitén (4°C) keresztll vezettik at. A kilonlBoR0O (%) szinteket allitottunk be a
fermentaciok soran (0-2-30%), melyeket a kévierdulatszamanak valtozatasaval érttink el.

Az optimalis tenyésztéshez szilkséges paramétadkanentor vezéfbgysége szabalyozta.

Termeléi taptalaj 6sszetétel@d

Alkotéelemek Koncentracio (g/L)
KH.PO, 0,1
NHsNO3 3

MgSOyx7H,O 1

CaCbx2H,0 5
D-glukoz 180
Koncentracioé (mg/L)
FeCkx6H,0O 1,67
ZnSOx7H,O 8
CuSQx7H,0O 15

15. tablazat: A termebi taptalaj dsszetétele.
& pH=3
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4.3.3. Analitikai modszerek
4.3.3.1. Széaraz sejttomeg (DCW), D-glikoz, itokaen@A) Mn ion meghatarozasa

A DCW-t 5-10 ml tenyészetlh hatdroztuk meg, a kordbbi fejezetben leirtak inzer
(lasd. Anyagok és modszerel, niduland. A D-glikéz és az IA mennyiségét HPLC-s
modszerrel hataroztuk meg, szintén a kordbbanderk6zokkel és paraméterekkel. Mn-ion

meghatarozas Karaffa €s mtsai., (2015) leirtakirgzegrtént.
4.3.3.2. Légzésmeérés

A lombikos kisérletek és a fermenentaciok soranadety idbpontokban mértik a
tenyészetek légzését. A mérések soran 3,5 mL mudtitink, 33°C-on termosztaltuk a
légzésméF cellajat (Strathkelvin Instruments Kft., North lakshire, Skécia). A légzés
blokkolasara KCN-t és SHAM-et alkalmaztunk 10 mMagsgkoncentraciéban. A DCW-t
minden meérés utan meghataroztuk. A respiracioskeked a korabban leirtak szerint

szamoltuk (lasd\. nidulansfejezet).
4.3.3.3. RNS izolélas, Northern blot

A mintdkat miracloth-on dirtilk le, steril hideg vizzel mostuk, majd folyékony
nitrogénben fagyasztottuk. A mintakat folyékonyroggnnel kitétt dérzsmozsarakban tartuk
fel és az RNS-t pedig NucleoSpin RNA Plant kit (Meay-Nagel, Németorszag)
segitségével nyertik ki. A RNS mennyiségét és o6s@igét NanoDrop 2000
spektrofotométerrel (Thermo Scientific) és agardaelgktroforézissel elldmiztik. A
Northern blot soran is a Sambrookés Russel (201B4)) I&irt alapvet eljarast kovettik. A
denaturalé agaroz géleletroforézisnél 5 pg-nyi RNBtink be a zsebekbe, a digoxigeninnel
jelolt specifikus oligonukleotidokat pedig PCR DIEobe Synthesis Kit (Roche Applied
Science) felhasznaldsaval készitettik el, temptaakéNRRL-1960 jelzés torzs genomi
DNS-t hasznéltuk. A hibridizacio eredményét Luniiati kemilumineszcens detektalo

filmmel (Roche Applied Science) azonosituttuk.
4.4. Bioinformatikai elemzés

A nukleotidszekvenciakat National Center for Bidtealogy Information (NCBI) és
az Joint Genome Institute (JGI) adatbazisokbdjtgstik ki.
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4.5. Felhasznalt vegyszerek

Kisérleteinkben analitikai tisztasagu vegyszerekethasznaltunk. A
taptalajkomponenseket és a finomvegyszereket Sijadch Kft.-t6l, a molekularis
biologiai munka soran felhasznalt anyagokat pedRpahe Magyarorszag Kfblt szereztik

be, minden mas eset pedig megemlitésre kertil.
4.6. Reprodulkalhatosag

Az publikalt eredmények legalabb 3-5 fliggetlen dmihi kisérlet atalagabdl
szarmaznak. Az adatokat SIGMAPLOT programmal (JaSdentific, San Jose, CA, USA)
ertékeltik ki és vizualizaltuk. A kisérletsorozatak belil standard eltéréseket (SDs)
hataroztunk meg. A SD eltérés mindig kevesebb woiht az atlag 14%-a. Szignifikancia
vizsgalatara a légzési értékekben, DCW-ben, valkaiglikdz koncentraciora a taptalajban
az aodA mutans torzsekben (viszonyukat a kontroll torzsképest) Student féle t-tesztet

végeztink, a probabilitds adatait (p) az Eredmémgiezetben keriiltek feltlintetésre.
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5. Eredmények
5.1. A.nidulans

5.1.1. A kisérleti stratégia ellérzése

Legel$ Iépésben azaodA gént (locus AN2099) kellett leellériznink, hogy
fiziologiailag relevans AOX-t kodolA. nidulansban, ezért a génre nézve hidnymutanst
(4a0dA és a tultermél (OE) torzsek légzését hasonlitottuk 6ssze a vexbh6z képest
(RDIT 9.32). A leoltas kovéen, 24 H elteltével (exponencidlis fazisban) meéni&g a
respiraciot, mikor a légzeési értékek valossitheten a legmagasabbak (16. tablazat). A
hianymutans esetében a teljes légzési értékek éminghtlészer hianyaban) csak kis
mértékben tértek el a vadhoz képest. Ezzel szemze@®E mutansok légzési aktivitdsa
megnovekedett értéket (p<0.1) mutatott, mely aranyat azaodA kopiaszammal. Cianid
jelenlétében az oxigén felvételi rata vad torzsiétére esett vissza, igy a teljes légzésnek
kb. a 20%-at tette ki a cianid-rezisztens légzédkcidja. A 4aodA mutansnal a légzés
drasztikusan lecsokkent cianid jelenlétében: aim@sips értékek 1 pM @nin‘gramm'®
(szaraz sejtomegre vonatkoztatva) ala estek vissedy a teljes légzésnek 4%-at tettek ki.
Masrészél az OE mutansoknal a cianid-rezisztens légzés thazkedett (p<0.1) a gatldészer
jelenlétében, mely szintén pozitivan korrelaltaamA kopiaszammal. Statisztikailag azonos
eredmeényeket kaptunk flggetlendl attél, hogy a éemgtet fényben vagy sotétben
novesztettiik. Ennek tikrében azt a kdvetkeztetéshatjuk le, hogy aaodA expressziodja
nem flgg a fény jelenlétdtvagy hianyatdl. Sziksegesnek tartottuk az igaailannak, hogy
cianid-rezisztens légzésért az AOX fékel ezért kisérleteket végeztink SHAM géatlészer
jelenlétében. AOX-fligg Iégzési értékeket a cianid-rezisztens |ég@ésbamoltuk, levonva
belble SHAM és cianid jelenlétében felvett értekekeal{Bés Bonner, 1973). Tenyésztési
koéralménytl fuggetlendl, a rezidudlis |égzés a cianid-reargtlégzésnek 10 és 15% kozotti
értékekét tette ki a vad tipus esetében (az eregméncs feltiintetve). AzaodA
hianymutansnal a SHAM hozzaadasa jélseh nem valtoztatta meg a cianid-rezisztens
légzés oxigénfelvételét, felteléen azon enzimek miatt, melyek a molekularis oxigént
hasznaljak az elektrontarnszport lancon kivil. Ezadmények alapjan aaodA egy
fiziologiailag relevans, SHAM érzékeny, cianid-zens teriminalis oxidazt kodoA.
nidulans gombaban, melynek aktivitAsat meghatarozhatjukiaaid jelenlétében tortén
oxigén felvétellel.
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idé (h) | vad tbrzs .. aodA . aoch_* aoc,iA_*
hianymutans 2 kopia 3 kopia
Teljes 1égzés 24 20.70.7 19.4+05 25.4+1.0 30.6+1.1
(LM O2/min/gpcw) 90 85+0.3 8.4+05 5.4 +0.2 5.0+0.1
C'a”'?égezzézmns 24 | 44+02 08+0.1 9.1+0.3 12.8+05
. 90 34+04 04+0.1 3.9+0.4 43+0.4
(UM O2/min/gpcw)
Cianid_rezisztens 24 212 41 358 418
frakcid (%) 90 40.0 4.7 72.2 86.0

16. tablazat: A teljes- és cianid-rezisztens speiifis légzési ratak és cianid-
rezisztens frakciok szazalékaodA hianyos és tobb kdpiasA. nidulnas mutansokban a
vad torzshoz képest. A 24 és 90 H-s korban mért IBgsi értékek lathatéak a tabldzatban.

A tenyésztések folyékony minimal tapkdzegben, 15lgD- gliikdzon torténtek.
5.1.2. A térzsek biomassza képzése

Mivel az aodA overexpresszalt (OE) torzsek oxigénfelvétele megjlesdlett a vad
torzshoz képest, megvizsgaltuk a novekedésiiketiikégbn. A kisérleteink célja az volt,
hogy talalunk-e eltéréseket a biomassza képzés aaggenforras hasznositasa terén, mely
korrelal azaodA kopiaszammal. A torzsek sillyesztett fermentadbsgrzarmazo kinetikus
adatok alapjan a fungalis biomassza formalasbalamiat ezzel egyidéleg a specifikus
novekedési ratakban nem taléltunk szignifikansrétgket a mért pontokban (2. dbra, 17.

tablazat).

34



k(gL

7

acio
[EE
N

7

[EnN
N

DCW koncentr
© o

6
0
\q_) 4
S 2
=
@)
A 60

Fermentéacios idé (h)

2. dbra: Az A. nidulans torzsek novekedésének (fehér és nyitott szimbdlukpés
D-glik6z koncentracio (fekete és zart szimbolumok)valtozasanak idiprofilja a
sullyesztett fermentaciok soran, sottétben. A vad gust a korok [@,0], az aodA
hianymutanst a négyzetek 1], a 2 képidas mutanst a haromszogek& ,A], a 3kopias
mutanst a gyémant @,<] szimbélumok jeldlik.

Torzs Gluko6z hasznositasi rata Novekedési rata

(gh™) (9ocwh™)
vad tipus (RDIT 9.32) 0.31+ 0.03 0.15 +0.02
aodAhiany (AMZN 3.37) 0.29 +0.03 0.14 +0.02
aodA, 2 képia (AMZN 4.7) 0.37 +0.03 0.15+0.01
aodA, 3 kopia (AMZN 5.13) 0.44 +0.03 0.15+0.02

17. tabldzat: A kisérletek sordn alkamazottA. nidulans torzsek D-gliik6z
hasznositasi- és ndvekedési ratai. A kisérletek minal taptalajon, 15 g/L kiindulasi D-

gliikdz koncentracion torténtek.

Ezeket az eredményeket tamasztotta ala fénybeldrdszaptalajon végzett plates

kisérleteink, melyeknél a pont-leoltassal inditettyészetek atméét vizsgaltuk (3. abra).
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3. &bra: A tanulmanyozott A. nidulans torzsek ndvekedése szilard taptalajon,
fény jelenlétében. A kisérletek minimal tdpkozeger5 g/L D-glukézon torténtek. A; vad
tipus (RDIT 9.32), B; aodA hianymutans (AMZN 3.37), C; aodA", 2 kopia (AMZN 4.7),
D; aodA*, 3 kopia (AMZN 5.13).

Az eredményeink alatdmasztjdk azt a korabbi tanoymdamely szerint aaodA
hianyos torzs hasonlé gyorsassaggal novekszik, envad (Suzuki és mtsai, 2012). Ezzel
szemben a taptalajpan maradt D-glikoz koncentrbeidkjelents (p<0.1) eltéréseket
talaltunk, mely befolyasolta a torzsek D-glukozvéeli ratajat (17. tablazat). AeodA gén
kopiaszama az OE mutansokban pozitivan korrelal -glikRdz felvételével; a cianid-
rezisztens alternativ 1égzés és a D-glikoz felvétghja parhuzamosan megemelkedett.
Megjegyezend, hogy a vad és a hianymutans torzsnél a rezidudliglikoz
koncentraciékban nincs szignifikans eltérés, éttkbvetkedien azaodA gén hianya nincs
hatdssal a D-glikoz felvételi ratara (17. tablazafpvabbd statisztikailag hasonlo
eredmeényeket kaptunk fény jelenlétében vagy hidyahmi azt sejteti, hogy @ nidulans

novekedését nem befolyasolja a fény (legalabbis kizgrleteknél).
5.1.3. Az alternativ oxidaz aktivitas a staciorsmi$ kééi szakaszaban

A ST képddés alacsony specifikus novekedési ratan figyélmeeg (Németh és
mtsai., 2016). Kovetkezésképpen a D-glikdzt taalintaptalajon a szénforras kimerilése
utan detektalhaté a ST, a stacioner fazisékézakaszaban. A kisérleteinkben, valamint
Németh és mtsai. altal alkalmazott kérilményekzéinakulaciotol szamitva 90 H elteltével
érte el a ST ké@wlési rdta a maximumot, a maximalis ST koncentrgmdig 140 H-s korban
észleltik batch tenyésztéseknél.

