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1. Bevezetés

Az Aspergillus nemzetséghez tartoz6 taxonok gazdag diverzitdsa lehetévé tette e
nemzetség kiemelkedését a fonalas gombdk kozott. Az Aspergillus fajok képesek a
legkiilonbozobb ¢€l6helyeken megtelepedni, a normal koriilményektdl egészen az extrém
kornyezeti paraméterekkel jellemezhetd élohelyekig (Perrone és mitsai. 2007). Ezért az
Aspergillusok genetikai és metabolikus vizsgalata elengedhetetlen az ¢élelmiszeripar és
taplalkozastudomany enzimtermelési folyamatainak jobb megértéséhez (Mach-Aigner ¢és
mtsai. 2010). Az Aspergillus alapu fermentacios rendszerek fejlesztése hozzéjarulhat a nagy
mennyiségben felhasznalt és kivaldo mindségli enzimek ipari mértékben torténd eldallitasahoz.
Ezeket az enzimeket mar szamos teriileten alkalmazzak, koztiik az élelmiszergyartasban, a
gybgyszeriparban (Tao és mtsai. 2010). Az AB Enzymes, a BASF, a Chr. Hansen, a DuPont és
a Novozymes csak néhany példa olyan biotechnologiai vallalatokra, amelyek az Aspergillus
fajokat hasznaljak szerves savak, enzimek, fehérjék és masodlagos metabolitok ipari 1éptékii
gyartasara (Meyer ¢és mtsai. 2016).

Az Aspergillusok alkalmazéasa széles korben elterjedt a tradicionalis fermentacios
felhasznalastol kezdve egészen a heteroldog fehérjetermelésig. Példaul az Aspergillus niger
szamos ¢élelmiszer- és takarmanygyartasban hasznalt enzimet termel, koztiik gliikoamilazokat,
protedzokat és fitdzokat, tovabba az Aspergillus oryzaet malatagyartashoz, mig az Aspergillus
terreust sztatinok eldallitdsdhoz hasznaljak. Az A. nigert pedig mar szintén hasznaljak
rekombinans fehérjék, példaul borji kimozin, human laktoferrin, valamint egy névényi eredetii
¢desitdszer, az inulin ipari eldallitdsdban (Ntana és mtsai. 2020).

Az Aspergillus wentii és az Aspergillus glaucus elény0s tulajdonsdgai szdmos tovabbi
kutatasi lehetOséget kinalnak az élelmiszer- és taplalkozastudomany, valamint az ipari
biotechnologia teriiletén. Az enzimtermelés optimalizalasa és a gombdk stressztoleranciat
biztositd génjeinek az atvitele mas organizmusokba Uj lehetdségeket teremthet a fenntarthaté
¢s hatékony ipari folyamatok elémozditdsa és az 1) termékek fejlesztése érdekében (Abrashev
¢és mtsai. 2016). Az 4. wentii példaul jol ismert xerofil és ozmofil tulajdonsagair6l, amelyek
lehetdvé teszik szamara, hogy szdraz ¢és nagy sotartalmi kornyezetekben is tGléljen és
szaporodjon. Igy nem meglepd, hogy ezen tulajdonsagok vonzéva teszik az ipari enzimtermelés
szempontjabol, példaul az amilaz vagy lipaz enzimek elééllitdsa soran, amely enzimek fontos
szerepet jatszanak az élelmiszerek eldallitasaban és az ipari biotechnoldgiai folyamatokban
(Wheeler és mtsai. 1993). Az 4. glaucus is hasonloéan fontos enzimtermelé ozmofil gombafaj,

melyet amiladz és protedz termelésre is hasznalnak. A protedzok a fehérjék lebontdsédban és



emésztésében jatszanak fontos szerepet, elOsegitve az élelmiszerek emészthetdségét és
tapanyagfelszivodasat (Barbesgaard ¢s mtsai. 1992).

A torzsek ozmotoleranciajanak megvaltoztatasa igéretes eszkoz lehet a termékképzddés
novelésére, vagy a sporak életképességének a meghosszabbitdsara (Steensels és mtsai 2014,
Hagiwara és mtsai. 2015).

Az ozmolitok felhalmozddésa gyakran a kornyezet megndvekedett ozmolaritasara adott
stresszvalasz (Blomberg ¢s mtsai 1992; Brown és mtsai. 2014; de Lima és mtsai. 2015;
Hagiwara és mtsai. 2016). Igy nem meglepd, hogy a glicerin bioszintézisében részt vevé
enzimek, mint példaul a glicerin-3-foszfat dehidrogenaz (Gfd) vagy a glicerin dehidrogenéz
(Gld), gyakran hozzajarulnak az ozmotikus stresszvalasz kialakuldsdhoz (de Vries és mitsai.
2003; Miskei és mtsai. 2009; de Vries és mtsai. 2017). Az Aspergillus gfd szekvencia elemzése
alapjan lathato, az 6si gfd gén mar megkett6z6dott az Aspergillusok diverzifikacidja elott, és
ennek kdvetkeztében a legtobb Aspergillus fajnak két gfd génje van. A két gfd gén nemcsak
szekvencidjaban, hanem szabdalyozasaban és funkcigjaban is kiilonbozik egymastol. A genom
szintll transzkripcios elemzések soran azt tapasztaltdk, hogy az A. nidulans gfdB-t a menadion-
natrium-biszulfit (MSB) és a H,O, altal kivaltott oxidativ stressz indukalta, valamint a NaCl
altali ozmotikus stressz szintén novelte expressziojat, mig a gfdA csak MSB stressz esetén
mutatott kisebb indukalddast (Emri és mtsai. 2015; Fillinger és mtsai. 2001a; Kiraly és mtsai.
2020a). A. nidulans esetében a gfdB gén delécidja novelte az oxidativ stresszérzékenységet €s
mérsékelten novelte a sejtfalintegritasi stressz szenzitivitast, de nem befolyasolta a torzs
ozmotikus stressz tolerancidjat (Kirdly €s mtsai. 2020a). A gfdA delécidja azonban komoly
novekedési problémaékat okozott, amelyek 1 M NaCl hozzdadéasaval részben korrigalhatok
voltak, tovabba fokozott sejtfalintegritisi stresszérzékenységet eredményeztek (Brown és
mtsai. 2014). Az A. fumigatus esetében szintén megfigyelhetd volt a gfdA delécidé negativ
hatasa, ami gliik6zon torténd novekedés csokkenéshez vezetett, azonban a NaCl vagy szorbit
hozzaadasa a tdpkozeghez részben helyreallitotta ezt a ndvekedési defektust (Fillinger és mtsai.
2001a). Masrészrdl a gfdB delécio nem jart Iényeges ndvekedési problémakkal, és még a gfdB
tulzott expresszidja sem volt képes helyredllitani a 4gfd4 mutans csokkent ndvekedését (Zhang
¢s mtsai. 2018).

Az ozmofil A. glaucus és A. wentii csak egy gfdA ortologot tartalmaz, ami felveti annak
a lehetdségét, hogy a gfdB elvesztése kapcsolatban lehet e fajok ozmofil természetével (de Vries
és mtsai. 2017). Az ilyen funkciok fontossdga folyamatosan csokkenhet tartéosan nagy
ozmolaritds mellett. Bar sem a gfdA, sem a gfdB delécidja nem befolyasolta jelentdsen az A.

nidulans ozmotolerancidjat, az 4. nidulans gfdA génje jelentds fiziologiai szerepet jatszik a



sejtndovekedés és a sejtfal integritdsanak fenntartdsdban (Fillinger és mtsai. 2001). Az A.
nidulans gfdB expresszidja A. glaucusban ndvelte a gomba stressztiird képességét oxidativ €s
sejtfalintegritasi stressznek kitett tenyészetekben, de nem befolyésolta az A. glaucus ozmofil

természetét (Kiraly és mtsai. 2020b).

Munkank kezdetekor, igy a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt: (1) Javithato-e az
iparilag jelentds A. wentii faj stressztlird képessége célzott genetikai modositasok révén, az An-
gfdB gén szupplementdlasaval? (2) A gfdB gént érinté géndodzis valtozasok okozhatjdk-e Uj
fenotipusok megjelenését (pl. az ozmofilitds megsziinését, a stressztolerancia erdsddését) az A.
wentii fonalas gomba esetében? (3) Rekonstrudlhaté-e az A. nidulans fenotipusa a tdle
evolucios szempontbol tavolabb elhelyezkedd ozmofil A. wentii esetében a gfdB gén
szupplementalasa révén? (4) Transzkriptomikai megkozelités révén betekintést nyerhetiink-e a

megfigyelt ozmofil fenotipusok hatterében all6 molekularis folyamatokrol?

A felmertilt kérdések megvalaszolasa érdekében az alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

1. Az An-gfdB génnel transzformalt A. wentii CBS141173 muténs és vad tipust torzsek
stresszérzékenység vizsgalatainak elvégzése ozmotikus stresszt kivaltd agensek adasa és azok

nélkiil, sejtfalintegritasi, nehézfém-, €s oxidativ stresszt okozo6 agensek jelenlétében.

2. Komparativ stresszérzékenységi vizsgalatok elvégzése az A. glaucus CBS516.65 mutans és
vad torzseinek vizsgalatba torténd bevonasaval és 0sszehasonlitisa a szintén ozmofil 4. wentii

CBS141173 mutans és vad torzseivel.

3. Multidimenzionalis megkdzelités alkalmazasa az Aspergillus fajok stresszvalasz alapu

pozicionalasa céljabol tovabbi 17 Aspergillus faj analizisbe torténd bevonasaval.

4. Transzkripcids vizsgalatok elvégzése ozmotikus stresszt kivaltd agensek jelenlétében, a gfdB
gén expressziojanak 0sszehasonlitd hatdsvizsgalata céljabol az 4. nidulans THS30 és A. wentii

CBS141173 vad és mutans torzseiben.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Az Aspergillus nemzetség bemutatasa

Az Aspergillus nemzetség magaba foglalja az Ascomycota torzsbe tartozé fonalas
gombak egy valtozatos csoportjat. Ezek a gombak mindeniitt jelen vannak a kdrnyezetben, és
vilagszerte szamos €l6helyen megtaldlhatok, beleértve a talajt, a bomld szerves anyagokat, a
novényeket és a beltéri kornyezetet, példaul otthonokat és korhazakat. Az Aspergillus fajok
arr6l ismertek, hogy masodlagos metabolitok széles skaldjat képesek eldallitani, melyek
némelyike iparilag fontos, mig mas metabolitok akar toxikusak is lehetnek az emberekre és az
allatokra nézve (Bennett és mtsai. 2003).

Taxonémiailag az Aspergillus nemzetség az Aspergillaceae csaladba tartozik, az
Eurotiales renden beliil. A nemzetségnek jellegzetes morfologidja van, beleértve a konidiumok
(ivartalan sporak) lancat hordozé konidioférokat, amelyek jellegzetes, kefére vagy sepriire
emlékeztetd, radialis mddon rendezddd képletek, igy innen ered az "Aspergillus" elnevezés is,
amely az "aspergillum" latin sz6bol szdrmazik (Samson és mtsai. 2009).

Alapvetd szerepet jatszanak a tdpanyagok Ujrahasznositdsdban és a szerves anyagok
lebontasdban az 0koszisztéméakban. Az emberi tevékenységek, példaul a mezdgazdasag, az
¢lelmiszer-feldolgozas és a beltéri kornyezet szintén kedvezd feltételeket biztosit bizonyos
Aspergillus fajok szaporodasahoz.

Az Aspergillus fajok gazdasagi és ipari jelentdsége nagy. Széleskorben hasznaljak dket
a biotechnoldgiaban és az ipari fermentdciés folyamatokban enzimek, szerves savak és
gyogyszerek eldallitasara. Példaul az Aspergillus nigert citromsav termelésre, mig az
Aspergillus oryzaet szdjabab fermentalasara hasznaljak sz6jasz6sz és mas fermentalt termékek
eldallitasanal (Keller és mtsai. 2005).

Bar sok Aspergillus faj artalmatlan szaprofita, néhany opportunista patogén képes
emberi fertézést okozni, kiilondsen az immunhidnyos egyénekben. A klinikailag legjelentésebb
fajok koz¢ tartozik az Aspergillus fumigatus, az Aspergillus flavus, az Aspergillus niger és az
Aspergillus terreus. Ezek a gombdk az aspergillozisnak nevezett betegségek széles skalajat
okozhatjak, amely az allergids reakcioktol az invaziv tiid6- és szisztémads fertézésekig terjed.
Ezenkiviil bizonyos Aspergillus fajok képesek toxikus szekunder metabolitokat termelni,
amelyek mikotoxinként ismertek. Példaul az A. flavus és az A. parasiticus aflatoxinokat (erds
karcinogének) termelnek, amelyek szennyezhetik a mezdgazdasagi termékeket, példaul a

foldimogyordt, a kukoricat és a dioféléket. Az aflatoxinokkal szennyezett élelmiszerek



kronikus expozicioja komoly egészségligyi kovetkezményekkel jarhat, beleértve a majrakot és

az immunszuppressziot (Fisher és mtsai. 2018; Latgé és mtsai 2019).

Az ozmofil Aspergillusok képesek alkalmazkodni és ndvekedni olyan kornyezetekben,

ahol nagy az ozmotikus nyomads, példaul nagy so- vagy cukor tartalmu kozegekben. Ezek a

fajok szamos ¢él6helyen megtaldlhatok, beleértve a sos vizeket, sdssa valt talajokat, konzerveket

¢s egyes ¢lelmiszereket. Az ozmofil Aspergillusok fontosak lehetnek ipari és kdrnyezetvédelmi

szempontbol is, példaul soallé enzimek eldallitdsaban vagy soval szennyezett teriiletek

megtisztitdsdban (Varga és mtsai. 2007).

Az ozmofil Aspergillusok legjelentdsebb képviseldi:

Aspergillus sydowii: Ez a faj gyakran el6fordul tengeri kornyezetben, kiilondsen tengeri
szubsztratumokon is szaporodhat. Az A. sydowiit kiilonb6zd tengeri forrasokbol
izolaltak, és arrol ismert, hogy szadmos szekunder metabolitot képes eldallitani, ezért
jelentds a biotechnoldgiai alkalmazhatdsaga (Jones és mtsai. 2009).

Aspergillus wentii: Az A. wentii ozmofil tulajdonsagairdl ismert, és gyakran izolaljak
nagy cukor- és sotartalmu kornyezetbdl. Kiilonféle élelmiszer termékekben, koztiik
gylimdlcsokben, fermentalt élelmiszerekben és nagy sétartalmt éléhelyeken talaltak
meg. Az A. wentiinek jelentds és hatékony ozmotikus stressz adaptacids mechanizmusai
vannak, beleértve a kompatibilis oldott anyagok szintézisét (Houbraken és mtsai. 2011).
Aspergillus penicillioides: Ez a faj altalaban nagy cukor- és sétartalmii kdrnyezetben
talalhato, példaul tartositott élelmiszerekben, széritott gylimdlcsokben ¢és nagy
paratartalmt beltéri kornyezetben. Alkalmazkodik a hipertonids kornyezethez, és
hozzajarulhat a tarolt élelmiszerek megromlasdhoz (Nazareth és mtsai. 2014).
Aspergillus restrictus: Ez a faj éltaldban nagy sétartalmii kornyezetben talalhato,
példaul sobanyakban és szikes talajokban. Képes alkalmazkodni a szélsdséges
ozmotikus koriilményekhez, valamint képes melanin termelésre, amely megvédi az UV-
sugarzastol ezeken az ¢l6helyeken (Novak és mtsai. 2017).

Aspergillus glaucus: Gyakran megtalalhato kiilonféle él6helyeken, beleértve a talajt, a
korhadd novényzetet és a beltéri kornyezetet. Gyakran izolaljak élelmiszer termékekbdl
is, kiilondsen a nagy cukor- vagy sotartalmiakbol, példaul gytimolesokbol, sajtokbol és
pacolt husokbol. Az A. glaucus bizonyos koriilmények kozott hozzajarulhat az
¢lelmiszerek megromlasahoz és mikotoxinokat is termelhet. Ozmofilitasa révén jol ttlél

nagy ozmolalitdsu kornyezeteket (Lopes és mtsai. 2022).



Az Aspergillus nemzetség sokféle gombafajt foglal magaba, melyek 6kologiai, ipari és
orvosi jelentdsége nagy. Mig sok Aspergillus faj pozitivan jarul hozza kiilonféle folyamatokhoz
ipari hasznosithatésaga réven (pl.: enzimtermelés), néhany faj egészségiigyi kockdzatot
jelenthet az emberek és az allatok szdmara kozvetlen fertézés vagy mikotoxin szennyezés
révén. Igy az Aspergillus fajok tanulmanyozéasa fontos e fajok karos hatésainak csokkentése és

hasznos tulajdonséagainak felhasznaldsa érdekében.

2.2 Az Aspergillus torzsek ipari jelentosége

Az Aspergillus nemzetségbe tartozd fonalas gombékat széles kdrben hasznaljak
kiilonféle ipari folyamatokban, mivel rengeteg enzimet, szerves savat és szekunder metabolitot
képesek termelni. Az Aspergillus fajok kivalo enzimtermeldk, példaul amildzokat, protedzokat,
lipazokat, celluldzokat és xilanazokat termelnek, amelyek kiilonféle iparagakban, igy
¢lelmiszer-, textil-, mososzer- és biolizemanyag-gyartasban is alkalmazhatok (Gupta és mtsai.
2014).

Az A. awamorit gyakran alkalmazzdk kiilonféle enzimek, kiillondsen amilazok és
proteazok eldallitdsara, amelyeket az ¢élelmiszer-feldolgozasban, sorfézésben és
mososzeriparban alkalmaznak. Alkoholos italok erjesztésére ¢és koji eldallitasara is hasznaljak
(Hossain és mtsai. 2013).

Az A. nigert szerves savak, példaul citromsav, glilkonsav és itakonsav kereskedelmi
eldallitasa sordn is hasznositjadk. A citromsavat kiilondsen széles korben veszik igénybe az
¢lelmiszeriparban és a gyogyszeriparban (Papagianni és mtsai. 2007).

Az Aspergillus fajokat kiilonféle antibiotikumok, példaul penicillin és cefalosporinok
eléallitasara is alkalmazzdk, amelyek dontd fontossdguak a gydgyszeriparban a bakterialis
fertézések kezelésében (Liu és mtsai. 2014). Az A. terreust a gydgyszeriparban hasznositjak
masodlagos metabolitok, kiilondsen a lovasztatin eldallitdsara, amely egy koleszterinszint-
is alkalmazzak (Cherry és mtsai. 2003).

Bizonyos Aspergillus fajok képesek kiilonb6z6 szennyezd anyagok, példaul
szénhidrogének, szinezékek és nehézfémek lebontasara, igy potencidlis alkalmazasokat
kindlnak a kdrnyezeti bioremediacidban.