A kulénb6a aodA kopiaszammal rendelkézA. nidulanstdrzsek a szénforrasban
kimertlt, ké$i stacioner fermentacios szakasz soran meért tigzesében jelebs eltérés

mutatkozott a 24 H-s koru tenyészetekhez képesttébazat). Mindegyik torzs esetében az
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oxigen felvételi rata csokkenését (p<0.1) tapas#tabar a valtozas meértéke flggottaaadA
kopiaszamtol. A vad és a hianymutans torzsek legzi¥o-ara, mig az OE tbrzseknél
erételiesebben csokkenés volt megfigyethed 20%-ara esett vissza a 24 H-s értékekhez
képest. A torzsek teljes 1égzése a gyors novekddéisban intenzivebb adAkopiaszam
fuggvényében, mig a kés stacioner fazisbhan az OE tenyészetek alacsonyabbesi
értékeket produkéltak, mint a vad tenyészet. Fomegjegyezni, hogy a cianid-rezisztens
légzés az OE tenyészeteknél ebben a novekedésisghai jeleidsen hozzajarult a teljes
légzéshez az exponencidlis szakaszban mértekkehtétben. Mindazonaltal a cianid-
rezisztens frakcié kozreffkodése a teljes légzésben ndvekedési fazistol faggdegyik
torzsnél, kivétel aaodA hianymutansnal, a cianid-rezisztens frakcié ardnggduplazodott
az exponencialis fazistél (24 H) a Késstacioner fazisig (90 H). A fermentacio kés
szakaszaban az oxigén felvétel akar 86%-aért adeiamisztens frakcid volt a felsd a 3
kopias torzsnél, mig a vad torzsnél ez az értekkimmileg 40%, mely a 3 kopias
tenyészetre volt jellenéz24 H-s korban. A torzsek légzési ratai adkéstacioner fazisban
jelentbsen lecsokkentek, viszont a cianid-rezisztens twhsi oxiddz szamottéen

hozzajarult a teljes légzéshezaamAkdpiaszam flggvényeben.

5.1.4. Sterigmatocisztin kéfidés fliggaodAkopiaszamtél aA. nidulansgombaban, de

csak fény hianyaban

Az A. nidulanstérzsek ndvekedésének kinetikaja hasonl6 voltitabuak hasznalt D-
glikdz tartalma minimal taptalajon, mig a glikoavételi rata és az AOX aktivitds a
kopiaszammal aranyosan valtozott, fényhatéstol dtiggul. Mivel vizsgélataink arra
iranyultak, hogy van-e kapcsolat ST kéges és az AOX aktivitas kozott Az nidulansban,
ezért detektaltuk a ST koncentracio valtozasangétezetekben (4. abra). Msegi oldalrol
megkdzelitve, az ttprofilok hasonldéak voltak: ST termelést csak a gmdas (D-glukdz)
kimertlése utan detektaltunk, a névekedés miggset koveéten. Mennyiségi oldalrél nézve
pedig statisztikailag szignifikans kulonbségekepatztaltunk: ST volumetrikus hozama
(mgL™?) az aodA hianymutansnal 50%-kal esett vissza vad torzshépedt, sotétben
tenyésztéskor. Az OE térzsek ST hozama ugyanezeéink@ények kozott megkozedieg 50-
70%-kal meghaladtak a kontrollt (vad térzs), szink®rrelaciot mutatva a képiaszammal.
Fontos, hogy az eredmények mast mutattak, mikor jidenlétében torténtek a tenyésztések:
a ST volumetrikus hozama mindegyik tenyészetnélaemhdara esett vissza a kontroll
sttétben elért hozamahoz képest és statisztikaddtgzatlan maradt figgetlenil aodA

képiaszamtal.

37



>

N w
1 1

ST koncentracié (mg L'l)
H

0 1 1 1 1 1 1 1
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180

1,4 -
<..| B
— 1,2 |
(@)]
E 10
NS,
S 08 -

ST koncentr
o
D

0,0 — = -
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Fermentacios id6 (h)

4. dbra: ST termelés idprofilja A. nidulans sullyesztett tenyészeteknél minimal
taptalajon, 15 g/L D-glukéz jelenlétében, sotétberfA; fekete szimbdolumok), valamint
fényben (B; fehér szimbolumok). A vad tipust a kork [@,0], az aodA hianymutanst a
négyzetek WM,J], a 2 kopids mutanst a haromszogek &,A], a 3 kopias mutanst a
gyémant [@,$] szimbélumok jelolik. A két abran eltéré az y tengely skalaja, mivel

fényben a ST koncentraciok 1 mgL* alatti értékek.
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A fény hatasat a plates kisérleteink is mégiettek (5. abra). Bar a ST hozamok jol
leveghzetett slllyesztett fermentacio esetében alul niakac szildrd kdzegnél kapott
eredmeényekhez, a tendencia hasonlé: sttétbeapaxhianymutans 60%-kal kevesebbet, az
OE mutansok pedig tobbet (p<0.1) termeltek a vadstial, valamint a ST megtermelt
mennyisége émodA kopiaszama kozott pozitiv korrelacidé fedeshéel. Fényben ez a
korrelaci6 nem tapasztalhaté, mindegyik torzs stéikailag valtozatlan mennyisgg
mikotoxint termel (p<l1), amely megkozéleg fele a kontroll sététben termelt ST
mennyiségnek. AaodA hianymutans, az alternativ Iégzés hianyaban, lsiiétagy fényben

sem mutatott jeletis eltérést a ST felhalmozas terén.
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5. abra: A. nidulans torzsek sterigmatocisztin termelése platen, sttédh (fekete
oszlopM) és fényben (fehér oszlofl), minimal taptalajon, 15 g/L D-gliikoz jelenlétében

A mintak a leoltastél szamitott 5. nap keriiltek legtelre.
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5.2. Aspergillustérzsek CBS
5.2.1.Aspergillustorzsek ndvekedési tesztje, 1égzésgatlod vegysjelahkiétében

Az Altalunk vizsgélt fajok mindegyike rendelkezdégaldbb egy (feltételezett)
alternativ oxidazt (aox) kodolo génnel (6. abra).kéntroll tenyészetek tdbbsége gyors,
sugariranyu novekedést mutatott, n#g versicolor A.sydowij A. wentii fajoknal lassabb,
valamintA. glaucusnél gyenge névekedés tapasztaltunk (6. dbra).oBamiegjegyezi-aa.
aculeatus kivételével-, a legintenzivebb névekedés mindeatben a gatlészer nélkuli
tenyészeteknél volt megfigyelliet

A novekedési tesztek alapjan @wspergillus fajok jol novekednek kalium-cianid
(KCN) jelenlétében, mely a mitokondridlis elektramtszport lancot blokkolja, de
kulonbségek is fellelhéek: A. niger torzsek,A. terreus A. carbonarius A. nidulans A.
fischeri A. tubingensis A .luchuensisnovekedése ellentétben a tovabbi torzsekkel,
megkozelibleg egy napos késéssel maradt el a kontrolljukhegzest (részletes ndvekedési
gorbék a Fluggelék fejezetben talalhatbak meg). iutilis gyarapodas volt detektalhato/z
glaucustenyészetekben. A kontroll utdn atlagosan a KOmaltau taptalajon gyarapodott
legjobban az atmér mely az aktiv cianid-rezisztens légzés meglétéged kdvetkeztetni.

Szalicil-hidroxamsav (SHAM) hozzaadasanal- az a#tv oxidaz gatlasa-a
novekedés joval visszaesett a kontrollhoz és a K€MKezeléshez képest, viszont még mindig
jelensebb volt a nbvekedés, mint az KCN+SHAM kezelésagészeteknélA. versicolor
tenyészet atméjenek csekély gyarapodasa volt megfigyalhetalamint azA. glaucus
gombanal SHAM jelenlétében szamssitve ezt az értéket, O voA. aculeautusesetében a
SHAM tartalmu t4ptalajon a tenyészet gyarapodaskimiitette a kontrollét.

Leggyengébb novekedés kivétel nélkil KCN+SHAM jédedben volt. AzA. niger
torzsek,A. terreus A. carbonarius A. luchuensigombaknal rapid gyarapodas tortént még a
két légzésgatlo jelenlétében is, a tospergillus torzshéz képest. AA. glaucusezen

kortlmeények kdzott is képtelen volt ndvekedeni.

5.2.2. A tdrzsek konidiospora képzése

Laboratériumi kérilmények kozott a todsgombakra az ivartalan konidiospéra
képzése jellemz Az Aspergilludknak mikroszkoppal is jol felismerléekonidiumtartéjdnak
képlete, valamint konidiospérainak szine gyakraabad szemmel is észlelthefvizualis
ertékelés lehésége). A szilard taptalajos kisérleteknél figyeleshrkisértik az egyes

tenyészetek konidiospdéra megjelenését is (18.zatla
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6. abra: Az Aspergillus fajok névekedése szilard taptalajon, kbpiaszam flgyényében.
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Sporulacio

Faj kontroll KCN SHAM KCN+SHAM
Aspergillus niger (ATCC1015) + + + +
Aspergillus niger (CBS513.88) + + + +
Aspergillus tubingensis + + + -
Aspergillus brasiliensis + + - +
Aspergillus carbonarius + + + +
Aspergillus aculeatus + + - +
Aspergillus luchuensis + + + +

Aspergillus versicolor - - - -

Aspergillus sydowii + + + -
Aspergillus nidulans + + - +
Aspergillus oryzae + + - +
Aspergillus terreus + + + -

Aspergillus fischeri - - - -

Aspergillus clavatus + + + -

Aspergillus glaucus - - - -

Aspergillus wentii + + + -

Aspergillus zonatus - - - -

18. tablazat: A térzsek konidiospora képzése, +; $pazott, -; nem képzett sporat.

Az A. niger torzsek és a#. carbonariusminden kortlmeény kodzott tudott sporat
képezni. AZA. vesicolor A. glaucusA. fischeri, A. zonatuggombakon egyaltalan nem jelent
meg a kondiospdra, még a kontrollnal sem.AAzrasiliensis A. aculeatusA. nidulans A.
oryzae SHAM tartalmu taptalajon nem képzett spérat, mndeas esetben pedig igeA,
luchuensistenyészeten 10 nap elteltével valt vizualissa mickospora. AzA. sydowij A.
tubingensisA. terreus A. clavatus A wentiimikrobaknal csak a KCN+ SHAM jelenlétében

maradt el a spérazéas (18. tablazat).
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5.3. Aspergillus terreus
5.3.1.A. terreusndvekedése KCN és SHAM jelenlétében

Elssként megvizsgéltuk aA. terreusNRRL-1960 jelzés torzsének a ndvekedését
légzésgatlo anyagok jelenlétében. Amennyiben a gomkBpes ndvekedni KCN-on,
feltételezhet az aktiv AOX protein jelenléte. A KCN-ot és SHANI\agy kombinacidjukat
10 mM-os koncentraciéban alkalmaztuk. Hasonlo egsdm kaptunk, mint az é&téleg
tesztelt NIH2624 tdrzsnél (7. 4bra): a kontrollyteszet atméije gyarapodott a leggyorsabb
Utemben, majd két napos csusszassal SHAM-on és ®fCN-megindult a ndvekedés. Lassu
gyarapodas volt észlellietSHAM+KCN jelenlétében. A végs atmébben az egyes
sorozatoknal a kontrollhoz viszonyitva szignifikéti®rés mutathatd ki (p< 0.1).

100
—&— Kontroll
80 1 —e— SHAM
v— KCN
— A SHAM+KCN
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g 40 ~
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7. abra: A.tereus novekedési gorbéje szilard MAE taptalajon, 10mM-os

légzésgatlo vegyszerek jelenlétében. A gorbék azaitdja az dbran lathato.
5.3.2. Itakonsav fermentaciok
5.3.2.1. Ebzmények: lombikos kisérletek

A téptalajok a tenyésztéseknél minden esetberf* Mimitaltak voltak
(Mn?*<4pglL), ebsegitve a jobb hozam elérését (Karaffa és mts@il5)2 El$ lépésben
razatott lombikos kisérleteket inditottunk, melyrsekan kilonbdz rpm-et allitottunk be. Az

IA lombikban tortéi termelésénél 250 rpm-et alkalmaztunk, mely sziks@g intenzivebb
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oxigénellatottsagot biztosit a tenyészet szamarsszarves sav édlllitasahoz (sajat
tapasztalatunk)-ezzel definidlva magas DO (%) stintAlacsonyabb fordulatszam
alacsonyabb DO (%) szintet eredményez, igy 100eprhataroztuk meg a razatast (Kuenz és
mtsai.(2012) 120rpm-en végeztek kisérleteiket, mafditert elérve).