Egyes Aspergillus fajok biokontroll d4gensként hasznalhatok fel a ndvényi kérokozok
ellen, ezaltal csokkentve a mezdgazdasagban a vegyi novényvédo szerektdl vald fiiggdséget

(Woo és mtsai. 2014).
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Az A. wentii szamos ipari folyamat soran felhasznalasra keriilhet, kiilondsen
enzimtermelésben és bioremedidcioban. Hasonldéan sok masik Aspergillus tajhoz, az A. wentii
is képes kiilonféle enzimeket termelni, melyeket kiilonféle iparagakban, példaul élelmiszer-
feldolgozasban, textilgyartasban és biolizemanyag-gyartasban alkalmazzak. Az A. wentii éltal
termelt enzimek kozé tartoznak tobbek kozott az amilazok, protedzok, lipazok, cellulazok és
xilandzok. Az A. wentiinek potencialisan alkalmazhaté a bioremediicioban, mivel képes
lebontani a kiilonb6z6 szennyezd anyagokat. Az Aspergillus nemzetséghez tartoz6 gombak
képesek szerves vegyliletek metabolizaldsara és dsszetett molekulak lebontésara, igy hasznosak
lehetnek a kdrnyezet megtisztitdsdban. Az 4. wentii kiilondsen hatékony lehet a szénhidrogének
esetében, de az A. wentii is képes olyan szekunder metabolitok eldallitasara, amelyek ipari
alkalmazasra keriilhetnek. Ezek a szekunder metabolitok lehetnek antibiotikumok és
gyogyszerészeti vagy mezdgazdasagi jelentdségli bioaktiv vegyiiletek (Lago és mtsai. 2021;
Miao és mtsai. 2014; Li és mtsai. 2018a; Wells és mtsai. 1975; Choma és mtsai. 2013; Form és
mtsai. 2019; Wu és mtsai. 1974). Az A. wentii PG18 torzs gliikoamilaz termelését atfogoéan
tanulmanyoztdk (Lago ¢és mtsai. 2021), mivel a glilkkoamildzokra nagy az igény, ezért
termelésiik optimalizdlasa kulcsfontossagli. Hagyomanyos siillyesztett fermentacio esetében a
nyers szlrletben mért amilaz specifikus aktivitas az 4. wentii PG18 torzs esetében nagyobb volt
a tobbi vizsgalt Aspergillus fajhoz képest (példaul A. fumigatus) (Lago és mtsai. 2021). Az A.
wentii, mint az extrém oldottanyag-tolerans xerofil gombék egyik képviseldje, szintén jelentds
szerepet tolt be a biodizel gyartasban. Példaul a talajbol izolalt 4. wentii Ras101 lipaz- termeld
torzset gyakran hasznéljak a biodizel gyartasban.

Az A. glaucust elsésorban enzimtermelésben ¢€s élelmiszer-feldolgozasban hasznaljak.
Az A. glaucus szamos enzimet képes termelni, beleértve az amilazokat, proteazokat, lipdzokat,
cellulazokat és xilandzokat. Ezeknek az enzimeknek széleskorti ipari alkalmazasai vannak,
példaul az élelmiszeriparban, az italok eldallitasaban, tovabba a textil-, mosodszer- és
biolizemanyag-gyartasban. Az A. glaucus eredetli enzimeket gyakran hasznaljak fel, mivel
képesek hatékonyan atalakitani az Osszetett szubsztratumokat egyszeriibb vegyiiletekkeé,
jelentdsen elésegitve ezzel a kiilonféle ipari folyamatokat. Sok Aspergillus fajhoz hasonléan az
A. glaucus is képes kiilonféle szerves vegyiileteket és szennyezd anyagokat lebontani, mint
példaul a policiklusos aromés szénhidrogének (PAH-ok), poliklorozott bifenilek (PCB-k),
peszticidek, nehézfémek, szénhidrogének, fenolos vegyiiletek ¢és ipari szinezékek.
Alkalmazhatjdk az A. glaucust olyan bioremediacids folyamatokban is, amelyek célja a

kornyezeti szennyezddések, példaul szénhidrogének és ipari hulladékok degradacidja. Az A.
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glaucus ipari jelentdségli szekunder metabolitokat termel, beleértve antibiotikumokat és egyéb
bioaktiv vegyiileteket. Ezeknek a szekunder metabolitoknak Iehet gyogyszerészeti,
mezOgazdasagi vagy Dbiotechnologiai alkalmazédsa, hozzdjarulva 1) gyogyszerek,
mezOgazdasagi termékek vagy ipari folyamatok kifejlesztéséhez (Machida és mtsai. 2010). Az
ausztral aszalt szilvak romlasat okozé penészgombak kozott az A. glaucus csoport dominalt,

ismert xerofil jelleglik miatt (Pitt és mtsai. 1968). Ezen tilmenden az iparilag alkalmazott A.

crer

crer

mtsai. 2019). Az AgCMCase, az 4. glaucus CCHA torzs egyediilallo GHS celluldza, nagy
celluloz-hidrolizadlo képességli enzim, valamint hdstabil, pH-stabil és sotlird. Ennek
eredményeként ez egy olyan enzim, amely képes lehet redukald cukrokat felszabaditani a
bioetanol gyartasi folyamataban (Chen és mtsai. 2020; Li és mtsai. 2018b). Ezenkiviil az 4.
sikertilt javitani bioreaktorban torténd alkalmazéskor a siillyesztett fermentacié folyamatok
hatékonysagat ¢€s a kihozatalt (Cai és mtsai. 2014). Az antarktiszi 4. glaucus 363 CA altal
termelt szuperoxid-diszmutadz (SOD) enzimet iparban felhasznaljak antioxidansok eldallitasara,
valamint a gydgyszeriparban is alkalmazzék ezt az enzimet kiilonféle készitményekben, mivel
segit a sejtek védelmében és a gyulladasok csokkentésében, igy hozzajarulhat a kronikus
betegségek kezeléséhez és megeldzéséhez (Abrashev és mtsai. 2016). A halofil 4. glaucus
gomba AgGIpF génjét, amely egy transzporter fehérjét kodol, a glicerint vizzel €s mas toltetlen
oldott anyagokkal egyiitt szallitja és részt vesz az ozmoreguldcioban, szintén felhasznaltak
sotliré szojabab csiraplazma eldallitdsara, ami megndvelte a szdjabab hozamat és feljavitotta a

mindségét (Liu és mtsai. 2015).
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2.3 Az Aspergillusok stresszadaptacioja

Az  Aspergillusok figyelemremélt6 modon alkalmazkodnak a  kiilonb6zd
stresszhatdsokhoz, mely lehetdvé teszi szamukra a kiilonbozd dkologiai nichék elfoglalasat. Az
Aspergillusok stressz adapticids mechanizmusai fiziologiai €s molekuldris valaszok
kombinaciojat foglaljak magukba.

Ozmotikus stresszadaptacid: Ozmotikus stressz esetén az Aspergillus fajok biztositjak
az intracellularis ozmotikus egyensuly fenntartdsat, kompatibilis oldott anyagok, példaul
glicerin, trehal6z és amonisavak szintézisén és felhalmozasan keresztiil. Ezek a vegyiiletek
segitenek fenntartani a sejtek turgornyomasat és megakadalyozzak a vizveszteséget. A Hogl
MAP kinaz jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik az Aspergillus fajok ozmotikus
stresszvalaszdban (Hagiwara és mtsai. 2009a).

Oxidativ stresszadaptacio: Az Aspergillusok oxidativ stresszel szembesiilnek az aerob
anyagcserében keletkez6 reaktiv oxigén részecskék (ROS) vagy kornyezeti tényezok, példaul
UV-sugarzas vagy vegyi anyagok hatdsara. Az oxidativ stressz ellensulyozasara az Aspergillus
fajok antioxidans védekezd mechanizmusokat aktivalnak, beleértve enzimek, példaul
katalazok, a szuperoxid diszmutdzok ¢és a peroxidazok, valamint nem enzimatikus
antioxidansok, példaul a glutation, valamint a C- és E-vitaminok termelését (Yaakoub és mtsai.
2022b).

Hoémérsekleti stresszadaptacio: Az Aspergillusok széles homérséklet-tartomanyban
képesek szaporodni, a mezofiltdl a termotolerdns koriilményekig. A hdmérsékleti stresszhez
val6 alkalmazkodas érdekében ezek a gombak szabalyozzak a hésokkfehérjék (HSP-k) és mas
homérsékleten. A HsfA hdsokk transzkripcids faktort az A. nidulans hoésokk-vélasz
kulcsfontossagl szabalyozojaként azonositottak (Oda és mtsai. 2019).

Tapanyag limitaltsagi stresszadaptacio: Az Aspergillusok tapanyag limitaltsagi stressz
koriilményekkel szembesiilnek, amikor az alapvetd tapanyagok, példaul szén, nitrogén vagy
foszfor korlatozott mennyiségben van a kornyezetilkben. A tdpanyag-limitalt koriilmények
kozotti tulélés érdekében az Aspergillus fajok képesek aktivalni azokat a tdpanyagszerzési
utvonalaikat, melyek révén alternativ tapanyagforrasokat tudnak hasznositani. Példaul a
nitrogén limitaciokor az Aspergillus fajok fokozzak a nitrogén-anyagcserében és -szallitdsban
részt vevo gének expresszidjat (He és mtsai. 2019).

A kedvezdtlen ¢éldhelyeken vald talélés érdekében a mikrobaknak észlelnilik kell a

kornyezeti stresszhatasokat, tovabbitaniuk kell ezeket a jeleket, és védekezd reakciokat kell
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kifejleszteniiik. A védekezd reakciokban szerepet jatszo ,,core signal” fehérjék altalaban
konzervaltabbak, mint az ,, upstream ” és ,,downstream ~” komponensek. Az ozmotikus, oxidativ
¢s sejtfalintegritasi stressz jelatviteli utvonalak kulcsfontossdgii komponensei altalaban
konzervaltak, de az upstream érzékeldk €s a downstream transzkripcios szabalyozok jelentdsen
eltérnek egymastél. Erdemes megemliteni, hogy nincs kozvetlen osszefiiggés a stresszjelzd
utak konzervaltsdganak foka és a gomba stresszel szembeni tolerancidja kozott. A gomba
stresszjelz6 komponensek gyorsan evolvalodtak az elmult korokban, igy a stresszre adott
valaszok niche-specifikus moédon modosulhattak. A stresszre adott cellularis és molekularis
valaszoknak akut (azonnali) és adaptiv fazisai vannak. Az akut reakciok célja a stressz negativ
kovetkezményei altal okozott karok csokkentése. Az adaptiv reakcidk viszont jellemzden a
sejtes homeosztazis helyreallitasat biztositjdk annak érdekében, hogy a mikroba az yj
kornyezeti koriilmények kozott is szaporodhasson. A sejteknek észlelniiik kell a
kornyezetiikkben bekovetkezd valtozasokat, és aktivalniuk kell a sziikséges jelatviteli
utvonalakat a megfeleld akut és adaptiv stresszvalaszok kialakitasahoz. Becslések szerint
jelenleg a gombafajok szdma a F6ldon 2,2 millio €s 3,8 millié kozott van, és sokféleségiik az
altaluk elfoglalt nichék valtozékonysagat jol tiikrozi (Hyde 2022). A gombdk stresszindukcios
utvonalai gyorsan és niche-specifikusan atalakulnak (Nikolaou és mtsai. 2009). Példaul az
Aspergillus nidulansban két HogA paralogot azonositottak: SakA (mas néven HogA) és MpkC.
Ezek a MAPK fehérj¢k kiilonbozé szerepeket toltenek be az ozmoadapticio és a
stresszreakciok soran. A SakA/HogA kulcsszerepet jatszik az ozmotikus stresszre adott
vélaszban, mig az MpkC kiegésziti ezt a funkciot. A SakA/HogA fontos az ozmotikus stresszre
adott valaszban ¢s a sejtek tulélésében nagy hidrogén-peroxid (H202) koncentraciok mellett,
segiti az ozmotikus €és redox egyensuly fenntartdsat és a sejtvédelemben jatszik szerepet. Az
MpkC szintén részt vesz a hiperozmotikus stresszreakcioban, bar nem nélkiilozhetetlen az
ozmoadaptacidhoz, kiegésziti a SakA/HogA funkcidjat, kiillondsen bizonyos stresszfeltételek

mellett (Garrido-Bazan és mtsai. 2018).

2.4 Az ozmofilitas szerepe és miltkodésének szabalyozasa

Az ozmofilia és ozmotikus stressz tolerancia kritikus szerepet jatszik az Aspergillusok
tulélésében és elterjedésében, lehetdveé téve szamukra, hogy valtozatos kdrnyezeti koriilmények
kozott, valtozoé ozmotikus nyomads mellett is fennmaradjanak. Egyes Aspergillusok figyelemre
méltd ozmotikus alkalmazkodoképességet mutatnak, lehetdvé téve szamukra, hogy fenntartsak

a sejthomeosztazist valtoz6 ozmotikus nyomasu kornyezetben. Ezt a kompatibilis oldott
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anyagok, példaul glicerin, trehal6z és prolin felvétele és szintézisének szabalyozasa révén érik
el, amelyek segitenek az ozmotikus stressz kivédésében ¢€s a sejtszerkezetek stabilizalasaban
(Hagiwara és mtsai. 2016). Az ozmofil Aspergillusok fenn tudjak tartani az ozmoregulaciot és

az ionhaztartdst ozmotikus stressz koriilmények kozott is. Ez magadba foglalja az

crer

crer

fenntartasahoz (Martin 2022). Kiilonféle védelmi mechanizmusokat alkalmaznak az ozmotikus
stressz lekiizdése érdekében. Ilyen mechanizmusok példaul a stresszvalasz fehérjék (pl.
chaperonok, antioxiddnsok) szintézise, a DNS-javitd rendszerek aktivaldsa, valamint a
membran Osszetételének a megvaltoztatdsa a sejtek integritdsanak megoOrzése érdekében
(Hagiwara és mtsai. 2016). Az ozmotikus stressz befolyasolja az Aspergillusok anyagcserettjait
is, ami olyan metabolikus adaptaciot eredményez, amelyek lehetévé teszik szamukra, hogy
tuléljenek és szaporodjanak ozmotikusan kihivast jelenté koriilmények kozott. Ezenkiviil
modosithatjdk a szekunder metabolit termelésiiket is ozmotikus stressz hatdsira. Az
Aspergillusok ozmotikus alkalmazkodoképessége elengedhetetlen Okolodgiai sikeriikhoz és
ahhoz, hogy megtelepedhessenek kiilonb6z6 €éldhelyeken, beleértve a talajt, a bomld szerves
anyagokat ¢és a kiilonféle élelmiszertermékeket. Ozmofilidjuk lehetdvé teszi szamukra, hogy
ingadozd ozmotikus koriilmények kozott is boldoguljanak, lekiizdve ezéltal a tobbi
mikroorganizmust (Cairns és mtsai. 2018).

Az Aspergillusok szamos jelatviteli Gtvonalat alkalmaznak az ozmotikus stresszvalasz
aktivalasahoz, ezaltal biztositva tulélésiiket ¢és alkalmazkodasukat a kihivasokkal teli
kornyezetben.

Példaul a HOG utvonal révén, amely egy konzervalt MAPK jelatviteli kaszkad, amely
az ozmotikus stressz hatasara aktivalodik (Zhang és mtsai. 2021).

A kalcium jelatvitel szintén szerepet jatszik az ozmotikus stresszvalaszban, mely
magaba foglalja a kalciumcsatornakat, a kalciumkotd fehérjéket és a kalcium-dependens
protein kindzokat (CDPK), amelyek szabalyozzak a kiilonb6zd sejtfolyamatokat, beleértve az
ionhaztartast és a génexpressziot (de Castro és mtsai. 2019).

A ciklikus AMP (cAMP)-fliggd protein kindz A (PKA) Gtvonal részt vesz az ozmotikus
stresszvalaszban és az adapticidoban. Szabalyozza a génexpresszidt, az anyagcserét és a
stressztiirést a PKA és a downstream effektorok aktivalasa révén (Huang és mtsai 2017).

Az Aspergillusoknak tovabbi MAP kinazai is vannak, beleértve az MpkA-t és MpkB-t,

amelyek részt vesznek a sejtfal integritas biztositasdban és a stresszvalaszok szabalyzasaban.
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Ezek az utvonalak keresztezhetik is egymast az ozmotikus stressz jelatvitellel, és egyiittesen
biztositjak a sejtfal integritasat és a stresszhez valo alkalmazkodast (Valiante és mtsai. 2015).

A TOR-utvonal integralja a tapanyag-elérhetdségbdl, az energiaallapotbol és a
kornyezeti stresszhatasokbodl szarmazo jeleket, hogy ezaltal is koordinélja a novekedést és az
anyagcserét. Ezzel 6sszhangban szerepet jatszik az ozmotikus stresszvalasz, a sejtnovekedés és
proliferacié dsszehangoldsaban (Saxton és mtsai 2017).