Alacsonyabb és magasabb DO (%) szinten is sziatetiz-t az A.terreus(8. és 9.
abra). A képédott biomassza végskoncentracidjdban (~ 3g/L) statisztikailag szaenit
eltérés nem talaltunk, a DCW gyarapodas valamasddbban indult meg az alacsonyabb DO
(%) szinten. A gorbék alapjan a D-glukéz felvételébvolt tapasztalhatd kilénbség.
Megemelt DO (%) szint emelkedett D-gliikéz felvérdiiat eredményezett (0.62+0.01yh
mig a masik esetben lassabbat (0.49+0.09,gir adatok statisztikailag szignifikans elétérést
mutattak (p<0.1).
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8. abra: IA termelés idoprofilja A. terreus slllyesztett tenyészeteknél, terméi
taptalajon, 100 rpm-en, 10 g/L D-glikéz jelenlétéhe a biomasszat a fekete kor@], a
D-glukoz koncentraciot a fekete négyzetll], az itakonsavat a fekete haromszog jeldli
[A].

Az 1A mennyisége mindkét tenyészetben 36. H-nalenelmeg és az &
elérehaladtaval a koncentracidja novekedett. A legsalgla titer a 48. H-ra keletkezett.
Molaris hozamok (10. abra) terén a két tenyészebtkdelenbs kiulonbség mutatkozott
(p<0.1).
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9. &bra: IA termelés idéprofija A. terreus slllyesztett tenyészeteknél, terméi
taptalajon, 250 rpm-en, 10 g/L D-glikéz jelenlétébe a biomasszat a fekete kor@], a D-

glukéz koncentréciot a fekete négyzetll], az itakonsavat a fekete haromszdg jel6lk].
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10. abra: IA hozam a 250- és 100 rpm-en razatott mobikok esetében, termadii
taptalajon, 10 g/L D-glikoz jelenlétében, a fekete®szlop a 250 rpm-en elért hozaml) és
fehér oszlop 100 rpm-en(().
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A lombikos tenyésztésnél fermentacios szempontindok paramétereknek (DO (%),
pH) a finom szabalyozasa és nyomonkovetése nentségfes, viszont az eredményei
elmozditotték a jél kontrollalt kérilmények kdzddrtérs fermentoros tenyésztés iranyaba a

kisérleteinket.
5.3.2.2. Az itakonsav hozama fligg az oldott oxigéril és az AOX aktivitastol

Szubmerz tenyésztésnél lebsgink nyilik a paraméterek allandositdsaval kizarn
kornyezeti tényaik befolyasat a szerves sav produkciora. Kisérleban killonb6é DO (%)

szinteket allitottunk be a fermentor vedédységének segitségével.
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11. abra: 1A termelés idiprofilja A. terreus sullyesztett tenyészeteknél, terméi
taptalajon, szabalyozatlan DO szint mellett, 180 §/D-glikéz jelenlétében, a biomasszat
a fekete kor [@], a D-glik6z koncentraciot a fekete négyze#], az itakonsavat a fekete

haromszog jeldli [A].

0%-o0s DO szintnél (11. abra) a tenyészetre lasskogfelvétel volt jellem&, 7 nap
elteltével sem esett a szénforras koncentraciofadglb ala. A DCW valtozasat lassu, am
folytonos ndvekedés jellemezte, a felvett szénfod@omassza formalasra forditddott. A
klasszikus novekedési fazisokat nem tudtuk elkidimiebben az esetben. IA-t 7. napon sem
detektaltunk.

2%-0s DO szintnél (12. abra) eliéfermentacios profilt kaptunk, mint 0%-nal. A
tenyészet valamivel gyorsabban hasznositotta aikbgt, melynek eredményei a biomassza
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12. abra: 1A termelés idsprofilja A. terreus sillyesztett tenyészeteknélt, terméi
taptalajon, DO (%)= 2mellett, 180 g/L D-glikéz jel@létében, a biomasszat a fekete kor
[@], a D-glikdz koncentraciot a fekete négyzetll], az itakonsavat a fekete haromszdg
jeloli [ A].
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13. abra: 1A termelés idiprofilja A. terreus slllyesztett tenyészeteknél, terméi
taptalajon, DO (%)= 30 mellett, 180g/L D-glikoz jeénlétében, a biomasszat a fekete kor
[@], a D-glukdz koncentraciot a fekete négyzetll], az itakonsavat a fekete haromszog
jeloli [ A].
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gyarapodasa €s az IA megjelenése a fermentlébegjdgyezend, hogy a D-glikoz
koncentracidja 7.napon esett 140g/L ald). Az IABtH utan tudtuk detektalni, mennyisége
idével emlekedett a folyékony kdzegben, &m a 4. napt@lvett D-glik6z mennyisége nem
aranyos a keletkezett IA koncentracioval, igy l&dh&ogy a szénforras konverzidja nem a
szerves savban, sokkal inkabb a biomassza névdletéyilvanult meg, hasonldéan, mint a
0%-0s DO szintnél.

Legmagasabb IA titert 30%-0s oldott oxigénszintletietudtunk elérni (13. 4bra). A
fermentacios profilban lathaté, hogy 3,5. naptélbmmasszat minimalis gyarapodas
jellemezte és a 7. naptol kevesebb, mint 1 g/Lyergpodott (a citromsav és itakonsav
termelésnél a szaraz sejttbmeg mennyiségének Kgmntnagyban befolyasolja a hozamot).
30%-on a D-glukdz felvétele is gyorsabb volt, minmasik két esetben (ahol a D-glikdz
koncentraciok nem esetek 130g/L) ala. Hasonldéafboa® DO szinthez, 48 H utan tudtunk
IA kimutatni a tenyészetlh viszont a veégs koncentracioja kb. 2x-ese lett, mint az
alacsonyabb DO (%) szinten.

A molaris hozamok jeleis eltérésekre reflektaltak (19. tablazat): DO (%ints
kontrollalasa nélkil nem tudtunk hozamot produk&ara nézve (fontos megjegyezni, hogy
7 napos fermentacios dd belll, mely nem zarja ki annak a lebsgigét, hogy a kébbi
idépontban az IA megjelenhet a fermetlében). A metffetxigéntenzionél kozel 50%-o0s
hozam produkélhaté (szénforras még nem merultgyi, diméletben magasabb hozam is
elérhed). Az oxigén limitaciét meg elkerilve, viszont adaay szinten tartva a DO (%)-t a
molaris hozam kb. 40%-kal csokkenhet, a megemaithszz képest. Az oldott oxigénszint és
a moléaris hozamok kozott korrelaciét lehet felfedeznagasabb szint tartdsa magasabb

hozamot eredményezhet.

DO (%) 0 2 30

Hozam (Yp/S) 0 0.19 0.47

19. tablazat: 1A hozamok kilénb6® DO (%) szintek esetében, 7 nap utan.
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A tenyészetek respiraciéjaban is kilonbségekeltuala (20. tablazat). A tablazatban
a 40 H és 140 H-s légzési értekeket tuntettikiserletink (lasd Flggelék, F19. abra) sorén
azt tapasztaltuk, hogy a legintenzivebb 1égzés dnefjes és cianid-rezisztens) 24 és 48 H
kozott detektalhatd (a tenyészet ekkor exponescidtivekedési fazisban van), majd ezt
koveten a légzeési ertékek csokkenés volt megfigyetelzetfermentaciok végéig. Minél
magasabb volt az DO (%) szint a fermentacionalAbnmgasabbak voltak a tenyészetek
respiracios értékei. Legalacsonyabb intenzitasjestiégzésnek 0%-on volt megfigyelied
30%-0s DO-nél az értekek 60%-ara, 2%-osnal pedidedara csokkent. A cianid-rezisztens
légzést mindegyik esetben detektaltunk, jélsége a korai nbvekedési fazisban a magasabb
DO (%) szintnél volt (a légzés kozel 40%-at adhattacianid-rezisztens frakcio).
Megkozelibleg a 6. naptél az alacsonyabb DO (%) szinten exdelit meg az alternativ
légzés kapacitasa, a teljes respiracio kozel 44%tte ki. Erdekes, hogy 2%-os szintnél 6.
naptol az AOX aktivitasa visszaesett, a cianidgaens frakcio csak a 4%-ot adta légzésnek.

Az AOX emelkedett aktivithsahoz elegedhetlen a mapagéntenzio, vélhéten mar
a korai termdli fazisban is részt vesz az alternativ respiraddefedmeények tikrében az
lehet a sejtéstink, hogy DO (%) szint meghataroztengeszetnek a respiracios értékeit,
egyben az AOX rikddéseét is, befolyasolva igy az IA hozamot, telzaf@X aktivitas és 1A

hozam kozott korrelacio van.

idé (h) [ DO(%)=0 DO)=2  DO)=30
Teljes léegzés 40 55.68 103.7 136.6
(UM Oo/min/gocw) | 140 | 23.39 12.2 27.72
Cianid- /4 11.24 30.8 55.39
rezisztenslégzés
) 140 10.4 0.96 59
(LM O2/min/gpcw)
Cianid-rezisztens 40 20.18 29.7 40.55
frakcio (%) 140 44.4 7.37 21.28

20.tabladzat: A teljes- és cianid-rezisztens spedifis 1égzési ratdk és cianid-
rezisztens frakciok széazalékaA. terreus stllyesztett fermentaciok soran, kilénboé DO
(%) szinteknél, termelsi taptalajon, 180 g/L D-gliikézon. A tablazatban a @ H €s140 H-s
ertékeket tuntettik fel.
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5.3.3. AzaodAésaodBgen expresszios profil

A D-glikéz, D-szorbitol, valamint KCI jelenlétébeizsgaltuk a feltehéen AOX-t
kodold gének expressziojat.

aodA
Aterreus A

rRNA

Id6(6ra) 3 6 12 3 6 12 3 6 12 3 6 12

D-gliik6z 1% 5% 10% 20%

14. dbra: AzaodA gén expresszios profilja kilonboé D-glikdz koncentracidoknal,
termeléi tdptalajon.

Az aodA mindegyik D-glikéz koncentracional ésdpmpbntban expresszalddott (14.
abra). 1%-nal éiteljes expressziot detektaltunk, mely eltémintazatott mutatott a magasabb
koncentraciékhoz képest. 5, 10 és 20%-nal a 3.. &&ban gyengébb kifejédés lathato,
mig 12. éraban mar jeléitebb az mMRNS mennyisége. 10 és 20%-0s D-glikozektmdeio
megfelel az IA glallitds szénforras koncentraciéjara vonatkozo kuténak (és a kisérletek
is termedbi taptalajon torténtek), igy a Nothern blot eredyéhdl feltételezhetjik azmodA
gén expresszids profiljat terndelkorilmények kozott. 1A fermentécidinknal (180 gIb-
gliikdz kiindulasi koncentraciénal) kapott expredsaiintazat azonos a 20%-ossal, valamint
24 oras korban is ki tudtunk mutatni mRNS-t (képnnkerilt feltintetésre). Ez annak a
sejtéesnek engedhet teret, hogy amdA gén az IA fermentaciéo alatt konstitutivan
expresszalodik. A magasabb szénforrds koncentnd@iolészrevehét hogy az id
elérehaladtaval egyre tobb génterméket tudtunk aztamisiAz aodB gén vizsgalatakor
ugyanezen korulmények ésspbntok k6zott nem tudtunk génexpessziot kimutatni.

D-szorbitolt hasznaltunk az ozmotikus sokkhatawalkhsara (15. abra). A
cukoralhoholt szintén magas koncentraciokban (5328HKalmaztuk. AzaodA expressziés
mintazata hasonlé a D-glikézéhoz: a dkks mintavételezési pontokbandesebb jelet
detektalhatunk, mint a koraiban. Szentibétviszont, hogy joval kevesebb mRNS-t tudtunk

kimutatni, mint a D-glikoznal. AaodBgén ezen korilmények kozott sem expresszalodott.
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Idd (6ra) 3 6 |

Szorbitol 5% 10% 20%

15. abra: Az aodA gén expresszios profijla kulonbd& D-szorbitol
koncentracioknal, termeléi taptalajon, 10 g/L-es D-gliik6z szénforrason

1 M-os KCI-nal tovabbra is csak amdAgéenterméket tudtuk azonositani,semBgen
nem expresszalddott (16. abra)dEkifejezidés volt megfigyelhét mindegyik idpontban,
viszont megjegyezeidgd hogy a mintdzat hasonlit az 1%-0s D-glikdzéhoz.

aodA

Id6 (6ra) 3 6 12

(1%Glu) IM KCl

16. abra: Az aodA gén expresszids profija 1 M-os KCI koncentraciokal,
termeléi tdptalajon, 10 g/L-es D-glikdz szénforrdson.