A HOG ttvonalat ozmoszenzorok aktivaljak, amelyek érzékelik az ozmotikus nyomas
valtozésait. Az Aspergillusokban a Shol-szerli transzmembran fehérje €s az SInl hisztidin
kindz elsddleges ozmoszenzorként miikodik, detektadlva az extracelluldris ozmolarits
véltozasait. Az ozmotikus stressz érzékelésekor az ozmoszenzorok aktivalnak egy mitogén-
aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkadot, amely harom kinazbol all: Ssk2, Pbs2 ¢s Hogl
(Saccharomyces cerevisiae). Ez a kaszkad tovabbitja az ozmotikus jelet a sejtfelszinrdl a
sejtmagba, ahol szabdlyozza a génexpressziot, hogy eldsegitse az ozmotikus adaptéaciot. Az
ozmotikus stresszre adott valaszként a MAPK kaszkad a Hogl, az utvonal MAP kindzdnak
kettés foszforilacidjdhoz vezet a treonin ¢és tirozin oldallancokon. A foszforilalt Hogl
athelyezddik a sejtmagba, ahol foszforildlja a transzkripcids faktorokat és mas szabalyozo
fehérjéket, modulalva a génexpressziot, hogy eldsegitse az ozmotikus stressz adaptaciot. A
foszforilalt Hogl szabdlyozza az ozmotikus stresszvalasz gének expresszidjat a megfeleld
transzkripcids faktorok, példaul a Hotl és az MsnA foszforilaldsaval. A Hotl transzkripcios
faktor S. cerevisiaeben szabalyozza a glicerin-3-foszfat dehidrogenaz géneket, amelyek a
glicerinszintézisben vesznek részt az ozmotikus stressz vélasz részeként. Az MsnA
transzkripcids faktor pedig A. nidulansban szabdlyozza az ozmotikus stressz valasz géneket,
példaul a glicerin-3-foszfat dehidrogendz és az iontranszporter géneket, amelyek eldsegitik az
ozmolitok szintézisét és az ionok egyensulyanak fenntartdsat. Ezek a transzkripcios faktorok
specifikus DNS-szekvencidkhoz kotddnek a célgének promotereiben, ezaltal aktivalva vagy
elnyomva azok expresszidjat az ozmotikus stressz hatdsara. A HOG utvonal koordinalja az
ozmotikus adaptacidban részt vevo kiilonbozd sejtfolyamatokat, beleértve az ozmolitok (pl.
glicerin) szintézisét, az iontranszporterek szabalyozdsat és a sejt strukturdlis elemeinek a
védelmét az ozmotikus karosodastél. A HOG utvonal kolcsonhatasba 1ép mas jelatviteli
utvonalakkal, beleértve a cAMP/PKA utvonalat és a TOR (rapamycin célpontja) Gtvonalat,
hogy integralja az ozmotikus stressz jeleket a tapanyag elérhetdségének és az anyagcsere
allapotanak fiiggvényében (Hagiwara és mtsai. 2016; Lara-Rojas és mtsai. 2011; Mavrianos és

mtsai. 2014).
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2.5 A glicerin metabolizmus jelentésége

Az Aspergillusok glicerin-anyagcseréje biokémiai utvonalak komplex halozatat dleli
fel, amelyek lehetévé teszik ezen gombaknak a glicerin szénforrdsként torténd hasznositasat
novekedési és energiatermelési folyamataikhoz. Szdmos tanulmany fényt deritett az Aspergillus
fajokban a glicerin felhasznaldsanak hatterében all6 mechanizmusokra. Példaul Zhang és
munkatarsai (2018) ravilagitottak a glc4 gén altal kodolt glicerin kinaz szerepére a glicerin-
katabolizmus kezdeti 1épésében. Ez az enzim katalizalja a glicerin foszforilacigjat, és igy
glicerin-3-foszfatot allit eld, amely azutan beléphet a glikolizisbe vagy a glicerin-foszfat
transzfer rendszerbe. Ezen tilmenden azonositottdk a gldB altal kodolt glicerin dehidrogenéz
szerepét a glicerin dihidroxi-aceton-foszfatta (DHAP) torténd alakuldséban (de Vries és mtsai.
2003).

A glicerin termelés tobb, egymassal dsszefliggd anyagcsere-utvonalat foglal magéba.
Ezek az utvonalak hozzajarulnak a glicerin szintéziséhez kiilonb6z6 szénforrasokbdl, beleértve
a glikézt, és kulcsfontossagiak mind a sejtmetabolizmus, mind az ozmoadaptacid
szempontjabol.

A glikolitikus 1tvonal elsddleges utvonalként szolgdl a glicerin prekurzorok
eléallitasdhoz Aspergillusokban. A gliikoz glikolizis Gtjdn metabolizalodik, igy dihidroxi-
aceton-foszfat (DHAP) keletkezik, amely a glicerinszintézis fontos koztiterméke. A DHAP a
glicerinszintézis prekurzora a glicerin-3-foszfat dehidrogenaz (G3PDH) szdmara, ugyanis ez az
enzim katalizdlja a DHAP alakulasat glicerin-3-foszfatta, amely tovabb alakul glicerinné
(Brown ¢és mtsai. 2015).

A pentoz-foszfat utvonal kozvetve tdmogatja a glicerin szintézist a sziikséges
kofaktorok biztositdsaval. A NADPH sziikséges ahhoz, hogy a DHAP G3PDH-val glicerin-3-
foszfatta alakuljon. A. nidulansban a NADPH kofaktor biztositasa kiemelten fontos a glicerin
termelésben ozmotikus stressz koriilmények kozott (Hagiwara és mtsai. 2015).

Ozmotikus stressz hatasara az Aspergillusok a HOG jelatviteli Gitvonalat aktivaljak,
hogy szabalyozzak a glicerintermelést. A HOG utvonal irdnyitja a glicerin szintézisben részt
vevo gének transzkripcios aktivalasat az ozmotikus stressz hatdsara. Az olyan mitogén aktivalt
protein kinazok, mint az SskA és a SakA, szabdlyozzak a glicerinszintézis gének expresszidjat,

beleértve a gfdAt és a gfdBt (Furukawa és mtsai. 2007).
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3. Anyagok és modszerek

3.1 A stresszkisérletekhez felhasznalt torzsek és tenyésztési koriilmények

1. tablazat A kisérletekhez felhasznalt torzsek.

Torzsnév

A. nidulans THS30.3

A. nidulans AgfdB

A. glaucus CBS516.65
A. glaucus CBS516.65
'c gfdBI1-2
A. wentii CBS141173

A. wentii CBS141173

Genotipus

pyrG89, AfupyrG*; pyroA*,;

veA*; prototrof kontrol

pyrG89; AgfdB::AfupyrG";
pyroA’; veA+

vad tipus

An-gfdB szupplementalt

vad tipus

An-gfdB szupplementalt

Referencia

(Park és mtsai. 2015)

(Kiraly és mtsai. 2020a)

(de Vries és mtsai. 2017)

(Kiraly és mtsai. 2020b)

(de Vries és mtsai. 2017)

(Bodnar és mtsai. 2023)

'c gfdB1-3

3.1.1 A vizsgalatokhoz hasznalt transzgén torzsek eldallitasa

A higromicin B rezisztencia gént tartalmazé pAN7.1 plazmid (Punt és mtsai. 1987;
teljes szekvencia elérhetdé az alabbi linken: https://www.addgene.org/168129/) alapu
transzformacio soran bejuttatasra keriilt az 4. nidulans gfdB gén (16kusz ID: AN6792) sajat
nativ promoterével és terminator szekvencidjaval (Melléklet 1. tablazat), Xbal-Hindlll
klénozasi hellyel az A. wentii protoplasztokba. A protoplasztokat exponencialis ndvekedési
fazist (13-14 orés) siillyesztett kultirds 4. wentii tenyészetekbdl allitottuk eld komplex
taptalajon (2% gliikozt tartalmazo NMM, 0,5% ¢élesztkivonattal és 1% peptonnal kiegészitve),
a Trichoderma harzianum liz4ld6 enzim felhasznalasaval (Sigma, St Louis, MO, USA), a
polietilénglikol (PEG) alapt transzformaciés modszerrel, Szewczyk és mtsai. (2006) alapjan.
Transzformacionként 10°-107 protoplasztot hasznaltunk 100 pl-es szuszpenzioban és 5-8 ug
pAN7.1 plazmidot 10 pl-es alikvotokban. A transzformédnsokat egyetlen konidiumbol
novesztettiik, 100 ug mL! higromicint tartalmazo NMM tapkozegen, 25 °C-on torténd 3-5

napos inkubdci6 utan. A genomidlis DNS izoldlasdhoz a transzforméansokat rotacios
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razogépben inkubaltuk egy éjszakan at 25 °C-on, 220 fordulat/perc sebességgel 100 pg mL!
higromicint tartalmazé6 NMM-ben. A genomi DNS-t centrifugalassal gylijtott micéliumbol
izolaltuk (Szabo és mtsai. 2020a). A gfdB gén sikeres beépiilésének bizonyitasara genomidlis
DNS izoléalast kovetéen Emerald PCR reakciokat (EmeraldAmp MAX PCR Master Mix,
Takara Bio, San Jose, CA, USA) hajtottunk végre az AN6792 Xbal FW és AN6792 HindlIl
REV primerekkel (Melléklet 1. tablazat).

3.1.2 Az Aspergillus torzsek tenyésztése

A vizsgélatban hasznalt torzsek listaja az 1. tablazatban talalhat6. Az 4. wentii és A.
glaucus konidiumokat malatakivonat agaron (MEA) (1,5 % agar, 25 °C sotétben, 6 nap)
allitottuk el6, A. glaucus esetében 1,0 M NaCl kiegészitéssel (de Vries és mtsai. 2017; Emri és
mtsai. 2018; Orosz és mtsai. 2018). Az A. nidulans torzseket Barratt nitrat minimal taptalajon
(NMM) sporaztattuk standard koriilmények kozott (1,5% agar, 25 °C sotétben, 6 nap; (Barratt
és mtsai. 1965). A konidiosporakat 9 g L' NaCl-t és 100 uLL L' TWEEN-80-at tartalmazo steril
vizbe szuszpendaltuk, két réteg Miracloth-on (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA)
atszlirtlik, majd hemocitométerrel meghatdroztuk a sporaszamot. Valamennyi térzset NMM
tapagar lemezeken tenyésztettink a megadott tenyésztési koriilményekkel és 50%-os
glicerinben elkészitett konidiospora szuszpenzids tdrzsoldatokban taroltuk -75 C°-on (Szabo és

mtsai. 2020a,b).

3.1.3 Alkalmazott tapkozegek

A minimal taptalaj osszetétele:
20 g/l agar

10 g/l gliikoz

5 v/v % 20x NSS oldat

0,1 v/v % nyomelem oldat

pH 6,5

A malatas taptalaj osszetétele:
30 g/l malata kivonat

15 g/l agar

5 g/l mikoldgiai pepton

pH 6,0
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A 20x NSS (nitratos séoldat ,,nitrate salt solution’) oldat dsszetétele:
6 g/l NaNO;

1,5 g/l KH,PO,

0,5 g/l MgS0O,-4H,0 0,5 g/l KCl

A sporamoso folyadék osszetétele:
9 g/l NaCl
100 pl/l Tween 80

A nyomelem oldat dsszetétele:
50 g/l EDTA

22 g/1 ZnSO4 7TH,0

11 g/l H;BO;

5 g/l MnCl,-4H,0

5 g/l FeSO,4-7H,0

1,6 g/l CoSO4-5H,0

1,6 g/l CuSO4-5H,0

1,1 g/l (NHy)sM070,4-4H,0

3.2 Az Aspergillus torzsek genotipus ellenorzése

3.2.1 A gfdB gén kopiaszamanak ellenérzése qPCR maodszerrel

A gPCR reakcidhoz a Fast SYBR® Green master mixet (Applied Biosystems by Life
Technologies, Waltham, MA, USA) hasznaltuk. A gfdB gén kopiaszdmanak meghatarozasdhoz
higitasi sorozatot (320 ng, 160 ng, 80 ng, 40 ng, 20 ng, 10 ng DNS 7 ul térfogatonként)
Referencia génként az egy kopids A. nidulans y-glutamilcisztein-szintetdz (lokusz azonosito:
AN3150) ortologot kodoldo Aspwel 39921 gént hasznaltuk A. wentii esetében. A qPCR
genomidlis DNS-t, 10 ul Fast SYBR® Green master mixet, 0,4 pl forward primert, 0,4 pl
reverse primert és 2,2 pl nukledzmentes vizet tartalmaztak. Harom parhuzamos mérést
végeztiink minden egyes primerparral minden genomi DNS-koncentracional LightCycler®480
késziiléken (Roche, Basel, Svéjc), a primerparok teljes listdja elérhetd a Melléklet 1.
tablazataban. A PCR ciklusokat a kovetkezd protokoll szerint végeztiik: 1. 95 °C 2 perc; 40x
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ciklusszam: 95 °C 5,51 °C 105,65 °C 20s;95°C 155,51 °C 15 s, 95 °C folyamatos ciklus,
37 °C 1 s (Szabo és mtsai. 2020a). Az 4. wentii genomjaba beépiilt gfdB gén kopiaszdmat a
korabban leirtak szerint szamszerisitettiik {(Kiraly és mtsai. 2020a, b; Szabd és mtsai. 2020a,

b); egyenlet felhasznalasaval (Herrera és mtsai. 2009)}.

3.2.2 A gfdB gén expresszio analizise QRT-PCR modszerrel

Az RNS izoladlashoz haszndlt micéliumot 3 napos rdzatott lombikos tenyészetekbdl
(NMM, 220 rpm, 25 °C) gyljtottiik. Az RNS-t liofilizalt micéliumbol izolaltuk TRIzol
reagenssel (Chomczynski 1993), és a qRT-PCR méréseket a korabban leirtak szerint (Emri és
mtsai. 2015) Xceed SG 1-step 2x Mix Lo-ROX gPCR Kit (Institute of Applied
Biotechnologies, Prague, Czech Republic) segitségével végeztiik el. A qRT-PCR méréseknél
reakcionként 500 ng RNS-t hasznaltunk, és a reakcidkat 40 ciklus utan ledllitottuk a gyartod
ajanlasa szerint (az alkalmazott primerparokat a Melléklet 1. tablazata foglalja Gssze). A
relativ transzkripcidés szinteket a AACP modszerrel hataroztuk meg, ahol ACr = Cr
referenciagén — Cr gfdB, a Cr pedig a keresztezési pontoknak megfelelé6 qRT-PCR
ciklusszamokat jelenti. A relativ transzkriptum szinteket az Aspwel 38228 (A. fumigatus tefl
ortolog) referencia génnel is vizsgaltuk, mely reakcidk szintén hasonld eredményeket adtak

(Szabo és mtsai. 2020a).
3.3 Stresszadaptacios vizsgalatok

3.3.1 A. wentii CBS141173 és A. wentii CBS141173 'c gfdB torzsek, illetve az A. glaucus
CBS516.65 és A. glaucus CBS516.65 'c gfdB torzsek életképességének vizsgalata

A vizsgalt referencia és mutdns torzsek (1. tablazat) stresszérzékenységének
tanulmanyozéasara ¢és Osszehasonlitdsara nagy 1éptékli stressz agar lemezes vizsgalatokat
végeztiink (Baladzs ¢s mtsai. 2010). A laboratéoriumunkban rutinszerien hasznalt standard
stressz agar lemez protokollokat kdvetve (de Vries és mtsai. 2017, Orosz és mtsai. 2018) 1x103
frissen gylijtott sporat pontszeriien beoltottunk Barratt-féle NMM agaron, és 25 °C-on
inkubaltuk 5 és 10 napig. Az NMM agart sziikség szerint kiillonféle stresszkeltd agensekkel
egészitettiik ki. Az ozmofil 4. wentii és A. glaucus torzsek esetében hasonlo stresszérzékenységi
kisérletsorozatot ismételtiink meg, ahol az NMM agart a stresszorok mellett 2 M szorbittal is
kiegészitettiik. A kovetkezd stresszt-kivaltdo agenseket alkalmaztuk a zardjelben jelzett
koncentraciokban: sejtfal integritdsi stressz: kongovords (54, 81 és 108 uM); oxidativ stressz:
terc-butil-hidroperoxid (/BOOH; 0,4, 1,6 ¢és 2,4 mM), hidrogén-peroxid (9 és 18 mM),
menadion-natrium-biszulfit (MSB; 0,096, 0,19, 0,38, 0,62 mM), diamid (1,5 mM); nehézfém
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stressz: CdCl> (0,1, 0,15, 0,2 és 0,5 mM); hiperozmotikus stressz (amennyiben alkalmazhatd)):
szorbit (2 M), NaCl (0,5, 1 és 1,5 mM). A stresszkezeléseket kovetden a torzsek
stresszérzékenységét a telepek atmérdjével jellemeztiik (Baldzs és mtsai. 2010; de Vries és

mtsai. 2017; Orosz és mtsai. 2018; Kiraly és mtsai. 2020a,b).

3.3.2 Osszehasonlité stressztolerancia vizsgalat klaszter-analizis és multidimenziés

skalazas modszerével Aspergillus torzsekben

Az Aspergillus nemzetségében megfigyelt altalanos stresszérzékenység elemzése soran,
az A. wentii (CBS141173), A. wentii (CBS141173) 'c gfdBI, A. glaucus (CBS516.65), A.
glaucus (CBS516.65) 'c gfdB1, A. nidulans THS30.3 és A. nidulans AgfdB torzsek, jelenlegi €s
a korabbi vizsgalatokban keletkezett adatait (Kirdly és mtsai. 2020a,b) dsszehasonlitottuk mas
Aspergillus fajokkal, mely adatai elérhetdek a Fungal Stress Database-ben (FSD;
https://www.fung-stress.org/; de Vries és mtsai. 2017; Orosz ¢és mtsai. 2018; Emri és mtsai.
2018). A vizsgalatban felhaszndlt tovabbi 15 Aspergillus faj stresszérzékenységi adatai
elérhetéek a FSD adatbazisban: A. aculeatus (CBS 172.66), A. brasiliensis (CBS 101740), A.
carbonarius (CBS 141172 = DTO) 115-B6), 4. clavatus (CBS 513.65 = NRRL1), A4. fischeri
(CBS 544.65), A. flavus (CBS 128202 = NRRL 3357), A. fumigatus (CBS 126847 = Af293),
A. luchuensis (CBS 106.47 ), A. niger (CBS 113.46 és N402), 4. oryzae (Rib40), 4. sydowii
(CBS 593.65), A. terreus (NIH2624), A. tubingensis (CBS 134.48) és A. versicolor (CBS
795.97).

A MICsp érték, (Emri és mtsai. 2018, alapjan) a stressz-indukéald dgens azon legkisebb
koncentracioja mely 50%-kal csokkenti a telepatmérd novekedést, meghatarozasra kertilt H>O»,
MSB, CdCl, stressznek kitett tenyészeteken 25 °C-on torténd 5 és 10 napos inkubaciot
kovetéen. A NaCl, a kong6évords €s a szorbit esetében az 1,0 M, 108 uM, illetve 2,0 M
koncentracional mért relativ novekedési értékeket (a stresszmentes kontroll tenyészetekben
mért %-ban) vettik figyelembe a klaszteranaliziseknél, amelyet az R 4.2.0-s verzidju
szoftverével végeztiink. A standardizalt értékek elérhetéek a Melléklet 2. tablazataban. Az R
Project (www.R-project.org/) ,,dist”, ,,hclust” és ,,cmdscale” fiiggvényeit hasznaltuk a torzsek
kozotti Euklideszi tavolsagok meghatirozdsara, valamint a kladogram és az MDS diagram
létrehozasara (R Core Team 2022). Az 1. tablazatban feltiintetett torzsek
stresszérzékenységére  vonatkozd  kiillonbségek  és  hasonlosdgok, a  kiilonbozd
stresszkoriilmények kozott mért atlagos telepatmérd értékek alapjan keriiltek dbrazolasra az

MDS diagramon. A kovetkezd stresszorok jelenlétében mért telepatmérdket vettiik figyelembe:
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54 uM kong6vords, 2 M szorbit, 0,096 mM MSB, 0,4 mM /BOOH, 9 mM H>0O,, 1 M NaCl,
0,5 mM CdCl; a torzsek dsszehasonlitasa soran. Az erésen ozmofil 4. glaucus esetében minden

NMM stressz agar lemezt 2 M szorbittal egészitettiink ki.

3.4 Transzkripcios vizsgalatok

3.4.1 A transzkripcios vizsgalatokhoz hasznalt torzsek és tenyésztési koriilmények

A transzkripcios vizsgélathoz a 2. tablazatban felsorolt A. nidulans és A. wentii
torzseket hasznaltuk. Minden torzset Barratt minimal agar lemezen tartottunk (Barratt és mtsai.
1965) 25 °C-on. A 6. napon gyiijtott konidiumokat hasznaltuk siillyesztett tenyészetek

inokulalasara.

2. tablazat A transzKkripcios vizsgalatokhoz hasznalt torzsek.

Torzs Genotipus Referencia
A. nidulans THS30 pyrG89, AfupyrG*; pyroA*; veA* Park 2éoslr5ntsai.
A. nidulans AgfdB pyrG89; AgfdB::AfupyrG*; pyroA™; veA”* Kirél;z Oézsozntsai.
A. wentii CBS141173 Vad-tipus de Vri;% i:; mtsai.
A(v:v;gtlz; icl(gjgdB An-gfdB komplementalt torzs BOdne’lertézs3mtsai,

Az 1x10® konidiummal beoltott Barratt-féle minimal levest (100 ml taptalaj 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikban) rotacios razogépben inkubaltuk 25 °C-on, 220 fordulat/perc (kb. 3,7
Hz) mellett. Az A. nidulans micéliumot 36 6ra (THS30) illetve 38 o6ra (4gfdB), mig az A. wentii
micéliumot 65 o6ra (mind a CBS141173, mind a ‘c gfdB) tenyésztés utan gyijtottiik be. Az
exponencialisan novekvo fazisu micéliumok hasonlé fizioldgids koriilmények kozott torténd
gyljtésére az egyes torzsek esetében eltérd inkubacids idoket hasznaltunk (Bodnar és mtsai.
2023). Az sszegyljtott micéliumot mostuk, majd 100 ml friss Barratt-féle minimal levesbe
vagy 2 M szorbittal, 1 M NaCl-dal és 1 M NaCl + 2 M szorbittal kiegészitett Barratt minimal
taplevesbe vittiik at. A tenyészeteket tovabb inkubaltuk 25 °C-on, 220 fordulat/perc
sebességgel, melyekbdl 0,5 ora (RNS-izolalas), vagy 10 6ra (DCM-meghatarozas) utdn mintat
vettiink.
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3.4.2 RT-qPCR vizsgalatok

Az RNS izolaldsa Chomczynski 1993 ("TRI reagens" modszer) szerint tortént liofilizalt
micéliumbdl kiindulva. Az RT-qPCR vizsgalatokat a Melléklet 3. tablazataban felsorolt
primerparokkal végeztiik, Xceed SG 1-step 2x Mix Lo-ROX qPCR Kit (Institute of Applied
Biotechnologies, Praga, Cseh Koztarsasag) hasznalataval a gyarto protokollja szerint. A relativ
transzkripcids szinteket a ACP (a referencia- és célgén keresztezési pontja kozotti kiillonbség)
értékekkel jellemeztiik. ACP = CPreferencia gén _ Cpvizsgéltgén g5 CP g PCR termék kimutatdsat
jelzd fluoreszcencia kiiszob eléréséhez sziikséges ciklusszam. Az A. nidulans mintdk esetében
az AN6542 (actA, y-aktin), az A. wentii esetében az Aspwel 0167845 (feltételezett transzlacios

elongacids faktor EF-3) referenciagént hasznaltuk.

3.4.3 RNS szekvenalas

A teljes RNS-t liofilizalt micéliumbdl (Chomczynski 1993) izolaltuk négy kiillonbozo
tenyészetbdl (kezeletlen, 2 M szorbit, 1 M NaCl és 2 M szorbit + 1 M NaCl tenyészetek) minden
torzs esetében (4. nidulans THS30 és AgfdB, A. wentii CBS141173 és 'c gfdB) harom biologiai
ismétléssel (Osszesen 48 minta). A kapott readeket (mintanként 12—60 milli6 read) a hisat2
(2.1.0-s verzio; Kim és mtsai. 2019) szoftver segitségével illesztettiik a referencia genomokra
(a readek 84-96%-a illesztésre keriilt) és az illesztett readek szdmanak meghatarozasdhoz
featureCounts (2.0.0-s verzio, Liao és mtsai. 2014) szoftvert hasznaltunk. Az alabbi genom és
gff fajlokat hasznaltuk (FungiDB; https://fungidb.org/fungidb/app):
https://fungidb.org/common/downloads/release-65/AnidulansFGSCA4/fasta/data/FungiDB-
65 AnidulansFGSCA4 Genome.fasta;
https://fungidb.org/common/downloads/release-65/AnidulansFGSCA4/gft/data/FungiDB-

65 _AnidulansFGSCAA4.gff;
https://fungidb.org/common/downloads/release-65/AwentiiDTO134E9/fasta/data/FungiDB-
65 AwentiiDTO134E9 Genome.fasta;
https://fungidb.org/common/downloads/release-65/AwentiiDTO134E9/gff/data/FungiDB-

65 AwentiiDTO134E9.gff.

A differencidlisan expresszalt géneket a DESeq2 (verzio 1.36.0; Love és mtsai. 2014) program
segitségével hataroztuk meg. Az RPKM ¢értékek kiszdmitasahoz az edgeR csomag ,,rpkm”
fiiggvényét (Robinson és mtasi. 2010), a fékomponens-analizis végrehajtdsdhoz pedig a
,prcomp” fliggvényt hasznaltuk. A gfdB gén esetében (amely nem része az A. wentii
CBS141173 genomnak) meghataroztuk az A. nidulans gfdB génjének FungiDB-ben elérhetd
szekvenciajara illeszthetd readeket (https://fungidb.org/fungidb/app) a BBmap szoftver
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segitségével (39.03-as verzio; https://sourceforge.net/projects/bbmap/; ,,perfectmode”
bedllitas) és az igy kapott adatok alapjan szamoltuk ki az RPKM (,,reads per kilobase per
million mapped reads”) értékeket. Az A. nidulans THS30 torzs esetében a BBmap szoftver altal
generalt adatokkal és az edgeR csomag ,,rpkm” funkcidjaval szamitott RPKM értékek kozotti
kiilonbség (az adatok a GSE255841 cimen érhetdk el; Gene Expression Omnibus; http

://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) kevesebb, mint 10% volt.

3.4.3 Transzkriptom adatok kiértékelése

A tul- és alulszabdlyozott géneket olyan differencidltan expresszalédd génekként
hataroztuk meg (DEG-ek; korrigalt p-érték < 0,05), ahol logFC > kiiszobérték, illetve logoFC
< -1 x kiiszobérték volt, kiiszobértékként 1-et megadva. Az FC a fold change értéket jelenti, a
logFC értékeket pedig a DESeq2 szoftver (1.36.0 verzid) szamitotta ki. A logoFC érték
kiszamitasanal a kezeletlen tenyészetek (amikor az ozmotikus stressz kezelés hatasat vizsgaltuk
egy torzsre), vagy az A. nidulans THS30, illetve az A. wentii CBS141173 tenyészetek (amikor
a génmanipulacio kovetkezményeit vizsgaltuk egy tenyésztési koriilmény mellett a megfeleld
fajban) transzkriptomjat tekintettiik referencianak.

A génkészlet-disulasi elemzéseket a ShinyGO (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/)
platformon (4. nidulans), vagy a FungiDB (https://fungidb.org/fungidb/app) platformon (4.
wentii) végeztiikk, az alapértelmezett bedllitasokat alkalmazva. A haromnal kevesebb gént
tartalmazé GO és KEGG utvonalakat, illetve a csak egy gént tartalmazé taldlatokat kihagytuk
az elemzésbdl, és csak azokat a talalatokat vettiik figyelembe, amelyek korrigalt p-értéke
(Benjamini-Hochberg korrekcié) < 0,05 volt. Mivel a génkészlet-dusitasi elemzések
nagymértékben fliggnek a vizsgalt génkészletek méretétdl, a vizsgalatokat 0, 1 és 2
kiiszobértékkel meghatarozott tul- és alulszabalyozott gének csoportjaival is elvégeztiik.

A transzkriptomok valtozasanak hasonlosagait vagy a logoFC értékek kozotti Pearson-
féle korrelacios egyiitthatoval jellemeztiik, vagy a tal- és alulszabalyozott gének Venn-
analizisével.

Az A. nidulansban az ozmotikus stressz alatt kiilondsen fontosnak tartott (¢s az
ozmotikus stressz altal feliilszabalyozott) géneket az idézett dokumentumokbol gytijtottiik
Ossze (Han és mtsai 2002, Furukawa és mtsai. 2005, Hagiwara és mtsai. 2007, 2009a, 2009b,
Lara-Rojas ¢és mtsai. 2011). E géneket ,,0ozmotikus stresszgének”-nek tekintettiik, bar
természetesen mas stresszvalaszokhoz is hozzajarulnak. Az ismert, vagy feltételezhetden
antioxidans enzimeket (kataldz, citokrom c-peroxiddz, glutation-diszulfid-oxidoreduktaz,

glutation-peroxidaz, glutation-transzferdz, (hem)peroxiddz, peroxiredoxin, szuperoxid-
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diszmutdz  és  tioredukcids-diszulfid  reduktaz) kodoldé  géneket a  FungiDB
(https://fungidb.org/fungidb/app) és Pakozdi és mtsai. 2023 kozleménye alapjan valasztottuk ki
(,,oxidativ stressz” génnek). A ,,glicerin metabolizmus” gének Fillinger és mtsai. 2001a, alapjan
kertiltek kigytjtésre. Ezen gének ortologjait az 4. wentii-ben a FungDB-tdl gylijtottiik dssze
(https://fungidb.org/fungidb/app). Amikor egynél tobb A. wentii ortoloég szerepelt a FungiDB-
ben, a ,,legjobb talalatot” a Blastp platformmal hatdroztuk ~ meg
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). A Fisher-féle tesztet (az R projekt
»fisher.test” funkcidja; https:// www.r-project.org/) hasznaltuk ezen gének dusuldsanak

tanulmanyozéasara a megfeleld génkészletekben.

3.5 Statisztikai modszerek

A stresszkezelések és a génmanipuldciok hatdsa az A. wentii CBS141173, az A. wentii
CBS141173 'c gfdB1, 'c gfdB2 és 'c gfdB3, valamint az 4. glaucus CBS516.65 és A. glaucus
CBS516.65 'c gfdB1 és 'c gfdB2 torzseket kéttényezds varianciaanalizissel (ANOVA), majd
Tukey-féle post hoc teszttel elemeztiik. Az atlagos telepatmérd értékek kozotti kiillonbséget
szignifikansnak tekintettiik, ha a korrigalt p-érték 0,05-nél kisebb volt (Kirdly és mitsai.
2020a,b).

3.6 Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A vizsgélatainkban felhasznalt vegyszerek, — amennyiben azt a disszertdcidban
masképpen nem jeldltem — a Sigma-Aldrich Kft. és a WVR Kft. analitikai tisztasdgu termékei
voltak.
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4. Eredmények

4.1 A vizsgalt Aspergillus torzsek genotipusanak ellendrzése

4.1.1 A gfdB gén transzformaciojanak ellenorzése A. wentii CBS141173 'c gfdB

torzsekben

Az A. wentii CBS141173 'c gfdB torzsek eldallitasdhoz az A. nidulans gfdB nativ
promoter- €s terminator szekvenciajat tartalmaz6 pAN7.1 plazmid keriilt felhasznélasra. A gfdB
gén (16kusz ID: AN6792) jelenlétét az AN6792 Xbal FW és AN6792 Hindlll REV primerekkel
igazoltuk (Melléklet 1. tablazat). A gfdB gén kopiaszam meghatdrozdsa qPCR modszerrel
tortént az A. wentii CBS141173 'c gfdB torzsekben. A varhatd genotipusok ellendrzése utan

meghataroztuk a beépiilt A. nidulans gfdB gén kopiaszamat.

(151 ..170) pBR322ori-F Peil (306)
| L4440 (404 .. 421)
L ___—BspaQl -Sapl (423)

_—M13/pUC Reverse (617..639)
——— M13 Reverse (636 .. 652)

___Bgll (798)

_BmgBl (1041)
— BstEll (1063)
- Stul (1132)

\  Kfll (1330)
P — _Aarl (1494)
(5208 .. erze_! pBR O'E';? —_ Bcll* (1519)
(5148 .. J_l,mr pGE.x 3 —— Nhel (1570}
(5029 .. 5048) pRS-marker N " Bmtl (1574)
(4963) PluTl pAN7.1
"
(4961) Sfol 6768 bp — PspXI (1743)
(4960) Narl — !
(4959) Kasl - T Xcml (1830)
(4813 .. 4835) M13/pUC Forward —
(4804 .. 4821) M13 Forward
(4795) Hindill /
(4787) Shfl ¥ “BsrGl (2088)
(4731) Xbal /|
(4650) Nael |

(4648) NgoMIV

(4594) BstZ171 |
~ Awrll (2387)

(4485) Pasl
(4301) Blpl Mfel (2403)
N Msel (2580)
(4192) Milul N e
BbvCl (2645)
(4006) BamHI

(3745) Sacll Pshal (2992)

\ Ncol (3317)
(3373) Rsrll Asisl (3329)

1. dbra A higromicin B rezisztencia gént tartalmazé pAN7.1 plazmid vektortérképe (Punt és mtsai.
1987; a vektortérkép elérheto az alabbi adatbazisban: https://www.addgene.org/168129/) Az A. wentii
protoplasztok transzformalasara az A. nidulans gfdB gén (locus ID: AN6792) nativ promoter €s

terminator szekvenciakkal keriilt bejuttatasra az Xbal-Hindlll klonozasi helyekre.
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3. tablazat A gfdB gén kopiaszam meghatarozasa gfdB-vel transzformalt fiiggetlen 4.

wentii 'c gfdB transzformansokban?

Torzs gfdB® r’ Aspwel 39921° r’ Kopiaszam
’c gdel y=-4,2037x+23,034 0,98 y =-4,5586x + 28,023 0,99 0,91 +0,18
’c gdeZ y=-4,1217x+23,306 0,98 y =-5,7735x + 30,019 0,98 0,98 +£ 0,02
’c gde3 y=-4,0371x+22,878 0,98 y =-5,5362x + 30,126 0,99 0,97+0,13

* Ezekben az analizisekben az A. nidulans y-glutamilcisztein szintetdz (A. nidulans 16kusz 1D:
AN3150) gén ortologjat kodolo Aspwel 3992 1-et hasznaltuk egykdpias referencia génként. A beépiilt
A. nidulans gfdB (l0kusz azonosité: AN6792) gén(ek) genomonkénti szamat a kovetkezd egyenlettel
hataroztuk meg: gfdB genomonként = (a gfdB 0sszes kopiaja)/(az Aspwel 39921 osszes kopiaja).

’A Cr =m(log mennyiség) + b egyenletet ugy alkalmaztuk, hogy felrajzoltuk a log mennyiség
standard gorbéjét a megfeleld Cr érték fliggvényében, ahol y a Cr érték, m a meredekség, x a

log(mennyiség), €s b a metszési pont.

4.1.2 A gfdB gén expressziojanak meghatarozasa qRT-PCR maddszerrel A. wentii
CBS141173 'c gfdB torzsekben

A gfdB gén expresszidjat A. wentii-ben qRT-PCR moddszerrel mutattuk ki.

‘¢ gfdB 1 c gfdB 2 ‘c gfdB 3 A.wentii

e

2. abra A gfdB gén relativ transzkripcios szintjei az A. wentii 'c gfdB1, 'c gfdB2 és 'c gfdB3
mutansaiban, valamint a vad tipust térzsben (CBS141173). A micéliumokat nitrat minimal

tapkozegben 220 fordulat/perc sebességgel, 25 °C-on 3 napig inkubalt tenyészetekbdl gylijtottiik be. A
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relativ transzkripcids szinteket a AACP moddszerrel hataroztuk meg, ahol ACr= Cr referenciagén — Cr
gfdB, a Cr pedig a keresztezési pontoknak megfeleld rRT-PCR ciklusszamokat jeloli. Az Aspwel 38228
gént (az A. fumigatus tefl ortologjat) hasznaltuk referencia génként. Az atlag értékeket és a szorast
harom fliggetlen kisérletb6l szamitottuk.

* Szignifikans kiilonbség a mutans és a vad tipusu torzs kozott (p < 0,05; Student t-teszt). A
mutansok relativ transzkripcios értékei nem kiilonbdztek szignifikdnsan egymastol (p < 0,05; Student t-

teszt).

4.2 Stresszérzékenység vizsgalatok

4.2.1 Az A. wentii CBS141173 és A. wentii CBS141173 'c gfdB torzsek fenotipusanak

jellemzése

Az A. wentii 'c gfdBl, 'c gfdB2 és 'c gfdB3 torzsek (fiiggetlen transzformansok)
ozmofilidjat és stresszérzékenységi fenotipusait dsszehasonlitottuk az A. wentii vad tipusu
torzsével. Figyelemreméltd, hogy az A. wentii A. nidulans gfdB-vel valo kiegészitése részben
komplementalta a vad tipusu A. wentii ozmofiliajat, amely 2 M szorbitnak vagy 0,5 M vagy 1
M NaCl stresszkezelésnek volt kitéve (3. és 4. abra), mig a nagyobb expozicio, 1,5 M NaCl
koncentracid nem eredményezett ozmofiliat a vad tipust torzsben, s6t gatldé hatasu volt a ‘c
gfdB torzsekre (5. abra). Lassi novekedési fenotipust figyeltiink meg a gfdB-vel kiegészitett
A. wentii mutansok esetében szorbit hidnyaban, koriilbeliil 16-30%-kal csokkent a telepatmérok
mérete (3., 4. és 5. abra). 2 M szorbit jelenlétében kezeletlen koriilmények kozott, a
telepatmérdk hozzavetdlegesen 28-35%-kal kisebbek az 4. wentii 'c gfdB1, 'c gfdB2 ¢s 'c gfdB3
mutans torzsek esetében, az A. wentii vad tipusi torzshoz képest (6. abra). Szérvanyosan
kisebb stresszérzékenységi fenotipusokat figyeltiink meg az oxidativ (H.02, BOOH, MSB,
diamid), a sejtfal integritasi (kongovords) és a nehézfémeknek (Cd*") kitett A. wentii
kultardkban, amelyek jellemzden a 'c gfdB torzsekben felerdsodtek, a nagy (0,2 mM)

crer

csOkkentette a megfigyelt nehézfém stresszérzékenységet (3. és 4. abra).
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6
® A, wentii N gfdB1 u’c gfdB2 ’c gfdB3
a
5
_—
g 4 a,b
EE a,b
a,b
3 B l
= o
£ &
< i
= NN
a ab i
] b
2 B 1 ab 2 ab
i a,b
a,b
1 B
Kezeletlen 0,4 mM 0,096 mM 1,5 mM 2M
H,0, tBOOH MSB diamid szorbitol
A. wentii
*c gfdB_1
*c gfdB 2
‘c gfdB 3

3. abra Az A. wentii vad tipusu és a gfdB-vel kiegészitett 'c gfdB1, 'c gfdB2 és 'c gfdB3 torzsek
stresszérzékenységi fenotipusai Kkiilonb6z6 stressz koriilmények kozott, 10 napos inkubaciot
kovetéen 25 °C-on NMM stressz agar lemezeken. Mindegyik kisérletben az ,,a” és ,,b” betiik
szignifikans kiilonbségeket jeleznek a stresszkezelt €s a kezeletlen tenyészetek novekedése kozott,

valamint a genetikai manipulaciok €s a stresszhatasok kozotti jelentos kdlcsonhatasokat.
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A kombinalt ozmolitos kezelések (2 M szorbit 1 M vagy 1,5 M NaCl-dal) hatranyosak
voltak az A. wentii szamara, és az ozmolit keverékek gatld ereje tovabb fokozddott a 'c gfdB
torzsekben (6. abra). Egyes esetekben 2 M szorbit hozzdadasa a taptalajhoz novelte a
kornyezeti stressz sulyossagat, példaul a ‘c gfdB torzsek esetében 1,5 mM diamid jelenlétében

nem tapasztaltunk ndvekedést.