A D-szorbitolon és KCl-on végzett Northern analizigellé szamszésitett
légzésértékeket is kapcsoltunk (21. tablazat),gdks a cianid-rezisztens légzés kapacitasat
(ktlénbo® koncentracidju D-gliikozon a fermentacioknal mdt adatunk, lasd pl. Fuggelék
F19. abra).
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idé (h) 5% 10% 20% 1M
D-szorbitol D-szorbitol D-szorbitol KCI
Teljes légzés 3 | 77+1.0 54+12 84205 17.1%09
] 6 13.7+09 6.9+26 7.8+0.2 21.3+2.2
(MM Oz/minfgocw) | 12 | 125+1.7 12.0+3.5 14.4 23.3+1.2
Cianid-rezisztens 3 - 0.4 - -
légzés 6 0.4 - 0.5 0.6
(uM Oz/min/gpcw) | 12 1.5 - - 0.5

21. tablazat: A. terreus légzési értékei D-szorbitolon és KCl-on, terméi
taptalajon, 10 g/L D-glukoéz jelenlétében.

A D-szorbitol koncentracigjatol fuggetlenil a tsljgespiracios értekek dden
novekedést mutattak, a legmagasabb értéket mindetbe:n a 12 H-s korra érték el,
nagysagrendi kiilonbségeket nem talaltunk kozotthkedekes, hogy minimalis cianid-
rezisztens légzést tudtunk mérni, az AOX kapaaiaksdéezen kiurdlmények kozott agyntk
nincs jelenisége. KCl-on a ké&bbi mintdkban szintén emelkedés volt megfigyditeeteljes
légzési kapacitasban, viszont hasonldéan élabeémlitett kdrtilményekhez, nem tudtunk vagy

minimalis alternativ légzési kapacitast detektddtun
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6. Diszkusszio

(1.) Az Aspergillusnemzetséd-lavi szekciojdban taladlhaté potencidlis AT terénel
gombak- pl. azA. flavus és A. parasiticus egynél tébbaod génnel rendelkeznek (nem
publikalt adatunk), aA. nidulansesetében csak egy alternativ oxidazeért slgient talaltak
(Tanton és mtsai., 2003; Suzuki és mtsai., 201&eeteink megésitették, hogy aaodA
kopiaszama pozitivan korrelal a cianid-reziszte®&JAM érzékeny alternativ 1égzés
kapacitasaval. Munkankban a kulonboaodA képiaszammal rendelkéztérzseknél az
expersszio az eredeti promoter segitségeével tonEmetséget adva arra, hogy egy idealis
rendszert Allitsunk fel a sterigmatocisztin sziigtéz2s alternativ oxidaz aktivitas
kdlcsbnhatasanak tanulményozasara.

Nemrég publikalt eredmények szerint a nitrat-indo&#® promotert hasznald,
szabalyozatlan deregulaciéja az AOX-nak negatiadsall volt az ST hozamra. (Leiter és
mtsai., 2016). Hasonl6an,Richia pastoriséleszében arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
altaldban a mesterséges AOX overexpresszaladsainégadsu, mely a kédold gén preciz
nitrat gatolja az AT termelést sék flavusésA. parasiticusdrzsben (Klich 2007; Luchese és
mtsai., 1993). LaboratériumA. nidulanstérzsnél (melynél ismert a szarmazasi vonal,
ellenben a természetberdfeirduld izolatumoknal), azt talaltak, hogy az amimodm tartalmu
taptalaj ST termelést eredményezett slllyesztetyészetekben, mig ugyanaz a taptalaj
nitrattal nem (Morrice €s mtsai. 1998). Kisérlelkbien az AOX gén overexpresszidjanak egy
finomabb modszerével (sajat promoterét alkalmagizggéltuk a kopiaszam viszonyat a ST
mikotoxin termeléshez, j0l definialt, ammonium &hma szintetikus minimal taptalajon,
szenforrasként pedig D-gliikozt adva a tenyészetimzijtekinben kontrollalt fermentacios
kordlmények kozott.

A fermentaciok kinetikus adatai jol mutatjak, haaysT produkcié a kidsszénforras
(D-glukoz) kimerllése utan indult meg, kdvetkezéglen a ST bioszintézis alapja a tartalék
szénforras lebontasa. Egyes irodalom szerint alértipidek jatszanak kiemelkédzerepet
a ST/AT bioszintézisben (Fanelli és Fabbri 1989)ipddek azAspergillusszal szennyezett
magokban megemelik a mikotoxin hozamat névényekémggio-Hall és mtsai., 2005). A
vegetativ eredét olajtalanitott szubsztratok jelésen kevesebb AT-t eredményeznek, de ez
a hatas megfordithatd ndvényi olaj hozzaadasaval € mtsai., 2015). B-oxidacidban a
zsirsavak acetil-KoA-va torténdegradacidja megkonnyiti a peroxiszomakban a kSiai
intermedierek képésétA. nidulansnal (Kistler és mtsai., 2015; Keller 2015). A ssivak

és a poliketid tipust szekunder metabolitok (migTais) k6zott meély kapcsolat leledzik. A
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bioszintézisikben az acetil-KoA és malonil-KoA, migpitegységek vesznek reszt,
anabolikus redukalé agensként a NADPH-nak van jé&ge és az dislépést a zsirsav-
szintaz (EC 2.3.1.85) katalizalja (Brown és mtsE996).A. versicolorgombanal a zsirsavak
a gyors novekedési fazisban kégiek, majd a kil szénforras kimerulését kbven a
zsirsav készletet felhasznalva tartotta fenn amstac nbévekedést, egyiddgg a ST képzeéssel
(Chavant és mtsai., 1977). A&. versicolor mint f6 forrasa a ST szennyezésnek az
élelmiszereknél és Allati takarményoknal, kozelibdkonsagban all azA. nidulans
gombafajjal, mint ma&lavi szekcioba tarozokkal és a ST génklaszter teljgsamervativ a
két faj esetében (De Vries és mtsai., 2017).

A Sordariomycete®sztalyba taroz@®cremonium chrysogenutmlésgombanal az
AOX aktivitast esen stimulélta, ha a cukor alapu taptalajt novéntgjjal egészitették ki,
magaval vonzva a cephalosporin C produkcié noveetdéKaraffa és mtsai., 1999).
Podospora anserinaesetében az AOX overexpresszidja (sajat promabrév tartalék
a cellularis anyagcsere atfogo Ujrarendezéséraddiiiyetkeztetni (Bovier és mtsai., 2014). A
lll. komplex antimycines gatlasara (légzeési strgsszP. ansreina aodAgén megemelt
traszkripcidjaval valaszolt, mialatt a steady-st&tncentracidja palmitatnak kétszereseére
megemelkedett. Ezért Ugy gondoljuk, hogy az AOXotadka és lipid tartalék pedig a
taplaloja a ké& stacioner novekedési fazisban megemelkedett ®helésnek, amikor a
kiindulasi szénforras (D-glukdz) kimerdlt, viszangg a biomassza nem kezdte meg a sejtfal
poliszacharidjaink az autolizisét.

Felmeril a kérdés, hogy az AOX milyen mechanizmugdeul hozza a ST
termeléshez. A ST produkcidlég a kési stacioner fazisban torténik, amikor a névekedés
effektive 0 vagy negativ. ST szintézishez jeélsnhennyiségben van szikség acetil-KoA-ra
eés ATP-re, valamint NADPH-ra (Yabe és Nakajima 2004 katabolikus redukalé agens
(NADH) visszaoxidalasa a COX légzési lancon taktagénforras hasznositasa soran ATP
képzidéshez vezet. Bar a nbvekedés hianydban a micélermigényel tobb energiat, az
oxidativ foszforilacio ezen koérilmények kozott @i hat a szénanyagcserére. A COX
utvonal helyettesitése az AOX-zal lehat teszi a gombanak a NADH visszaoxidalasat,
fenntartva a redox homeosztazist alacsony ATP @dual, mikor kevés energiara van
szilksége. A magasabb ST hozamokndl sététben valtenyésztések. Az ST termelés
pozitivan korrelalt AOX aktivitdssal a szilard fedten és a slllyesztet fermentacioknal.

Masik aspektusbdl megkozelitve, az AOX az anabslikiedukaldo agensek

s sz
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oxidativ részében képdik (Chen és mtsai.,, 2015; Wasylenko és mtsai.,5R0dnely a
glikoz-6-foszfat folyamatos rendelkezésre allagdtekeli meg, melyhez a glikoneogenezis
megnoévekedett fluxusa is hozzajarul, amikor aédidsyes szénforras (D-gluikoz) kimerul. Az
novekedett, sem mas C2 vagy C4 szénforrason, melyékkarbonsav-ciklusban (TCA)
katabolizalédnak. A két gén, eltekintve a foszfdpmavat karboxikindztdl AcuF) és
frukt6z-1,6-biszfoszfataztolAcuG, az aodA és mitokondridlis carriereket kodol6 géneket
szabalyozzak. Ezt a két cink tartalml regulaRrtanserinagombaban is tanulmanyoztak-
Rse2 és Rse3 néven ismertek-, az AOX overexprgdezid a glikoneogenezis
kulcsenzimjeire, a NADH:ubikinon oxidoreduktazraQH.6.5.9)- a 1égzési lanc I. komplex
megkerilésében segédkezik- vannak hatassal (Béwiertsai., 2014; Sellem és mtsai., 2009).
A glikoneogenezis és az AOX egy szabalyozas alg esly megkonnyiti a metabolikus
fluxus valtasat a TCA ciklustol a zsirsav szintdele. A zsirsav szintézis kozvetlenil nem
szabalyozott a Rse2 és Rse3 elemek altal.

A masik kapcsolédasi pont a reaktiv oxigén gyok&OSE) elleni védekezésben
keresend. A. terreusszilard-fazisu lovasztatin fermetacional a megeén®ledztetéskor
magas titert és AOX aktivitast, valamint alacsory&0S felhalmozodast irtak le (Peréz-
Sanchez és mtsai, 2017). A kutatok szerint az AGMviths kozvetetten emelte meg a
lovastatin termelést, a ROS felhalmozédas kapdsanek fényében, kordbban méar leirtak,
hogy az oxidativ stressz (ROS koncentracio noévedétdgeneralva) stimulalja a mikotoxin
termeléstAspergillusokan, mig az antioxidans agens a taptalajban redu&zt (Fountain és
mtsai., 2016; Kim és mtsai., 2008; Jayashree éaim®000; Narasaiah és mtsai., 2006;
Reverberi és mtsai., 2008). Egyik munka szerintAdz termelés és bioszintézis a ROS
vegyuletek csokkentéséhez jarul hozza (Kenne éai.n2918), masik tanulmany arra mutat
ra, hogy az AT bioszintézis a ROS vegylletek far@®oze és mtsai., 2015). Mindenesetre
az AOX nem mérsékli a ROS mennyiségét, nem kapd#olkozvetlenul az antioxidans
produkcidhoz, de a redox allapot egyensulyanak téetasaért rikodik, amikor a TCA
cikluson és a citokromos légzési lancon athalad&ull csdkkenti, igy redukalva ROS
vegyuletek keletkezését a mitokondriumban.

(2.) Fényben (az egyik legfontosabb kornyezeti téflyaez vizsgaltuk a kulonbdiz
aodA hattefi mutansokat. Az elmélet szerint a velvet transzidp faktor (amiél a ST
bioszintézis flgg-Kato és mtsai.,, 2003) a nukleaszlkoncentralddik, amikor a gomba
sotétben, D- glikdzos minimal taptalajon noveksdi&,a citoszolban marad fény hatasara

(Stinnett és mtsai., 2007; Palmar és mtsai., 20A3hatas komplexitasat érzékeltetve a
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mikotoxin termelésben, a gomba éléskivonatot tartalmazoé taptalajon tobb ST-t termied,
megvilagitottédk a tenyészetet (Kato €s mtsai., 208 a lathat6 fény befolyasat illeti az ST
bioszintézisre, az irodalomban talalhatunk érdedgeiset-A. paraziticusenyészetnél az AT
hozamot a émérséklet befolyasolta; 20 és 25 °C-on fényben dblbérmelt a gomba, mint
s6tétben, bar 30 °C-on a forditott lett az eredm@wsnnett és mtsai., 1981, megjegyezend
hogy azA. nidulanstenyésztéshez az optimalignhérséklet 37 °C). A fény hatdsa az ST
bioszintézisre ugyanugy, mint a velvet nukleuszh#dsa figg a (kezdeti) glikoz
koncentraciotol- legalabbis minimal taptalajos esatkkisérletek kiértekelésénél (Atuoi és
mtsai., 2010); 1 %-os (w/v) szénforrasnal sotétlierp-osnal (w/v) pedig fényben volt
emelkedett hozam. Mindkét szénforrds koncentratiéa&ornyezeti koralménynél a velvet
fehérje a nukleuszban volt megtalalhat6. A kiséinédnél a korabban Németh és mitsai.
(2016) altal megallapitott taptalajt és paramétetrdiasznaltuk, a velvet vad tipusu torzs
kétszer annyit termelt sététben, fliggetlendl atidy a ndvesztés platen vagy fermentorban
tortént. Eredményeink a@odA mutédnsokkal arra utalnak, hogy az alapvetodukcids szint
("stage 1") megvilagitaskor érdemben nem valtozilA®X jelenlétébl vagy hidnyatdl, vagy
pontos mennyiségét tehat az alternativ/teljes Iégzés aranya nernolyédolja- ez igaz a
szilard fellileten novesztetett micéliumra és a ys8lttett tenyészetben képbit
biomasszéara. Erdekes moédon, hasonld mennyis&§ detektaltunk az1aodA mutans
tenyészetében-alternativ 1égzés hianyos-, amikoibien tenyésztettiink, folyékony kbézegben
és platen is. Ugy gondoljuk, hogy barmilyen emesieed ST szintézisben az alapszint felett
("stage 27) csak sttétben (37 °C-on és 1,5 (w/vkidulasi D-glikéz koncentracional)
vaslosulhat meg az olyan genetikai hattérrel rémd8l torzseknél, melyeknél AOX
expresszio torténik, lehdté téve a gombanak az alternativ légzés és a Gitas légzeés
kozotti aranyok valtoztatasat. Eladodoan ugy sejtjik, hogy a csak "stage 2"exziogs
iranyitott a velvet komplex altal és a "stage llafszint) expressziojahoz nem sziikséges
velvet protein-viszont azonositottak egy géstr(A), melynek overexpresszioja helyredllitjia a
veAgeén hidnyéat a ST bioszintézisben (Shaaban és.n640).

A gombak képesek a ST/AT bontasara, amikor mikotoxadnak a fungalis
tenyészethez, figgetlendl attél, hogy tudnak-e STi&kmelni (Kenne és mtsai., 2018; Doyle
eés Marth 1978; Zhang és mtsai., 2014) . Korabbanodstraltak, hogy aA. nidulansST
degradacios ratdja joval alacsonyabb, mint a STdBdése az altalunk alkalmazott
kortlmeények kozott (Németh és mtsai., 2016), vatarai ST az inokulaciot kovetn 158-

168 oraban emelkedik meg flggetlenil a genetikéiéridl és a fény jelenlétét vagy

56



magyarazhatnak az eredmeényeinket, de nem zarha&julkzt a lehdiséget, hogy a
kuldnbségek a degradacios képességben véltozagtheiék & a de novo ST
bioszintézisben az AOX overexpresszids hatteiutansokban, mikor a tenyészet féhyt
védve novekszik.

(3.) Az Aspergillus és Penicillium nemzettségek tagjai tébb AOX izoenzimmel
rendelkezhetnek (nem publikalt eredményeink). Relien A. tubingensisA. brasiliensisA.
aculeatus A. carbonarius A. fischerj A.nidulans és A. glaucuegyetlen AOX enzimetA.
niger, A. clavatus A. zonatusA. oryzae A. versicolorésA. wentii2 izoenzimet, mig aaA.
sydowii 3 izoenzimmet birtokol (De Vries és mtsai.,, 201Ax altalunk vizsgaltNigri
szekcioba tartozo fajoknél csak Az nigerrendelkezik 2 izoenzimmel, mig a tdbbi tagnak
kifejezetten egyetlen AOX proteinjik van. A feltétzett izoenzimek szama szekcionként
eltérést mutat:Nidulantesben 1-3-ig, Flavi-ban és aFumigatiban 1-2-ig valtozik. A
rokonsagi viszonyokat megvizsgalva, azt vehetjiukredshogy a szorosabb (kdzelebbi)
kapcsolatban all6 fajoknal az izoenzimek szamabmng kodold génekben is) a hasonldsag
jellemzs. Egyes vizsgélAspergillusfajok genomja 2-3 paraldg génnel rendelkezik, hibson
aNeurospora crassasCandida albicansnikrobakhoz (Tanton és mtsai., 2003, Huh és Kang
2001), a & paralog egy duplikacios esemeénynek lehetett atkézenénye, a masoddod gén
ezért fedezhétfel masAscomycotaronalakban (Fekete és mtsai., 2014).

Az AOX miikddése kozben nem hoz létre protongradienst, emfiekére az I.
komplexnél és az ubikinon révén meégis proton kediintermembran térbe, igy minimalis
ATP keletkezhet. ATP tobb ponton is létrejohet bol®Od anyagcsere soran, legnagyobb
mennyiségben aerob éényeknél a terminalis oxidacidban. Amennyiben gzési lanc
szétkapocslasa KCN-dal torténik, veszteség éri jeetsenergiatermelés terén, mely a
novekedésre is kihathat, hiszen a felgpifolyamatok egyes Iépései rendkivil
energiaigényesek. A malatakivonat, mint taptal@yéemyekben éforduldé szénhidratokat
tartalmazhat (keményit szachar6z, egyéb cukrok; Harris 1962), folyamateanészetes
szén- és energiaforrast biztosit a fonalas gombakara. A taptalaj valtozatos dsszetétele
lehethiséget ad az inteziv anyagcserére-amiben az AOXepzeanar jol ismert-lehéséget
adva az alternativ légzés , kiteljesedésehez”. AlK&talmu taptalajon a sejtek nem voltak
képesek a kontroll Gitemében névekedni, hiszen zggzétkapcsolo szernek kdvetkeztében
Iényegesen kevesebb ATP6&litasa torténhetett. A SHAM-on a ndvekedés gysaga
szintén elmaradt a kontrolltdl, viszont KCN-ost®. iA SHAM az AOX inhibitora

(Lambowitz és Slayman 1971), ddb kovetkeden az elektronok mitrokondrialis
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elektrontranszport lancon haladnak az oxigén irBaygroton koncentracd kulénbséget
kialakitva és ATP szintézist eredményezve.

Feltehed a kérdés, hogy miért novekedtek jobban KCN-on myészetek, mint
SHAM-on. Koradbban mar leirtdk, hogy &clerotinia sclerotiorumfonalas gomba
izolatumainak a ntévekedése jelésen lecsokkent SHAM-val kiegészitett taptalajon @&
mtsai., 2012). Bar a citokrémos utvonalon, a sz@ao(pl. glik6z) teljes oxidacidjakor joval
tobb ATP jon létre, mint az alternativ Utvonaloeymszabad elfelejtkezni arrél, hogy AOX
révén a lebontd anyagcsere ATP szabalyozott légélsziabadulhatnak a gatlas alol, igy
gyorsabb metabolikus fluxus generalodhat. ATP jétievel mas folyamatokban is
taldlkozhatunk: glikoz lebontadsnak tankonyvi esatzik, a termindlis oxidacion kivil a
glikolizisben és a citrat korben is keletkezik genés redukal6é 8), mely fedezheti a sejt
energiaigényeét az anabolikus folymatokban. Az intemanyagcsere soran a glikolizisben és a
citrat korben is fontos intermedierek szintetizalékl (pl. acetil-KoA, piruvatg-ketoglutarat,
stb.), melyek tamogatjak a felépianyagcsere folyamatokat. A ndvényeknél egy hipstéz
szerint, bizonyos korulmények kozott (pl. magasoszblikus energiatbltottségnél) az
alternativ utvonal riikddése révén hozzajarul a bioszintetikus reakciégbementeléhez,
szénvazat szolgaltatva szamukra (Day és mtsai5)199 gyengébb ntévekedés még egy
lehetséges valaszt sejtett: az AOX meglétének ékodesének fontos szerepe lehet a
micélidlis névekedésben normal korilmények kozbitidalom alapjan a gombaknal két
csoport kezd kirajzolédni. Az egyik gyllekezetbd.aanomalaN. crassaM. griseagombak
is beletartoznak, melyeknél normal tenyésztésnéh mketektalhato AOX aktivitds vagy
expresszid (Minagawa és Yoshimoto 1987, Lambowstanésai., 1989, Yukioka és mtsai.,
1998). A masiknal pedig ugyanezen koriulményeknkdnjgsége van az AOX-nak -pl.
maydis(Juarez é€s mtsai., 2006) vagyelerotinia sclerotiorun{Xu és mtsai., 2012). Fontos
tovabba megjegyezni, hogy a tenyészeteink inditdma spoérarol, hanem exponencialis
fazisban 166 gombafonalak atoltasaval tortént. SHAM a sporakmiigaciojara is hatassal
lehet:B.cinereaspéraknél a SHAM-as kezeltés késleltette a csstghdoue és mtsai., 2011).
Megjegyezend, hogy a késleltetett germinaciot az azoxystrobsn ®HAM egyittes
alkalmazasa valtotta ki, eredményesebb hatassalt az azoxystrobin és n-propil-gallat
kombinacio. Esetinkben a KCN+SHAM tartalml taptalajndvekedés mértéke ésen
redukalodott, bizonyos esetekben megallt.

Laboratérium korulmények kozott akkor tekintjuk dafttnak egy tonéisgomba
életciklusat, ha képes konidiosporat képezni. Edgmdknal (pl.A. zonatusA. glaucuy nem

tapasztaltunk spérazast egyik taptalajon sem (agalat idtartalma alatt), feltehéken a
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taptalaj vagy mas koérnyezeti téngeghomeérséklet, paratartalom) nem lehetett idedlis. A
kisérleteinkben nem taldlkoztunk olyan tenyészetredly kifejezetten csak KCN-on nem
tudott volna spérat formalni, ezzel szemben SHAMédb fajnal is elmaradt a sporaképzés.
Hogy AOX-nak szerepe lehet-e konidiospora képzéshém nem tisztazott egyértalen. Az
aodAdelécioja vagy overexpresszid)a nidulansban a konidiosporaszam csokkenésével jart
a kontrollhoz képest (Leiter és mtsai, 2016), ékissal kapcsolatban, mas mikrobdban a
micélium-élesz differncialédasban irtak le szerepét (Martins ésam 2011).

A tobb izoenzim birtoklasa nem csak a gombéak birodaan jellemé, algaknal és
novényeknél is medfigyelhet (Mathy és mtsai.,, 2009, Selinski és mitsai., 2018).
Kisérleteinkben a 2 AOX izoproteines fajok tenyészgyorsabban novekedett, valamint a
Nigri szekcidba tartozdké, ami AOX névekedésben betd@uirepére enged kdvetkeztetni. A
biotechnolégiai iparban jelefg mikroszkopikus gombak javarészt 2 AOX fehérjével
rendelkeznek, talalunk kéztik potencialis toxibaditokat, valamint hasznos szekunder
metabolit termdiket is. A masodik AOX-t kddold gén birtoklasa filigias ebnyt jelenthet
az Aspergillusnemzettség tagjainak.

(4.) Az A.terreus a Terrei szekciéban talalhatdo, a 6. abra alapjan kdzelebbi
kapcsolatban all a biotecholdgiai szempontbdl nisdeivezetnek szamité a nidulans-
szal vagy azA. oryzaegombaval, -melyet keleten a koreai élemiszeripgszhalnak koji
fermentaciora, (Kwang-Wonés mtsai.,, 2012)-, mintcimomsav ebéllitas meghatarozo
alakjaval, azA. nigerrel.