5
® A wentii »’c gfdBl ©’c gfdB2 ’c gfdB3
a
a
4
)
N
K] ab
E “by ab b b
% & I <8 aa’ba ba,b
=, 2 a i \§ o ab ab
= N . b
o i § B : \§ B a,
8 g § . § b
1
| - Hhl N
\ i i \ i : \ g : \ g
i \ i i \ o : \ e : \ i
i o A \ i i \ o : \ o : \ i
i o N \ i i \ o : \ o : \ i
LB E B D B \ B B : | £ I
Kezeletlen 1,6 mM 2,4 mM 05M 1M 81 uM 0,15 mM 0,2 m
tBOOH tBOOH NaCl NaCl kongévoros CdCl, CdcCl,

A. wentii

‘c gfdB 3

4. abra Az A. wentii vad tipusu és a gfdB-vel kiegészitett 'c gfdBl, 'c gfdB2 és 'c gfdB3 torzsek
valtozo stressztiirése (10 napos inkubacio, 25 °C, NMM stressz agar lemezek). Az ,,a” és ,,b” betlik
a stresszkezelt és a kezeletlen tenyészetek novekedése kozotti jelentds kiillonbségeket, valamint a

genetikai manipulaciok és a stresszhatasok kozotti jelentds kdlcsonhatasokat jelolik.
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Ezzel szemben a 2 M szorbit elésegitette a ‘'c gfdB torzsek novekedését, amikor 0,38
mM MSB-nek voltak kitéve (6. abra), mig ozmolit kiegészités hidnydban elmaradt a ndvekedés
(5. abra). A 2 M szorbit hozzdaddsa az NMM agarhoz kismértékben novelte az 4. wentii 'c
gfdB torzsek oxidativ stressztiird képességét is 9 mM HoO; jelenlétében (6. abra), ami nem volt
megfigyelheté NMM stressz agar kisérletek soran, szorbit hidnya esetében (3. abra).

A stresszexpozicio és az A. nidulans gfdB-szupplementacio kozotti kolcsonhatasokat
kétiranyt ANOV A-val, majd Tukey-féle post hoc teszttel is vizsgaltuk. Amint a 3., 4., 5. és 6.
abran lathato, a stresszexpozicio - gfdB kolcsonhatasok meglehetdsen szorvanyosak voltak, de
néhany egyértelmii kolcsonhatas (az abrak felsd részében ,,b” betiivel jelolt) megfigyelhetd
volt. Nem volt detektalhato kdlcsonhatés a 2,4 mM rBOOH-kezelés és a gfdB kiegészités kozott
A. wentii esetében (4. abra), bar az A. nidulans gfdB teljesen helyreallitotta az A. glaucus
novekedését 0,4 mM rBOOH jelenlétében 2 M szorbittal kiegészitett stressz agar lemezeken
(Kiraly és mtsai. 2020b). A 2 M szorbit hozzdad4dsa nem befolyédsolta szamottevéen a
stresszexpozicid és a gfdB gén kozotti kolecsonhatasokat A. wentii esetében, példaul 54 pM

kongdvoros kezelés esetében ezen kolesonhatés elveszett 2 M szorbit jelenlétében (6. abra).
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5. abra A. wentii 'c gfdB torzsek stressz fenotipusai (10 napos inkubaciot kovetéen, 25°C-on, NMM
stressz agar lemezeken). ,,a” szignifikans kiilonbségek a stresszkezelt és a kezeletlen kultarak
novekedése kozott. ,,b” jelentds kolcsonhatasok a genetikai manipuldciok hatasai és a stresszhatasok

kozott.
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4.2.2 Az A. wentii CBS141173 és A. glaucus CBS516.65 stressztolerancia alapu

osszehasonlito elemzése 17 Aspergillus torzzsel

Megvizsgaltuk 17 Aspergillus faj evolucios tdvolsagait, stresszérzékenységét (Orosz és
mtsai. 2018), a MICs értékek (H2O2, MSB, CdCl»), valamint a stresszhatasokra (szorbit, NaCl,
kongo6vords) mért telepatmérdk alapjan, melyeket multidimenziondlis skalazassal abrazoltunk
(Emri és mtsai. 2018). A dendrogramok készitéséhez klaszteranalizist végeztiink (az 4. niger-t
két torzs képviselte) (7. abra; 5 és 10 napos inkubacid, 25 °C; Emri és mtsai. 2018).

Klaszteranalizist és tobbdimenzids skalazast végeztink egy kiterjesztett stressz-
adatbazison, hogy nyomon kovethessiik a két ozmofil A. glaucus és A. wentii faj
stressztolerancian alapuld pozicionaldsdban bekovetkezett valtozasokat, amelyeket az
ozmolitok és a gfdB gén szupplementécioja valtott ki. E cél elérése érdekében 0,5 és 1 M NaCl-
dal (4. glaucus), 2 M szorbittal kiegészitett A. glaucus és A. wentii NMM stressz agar
tenyészetekbdl nyert stresszérzékenységi adatokat (4. glaucus és A. wentii vad tipusu torzsek,
A. glaucus és A. wentii 'c gfdB torzsek) (de Vries és mtsai. 2017; Emri és mtsai. 2018; Orosz és
mtsai. 2018; Kiraly és mtsai. 2020b), valamint az A. nidulans AgfdB géndeléciés mutanst
(Kiraly és mtsai. 2020a) szintén figyelembe vettilk mind a dendogram (7B. dbra), mind a
tobbdimenzids 1éptékii diagram (7C. dbra) készitésénél.

Sem a klaszteranalizissel késziilt dendrogram (7B. dbra), sem a vizsgalt Aspergillus
fajok kornyezeti stressztiird képessége kozotti tavolsagok tobbdimenzids analizise (7C. abra)
nem kiilonitette el 1ényegesen az ozmolitnak kitett és a gfdB génnel szuplementalt A. glaucus
¢€s A. wentii torzseket a vad tipust A. wentii, a vad tipusu A. nidulans és az A. nidulans AgfdB
torzsektdl (7. abra). Mindazonaltal az A. wentii és az A. nidulans AgfdB, amelyekben nem
voltak gfdB gének, viszonylag kozelebb voltak egymashoz, mint a vad tipusu A. nidulans
torzshoz. Hasonlo tendencidk nem figyelhet6k meg az 4. glaucus esetében, amely szigoruan
xerofil/ozmofil gomba, amely ozmolit potlasa nélkiil alig tud szaporodni (Melléklet 1. abra;

de Vries és mtsai. 2017; Orosz €s mtsai. 2018; Kiraly és mtsai. 2020b).
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Aspergillus niger NRRL3

Aspergillus niger ATCC1015
Aspergillus niger CBS513.88
Aspergillus luchuensis CBS106.47
Aspergillus kawachii IFO 4308
Aspergillus tubingensis CBS134.48
Aspergillus brasiliensis CBS101740
Aspergillus carbonarius CBS141172
Aspergillus aculeatus CBS172.66
Aspergillus versicolor CBS795.97
Aspergillus sydowii CBS593.65
Aspergillus nidulans FGSC A4
Aspergillus flavus NRRL3557
Aspergillus oryzae RIB40

Aspergillus terreus NIH 2624
Aspergillus fumigatus Af293

Aspergillus fischeri NRRL181
Aspergillus clavatus NRRL1

Eurotium rubrum

Aspergillus glaucus CBS516.65
Aspergillus wentii CBS141173
Penicillium chrysogenum
Penicillium rubens Wisc. 54-1255
Penicillium digitatum PHI26
Aspergillus zonatus CBS506.65

Section Nigri

Aspergillus wentii ‘c gfdB sorb
Aspergillus wentii ‘c gfdB
Aspergillus nidulans AgfdB

Aspergillus glaucus ‘¢ gfdB sorb
Aspergillus glaucus sorb

Aspergillus glaucus 1M NaCl

Aspergillus glaucus 0.5M NaCl

Aspergillus wentii
Aspergillus terreus

Aspergillus wentii sorb

Aspergillus carbonarius
Aspergillus nidulans
Aspergillus clavatus

|Aspergillus aculeatus] ——

Talaromyces marneffei ATCC 18224

(Aspergillus niger CBS113.46)

Talaromyces stipitatus ATCC 10500
Coccidioides posadasii C735 delta SOWgp
_‘:{Coccidioides immitis RS
Uncinocarpus reesii 1704
r Microsporum canis CBS 113480
Trichophyton rubrum CBS 118892

Histoplasma capsulatum NAm1
Paracoccidioides brasiliensis Pb03

{Trichoderma reesei
Neurospora crassa

Aspergillus niger N402
Aspergillus fischeri

Aspergillus glaucus |
—
—

A. sydowii
A. fischeri

C
L )

A. versicolor,

()
®

A. glaucus 1M NaCl
(]
[ ]
A. glaucus 'c gfdB sorb
A. nidulans AgfdB

L]
i L]
. A. glaucus 0.5M NaCl
A. wentii 'c gfdB. (—

A. wentii sorb

D2

A. wentii 'c gfdB sorb

A. wentii
A. Iaucus

A. niger N402

A. niger CBS113.46

A. brasiliensis

7. abra A vizsgalt Aspergillus torzsek filogenetikai pozicidinak és stressztiird képességének

osszehasonlitasa. 7A. rész, az Aspergillus spp. de Vries ¢és

mtsai. 2017, korabbi publikaciojabol

reprodukalva modositasokkal. Az A. niger ATCC 1015 azonos a CBS 113.46-tal. 7B. rész, a

klaszteranalizis dendrogramja, amely az A. glaucus, A. nidulans és az A. wentii torzsekre a jelenlegi és

korabbi (Kiraly és mtsai. 2020a,b) vizsgalatokbol nyert vagy a Fungal Stress Adatbazisban tarolt

stressztiirési adatokon alapul (az 6sszes tobbi torzs; Orosz és mtsai. 2018; http://www.fung-stress.org/).

7C. rész, a vizsgalt Aspergillus fajok stressztolerancia variabilitasanak tobbdimenzids [éptékii

abrazolasa (de Vries és mtsai. 2017; Emri és mtsai. 2018).
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Amint a 7B. és C. dbran lathat6, minden NMM-en vagy 2 M szorbittal kiegészitett
NMM agaron ndvesztett A. wentii vad tipust és ‘c gfdB torzs az A. terreus kozelében maradt
(7B. abra; klaszteranalizis dendrogram) illetve kozel az A. aculeatushoz (7C. abra;
tobbdimenzids 1éptékli abrazolas). Hasonloképpen, minden ozmolittal (NaCl, szorbit)
kiegészitett A. glaucus tdrzs az A. carbonarius és az A. clavatus kdzelében maradt (7B. abra;

klaszteranalizis dendrogram) vagy az A. carbonarius és A. terreus kdzelében (7C. abra).

4.2.3 Az A. wentii CBS141173, A. glaucus CBS516.65 és A. nidulans THS30

stressztolerancia alapu pozicionalasa

Az A. glaucus és A. wentii vad tipusu és ‘c gfdB mutéans torzsek stressztiird képességét
az A. nidulans vad tipust és AgfdB mutans torzsével is Osszehasonlitottuk tobbdimenzios
skalazas modszerével. Ebben a kisérletsorozatban a telepatméréket NMM agar lemezeken
mértiik, amelyeket kivalasztott stressz-indukald dgensekkel (54 uM kongdvords, 2 M szorbit,
0.96 mM MSB, 0,4 mM BOOH, 9 mM H202, 1 M NaCl és 0,5 mM CdCly) egészitettiink ki
(8. abra). A 7. abran bemutatott 17 Aspergillus faj alapt klaszteranalizis dendrogrammal és
tobbdimenzids 1éptékii diagrammal ellentétben ez a megkozelités egyértelmiien azt jelezte,
hogy az A. wentii és az A. glaucus kiegészitése az A. nidulans gfdB génjével megndvelte a
tavolsagot e fajok kozott (8. abra). Ez az eredmény Osszhangban van azzal a megfigyeléssel,
miszerint a gfdB beépitése nagymértékben ndvelte az A. glaucus oxidativ stressztiird képességét
anélkiil, hogy befolyasolta volna az ozmofiligjat (Kiraly és mtsai. 2020b), mig ugyanezen gén
beépitése az A. wentii genomba csokkentette az ozmofiliat anélkiil, hogy egyértelmii, egyiranyu
valtozast adna oxidativ stressztlirés esetében (3., 4., 5. és 6. abra). Erdekes modon ugyanaz a
moddszer nem mutatott mélyrehatd kiillonbségeket az A. nidulans vad tipusu és a AgfdB torzs
stressztiirésében, és mindkét torzs kiilon maradt, nagy tavolsagra a vizsgalt 4. glaucus €s A.

wentii torzsektdl (8. abra).
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8. abra Az Aspergillus vad tipusu (A. nidulans, A. glaucus, A. wentii) és mutans (A. nidulans AgfdB;
A. glaucus 'c gfdB1 és 'c gfdB2; A. wentii 'c gfdB1, 'c gfdB2 és 'c gfdB3) torzseket teszteltiik
tobbdimenzids skaldzds modszerével. A stresszérzékenységi vizsgalatokat NMM stressz agar
lemezeken (10 napos inkubacid, 25 °C) végeztiik, és az A. glaucus torzsekhez készitett taptalajok

minden esetben 2 M szorbit kiegészitést tartalmaztak.

4.3 Transzkripcios vizsgalatok

4.3.1 A gfdB gén expressziojanak osszehasonlité hatasvizsgalata A. nidulans THS30 és A.
wentii CBS141173 torzsekben

A szorbit (2 M), NaCl (1 M) és NaCl + szorbit (1 M ¢és 2 M) kezelések hatdsanak a
vizsgalatat a 2. tablazatban feltlintetett tenyészetek tanulmanyozasaval vizsgaltuk.

Az RNS szekvendlassal kimutatott négy torzs tenyészetében az ozmolitok altal kivaltott
genomszintli transzkripcids valtozdsok jo korrelaciot mutattak az RT-qPCR adatokkal
(Melléklet 4. tablazat). A foékomponens-elemzések alapjan (Melléklet 2. abra) a
stresszkezelések jelentds hatassal vannak a transzkriptomokra, és a harom bioldgiai replikdtum
mindegyik kezelésben hasonld transzkriptumot mutatott, kivéve a szorbittal kezelt 4. wentii
CBS141173 ¢és a NaCl-al kezelt A. wentii 'c gfdB kultirakat, ahol a hasonlosag kisebb volt.
Figyelmen kiviil nem hagyhaté azonban, hogy az ozmofil 4. wentii CBS141173 torzs,
kezelések eldtti, hossza tenyésztési ideje normal ozmolaritas mellett sziikségszeriien novelte a
csoporton beliili eltérések novekedésének lehetdségét ezekben a kisérletekben.

A szorbit és NaCl stresszkezelések csokkentették az A. nidulans THS30 novekedését a

stillyesztett kultardkban (9. A dbra), ahogy az agar lemezes kisérletekbdl varhato volt (Bodnar
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¢s mtsai. 2023). A korabbi tanulmanyokkal dsszhangban (Bodnar és mtsai. 2023) a gfdB
géndelécionak nem volt jelentds hatasa a ndvekedésre (9. A dbra). A kombinalt stresszkezelés
(NaCl + szorbit) sem csokkentette szignifikansan a novekedést (9. A abra). A gfdB gént
szignifikdnsan indukalta mind a szorbit, mind a NaCl stressz a korabbi tanulméanyoknak
megfeleléen (Furukawa és mtsai. 2007, Baldzs és mtsai. 2010), de a kombinalt NaCl + szorbit
stressz esetében ez nem volt megfigyelhetd a THS30 torzsben (10. A dbra). Ezzel szemben a
gfdA expresszidja kevésbé valtozott a gfdB génhez képest, és ezek a valtozasok specifikusak az
ozmotikus stressz tipusara. A gfdA gén transzkripciojat a NaCl kezelés fokozta, a kombinalt
NaCl+szorbit kezelés csokkentette, és szorbit jelenlétében mindkét torzsben valtozatlan maradt
(10. B abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a Gldb (NADP-fiiggd glicerin-dehidrogenaz),
(Fillinger és mtsai. 2001a) mellett, a GfdB is részt vett az ozmotikus stresszvalasz
kialakulasaban, annak ellenére, hogy ennek az enzimnek a szerepe kevésbé volt jelentds (Kiraly
¢s mtsai. 2020a, és 9. abra) és szabalyozottsaga, igy a stresszvalaszban betoltott szerepe is

kiilonbozik a GfdA-tol.

4.0

35

3.0 l l
¢ t

25 t 1 t

2.0 L

1.5

1.0

0.5

0.0

Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl + Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl +
szorbit szorbit

A. nidulans THS30 A. nidulans AgfdB
(a)

Szaraztomeg (g/1)

39



4.0
3.5
3.0
2.5

t
2.0 t__r[
1.5 m
m
1.0 m
0.5 ﬂ
0.0

Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl + Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl +
szorbit szorbit

A. wentii CBS141173 A. wentii 'c gdfB

(b)

9. abra A stresszkezelések hatasa az A. nidulans (A) és A. wentii (B) tenyészetek novekedésére.

~

Szaraztomeg (g/1)

Harom biologiai ismétlés atlagos + SD értékeit mutatjuk be. A ,,t” betli a kezelés szignifikans hatasat
(Student t-teszt, p < 0,05) jelodli (a kezeletlenhez viszonyitva), az ,,m” a mutacio szignifikans hatdsat (a

referenciatorzs azonos kezeléséhez képest).