A. nigerben citromsav termél korilmények kozott mar megfigyelték a cianid-
rezisztens légzést (Kirimura és mtsai., 1987), mely inhibicidja a produktivitas
csokkenésével jart (Kirimura és mtsai.,, 2000), kzgeemben A. terreus itakonsav
fermentacioknal nem vizsgaltak részeletesen az AQ&repét. A megfelél levediztetés
fontos kritérium az IAA.terrusszal végzett éhllitasnal, a leveiytetés leallasa csokkent
produktivitdst vagy a teljes lealldsat ereményeazhet IA termelésnek (Gyamerah 1995;
Kuenz és mtsai.,, 2012; Nelson és mtsai 1952). Az @) szint kialakitdsanak egy
fermentorban technikailag kéttmeghataroz6 része van (t6bbet is felsorolhaturk, p
fermentor geometriaja, torlok kialakitasa stb.etiél tekintsiink most el): az &6 sorokban
emlitett levegztetés és kevertetés. A kevertetésnek szamos feladan egy aerob
fermentacional; azon kivil, hogy megakadalyozzapkdmponensek koncentracio-, pH-, és
homérséklet grandiens kialakulasat a vizes fazisban,betaplalt levegpuborékokat

felaprézza, utjukat meghosszabbitja, |éhéttéve az oxigén beolddédasat a fermentlébe. A
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kevertetés koltséges része a fermentacioknak, Miszerepe elengedhetetlen a meghelldD
(%) szaturéacio eléréséhez, mely az AOxkigdéséhez is szikségeltetik.

Az |IA fermentaciokndl a levégtetés és a kevertetetés jetadigét kordbban mar
vizsgaltdk (Park és mtsai., 1993). A kdaem fordulatszamat 200-400rpm kozott
vatoztattdk, a levégtetés meértekét konstans 0,5 vvm-en tartottdk. A 2Pm-es
fordulatszdm nem tudta a megfélebxigénellatottsagot biztositani, igy 20 g/L alai
koncentraciét tudtak elérni, melyet parhuzamba tleleni a DO (%) kontroll nélkali
fermentacionkkal, ahol nem tudtunk 7 napon belltt I&etektalni a fermentléh A
kisérleteinknél a leoltast kovein 12 H-val a tenyészet belép a gyorsuld novekedési
szakaszba, majd 24 H-s kor elérésénél pedig aznexg@lis fazisba, ami 50. H-ig is
eltarthat. Az dlbbi szakaszt a gyorsuld, az utébbit pedig az inteaayagcsere és szaporodas
jellemzi, a tenyészet nagy mennyiségben igényliaamb légzés elektronakceptorat, az
oxigént. Az oxigén limitacionak a fellépése az enguucialis fazisban lehetett az oka a
tenyészet novekedési (temének visszaesésének. 23086-on a gombatenyészet
biomasszajanak gyorsutérgyarapodasa volt észlellietziszont a kdrnyezet (fermentlé) nem
volt oxigénhianyos. Ezen dtartam alatt mértik a legintenzivebb respiraciéékéket, mind
teljes és alternativ Iégzésben. Az AOX mukodéséhagas oxigéntenzio igenyel (Kozma és
Karaffa 1996), melyet megfelelszabalyozassal biztositottunk a tapktzegben. ferraliv
légzés magasabb DO (%) szinteken volitadjesebb, ezekben az esetekben 48. H utan
megjelent az 1A a vizes kézegben, mig az oxigéntdcid esetében nem; ez arra enged
kovetkeztetni, hogy azon fermentaciok esetébenlinthg a szerves sav kivalasztasa, ahol
AOX aktiv, eszerint, amennyiben az idedalis oxigansAcio biztositott a tapkdzegben, az
alternativ 1égzés megemelkedése korrelal az |1A¢ike

Korabban mar ramutattak, hogy a folyamatos, melgfééredztetése a tenyészetnek
a termeb fazis alatt elengedhetetlen (Kuenz és mtsai., R0A2gomba képes UGjra IA
szintetizélaséara az oxigén limitacio fellépésétdiden, megkdzelfleg 1 napot vesz igénybe
a termelés Ujraindulasa, alacsonyabb produktiata&syamerah 1995; Pfeifer 1952). A DO
(%) kontroll nélkuli fermentacioban & stressz érhette a tenyészetet, a folymatot dy&szé
az oxigén limitacio jellemezte. Az oxigénszegényri@zet, mint stresszforras, kivalthatta az
AOX aktivitasanak novekedéseét oikl- kordbban A. fumigatus patogénnél hipoxias
kornyezetben magasabb alternativ 1égzési értékelktle (Grahl és mtsai., 2012).

Igaz, hogy Park és mtsai. IA-t is mértek a ferndhdh alacsony kevertetés mellett
(ahol minimalis DO (%) szintet feltételeziink), aetos megjegyezni, hogy eltétdrzset és

alacsonyabb kiindulasi D-gluko6z koncentraciot atkattak. A keveF fordulatszamanak
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emelésével sikerilt megemleni az 1A koncentraciéizont magas fordulatszama micélium
karosodasat okozhatja (Park és mtsai., 1993). Whf@en a tanulmanyban megvizsgaltak az
DO (%) szint hatasat a produktivitds kapcsan, jgaal magasabb értékeken (20; 40; 60) és
mindegyik esetben hasonlo titert kaptak (6 napoadataciok). Kiserleteinkben 2% és 30%-
ot allitottunk be, mely 25,9 és 62,28 g/L-es IA qukciohoz vezetett. Osszevetve az
eredmeényeket arra kovetkeztethetlink, hogy az 1&ddsnek az alacsony DO (%) szint nem
kedvez, magasabb oxigénszaturacido alkalmazasawdl jwozamok érhéek el. EbIbI
adodoan az eredményeink (az irodalmi adatokat ligglee véve) azt is sugalljak, hogy a
tulzottan megemelt DO (%) szint nem jar egyuttfidin a magas IA titerrel, tehat az DO (%)
szint idealis bedllithsa javasolt AzterreuslA fermentaciok soran.

Az AOX-t kodoldé gének expressziojat részletesenultaanyoztdk a citromsav
termelés soran (Hattori és mtsai., 2009). Aniger aoxlgénjének kifejeddését Northern
bolttal vizsgaltak, hasonld mintazatot kaptukikterreuslA termeb koérilmenyeknél: minden
D-glik6z koncentracional detektataoxl transzkriptumot, még 1 (w/v) %-nal is (ahogy
A.terrusndl is), valamint a mRNS a citromsav fermentacaigt folyamatosan jelen volt a
sejtekben. Ezt ésiti, hogy Zehentgruber és mtsai. (1980) szerin@aléernativ respiracio
folyamatosan jelen van a citromsav fermentacioknédhden novekedeési fazisban. Az IA
fermentaciokndl is ezt tapasztaltuk, hiszen azrradtéy l€égzést mindegyik szakaszban ki
tudtuk mutatni (pontosan 12 H-t0l szamssétettik a respiracios értékeket, a germinaciot
kovet ordkban nehéz biztonsagosan kimutatni az oxigéstiet).Az aox2 géntermék nem
eszpresszalddott citrat terrdedorilmeények kdzoétt, csak ugy, mint aadBgén.A szénforras
minésége nem volt hatassal aax1expresszibdjard. nigerben, D-glikézon és glicerinen is
kifejez6dott a gén. A legnagyobb specifikus aktivitdsatAdaxX-nak az korai exponencialis
(2. nap) fazisban mérték. Az aktivitasa teljes ikaltios id alatt detektalhaté volt, majd 4.
nap az érteke felére csokkent és maradt konstaesneentacio vegeig (6-8 nap). Ehhez
hasonléan azA.terreusnal a rapid novekedés- 24 és 48 H kozé tehekkor mértik a
legmagasabb oxigénfelvételi ratadkat- befejeztévetelges/alternativ respiracioés értékek
csokkenését figyeltik meg és novékwanszkriptum mennyiséget detektaltunk az id
elérehaladtaval. Gyanithatd, hogy aadA génnek az IA produkcid alatt-hasonloanaax1
génhez-konstans az expresszioja (bar nem vizsgaéiglg a fermentacio ideje alatt) és az
alternativ 1égzés szintén végigkiséri a fermentaciddegyik szakaszat. Az irodalmi adatok
€s sajat eredményeink kozott 6sszecsengés feddehanely arra enged kovetkeztetni, hogy

az AOX-nak hasonlo funkciéja lehet 1A biologiaballitasaban, mint citromsavéban.
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Az AOX, a cianid-rezisztens légzésért fékel fehérje az oxidativ stressz
csokkentésében segédkezik tobb mikroorganizmusMiterfaar és Lambers 2003). A
fonalas gombak az extracellularis ozmotikus nyonedlen igyekeznek védekezni a
metabolikusan odadl oldott anyagok felhalmozasaval (pl. glicerin). Magennyisé§ D-
szorbitol ozmotikus sokkot valt ki, egyben oxidatitresszt is. AzodA génnél gyenge,
konstitutiv kifejeddés volt megfigyelehéta kisérletekben, mind D-szorbitolon és KCI-én.
niger-nél EGFP segitségével vizsgaltdk aoxl gént, D-glikdézon, megemelkedett
transzkriptumot detektalva (Kirimura és mtsai.,, @00A respiracios eértékekb azt
allapithajuk meg, hogy az alternativ 1égzésnek snijetentsége az ozmotikus sokknAl
terreusban (legalabbis az altalunk vizsgalt kortilmeényékdkt), az mRNS kégzott, viszont
AOX aktivitdst nem vagy csak minimalisat tudtunkedkealni, tehat a fehérje szintézis nem
tortént meg. Az expresszios profil felveti a Idisgigét annak is, hogy aaodA gén
kifejezddése konstitutiv. a gombaban (nem Aallitjuk, ennektaaslasztasara tdbbfajta
kortlmény kodzott is meg kell vizsgalni a génkiféjdest és a hozza parosulé alternativ légzés
kapacitasat).

Citromsav ebdllitAsnal a citokromos légzési lanc aktivitasastdken, meg az
alternativé megemelkedik (Wallrath és mtsai., 199 alternativ oxiddz nem hoz létre
proton grandienst, ezéltal kevesebb ATP keletkazdejtben. Az Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP; glikolizis) ut és a Krebs-Szent-Gyorgyi (&ttiklus) enzimjeinek aktivitdsa fligg az
ATP mennyiségét (Strasser és mtsai., 1994; Michal 1999).Az AOXNADH gyors
visszaoxidalasa révén fejtheti ki hatasat az itakwneballitas biokémiajaban, biztositva a
sejtnek a szénvazat, medjta citrat, majd az itakonat szintetizaléhat. A&titebanyaga az
itakonatnak, fermentaciés korilmények is hasonldaikidkét esetben &eljes levegztetést
igényel a folyamat (amit a biomassza képzés onnaagabm indokolna), de AOX funkcioja
az itakonsav éHllithsaban még nem teljesen tisztazot, bar aznemegeink alapjan
gyanithatd, hogy azta szerepetvégezheti, mintranctavgyartasban. Az AOX funkcidjanak
bizonyitasdhoz és megértéséhez elengedhetetlenébejp azaodA és aodB géndeléciés

mutansoknak a tesztelése az IA termelékenység &apcs
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7. Osszefoglalas

Az Aspergillusgenus tagjai fontos helyet foglalnak el biotecBg@ban (De Vries és
mtsai., 2017), termeljenek akar hasznos metabalifokagy veszélyes toxinokat. A
kisérleteinkben lehetségink nyilt a nemzettségniakavizsgalatara, melynek soran a cianid-
rezisztens alternativ oxidaz (AOX) funkcidjat taméhyoztuk a gombafizologiaban, valamint
kapcsolatat pirmer és szekunder metabolit termellésg alternativ 1égzést vizsgaltak mar
novényekben stressz alatt, tovabba valaszat adasynegfigyelték (Vanlerberghe 2013; Xu
€s mtsai., 2011).

Az A. nidulanssterigmatocisztin (ST) produkcidja révén biztortsam vizsgélhato az
aflatoxinok bioszintézise (AT) laboratoriumi koridémyek kozott (Amaike és mtsai., 2013,;
Németh és mtsai., 2016). Az AOX és ST bioszintkajzcsolatat korabban vizsgaltak (Leiter
€s mtsai., 2016), ahol a nitrat-indukalhat6 promdtasznald, szabalyozatlan deregulacioja az
AOX-nak negativ hatdssal volt az ST hozamra-enrglhée az eredmények kérdéseket
vetettek fel bennink. Céluliztik ki, hogy alaposan megvizsgaljuk, milyen hadfss
rendelkezik az AOX aktivitas a ST bioszintézisregyan valtoznak meg a termékhozamok
jelenlétében vagy hianyaban, figyelembe véve a fdmtasat, mint kids ingert.
Kutatasunkhoz elengedhetetlen volt, hogy megiedeldA (AOX-t kddd génlocus AN2099)
genetikai hattérrel rendelk&zanutans rendszert hozzunk Iétao@A hiany- és tobb kdpias
torzsek). A kovetkez lépésbenbizonyitottuk, hogy az aodA egy fizioldgiai relevans
cianid- rezisztens AOX-t kédo| melyet legzésmeérésselésitettiink meg A hianymutans
alternativ 1égzési értékei cianid jelentlétébedtadfesen visszaesetek a vad térzshdz képest,
ehhez képest az OE torzseknél pedig novekedésktditmk, mely aranyos volt a
kopiaszammal (statisztikailag alatamasztva). A ésgertékek fuggetlenek voltak attol, hogy
fényben vagy sotétetben torténtek a tenyésztésdirkrzsek kozott a ndvekedési rataban
nem, viszont a D-gliik6z hasznositasaban kulonbségekaltunk; a hianymutans vadhoz
hasonléan, mig a OE t6rzsek intenzivebben vetiék kérnyezetikben talalhaté szénforrast.
A korabban Németh és mtsai (2016) altal megtervefmimentaciés korilmeényekkel
veégeztuk el kisérleteinket folyékony és szilarddam a mutansokkal figyelemmel kisérve az
ST termelést fényben vagy annak hianyaban. Erdeléel®n, az OE torzsek alternativ 1égzési
kapacitasa jelefisen megemelkedett a Késstacioner ndvekedési fazisban a vadaésA
hianymutanhoz képesAz eredményeink azt mutattak, hogy a sterigmatocisin képzédés
flgg aodA kodpiaszamtolA. nidulans gombaban, de csak fény hianyabamind szubmerz,
mind szilard fellleten toréntenyésztésnél. A ST produkciéban két szakaszinki@titink el

(,stage 1" és ,stage 2"). Az eredményeink azt makat hogy fényben az4aodA
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tenyészetekben az ST mennyisége a ,stage 1" atlpszisOkkent vissza (hasonléan a
sOtétben is). Ez azt sejteti, hogy a fény jelemiékécsak a ,stage 2” fazisban (mikor az ST
mennyisége elkezd emelkedni) van szerepe, tovabbis,ahogy azon AOX-zal rendelkéz
torzsek produktivitasa novekszik, amelyeknél lebges a citokromos- és alternativ 1égzés
kozotti arany valtoztatasa. Ugy gondoljuk, hagy AOX tébbfajta médon jarulhat hozzéa

az ST bioszintézishez: a NADH visszaoxidalasat végzgy nem keletkezik ATP,
hozzajarulva a szénvaz fluxus fenntartasdhoz. A méskapcsolodasi pont a ROS elleni
védekezeésben elfoglalt funkcidja lehet; bar az AOXem mérseékli a ROS mennyiségét és
nem kapcsolodik antioxidans bioszintézishez, a redaegyensuly fenntartasaert nikodik,
amikor a TCA és a citokrémos Iégzési lancon athaladfluxust csokkenti, redukalva igy a
ROS vegylletek kép#dését. A NADPH, mint redukélé &gens, a pentdz-foszfat aalo
oxidativ részében keletkezik (Chen és mtsai., 2Ul&sylenko és mtsai., 2015), a glikdz-6-
foszfat ellatottsagat igényli, melyhez a glikonewgs megndvekedett fluxusa is hozzajarul,
amikor az el8dleges szénforras (D-glikéz) kimerdl. Ak nidulansaz acuM és acuK
regulator gének aaodA és mitokondrialis carriereket kddolo géneket shalzaak. P.
anserinagombaban is tanulmanyoztak (Rse2 és Rse3 nevel)OX overexpresszidjara, a
glikoneogenezis kulcsenzimjeire, a NADH:ubikinonidoxeduktazra vannak hatassal.
Feltételezzik igy, hogy az AOX az anabolikus redukd agensek formacidjaban jarulhat
hozza a ST bioszintéziséhez.

Az AOX expressziojat és aktivitasat légzeésgatld agmk, valamint mas stressz
hatasok felaisithetik (pl. Yukioka és mtsai., 1998;Tanton ésants2003;Leiter €s mtsai.,
2016). A kalium-cianid (KCN) a citokromos |égzésint szétkapcsolasat (Slater 1967), mig a
szalicil-hidroxamsav (SHAM) az alternativ oxidazhiiiciéjat végzi (Murphy és Lang-
Unnasch 1999). A Kkisérletekben alkalmazott CBSAspergillus fajok mindegyike
rendelkezik legaldbb egy AOX-t kddolo génnel, eggsetekben akar 2- vagy 3-m&.
rokonsagi viszonyokat megvizsgéalva, azt vehetjuk &%, hogy a szorosabb (kdzelebbi)
kapcsolatban &ll6 fajokndl az izoenzimek szamabanidy a kodoldo génekben is) a
hasonlosag jelleméd. Szilard malatakivonatot tartalmazo taptalaj fellm@dasaval tettik
lehetivé az AOX aktivitas kiteljesedését, az egyes saobban pedig KCN-ot vagy SHAM-
at, valamint a ket kombinacidjat alkalmaztuk. A KCN tartalmu taptalaja sejtek nem
voltak képesek a kontroll Utemében ndvekedni, hisaelégzést szétkapcsolé szernek
kovetkeztében lényegesen kevesebb ATRlkiasa torténhetett. A SHAM-on a ndvekedés
gyorsasaga szintén elmaradt a kontrolltol, visz0BN-ostol is. Esetiinkben a KCN+SHAM

tartalmu taptalajon névekedés mértekésen redukalodott, bizonyos esetekben megallt.
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Tapasztalataink szerint nem volt olyan eset, hotgngészetek kizardlag KCN jelenlétében
nem képeztek konidiospoérat, ezzel ellentétben SHXMiObb torzsnél is elmaradt a
sporaformalés, mely felvheti az AOX szerepét a goréletciklusdban. Kisérleteinkben a 2
AOX izoproteines fajok tenyészete gyorsabban nddetdte valamint aNigri szekciéba
tartozokeé, ami AOX noOvekedésben betoltott szerepére enged kovetkeni. A
biotechnolégiai iparban jelef®@ mikroszképikus gombak javarészt 2 AOX fehérjével
rendelkeznek, taladlunk koztik potencialis toxé@dlitokat, valamint hasznos szekunder
metabolit termdiket is. EQy illetve a masodik AOX-t kédolé gén birtoklasa iziologias
elényt jelenthet az Aspergillus nemzettség tagjainak.

Az A.terreus gombaval tortéh itakonsav (IA) ebéllitasnak a korlilményeit tébb
tanulmany is taglalja (Boruta és Bizukojc 2017; Kmess Krull 2018)A. niger citromsav
fermentacioknal korabban megfigyelték a cianidse&ns légzést (Zehentgruber és mtsai.
1980; Kirimura és mtsai., 1987), melynek inhibiaiGg@ produktivitas csokkenéseével jart
(Kirimura és mtsai., 2000), ezzel szemhEnterreuslA fermentacioknal ilyen részeletesen
még nem vizsgaltak az AOX szerepét. A megéelelvedztetés fontos kritérium az IA
A.terrusszal végzett élllithsnal, a levegrtetés leallitasa csokkent produktivitast vagy a
teljes leallasat ereményezheti az IA termelésnefafi@rah 1995; Nelson és mtsai 1952),
valamint kordbban mar ramutattak, hogy a tenyésmafeleb és folyamatos levégtetése
elengedhetetlen a terndelfazis alatt (Kuenz és mtsai.,, 2012). DO (%) shadott
fermentacioknal tanulmanyoztuk az AOX aktivitasatresszios analizis €s légzésmerés) és
az IA produkcidt. Az 1A kép&désnek az alacsony DO (%) szint nem kedvez, malgasab
oxigénszaturacio alkalmazéasaval jobb hozamok éeketl. Eblbl ad6déan az eredményeink
(az irodalmi adatokat figyelmebe véve) azt is sj@dl hogy a tulzottan megemelt DO (%)
szint nem jar egydutt feltétlen a magas IA titertehat aDO (%) szint idealis beallitasa
javasolt az A. terreus IA fermentaciok soran. Az eredmeényeinkidél arra tudunk
kovetkeztetni, hogy az IA hozama fligg az oldott ogénszintl és az AOX aktivitastol.
Gyanithat6, hogy azodAgénnek az IA produkcioé alatt-hasonléanfamniger aoxlgénjéhez-
konstans az expresszibja (bar nem vizsgaltuk vadeymentacio ideje alatt) és az alternativ
légzés szintén végigkiséri a fermentacio mindegyikkaszat. Aaox2 géntermék 4. niger
ben) nem expresszalddott citrat terénkbrilmeények kozott, csak ugy, mint andB gén,
A.terreusban. Egyéb sokknal (ozmotikus-, séstressznél)titatis expressziot tapasztaltunk,
viszont ehhez nem kapcsolddot az alternativ |égapacitasanak ndvekedése, ami arra utal,
hogy a kifejeddés folyamatos, viszont a transzlacié folyamata mednlt meg. Az irodalmi

adatok és sajat eredményeink kozott oOsszecsengdszhid fel, mely arra enged
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kovetkeztetni, hogy aAOX-nak hasonlo funkcibja lehet IA bioldgiai eballitasaban, mint
citromsavéban. Az AOX szerepének bizonyitasdhoz és megértéséremearhetetlen a
jovében azaodAésaodBgendelécidos mutansok a tesztelése az IA termejékgrkapcsan.
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8. Summary

Alternative oxidase (AOX) (oxygen oxidoreductas@nelectrogenic; EC 1.10.3.11)
occurs in many organisms: in plants and fungi,ds® in animals and protists (Bendall and
Bonner, 1971; Lambowitz et al., 1989; Siedow andbdam, 1995; Stenmark and Norlund,
2003; Joseph-Horne et al., 2001; Tudella et aD420/olen et al., 2006; MacDonald et al.,
2009). This cyanide-resistant terminal oxidase asaled on the matrix side of the
mitochondrial inner membrane. Unlike most of théochirome C oxidase (COX) subunits,
alternative oxidase is encoded in the nuclear genand it provides an “alternative” for the
electron flow opposite to the canonical cytochrahegendent pathway (Joseph-Horne et al.,
2001) The branching point is at the level of coene{) (ubiquinone/ubiquinol), thus
complexes Il and IV of the electron transport systare bypassed. As a consequence, the
alternative pathway after NADH:ubiquinone oxidoretase (complex 1), which oxidizes
NADH to NAD+ and reduces ubiquinone to ubiquinol ilwhtranslocating four protons,
moves fewer protons across the inner mitochondm&hbrane to generate a proton gradient,
and thus provides less ATP by oxidative phosphtipriaDel-Saz et al. 2018). The energy of
the four-electron oxidation of ubiquinol by oxygenwater is dissipated as heat. Additionally,
the alternative respiration route is resistantntahitors of cytochrome complexes Il and 1V
such as antimycin A, cyanide, or azide. AOX can detectively blocked by aromatic
hydroxamic acids such assalicylhnydroxamate (SHAMnNMrberghe and Mcintosh, 1997).
Most of theAspergilli species harbour two or even three homologue gemasding an AOX
in their genomeéA. nidulansowns single gene arfl terreuspossess two isoenzymes.