Amikor ugyanazokat a stresszkezeléseket alkalmaztuk az 4. wentii CBS 141173
esetében, novekedése, Osszhangban ozmofil természetével, vagy megndtt (szorbiton), vagy
nem valtozott jelentésen (9B. abra). Az An-gfdB gén expresszidja a gombaban nem valtoztatta
meg lényegesen ezt a mintat, de jelentdsen csokkentette a ndvekedést (9B. abra). Az An-gfdB
gén (sajat promoterével) aktivabb volt az 4. wentii 'c gfdB torzsben (10C. abra), mint az 4.
nidulansban (10A. abra), ¢s mas expresszios mintdzatot is mutatott: a szorbit és NaCl + szorbit
kezelés indukalta, a NaCl kezelés pedig represszalta a gén expresszidjat. A gfdA gén mindkét
A. wentii torzsben hasonloan viselkedett (10D. dbra), mint az A. nidulans gfdB génje (10A.
abra): a szorbit és NaCl kezelés igen, de a NaCl+szorbit kezelés nem okozott indukaciét, ami
arra utal, hogy az A. wentii GftdA az A. nidulans GfdB funkciondlis ortoldégja lehet az
ozmoregulacioban. Erdekes modon a gfdd expresszidja az A. wentii 'c gfdB-ben elmaradt a

CBS141173 torzsétdl (10D. abra).

40



A A. nidulans, gfdB B A. nidulans, gfdA

250 160
¢ 140
200
120 t
1 I
5 150 E 100 T
z & 80 -T—l -
100 60 tt
t
40
50
20
0 — — 0
Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl+ Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl+
szorbit szorbit
C A. wentii, gde D A. wentii, gfdA
1600 1600
t t
1400 1400
! |
t
1200 _L 1200 t
1000 1000 J— l
g 800 ] _L g 800
600 600
400 400 t,m
200 200 H
. , Lmll [T
Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl+ Kezeletlen Szorbit NaCl NaCl+
szorbit szorbit

10. abra Stresszkezelések hatisa a gfdB (A, C) és gfdA (B, D) gének transzKkripcidjara az A.
nidulans vad tipusu (kék) és mutans (4gfdB, zold vagy 'c gfdB, narancssarga) torzseiben (A, B) és
A. wentiiben (C, D). Harom bioldgiai ismétlésbol szarmazdo RPKM értékek atlagos = SD értékeit
mutatjuk be. A szignifikans (Student-féle t-teszt, p < 0,05) kiilonbségeket a stresszkezelt és a kezeletlen
tenyészetek, illetve a mutans €s a referencia torzsek kozott ,.t”, illetve ,,m” betlikkel jeloljik. A gfdA gén
esetében az edgeR csomag ,,rpkm” funkcidja alapértelmezett beallitasokkal (Robinson és mtsai. 2010),
mig a gfdB gén esetében a BBmap szoftver (39.03-as verzio; https://sourceforge.net/projects/bbmap/)
,,Perfectmode” beallitasokat alkalmaztuk az RPKM értékek kiszamitasahoz.

4.3.2 A gfdB gén expresszio hianyanak hatasa A. nidulans torzsben

2737 gén indukalodott és 2046 gén represszalodott legalabb egy stresszkezelés soran az A.

nidulans THS30 torzsben (11A. dabra). A szorbit és a NaCl kezelés stresszre reagald gének
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kozotti nagy atfedés (11A. abra), valamint a két kezelés altal kivaltott genomszinti

transzkripcids valtozasok kozotti nagy korrelacios egylitthato (11C. abra) azt mutatta, hogy a

szorbit és a NaCl stresszvalaszok hasonléak voltak. A kombindlt NaCl + szorbit

stresszkezelésre adott valasz szintén hasonld volt a masik két stresszvalaszhoz (11A. és C.

abra). Ez a kezelés azonban csak kis transzkripcios valtozasokat okozott a nem kombinalt

kezelésekhez képest (11A. abra), ami 0sszhangban van a torzs ndvekedési profiljaval (9A.

abra) ¢s a gfdB gén transzkripcids profiljaval (10A. abra).

A 4. nidulans THS30 kezelt vs. Kezeletlen (2737/2046)

B A. nidulans AgfdB kezelt vs. Kezeletlen (2630/2126)

Szorbit (1572/1031) NacCl (2025/1530) Szorbit (1596/1255) NaCl (1913/1538)
960/475 805/644
240/281
196/206
C Szorbit + NaCl (831/687) Szorbit + NaCl (650/638)
Pearson-féle korrelacids egyiitthato: Avs. Vad tipus Vad tipus A
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Avs.Vad tipus Kezeletlen 0290 0290 0.283 | 0.307 0270 0.314 | —-0.023 -0.002 -0.153
Szorbit 0477 0372 | -0.052 0.006 0.198 | 0.360 0.098  0.257
NaCl 0.318 | -0.052 -0.160 0.082 | 0.072 0.163 0.103
NaCl + Szorbit 0.075 -0.198

Vad tipus Szorbit vs. Kezeletlen
NaCl vs . Kezeletlen
NaCl + szorbit vs . Kezeletlen
A Szorbit vs . Kezeletlen
NaCl vs . Kezeletlen
NaCl + szorbit vs . Kezeletlen

11. abra A stresszkezelések altal okozott genomszinti transzkripcids valtozasok A. nidulansban.

A, B panelek: Venn-analizis a THS30 és a AgfdB torzsekben az indukalodott és represszalodott génekrol

(log2FCJ> 1). C panel: Pearson-féle korrelacios egyiitthatok a transzkripcids valtozasok logoFC értékei
kozott. A THS30 és AgfdB torzsek roviditése ,,Vad tipus”, illetve ,,4”.
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A géncsoport duisulasi vizsgélatok azt is kimutattak, hogy a harom vélasz k6zott jelentds
atfedés volt (Melléklet 5. tablazat és 12. abra). A mitotikus sejtciklus, a DNS-replikacio és a
DNS-javitd gének az aminosav-anyagcsere-génekkel egylitt feldusultak a represszalodott
génkészletben, mig a mitokondridlis funkcid génjei (beleértve a légzési és oxidativ
foszforilacids géneket) és a kiilonféle transzportfolyamatokban és ionhaztartasban résztvevo
gének mindegyik kezelés esetében feldusultak az indukélodott génkészletben (Melléklet S.
tablazat, 12. abra). A szexualis fejlddésben (vagy meiotikus sejtciklusban) résztvevd gének
szintén represszalodtak minden kezelés esetében, amit az ivartalan szaporodasi gének
indukalodasa kisért a szorbitos és NaCl + szorbitos kezeléseknél (Melléklet 5. tablazat és 12.
abra). A nem kombinalt (szorbit és NaCl) kezelések esetén a ,,bulk” protein transzlacidban és
szén/gliikkdz  represszioban résztvevd gének szintén feldusultak a represszalodott
génkészletekben, mig az indukalodott génkészletek trehal6z metabolizmus génekkel dusultak
(Melléklet 5. tablazat, 12. abra). Szorbit (szorbit és NaCl + szorbit kezelések) jelenlétében az
autofagia ¢s a fehérje degradaciods gének, valamint a fehérje ,,refolding” gének feldusultak a
represszalddott-, illetve az indukalédott génkészletekben (Melléklet 5. tablazat, és 12. abra).
A szakirodalom alapjan 16 gén kertiilt kivalasztasra, amelyek altaldban ozmotikus stressz alatt
indukdlodnak (Melléklet 6. tablazat; ,ozmotikus stressz gének”; Han és mtsai. 2002,
Furukawa és mtsai. 2005, Hagiwara és mtsai. 2007, 2009a, 2009b, Miskei és mtsai. 2009, Lara-
Rojas és mtsai. 2011). Legtobbjiik szorbit- és NaCl stressz hatdsara végzett kisérleteinkben
indukalodast mutatott (Melléklet 6. tablazat). Néhany ilyen gén a kombinalt stresszkezelésben
is indukalodott, azonban feldusuldsuk nem volt szignifikans az indukélodott génkészletekben
(Melléklet 6. tablazat). A legtobb ,.glicerin metabolizmus” gén transzkripcids aktivitasa
szignifikdnsan megnétt szorbiton vagy a NaCl-on, beleértve a glicerin transzport, bioszintézis
¢s lebontas génjeit is (Melléklet 6. tablazat). Mivel az ozmotikus stressz oxidativ stresszt is
okozhat, a gfdB delécidja pedig novelte az oxidativ stresszérzékenységet (Kirdly és mitsai.
2020a), az antioxidans enzim gének transzkripcids viselkedését is vizsgaltuk. A szorbit- és
NaCl kezelések szamos antioxidans enzim gén transzkripcidjat szignifikdnsan ndvelték,
ideértve a sodB-t (mitokondridlis Mn-szuperoxid-dizmutazt kodolo gén; Leiter és mtsai. 2016,
Pékozdi és mtsai. 2023), a catA-t (konidium-specifikus katalazt kodol6 gén; Navarro és mtsai.

1996) ¢s a ccpl gént (citokrom c-peroxidazt kodold gén; Sato és mtsai. 2009), azonban ennek
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a génkészletnek a feldisuldsa az indukalodott gének kozott csak NaCl stressz esetén volt

jelentds (Melléklet 6. tablazat).
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12. abra A szorbit (A), NaCl (B) és NaCl + szorbit (C) kezelések A. nidulans THS30-ra gyakorolt

hatasanak génkészlet-dusulasi analizise. A kivalasztott szignifikansan dusult (p korrigalt < 0,05) GO
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¢s KEGG utvonalak keriiltek abrazolasra. A kiegészitett kifejezések teljes listdja a Melléklet 5.
tablazataban talalhato. A zardjelben 1€v0 betiik a vizsgalt génkészletet jelolik: ,,A” — minden DEG,
»B” — DEG |logFC| > 1, ,,C” — DEG [log.FC|-vel > 2. Ha egy kivalasztott terminus egynél tobb

génkészletben dusult, csak a legerdsebb kritériumokkal rendelkez6 készlet keriilt bemutatasra.

A gfdB gén delécioja nem valtoztatta meg lényegesen a stresszre reagdlod gének szamat:
2630 gén indukalddott, 2126 pedig represszalddott legaldbb egy kezelés soran (11B. abra).
Megoszlasuk a harom kezelés kozott és a hdrom stresszvalasz kozotti korrelaciok hasonld
tendenciat mutattak, mint a referencia torzsnél (11. abra). A AgfdB muténs és a referencia torzs
transzkriptumainak kozvetlen Osszehasonlitasa csak kis eltéréseket mutatott (13. abra).
Ezenkivill a két torzs stresszérzékeny génkészletei kozotti atfedés is nagy volt (a stresszre
reagald gének tobb mint vagy kozel 50%-a) minden kezelés esetében (Melléklet 3. abra).
Ennek megfelelden a AgfdB géndelécios mutans stresszvalaszai hasonloak voltak a referencia
torzséhez. A géncsoport dusulasi elemzések eredményei azt is mutatjak, hogy a mutans harom
stresszvalaszdban hasonld biologiai funkciok indukéalédtak, mint a referenciatdrzs esetében
(Melléklet 4. abra, Melléklet S. és 6. tablazat).

A gfdB gén delécioja 202 gén indukalodasat és 49 gén represszalodasat eredményezte
kezeletlen koriilmények kozott a géndelécids mutansban a referencia térzshoz képest (13. dbra,
Melléklet 7. tablazat). Azok a gének, amelyek a THS30 referencia torzsben legaldbb egy
stresszkezelésben indukalodast mutattak, szignifikansan feldGsultak az indukalédott
génkészletben (115 gén a 202 génbdl) (Melléklet 7. tablazat). A gfdB géndelécids mutans és
a referencia torzs kozott talalt, genomra kiterjedd transzkripcios kiilonbségek szintén pozitiv
korrelaciot mutattak a referencia torzs stresszkezelés altal kivaltott transzkripcids valtozasaival
(11C. abra). A géncsoport dusulasi vizsgalatok bizonyos hasonlésdgokat tartak fel a gfdB
géndelécio és a stresszkezelések transzkripcids kovetkezményei kozott: A stresszkezelésekhez
hasonldan a gfdB gén delécidja represszalta a mitotikus sejtciklust, a replikdciot, a transzlaciot,
valamint a ,,repair” és fehérje degradacios géneket (Melléklet S. tablazat, Melléklet 4. abra).
A stresszkezelésekkel ellentétben azonban a mitokondrialis folyamatokhoz kapcsolodé géneket
is represszalta, mint példaul az oxidativ foszforilacidt és a trikarbonsav-ciklust szabalyozo
gének (Melléklet 5. tablazat, Melléklet 4. abra), valamint jelentds valtozasokat okozott az
,»ozmotikus stressz”, ,.glicerin-anyagcsere” transzkripciojaban, azonban az ,,oxidativ stressz”

géneket érintd valtozasok nem voltak megfigyelhetéek (Melléklet 6. tablazat).
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(b)
13. abra Az A. nidulans THS30 és AgfdB torzsek transzkriptomjainak kozvetlen 6sszehasonlitasa
kezeletlen koriilmények kozott. Az indukalodott (piros) €s represszalodott (kék) gének (DEG-ek
[logoFC| > 1) szamat a AgfdB mutans és a THS30 torzs Osszehasonlitisa mutatja kezeletlen
tenyészetekben (a). Génkészlet-dusulasi elemzések a gfdB géndelécid hatasairol kezeletlen
kortilmények kozott (b). A kivalasztott szignifikdnsan dasult (p korrigalt < 0,05) GO és KEGG utvonal
bemutatasa. A zardjelben 1évé betll a vizsgalt génkészletet jelzik: ,,A” — minden DEG. Ha egy
kivalasztott kategoria egynél tobb génkészletben dusult, csak a legerdsebb kritériumokkal rendelkezd

halmaz keriil bemutatasra.

4.3.3 A gfdB gén jelenlétének hatasa az A. wentii fiziologiajara

Az alkalmazott stresszkezelések 3482 gén indukalodasat és 2250 gén represszalddasat
eredményezték az A. wentii CBS141173 referencia torzsben (14A. abra). A szorbit és a NaCl
kezelés stresszre reagald génkészletei kozotti nagy atfedés (14A. abra), valamint a két kezelés

altal kivaltott genomszintili transzkripcids valtozasok kozotti nagy korrelacios egyiitthato (14C.
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abra) azt mutatta, hogy a szorbit- és a NaCl stresszvalaszok hasonldak voltak. A kombinalt
stressz ismét kisebb transzkripcios valtozasokat okozott a nem kombinalt kezelésekhez képest

(14A. 4bra).

A. wentii CBS141173 kezelt vs. Kezeletlen (3482/2250) A. wentii ’c gfdB kezelt vs. Kezeletlen (3309/1891)
Szorbit (2031/945) NaCl (2465/1504) Szorbit (1432/991) NaCl (2369/877)
408/219 991/300 100/249 A
380/203
360/383

480/382

Szorbit + NaCl (1192/1006) Szorbit + NaCl (1301/983)

Pearson-féle korrelacios egyiitthato: 'c vs. Vad tipus Vad tipus

1= =]
2 .
51 51
g g
8§ g 2 | 5 g
S = : o} = :
© > 2 © 2 2
= N 3 = B [ =
= M 9 o M B )
o < : M g . M 5
s N v . N <l . N
— 72] > © Z] - @ %]
3 = + = - + = - +
¥y § 8 ¥1%8 ¥8 8 |§% ¥ B8
M 2 Z. Zz 2 Zz Z. a Z Z
'c vs. Vad tipus Kezeletlen 0.504 0248 0518 | 0.197 0346 0.259 |-0.229 -0.291 -0.303
Szorbit 0.268 = 0.603 |-0.374 0.004 0.128 | 0.183 -0.231 0.154
NaCl -0.097 -0.311 -0.178 | -0.064 0.174 —0.099
NaCl + Szorbit —-0.165 0.016 -0.191|-0.041 -0.158 0.192
Vad tipus Szorbit vs . Kezeletlen 0.502 0.569 0.174

0482 0572 0.117
0.490 0.166

NaCl vs. Kezeletlen

NaCl + szorbit vs . Kezeletlen

'c Szorbit vs . Kezeletlen
NaCl vs. Kezeletlen

NaCl + szorbit vs . Kezeletlen

14. abra Stresszkezelések altal okozott genom szintii transzkripcios valtozasok az A. wentiiben. A,
B panelek: Venn-analizis a CBS141173 ¢és a 'c gfdB torzsekben az indukalodott és a represszalodott
génekrol ([logaFC[> 1). C panel: Pearson-féle korrelacios egyiitthatok a transzkripcids valtozasok logr, FC
értékei kozott. A CBS141173 és a 'c gfdB torzsek roviditése ,,Vad tipus” és ,,c” néven szerepel.

A géncsoport dasuldsi analizisek alapjan a represszalodott génkészletekben a DNS-
javito és az aminosav-anyagcsere gének, mig az indukalodott génkészletekben a transzporter

gének dusultak fel az alkalmazott kezelésektdl fiiggetleniil (15. abra, Melléklet 5. tablazat).
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A riboszdma biogenezis ¢és transzlacids gének a represszalodott, mig az aminosav és zsirsav
degradacios gének, a szekunder metabolizmusban részt vevd gének vagy a fruktéz-manndz
metabolizmusban részt vevd gének feldusultak az indukélodott génkészletekben szorbit- és
NaCl kezelések esetében (15. abra, Melléklet 5. tablazat). A tenyészetek ndvekedési
profiljaval 6sszhangban (9B. abra) a DNS-replikacio és a sejtciklus gének csak a NaCl-al
kezelt tenyészetekben mutattak repressziot (15. abra, Melléklet 5. tablazat). Az A. nidulans
THS30 torzsben az 0sszes ozmotikus stresszkezelés hatdsara indukalodott mitokondrialis gének
feldisulast mutattak a represszalodott génkészletben az A. wentii CBS141173 ndvekedést
serkentd szorbitos kezelés esetében (15. abra, Melléklet 5. tablazat). Az A. nidulans
,,ozmotikus stressz gének” ortologjai nem mutattak olyan nyilvanvalé indukalodast 4. wentii-
ben, mint A. nidulans esetében (Melléklet 6. tablazat). Néhany gén azonban erds indukalodast
mutatott mind szorbit-, mind a NaCl kezelés esetében: a gfd4 mellett (Melléklet 6. tablazat és
10D. abra) az atf4 b-ZIP transzkripcids faktor ortolég gén ASPWEDRAFT 37015, és az ypdA
foszfotranszfer szabalyozd protein ortolog gén ASPWEDRAFT 99233 (Melléklet 6.
tablazat). Az A. nidulanshoz hasonldan az antioxidans enzim gének egy része indukalodott az
A. wentii CBS141173 szorbittal vagy NaCl-dal kezelt tenyészeteiben (Melléklet 6. tablazat).
Az indukalodott gének kozil az ASPWEDRAFT 506345 (feltételezetten szuperoxid-
diszmutazt kodold), az ASPWEDRAFT 48635 és az ASPWEDRAFT 53830 (feltételezetten
katalazokat kodold), valamint az ASPWEDRAFT 235979 (feltételezetten citokrom c-
peroxidazt kodolo) megfigyelhetd volt (Melléklet 6. tablazat).