This thesis describes the the role of AOX in defdarand its phisylogical functions in
different Aspergillus species and its role in sterigmatocystin (ST) #@&adonic acid (IA)
biosynthesis irA nidulansandA. terreus

1. The relationship between AOX activity and ST sytmesis in light and darkTo
verify that aodA (locus AN2099) indeed encodes a physiologicalliewvant AOX in A.
nidulans we compared the specific respiration rates of theetion (aodA and
overexpressed (OE) mutants to a wild-type referesicain. Results were unequivocal and
confirmed our thesis. After that, the nidulansstrains were studied in liquid (submerged,
batch) cultures, employing well-controlled cultinat conditions conductive to ST synthesis
in bioreactors. Kinetics of growth in oorglucose minimal medium was similar in eveky
nidulans strain investigated in this thesis, whideglucose utilization rates as well as AOX
activity—both early in the rapid growth stage aatklin the carbon-depleted, stationary phase

of cultures—were proportional to theodA copy number, regardless of the presence or
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absence of light. The copy number of thedA gene in the OE mutants was positively
correlated to the observed-glucose uptake, that is, the cyanide-resistanerrative
respiration and the-glucose uptake rate increased in parallel. It Ehbe noted, however,
that residualb-glucose concentrations did not significantly diffeetween the wild-type
reference and theodAdeletant, that is, the lack of alternative oxidasgvity did not affect
the D-glucose uptake rate.To analyse the relationshiydsn the aforementioned parameters
and ST formation irA. nidulans we monitored ST concentrations in the culturesdiom
and biomass). Interestingly, the alternative redpiy rates increased significantly during late
stationary growth phase in OE strains compare 1d type andaodA deletant strains. In
gualitative terms, these timeprofiles were simitathat ST production did not occur before
the complete depletion a-glucose and the cessation of growth. Quantitatjvebwever,
statistically significant differences were found. Solumetric yield (mgLC?) of theA. nidulan
saodAdeletant strain was about half (50%) of that ef wild-type reference when grown in
the dark. By contrasgodAOE mutants featured a 50—70% increase in ST yadédive to the
control strain, again in a copy-number-dependentmaa Importantly, results were quite
different when cultures were continuously illumiedit ST volumetric yields of all cultures
went down to about a third of what the controlistigroduced when grown in the dark, and
were statistically unvarying, regardless of thespreee, absence, or the copy numbexoafA
We supposed that, the AOX contributes differentimeesms to ST production. Recycling of
the catabolic reducing equivalents (NADH) releadedng the mobilization of reserve carbon
sources by COX would result in high ATP formatidtowever, in the absence of growth,
mycelia do not require high(er) energy levels, axidative phosphorylation under such
conditions inhibits further carbon catabolism. Aitsiv from COX to AOX would enable the
fungus to reoxidize NADH and maintain redox homasist without concomitant ATP
production under low-energy-requiring conditionsiofher aspect of the contribution of AOX
to ST biosynthesis could be related to the forrmatd the anabolic reducing equivalents.
NADPH is mostly generated by the oxidative parthaf pentose phosphate pathway (Chen et
al., 2015; Wasylenko et al., 2015), which requitfes continuous availability of glucose-6-
phosphate, and this is facilitated by the increaded through gluconeogenesis when the
primary carbon sourced{glucose) is exhausted. . nidulans mutations in the regulator
genesacuM andacuK do not allow growth on acetate, nor on other G2 @4 carbon sources
that need the tricarboxylic acid (TCA) cycle to tetabolized (Suzuki et al., 2012). Apart
from phosphoenolpyruvate carboxykinagecfF) and fructose-1,6-bisphosphatageyG),

they—importantly—also contr@odAand genes encoding mitochondrial carriers. Thase t
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zinc-cluster regulators have also been studied.iranserina—known there as Rse2 and
Rse3—where they are likewise responsible for therexpression of AOX, the key enzymes
of gluconeogenesis, as well as a NADH:ubiquinonelaneductase (EC 1.6.5.9) that allows
bypassing of complex | of the electron transpomich(Bovier et al.,, 2014 ,Sellem et al.,
2009). Gluconeogenesis and AOX are thus contrahéegrally by the same regulon that
facilitates a shift of the metabolic flux towardstf acid biosynthesis from the TCA cycle.
Another possibility may lie in the potential praiea from reactive oxygen species (ROS).
We should note, AOX does not actively reduce RO&, is directly implicated in the
production of antioxidant, but operates to mainta redox balance while lowering the flux
through the TCA cycle and the cytochrome electrandport chain such that less ROS will be
produced in the mitochondria.

Irrespective of the mechanisms by which AOX acyivstimulates ST synthesis, this
incentive is clearly subordinate to antagonistie&t associated with the presence of light.
The canonical theory is that the velvet transasiptfactor, on which ST synthesis strictly
depends (Kato et al., 2003), is concentrated inntledeus when the fungus grows in the
darkness on a minimatglucose medium, but resides in the cytosol wherfuhgus grows in
the light. Our results with thaodA mutant backgrounds imply that a basal level prtdaoc
under illumination (“stage 1”) is essentially unogad regardless of the absence or presence
of AOX, or its exact amount; that is, it seemsgpensive to the ratio of the alternative/total
respiration. Intriguingly, essentially the sameelsvof ST were detected in cultures of the
AaodA deletion strain—devoid of alternative respiratiowhen cultivated protected from
light, both in liquid and on plates. Our resultgtifier suggest that any increase in ST synthesis
over the basal level (“stage 2”) can only be realim the darkness (at 37°C and 1.5% (w/v)
initial glucose concentration) in genetic backgmsithat express AOX, that is, in strains that
allow varying the ratio between alternative regmiraand cytochrome-mediated respiration.
We therefore speculate that only “stage 2" exposss mediated by the velvet complex, and
that “stage 1” (basal level) expression may notiregthe velvet protein (to act) per se.

2. Physiological function of the AOX in different Aspergilli. All examined strains
showed the presence of at least one AOX encodimge.g&rowth experiments were
performed using potassium-cyanide (KCN) and SHAMhairs combination. Results of the
experiments confirmed that, thespergillusspecies could grow well in presence of KCN,
better than in case of addition of SHAM. The wastwth was detected on SHAM and KCN.
Lack of the conidiaspore formation was visible megence of SHAM in some species, but

solely on KCN was not detected, implying the fuoetiof AOX in spore formationNigri
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section and those strains, which posses 2 AOX iguen presented higher tolerance to KCN
and SHAM and grew faster than others. In some fungiroved AOX has effect on the
growth (Juarez et al., 2006; Xu et al., 2012) tfwreeour data suggest that, the AOX has an
important role in growth of the mycelia in the&spergillusspecies. Our experiments imply
that the second alternative oxidase presents aigibgial advantage to species of
Aspergillus which are important producers of toxic as well lasneficial secondary
metabolites, fermentation agents to make food-ppoaducts and enzymes.

3. The relationship between AOX and IA production.The biotechnical production of
IA is studied well recently (Boruta and Bizukojc12Q Kuenz and Krull 2018). Citric acid is
an early intermediate of itaconic acid synthesrs] ave assumed that the reason for high
dissolved oxygen levels in itaconic acid productvoould be similar to the one in citric acid
production. The cyanide-resistant alternative masjpn has observed during the citric acid
fermentations (Zehentgruber et al., 1980; Kirimetal., 1987), the inhibition of AOX led to
decreased citric acid yields (Kirimura et al., 2p@0d nonetheless, the role of the AOX has
not investigated in 1A fermentations yet. The psscéechnologies currently used are similar
to those applied for industrial citric acid prodootby the related speciés niger, including
strong aeration and agitation of the fermentortfis end we demonstrated thatterreusis
capable of growth-supporting respiration in thespreee of cyanide ions, and that this activity
proportionally and significantly increases withstikred oxygen levels in the growth medium.
The genome ofA. terreusspecifies two paralog geneaoflA and aodB), each putatively
encoding an alternative oxidase. In our experimetii® AOX acitivity (respiratory
measurements and expression profile) and concemtrat 1A were examined in dissolved
oxygen (DO %) controlled fermentations. Lower satimn of oxygene (DO (%)=0) has
negative effect on IA productions and repirotaryesa(both of total and alternative) in
contrast the increased DO (%) levels correlatedh wigher 1A yield and oxygen uptake
values. We conclude that (considering the earbedys Park et al. 1993) the well increased
DO (%) is not necessary (after a certain levelrdatribute higher IA yields, therefore the
fine regulation of dissolved oxygen level suggeskelults imply the 1A production depends
on the AOX activity which required high oxygen gation. We supposed that, the AOX
encoding gene is expressed during the 1A fermemtagimilar toaox1 gene in citric acid
fermentations carried out with. niger Such asaox2gene product i\ niger, we could not
detect theaodB in A. terreus On the other handhodA was expressed in treated cultures
(osmotic- and saltshock), although minimal ciaredistant respiration was measured in this

conditions suggests that the translation proceswismplemented. Our supposition is the
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cyanide-resistant repiration plays the same funciioA. terreuslike in A. niger citric acid
fermentations. To examine and prove the role of A®XA production is indispensable to
create and testodAandaodBdeletant mutantsin the future.
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12. Fuggelék
Az Aspergillustorzsek novekedési gorbéje; az egyes abrakon &dlprSHAM-,
KCN-, valamint SHAM+ KCN jelenlétében meért koléni@dmebk lathatdoak. Minden
kisérletnél 6 atmét mértunk le, a grafikonokon eredmények atlagadtadard deviacéd (SD)
értékeit abrazoltuk (F1-18. abra).
A.nidulans (FGSC A4)
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F1. abra: A.nidulans ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
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A.terreus (NIH2624)

100

€
E
0
@
£
<
Idé(nap)
—&— Kontroll
—— SHAM
—— KCN
—A— SHAM+KCN
F2. abra: A.terreus ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
A.niger (CBS513.88)
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F3. &bra: A.niger (CBS513.88) novekedési gorbéje szilard taptalajon
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A.glaucus (CBS516.65)
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F4. abra: A.glaucus névekedési gorbéje szilard taptalajon
A.tubingensis (CBS134.48)
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F5. dbra: A.tubingensis ndvekedési gorbéje szilard tdptalajon
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A.sydowii (CBS593.65)
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F6. abra: A.sydowii ndvekedési gorbéje szilard tdptalajon
A.clavatus (NRRL1)
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F7. abra: A.clavatus névekedési gorbéje szilard taptalajon
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A.luchuensis (CBS106.47)
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F8. abra: A.luchuensis ndévekedési gorbéje szilard taptalajon

A.niger (ATCC1015)
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F9. abra: A.niger (ATCC1015) névekedési gorbéje szilard taptalajon
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A.versicolor (CBS795.97)
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F10. abra: A. versicolor ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
A.fischeri (NRRL181)
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F11. abra: A. fischeri nbvekedési gorbéje szilard taptalajon
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A.brasiliensis (CBS101740)
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F12. abra: A. brasilienis ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
A.carbonarius (CBS141172)
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F13. &bra: A. carbonarius ndvekedési gorbéje szilard tdptalajon
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A.aculeatus (CBS172.66)
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F14. abra: A. aculeatus ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
A.wentii (CBS141173)
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F15. abra: A. wentii ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
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A.oryzae (RIB40)
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F16. abra: A. oryzae ndvekedési gorbéje szilard taptalajon
A.zonatus (CBS506.65)
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F17. abra: A. zonatus névekedési gorbéje szilard taptalajon
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F1.tablazat: Primerek és plazmidok melyeket aZA. nidulans gombaval valé munka soran alkalmaztunk.

Primerek Szekvenciak (5'-3") Megjegyzés
+
veA Forward TGTGTTATCCCATCAAGAGG Han és mtsai. (2010)
Reverse CTTGGCGCTGTAGACGATAA
aodA Forward ATCCGCCCCTCGTCAAAAAAT Molnar és mtsai.(2018)
Reverse TCAAACAACCTCCTCTCGT
deletion
cassette Molnar és mtsai.(2018)
aodA 5_flanking; funkcionalis gén fragmenthez
P1 Forward AAAGTAGTCTCAGCGTAGCCT (aodA
P2 Reverse CGGTTGAGCCGTTCAGGTACAGTACATGCAGGTAATGTTCGCAATAGC aodA 5 flanking
P3 Forward TATGGTCCTGACATATCTGGTGGATCTACGAGAGGAGGTTTTGAG a0dA 3_flaking
P4 Reverse AAAGATGAAAGGACAGGTGG T
P5 Forward ATGTACTGTACCTGAACCG pyra
P6 Reverse AGATCCACCAGATATGTCAG
P7 Forward TTTATTCTCGGCGTTTGTC
aodAnested
P8 Reverse TAGAATAACAGCGGAAATGG
P9 Reverse CTCAACTAATAATCAATGCGC funkcionalis gén fragmenthem§dA
aox_copyF Forward TAGTCTCAGCGTAGCCTCTTC aodA Southern blothoz
aox_copyR Reverse GCGGATTGATTATTAGTTGAG
Plasmid Gene Remark
pTN2 riboB2 Nayak és mtsai. (2006)
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F18. abra:Southern blotanalizis eredménye kulonbdzaodA kopiaszamuA. nidulans
torzseknél.

F2. tablazat: Primerek, melyek azA. terreus gombaval valé munka soran alkalmaztunk.

Primerek Szekvenciék (5'-3") Megjegyzés

A.terreus Forward TCCCAAATCCTATCTTCTCG Tanulmanyunkban.

Fragment hosssza:
aodA Reverse  GCTTCCTTCTTCTCCCATAG 955 bp

A.terreus Forward TTTGCTTTACGCCCTTCCTCG Tanulmanyunkban.

Fragment hossza:

aodB Reverse - rcTCCACCTGTTCCCTCAAG 957 bp.
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Légzési értékek (UM O ,/min/g pcy)

JQA/ 94& 4&& 59&

F19. abra: A. terreus légzési értékei termdli taptalajon, 100 g/L D-glukdézon, 12, 24, 48
eés 52 H-s korban, lombikos kisérleteknél. A feketeszlop a teljes (gatolatlan) légzést,
vilagosszirke a cianid-rezisztens alternativ légzgsa soOtétszirke oszlop pedig a

rezidudlis 1égzést jeldli.
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