Az An-gfdB gén expresszidja A. wentiiben nem valtoztatta meg Iényegesen a stresszre
reagaldo gének szamat: 3309 indukalddott, 1891 pedig represszidot mutatott (14B. abra).
Megoszlasuk a kezelések kozott tobbé-kevésbé hasonld mintat mutatott a referencia térzsben
tapasztaltakhoz (14B. abra). A harom kezelés stresszre reagald génkészletei kozotti atfedés és
a harom transzkripcios valtozas paronkénti korrelacidja némi csokkenést mutatott a mutansban
a referencia torzshez képest, de az eredmény még mindig szignifikdnsak tekinthetd volt (14.
abra). A géncsoport dusulasi analizisek eredményei alapjan az A. wentii 'c gfdB mutans torzs
harom stresszvalasza is tobbé-kevésbé hasonlo volt: sejtciklus, DNS-replikacio, DNS-, repair”
riboszéma biogenezis, fehérje degradacios gének indukalodtak a represszalt génkészletekben,
mig a biotin és a zsirsav bioszintézis, valamint a transzporter gének feldusultak az indukalodott
génkészletekben (Melléklet 5. tablazat). A fruktéz-manndz anyagcesere gének és a szekunder

metabolizmus gének a szorbittal és NaCl-dal kezelt tenyészetek indukalddott génkészleteiben
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indukalodott génkészletében diusultak (Melléklet S. tablazat).

feldusultak, mig a mitokondridlis funkcidji gének csak a NaCl + szorbittal kezelt tenyészetek
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15. abra A szorbit (A), NaCl (B) és NaCl + szorbit (C) kezelések A. wentii CBS141173-ra gyakorolt

hatasanak géncsoport dusulasi elemzése. A kivalasztott szignifikdnsan dusult (p korrigalt <0,05) GO
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¢s KEGG utvonal keriiltek abrazolasra. A zarojelben 1év0 betilik a vizsgalt génkészletet jelolik: ,,A” —
minden DEG, ,,B” — DEG |log:FC| > 1, ,,C” — DEG |log,FC|-vel > 2. Ha egy kivalasztott terminus egynél

tobb génkészletben dusult fel, csak a legerdsebb kritériumokkal rendelkez6 kategoria keriil bemutatasra.

Az An-gfdB-t expresszald mutdns és az A. wentii referencia torzs transzkriptumainak
kozvetlen 6sszehasonlitdsa négy tenyésztési koriilmény kozott sokkal nagyobb kiilonbségeket
mutatott (16. abra), mint az 4. nidulans esetében (13. abra). A mutans ¢s a referencia torzs
indukalodott vagy represszalodott génkészletei kdzott az egyes kezeléseknél talalt atfedés,
valamint a két térzs ugyanazon kezelés altal okozott transzkripcids valtozasai kozotti korrelacid
is kisebb volt az 4. wentiiben (Melléklet 5. abra és 14. abra), mint az 4. nidulansban
(Melléklet 3. abra és 11. abra). A gfdB gén expresszidja A. wentiiben nagyobb valtozast
okozott a genom szintli transzkripcios profilban, mint ennek a génnek a delécioja 4. nidulans-
ban. Ez Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a gfdB expresszidja jelentdsen
csokkentette az 4. wentii novekedését (9B. abra), mig e gén delécidja nem volt jelentds hatassal
az A. nidulans novekedésére (9A. abra).

Az An-gfdB gén expresszidja A. wentiiben 649 gén indukalodasat és 1190 gén
represszidjat eredményezte kezeletlen koriilmények kozott a referenciatdrzshez képest (16.
abra, Melléklet 7. tablazat). Azok a gének, amelyek a CBS141173 referenciatérzsben
legalabb egy stresszkezelésben indukalodast mutattak, szignifikdnsan feldusultak az
indukalodott génkészletben (375 gén a 649 génbdl), mig azok a gének, amelyek legalabb egy
stresszkezelésben repressziot mutattak a referenciatdrzsben, szignifikansan feldisultak a
represszalodott génkészletben (541 gén az 1190 génbdl) (Melléklet 7. tablazat). A gfdB
génexpresszio altal kivaltott genomszintli transzkripcids valtozasok pozitiv korrelaciot
mutattak a referencia torzs kezelés altal kivaltott transzkripcids valtozasaival (14C. abra).

A géncsoport dusuldsi analizisek eredményei alapjan a 'c gfdB mutans esetében, a
represszalodott génkészletben feldusultak a masodlagos anyagcsere gének és a biotin
anyagcsere gének, mig a DNS javitd és transzporter gének az indukdlodott génkészletben

dusultak fel kezeletlen koriilmények kozott a CBS141173 referencia torzshoz képest.
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16. abra Az A. wentii CBS141173 és a 'c gfdB torzsek transzkriptomjainak kozvetlen
osszehasonlitiasa kezeletlen koriilmények kozott. Az indukalodott (piros) és represszalodott (kék)

gének (DEG-k [log>FC| > 1) szamat a 'c gfdB mutans ¢s a CBS141173 torzs 6sszehasonlitisa mutatja
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kezeletlen tenyészetekben (a). Génkészlet-dusulasi elemzések az 4. wentiiben az A. nidulans-gfdB
expresszidjanak hatasairdl kezeletlen koriilmények kozott (b). A kivalasztott szignifikdnsan dusitott (p
korrigalt < 0,05) GO ¢és KEGG utvonal kategoriakat mutatjuk be. A zardjelben 1évo betiik a vizsgalt
geénkészletet jelzik: ,,A” — minden DEG; ,,B” — DEG-¢ek |logoFCl-vel > 1; ,,C” — DEG-ek |log2FCJ-vel >
2. Ha egy kivalasztott kifejezés egynél tobb génkészletben dusult, csak a legerdsebb kritériumokkal

rendelkez6 halmaz keriil bemutatasra.
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5. Eredmények megbeszélése

A genetikai modositasok alkalmazéasa a mikroorganizmusok esetében kulcsfontossagu
a bonyolult biologiai folyamataik megértéséhez, az ipari biotechnologiai modszerek
fejlesztéséhez és 1j alkalmazasok kidolgozasahoz kiilonb6zd iparagakban. Az ozmotikus
stresszvalaszok megértése ¢és manipulaldsa, valamint az ozmoadapticid6 bonyolult
mechanizmusainak tanulmanyozasa gombéakban elengedhetetlen szerepet jatszik az
¢lelmiszeripari  és  gyogyszeripari folyamatok optimalizdlasa szempontjabol. Az
ozmoadaptaciot szabalyozé molekularis mechanizmusok megfejtésével a kutatok célzott
stratégidkat tervezhetnek a gombak stressztlird képességének fokozasara, ezaltal optimalizalva
a biotechnologiai folyamatokat és bovitve a biotechnoldgiai alkalmazasok repertoarjat (Park és
mtsai. 2017).

Az ozmotikus stresszt az ozmotikus nyomas véltozasai jellemzik, jelentds kihivasokat
jelentve a gomba szaporodadsa és -tulélése szempontjabdl. A gombdk a karos ozmotikus
stresszhatdsok enyhitése érdekében kiilonféle alkalmazkodasi mechanizmusokat fejlesztettek
ki, ideértve a glicerin €s kompatibilis sok szintézisét ¢s felhalmozodasat. A glicerin-3-foszfat
dehidrogenaz, amelyet a gfdB gén kodol, kdzponti szerepet jatszik a glicerin bioszintézisében,
ezaltal eldsegitve az ozmotikus stressztlirést a gombakban (Zhang és mtsai. 2018).

A paralog génparok elvesztése az Aspergillus nemzetségben ritkan fordul eld, am két
xerofil/ozmofil faj, az A. glaucus és az A. wentii, evolicidjuk soran elvesztette a gfdB ortolog
génjét, mely esemény akar 0sszefliggésbe hozhatdé az ozmofilia megjelenésével (de Vries és
mtsai, 2017; Orosz és mtsai, 2018). Ezt a feltételezést erdsitette az 4. nidulans gfdB gén
kifejez6désének fokozddasa 0,6 M NaCl jelenlétében (Balazs és mtsai, 2010). A génkopiaszdm
novelése egyszerlsitheti és finomithatja a gomba genom szabalyozo6 rendszerét (Wapinski és
mtsai. 2007). Ha a megnovelt génddzis szelektiv eldnyt biztosit a mikroorganizmus szdmara, a
duplikalt gének megdérzédhetnek, még azonos funkcidval is. Az ilyen génduplikdciok
redundéanssd valhatnak, és egyik masolatuk elveszitheti funkcidjat, pszeudogénné alakulva.
Ezzel szemben a duplikdlt gének divergalhatnak, uj funkcidkat fejleszthetnek
(neofunkcionalizacid), vagy a meglévé funkcidkat megoszthatjdk egymaés kozott
(szubfunkcionalizacid) (Ames ¢s mtsai. 2010; Levasseur és mtsai. 2011). A gombak
genomjanak ilyen dinamikus atrendezddése és a génduplikaciok evolicids szerepe alapvetd
fontossagu lehet a fajok alkalmazkodoképességének és sokféleségének megértésében.

Korabbi kutatdsok kimutattak, hogy az A. nidulans gfdA és gfdB gének jelentOs szerepet

jatszanak a sejtnovekedésben és a sejtfal integritdsanak fenntartasaban. A gfdA gén kiilondsen
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fontos a sejtfal stabilitdsa szempontjabol (Fillinger és mtsai. 2001a), mig a gfdB gén az oxidativ
stressz elleni védelemben nélkiilozhetetlen, kiilonosen a H2O», fBOOH és diamid hatasaival
szemben (Kiraly és mtsai. 2020a). Erdemes megemliteni, hogy ezek a gének funkcioi atfednek,
mivel a AgfdB torzs kisebb ndvekedést és nagyobb sejtfalintegritasi szenzitivitdst mutatott
kongdvords jelenlétében (Kirdly és mtsai. 2020a). Az A. glaucusban végzett korabbi
vizsgalatok alapjan azonban az A. nidulans gfdB génjének az A. glaucus genomjaba vald
beépiilése szignifikansan nagyobb stressztiiré képességet okozott a gombaban /BOOH, H20»,
MSB, kongo6vords és CdCla jelenlétében, igy a gfdB gén hidnya nem eredményezett ozmofil
fenotipust (Kiraly és mtsai. 2020b).

Az A. glaucusnak szamos elony0s tulajdonsdga van, beleértve az igéretes
enzimtermelést (Tao és mtsai. 2010, 2011; Abrashev és mtsai. 2016; Li és mtsai. 2018;
Takenaka és mtsai. 2019; Chen és mtsai. 2020), a poliketid termelést (Cai és mtsai. 2009, 2014;
Sun és mtsai. 2009; Wu és mtsai. 2017), valamint a bioremediécios képességet (Gajendiran €s
Abraham 2017; Wei és Zhang 2018; Zhou és mtsai. 2021). Ezen feliil, az ipari gombatorzsek
esetében kiemelkedden fontos a stressztiir6képesség (Bai és mtsai. 2003; Li és mtsai. 2011;
Teixeira és mtsai. 2011; Hagiwara €s mtsai. 2016; Deparis és mtsai. 2017; Steensels és mtsai.
2019; Brandt és mtsai. 2021; Yaakoub és mtsai. 2022a). Mindezek alapjan felmertilt az a fontos
kérdés, hogy az A. nidulans gfdB génjének szerepe az oxidativ stressztolerancia ndvelésében
hogyan hasznosithaté mas Aspergillus fajok esetében.

Ezen megfigyelések azt sugalljdk, hogy az A. nidulans gfdB génjének integralasa
potencialisan javithatja mas Aspergillus fajok ipari alkalmazhatdsagat azéltal, hogy ndveli azok
stressztlird képességét. Ez kiillondsen fontos lehet olyan ipari folyamatokban, ahol a gombakat
kiilonféle oxidativ stressz tényezok érik, és ahol a megndvekedett stressztiirés kozvetleniil
hozzajarulhat a termelési hatékonysaghoz és a folyamat stabilitasahoz.

A doktori disszertaciomban igy a kovetkezd kérdéseket szerettiik volna megvalaszolni:
(i) A glicerin-3-foszfat-dehidrogendzt kddold A. nidulans gfdB gén inzercidja az ozmofil A.
wentiiben javitja-e a torzs stressztliird képességét?

(i) A gfdB ortolog gén elvesztése Osszefiiggésbe hozhatd-e az ozmofilia megjelenésével A.
wentiiben?

(iii) Az A. wentii és A. glaucus vad tipusu torzsek An-gfdB génnel torténd transzformacidja
evolucios szempontbdl kozelebb helyezi-e a térzseket az A. nidulanshoz?

(iv) Transzkriptomikai adatok magyarazhatjdk-e az ozmofilitdisban megmutatkoz6

kiilonbségeket?
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5.1 Stresszkezelések hatasa Aspergillus spp. esetében az ozmofil fenotipus

aspektusabol

Az A. wentii A. nidulans gfdB génnel torténd kiegészitése utan az 4. wentii 'c gfdB
torzsek stressztlird képességében csak csekély valtozasokat tapasztaltunk az A. wentii vad
tipusu torzzsel torténd dsszehasonlitasban. Kisebb mértékii inhibicio volt detektalhatd az A.
wentii 'c gfdB torzsek esetében 0,15 mM CdClz kezelésnél az A. wentii vad tipusu torzshoz
képest (4. abra), mig 0,1 mM CdCl; jelenlétében nem volt mérhetd gatlas, mely arra utal, hogy
az alkalmazott koncentracié a vad és a mutans A. wentii torzseknél is toleralhatd volt. A
nagyobb koncentracié alkalmazédsaval 0,5mM CdCl; kezelésnél szintén kimutathaté volt a
szignifikans kiilonbség a genetikai manipuldciok hatasai és a stresszhatdsok kozott, azonban
mar joval kisebb mértékii volt a kisebb koncentracioknal mért valtozasokhoz képest (5. abra).
A 'c gfdB torzsek 0,2 mM koncentracidju CdClz kezeléseknél jobban ndvekedtek az 4. wentii
vad tipusu torzshoz képest, amellett, hogy mindkét térzsnél volt mérhetd szignifikans inhibicid
a kezeletlen kontroll térzsekhez képest (4. abra). Tovabbi detektalt valtozasok kdzé sorolhatd
az enyhén megndvekedett oxidativ stressztlirés is (MSB, H2O»; csak 2 M szorbit jelenlétében;
3.,4.,5. ¢s 6. abra), mely 1ényegesen eltér a szintén ozmofil A. glaucus detektalt fenotipusaitol
(Kiraly és mtsai. 2020b).

Az A. wentii esetében a 2 M szorbit és 1 M vagy 1,5 M NaCl kombinacioi kedvezodtlen
hatast fejtettek ki, kiilondsen a 'c gfdB torzseknél, ahol az ozmolit elegyek gatlé hatasa még
erdsebb volt (6. abra). Példaul, 2 M szorbit hozzdadasa a taptalajhoz fokozta a kornyezeti
stresszt, mivel a ‘c gfdB torzsek 1,5 mM diamid jelenlétében nem mutattak ndvekedést.
Azonban voltak olyan esetek a kombindlt stresszkezelések esetében, ahol a 2M szorbit
kiegészités novelte a ‘c gfdB torzsek ellenalloképességét 0,38 mM MSB és 9 mM H;O»
kezelésnél (6. abra), mig szorbit hidnya esetében az NMM stressz agar kisérleteknél ez nem
volt megfigyelhetd (3. abra). A szorbittal kiegészitett stresszkezelés dontden nem befolyasolta
a stresszexpozicid és az A. nidulans gfdB-szupplementacié kozotti kolesonhatasokat, az 54 uM
kongovords kezelés kivételével, ahol interakcid nem volt kimutathatd szorbit jelenlétében
(6.abra), mig az A. glaucus esetében a gfdb transzformdaciodja teljesen helyreallitotta a torzs
novekedését 0,4 mM rBOOH-dal szupplementélt kultirdban, mely fenotipus nem volt
megfigyelhetd 4. wentii esetében (4.4bra). Fontos megjegyezni azonban, hogy az A. glaucusnal
¢észlelt stressztlird képesség javulas tBOOH kezelésnél kizarolag a 2M szorbittal kiegészitett
NMM stressz agar kisérleteknél volt detektalhato, mig a kiegészités nélkiili tapkdzegen a vad

¢s a mutdns torzsek telepatmérdje a kezeletlen kontroll torzsekhez képest nem mutatott
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szignifikans kiilonbséget a stresszkezelt és a kezeletlen kulturdk ndvekedése kozott, illetve a
genetikai manipuldciok hatdsai és a stresszhatasok kozott sem (Melléklet 1. abra).

A. wentiinél az A-ngfdB szupplementécidja 0,5M NaCl kezelésnél részben megdrizte a
torzs ozmofil fenotipusat, azonban 1M NaCl esetében nem volt mérhetd szignifikans kiilonbség
a stresszkezelt és a kezeletlen kultarak novekedése kozott a mutans térzseknél, telepatmérdjiik
a kezeletlen telepatmér6khoz mutatott hasonlosdgot és méretiik jelentdsen elmaradt az 1M
NaCl-dal kezelt vad tipusu torzs telepatmérdjétdl. Mig a nagy NaCl koncentracio (1,5M) gatlo
hatasu volt mindkét torzs esetében a 2M szorbittal kiegészitett és a kiegészités nélkiili NMM
stressz agar kisérletekben. A kombinalt stresszkezeléseknél mar az 1M NaCl kezelés is gatld
hatast volt mind a két torzsnél. Az 4. wentii és az A. glaucus esetében jelentds kiillonbség a két
torzs kozott, hogy mig az A. wentii 2M sorbit szupplementacié nélkiil mérhetd
stressztlirOképességet produkadl, az A. glaucus esetében olyan mértékii novekedés csokkenést
okoz a kezeletlen torzsnél, hogy a stressztiird képesség kizarolag 2M szorbit kiegészitése
mellett valik mérhetévé, ezzel is jelezve a két ozmofil faj kozotti stresszadaptacios kiillonbséget.

Célkitiizés (i) Az megallapithatd, hogy a gfdB gén bevitele az ozmofil 4. wentiibe nem
javitja a torzs stressztlird képességét, eltekintve néhany, szorvanyosan detektalahatd kisebb
fenotipusoktol. A gfdB gén szupplementacioja eltérd stressztiirést okozott 4. wentiiben a szintén
ozmofil 4. glaucushoz képest, mely torzsnél a gén inzercidja jelentOs stressztlirOképesség
novekedést okozott oxidativ stressz esetében (Kiraly és mtsa. 2020b). Ezen eredmények pedig
arra hivjak fel a figyelmet, hogy a gombak stresszvalasz rendszerének barmilyen valtozasa
meglehetdsen Osszetett, gyakran eldre nem lathat6 fiziologiai valtozasokat eredményezhet.

Célkitiizés (ii) A gfdB ortolog gén elvesztésének az ozmofilitasra gyakorolt hatasa 4.
wentii esetében kizardlag a stressz agar kisérletek eredményeit alapul véve, mérhetd volt és a
gén szupplementacidja hatdssal volt a torzs ozmofilitdsdra. A mutans torzsek esetében az
ozmofilitas csOkkent a vad tipust torzshoz képest, de a gfdB gén expresszidja csak részben
allitotta helyre a vad tipusu torzs ozmofil fenotipusat a mutans térzsekben. Azonban ezen
eredmények mélyebb megértéséhez a transzkriptom analizis moddszereit is figyelembe

sziikséges venniink.
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5.2 Multidimenzionalis megkozelités az Aspergillus fajok stresszvalasz alapu

pozicionalasa céljabol

Az A. glaucus és az A. wentii stressztlirésen alapuld poziciondlasat az Aspergillusok
kozott  klaszteranalizis dendrogram ¢és tobbdimenzids skéaladbrazolasi megkozelitéssel
vizsgaltuk, amint az a 7B. és C. dbran lathat6. Figyelemre mélto, hogy a vizsgalt A. wentii és
az ozmolittal kiegészitett 4. glaucus vad tipusi és 'c gfdB torzs néhany ipari és/vagy
mez0gazdasagi szempontbol fontos Aspergillus fajok koztik az A. aculeatus (igéretes hidrolaz-
termeld gomba; Mhuantong és mtsai. 2020; Wang és mtsai. 2021), az A. carbonarius (a sz016
egyik f6 ochratoxin-A termeldje; Mondani és mtsai. 2020), A. clavatus (jelentds szekunder
metabolit termeld, Zutz és mtsai. 2013), vagy az A fterreus kozelében helyezkedik el
(lovasztatint, itakonsavat termel és hidrolizal, Ryngajlto ¢s mtsai. 2021). Ezért a tovabbi
vizsgalatoknak arra kell torekedniiik, hogy felfedjenek minden lehetséges kapcsolatot e
gombak kornyezeti stressztlirése és a genomjukban 1évé gfdB ortolog jelenléte kozott (de Vries
¢s mtsai. 2017; Emri és mtsai. 2018; Orosz és mtsai. 2018).

Amikor a vizsgalt 4. glaucus, A. wentii és A. nidulans torzsek stressztolerancia alapu
pozicionalasat a stresszt kivaltd agensek gondos kivélasztdsat kovetden nyert adatok
felhasznalasaval végeztiik, az An-gfdB szupplementaciodja jol elkiilonitette az A. wentii és A.
glaucus torzseket, megnovelve ezzel a tavolsagot ezen Aspergillus fajok kozott, mikdzben
pozicidjuk a vad tipusu 4. nidulans és a AgfdB térzsekhez képest valtozatlan maradt (8. abra).

Célkitiizés (iii) Ezen megfigyelések alapjan elmondhatd, hogy az An-gfdb gén
szupplementacidja nem hozta kozelebb egyik ozmofil fajt sem az A. nidulanshoz, mely
megfigyelés alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy evollicios szempontbol egy mar joval
korabbi szétvalas torténhetett a vizsgalt fajok esetében, megnovelve ezzel azok evolucids

tavolsagat.

5.3 Molekularis betekintés az Aspergillus wentii és az Aspergillus nidulans

ozmotikus stresszvalaszaiba

Az A. nidulans ozmotikus stresszre adott valaszai a stressz agar lemezes vizsgalatok
esetében eltéroek voltak (Kirdly és mtsai. 2020a) az ozmofil A. wentii altal detekalt
fenotipusoktdl (3., 4. és 5. abra). Az MDS analizis sordn a stresszt kivaltdé agensek gondos

kivalasztasat kovetden, az A. wentii vad és mutans torzseinél a 2M szorbit és 1M NaCl kezelés
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telepatmérd novekedést okozott, mig az A. nidulans vad és mutans torzseknél ezen kezelések
48-50%-0s, és 35-33% -os gatlast okoztak a telepatmérdkben (8.abra), ezzel is tiikrézve az A.
nidulans ozmotolerans, de nem ozmofil fenotipusat (de Vries és mtsai. 2003).

Az ozmofil fenotipus mélyebb megértése céljabol ozmotikus stressz indukalta (2M
szorbit, 1M NaCl, illetve ezen stressz indukalé agensek kombinacidja) valaszreakciokat
vizsgaltunk siillyesztett kultirdkbol szarmazé RNS adathalmazok felhaszndldsaval az A.
nidulans és A. wentii vad és a mutans torzsek alkalmazéséaval.

Az A. nidulans THS30 transzkriptom adatelemzése alapjan megéllapithato, hogy a torzs
kanonikus hiperozmotikus stresszvalaszt mutatott, mely soran megfigyelheté volt a
transzportfolyamatok, a mitokondrialis funkciok (Hefnawy 2001), az ivartalan szaporodas, a
HOG utvonal elemeinek (pbsA, hogA, ptpA, atfA) (Furukawa és mtsai 2005, Miskei és mtsai.
2009, Lara-Rojas és mtsai. 2011), valamint a glicerin (gfdB) (Redkar és mtsai. 1995) és a
trehaloz (tpsA, orlA, treB) (Borgia és mtsai 1996, Fillinger és mtsai. 2001b) metabolizmus
géneknek az indukcidja, mindkét stressz kezelés esetében (NaCl, szorbit). Mindazonaltal a
DNS-javitas, a fehérje degradacios folyamatok és az autofagia (Gasch 2007, Hartmann és mtsai.
2011) represszidja arra utal, hogy az alkalmazott kezelések nem voltak erések az A. nidulans
THS30 esetében, ami 6sszhangban van a térzs j6 ozmotoleranciajaval (de Vries és mtsai. 2003).
Ezzel szemben az A. wentii CBS141173 torzsnél nem kanonikus hiperozmotikus
stresszvalaszok voltak, csak a treB ortolog ASPWEDRAFT 33761 (amely feltételezhetden
trehaldzt kodol) transzkripcidja mutatott szignifikdns ndvekedést, valamint a mitokondrialis
funkcidkat a szorbitos kezelés represszalta A. wentilben eltérden az A. nidulans
stresszvalaszatol.

Megjegyzendd kiilonbség a két torzs kozott, hogy az A. nidulans esetében az optimalis
ozmolaritas mellett novekvd kultiraknak alkalmazkodniuk kellett a kedvezotleniil nagy
ozmolaritashoz, mig az A. wentii esetében a szuboptimalis ozmolaritds mellett ndvekvd
tenyészeteknek kellett a kedvezden nagy ozmolaritashoz alkalmazkodniuk.

A kombindlt stresszkezelés antagonista mdodon fejtette ki hatasat a vizsgalt torzsek
esetében, bar hasonl6 folyamatok mutattak indukalodast vagy represszalddast, a stresszvalasz
sokkal gyengébb volt a nem kombinalt kezelésekhez képest. Az ozmotikus stressz-specifikus
gének indukéloddsa elmaradt, kivéve A HOG fttvonal valaszszabalyozdjat kodolod sskA-t
(Hagiwara és mtsai. 2007), (11. és 12. abra, Melléklet 5. és 6. tablazat). Feltételezhetd, hogy
a Na' ionok csokkentik az ozmotikus gradienst azaltal, hogy gyorsan (és kontrollalatlanul;
Wadskog ¢és Adler 2003) bejutnak a sejtekbe, mig a szorbit, amely szintén bejut a sejtekbe

(sejtek altali felvétel), de lassabban, mint a Na*, valamiképpen megvédte a fehérjéket a Na*
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toxicitastol. Hipotézisiinkkel Osszhangban de Vries és mtsai. (2003) kimutattak, hogy az
ozmotikus stresszérzékeny AgldB A. nidulans mutansok képesek kompenzalni a NaCl stresszt
extracellularisan hozzaadott poliolok (glicerin, eritrit, arabitol, mannit) felvételével. Mig de
Lima és mtsai. (2015) kisérletileg kimutattadk, hogy a kozmotrop vegyliletek (beleértve a
szorbitot is) képesek semlegesiteni a kaotrop szerek hatdsat in vitro agar-gélesedési
vizsgalatokban.

Megfigyeléseink alapjan az A. nidulans kiillonb6zd koriilmények kozott eltérd
mechanizmusokat haszndl a tiléléshez. Normal allapotban a GfdA enzim latja el a glicerin-3-
foszfat dehidrogenaz feladatat, azonban amikor a sejteket szorbit vagy NaCl oldattal kezeltiik,
a gfdB gén expresszidja jelentdsen megnétt, aktivitasa kozelitett a gfdA transzkripcios
aktivitasahoz (10. abra). Ez arra utal, hogy a gfdB gén és a hozza kapcsolddo glicerin-3-foszfat
utvonal kritikus szerepet jatszik az ozmotikus stresszhez valo alkalmazkodasban (10. abra,
Melléklet 6. tablazat). FErdekes modon, a gfdB gén delécidja csak csekély mértékben
befolyasolja az A. nidulans stresszvélaszat, ndvekedését és ozmotikus stressztiirését (11. abra,
9. abra, Kiraly és mtsai., 2020a), ami azt jelzi, hogy a sejtekben alternativ Gtvonalak is képesek
ellatni a glicerin termelését, mint példaul a GfdA és a NADP-specifikus glicerin-dehidrogenéz
enzimek. Tovabba, a gfdB gén delécidja az A. nidulans THS30 torzsben olyan transzkripcios
valtozasokat idéz eld, amelyek hasonlitanak a hiperozmotikus stressz altal kivaltott
valtozadsokhoz (11C. abra), igy ezek a valtozdsok eldsegithetik, hogy a mutans torzs
konnyebben alkalmazkodjon a hiperozmotikus koriilményekhez, ami magyarazatot adhat a
AgfdB torzs valtozatlan ozmotolerancidjara. Az A. nidulans AgfdB torzs ezen tulajdonsagai azt
sugalljak, hogy a GfdB hianyos mutansok nem szenvednek jelentds hatranyt az ozmoregulacid
terén, és ezért nem allnak erds szelekciés nyomds alatt. Azonban ezek a tdrzsek fokozott
érzékenységet mutatnak az oxidativ stresszre (Kiraly és mtsai., 2020a), ami arra utal, hogy a
gfdB gén hidnya komoly negativ hatasokkal jarhat, és stabilizalhatja a gén jelenlétét a
genomban. Ez a megkdzelités 0 megvildgitasba helyezi a gfdB gén szerepét, nemcsak az
ozmotikus stresszre adott valaszban, hanem az oxidativ stresszel szembeni ellenallasban is, és
ravilagit arra, hogy az 4. nidulans hogyan alkalmazkodik kiilonb6z6 kornyezeti kihivasokhoz.

Az A. wentii 'c gfdB mutansanak transzkriptomja minden tenyésztési koriilmény mellett
jelentdsen eltér a CBS141173 referencia torzsétdl (16. abra), sokkal inkdbb, mint az A.
nidulans AgfdB mutans a THS30 torzstdl (13. abra). A nagy ozmolaritasi kornyezetben végzett
kezelések soran az 4. wentii mutans €s vad tipusu torzseinek transzkripcids valaszai nagyobb
kiilonbségeket mutattak, és kevésbé voltak 6sszhangban (14C. abra, Melléklet 5. abra), mint
az A. nidulans esetében (11C. abra, Melléklet 3.abra). A 'c gfdB torzs vizsgalati eredményei
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azt sugalljak, hogy az evolucié sordn miutdn a GfdB hidnyahoz alkalmazkodtak, minden olyan
mechanizmus, amely talsdgosan megndveli a Gfd aktivitdsat (példaul a gfdd gén
megdupldzodasa vagy a gfdB gén horizontalis géntranszfere), hatranyos lehet a torzsre nézve.
Ezen kiviil, az A. wentii vad tipust torzs megndvekedett gfdA génexpresszidja valosziniileg a
gfdB hianya kompenzalasanak az eredménye (10D abra).

Ezen eredmények ravilagitanak arra, hogy a genetikai halézatok és az evollicios nyomas
hogyan alakitjak a génexpresszid dinamikéjat, kiilondsen olyan kritikus gének esetében, mint a
gfdB.

Célkitlizés (ii) és (iv) Megfigyeléseink alapjan, megallapithaté tehat, hogy
transzkriptom szintjén detektalhatdak kiilonbségek az A. wentii esetében az A. nidulansal
torténd Osszehasonlitadsban, illetve feltételezhetd, hogy a gfdB gén hidnya A. wentiiben,
valdsziniileg nem az ozmofilia oka, hanem inkdbb a nagy omzolaritasi kornyezethez vald

alkalmazkodas kovetkezménye.
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6. Osszefoglalas

A gombdk ipari alkalmazisanak hatékonysdga nagyban fligg a stressztiird
képességiiktol, melynek javitasa forradalmasithatja a biotechnoldgiai és mezdgazdasagi
eljarasokat. Az intracellularisan kompatibilis oldott anyagok, péld4ul a glicerin, a mannit, az
eritrit €s az arabitol (Sdnchez-Fresneda és mtsai. 2013; de Lima és mtsai. 2015; Kiraly és mtsai.
2020a) altal kivaltott stressz vizsgalata, siillyesztett Aspergillus tenyészetekben, modot adhat a
cukoralkohol-hozamok ndvelésére az ipari fermentacids folyamatokban — mely teriiletet idaig
leginkabb az ozmotolerans/ozmofil €élesztoket érintette (Moon és mtsai. 2010; Yang és mtsai.
2021; Erian és Sauer 2022; Yaakoub és mtsai. 2022a).

Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy az An-gfdB gén sajat promoter és terminator
szekvencidjaval torténd inzercidja az ozmofil A. wentitbe nem javitja a torzs stressztiird
képességét, igy ezen képesség fokozasara alkalmazott célzott stratégidk esetében figyelembe
kell venniink az esetleges fajspecifikus valaszreakciokat. Feltételezhetjiik azt is, hogy az A.
nidulans gfdB a sajat promoterével az A. glaucus és az A. wentii genomjaba (7A. abra)
bonyolult kolcsonhatasba 1ép kiillonboz0 transzkripcidos — faktorokkal, megvaltozott
stresszvalasz-készséggel és modosult promoter-preferencidkkal (Wohlbach és mtsai. 2009),
hozzajarulva az A. glaucus és az A. wentii ¢’ gfdB torzsek fenotipusos kiilonbségeihez (3., 4., 5.
és 6. abra; Kiraly és mtsai. 2020b). Ez azt jelenti, hogy nem csak azokat a géneket sziikséges
azonositanunk, amelyek javitjdk a stressztlirést, hanem olyan szabalyozo elemeket is kell
talalnunk, amelyek biztositjdk ezen gének hatékony és biztonsdgos mikodését a gombak
genomjaban.

Tovabbad az MDS analizis alapjan, megallapitottuk, hogy e gén sajat szabalyozo
elemeivel torténd inzercidja, nem hozta kdzelebb evolucids szempontbdl a két ozmofil fajt (4.
wentii, A. glaucus) az ozmotolerans A. nidulanshoz. Valamint a transzkriptom analizis
eredményei alapjan, feltételezhetd, hogy a gfdB gén hidnya A. wentiiben, nem az ozmofilia oka,
hanem a nagy ozmolaritdsu kornyezethez valé alkalmazkodas kovetkezménye.

Osszefoglalva, tanulmanyunk ravilagit a genetikai modositasok és a fajspecifikus
fiziologiai valaszok bonyolult dsszefliggéseire a gombakban. Az ozmoadaptaciot meghatarozo
molekularis mechanizmusok feltarasaval ezek az eredmények utat nyithatnak a célzott
stratégiak kifejlesztése elott a stressztiird képesség fokozasara és a biotechnoldgiai folyamatok
optimalizalasara. A jovObeni kutatasok ezen a teriileten igen igéretesek a mikrobialis biologia
megértésének elémozditasara és a gombak biotechnoldgiai alkalmazésa teljes potencialjanak

kiaknazasara.
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7. Summary

The efficiency of industrial applications of fungi largely depends on their stress
tolerance, the enhancement of which could revolutionize biotechnological and agricultural
processes. Investigating the stress induced by intracellularly compatible solutes such as
glycerol, mannitol, erythritol, and arabitol (Sanchez-Fresneda et al. 2013; de Lima et al. 2015;
Kiraly et al. 2020a) in submerged Aspergillus cultures could offer a way to increase sugar
alcohol yields in industrial fermentation processes—a field that has primarily focused on
osmotolerant/osmophilic yeasts until now (Moon et al. 2010; Yang et al. 2021; Erian and Sauer,
2022; Yaakoub et al. 2022a).

Our experiments revealed that the insertion of the An-gfdB gene with its own promoter
and terminator sequences into the osmophilic A. wentii did not enhance the strain's stress
tolerance. Therefore, targeted strategies to improve this capability must consider potential
species-specific responses. We also hypothesize that the 4. nidulans gfdB gene, when paired
with its own promoter and integrated into the genomes of 4. glaucus and A. wentii (Figure
7A.), interacts with various transcription factors, resulting in altered stress responses and
promoter preferences (Wohlbach et al. 2009). This contributes to the phenotypic differences
observed in the 4. glaucus and A. wentii ¢’ gfdB strains (Figures 3, 4, 5, and 6; Kiraly et al.
2020b). This implies that we need to identify not only genes that enhance stress tolerance but
also regulatory elements that ensure the effective and safe functioning of these genes within
fungal genomes.

Furthermore, MDS analysis showed that inserting this gene with its own regulatory
elements did not bring the two osmophilic species (4. wentii, A. glaucus) evolutionarily closer
to the osmotolerant A. nidulans. Transcriptome analysis suggests that the absence of the gfdB
gene in A. wentii is not the cause of osmophilia but rather a consequence of adaptation to high
osmolarity environments.

In summary, our study highlights the complex interplay between genetic modifications
and species-specific physiological responses in fungi. By uncovering the molecular
mechanisms underlying osmoadaptation, these findings pave the way for developing targeted
strategies to enhance stress tolerance and optimize biotechnological processes. Future research
in this area holds great promise for advancing our understanding of microbial biology and

harnessing the full potential of fungi in biotechnological applications.
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eredeti publikéciokban is kozolt online formatumban keriilnek bemutatasra.

Melléklet 1. tablazat. A tanulmanyban hasznalt oligonukleotidok (S1. kiegészitd tablazat).
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-023-12384-
9/MediaObjects/253 2023 12384 MOESM1 ESM.pdf

Melléklet 2. tablazat. Stressztolerancia vizsgalatokbdl szarmazé standardizalt MICso értékek
¢s telepatmérék, MDS plot és dendrogram generalasahoz (S2. kiegészitd tablazat).
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-023-12384-
9/MediaObjects/253 2023 12384 MOESM1 ESM.pdf

Melléklet 3. tablazat. A vizsgéalatban hasznalt primer parok (S1. kiegészitd tablazat).
https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Melléklet 4. tablazat. Az A. wentii és az A. nidulans tenyészetek RT-qPCR adatai (S2.
kiegészitd tablazat).

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Melléklet 5. tablazat. A génkészlet-dusitasi elemzések eredményei (S3. kiegészitd tablazat).
https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Melléklet 6. tablazat. Az A. nidulans hiperozmotikus stressz, oxidativ stressz ¢és glicerin
metabolizmus génjeinek RNS szekvenalasi adatai, valamint az A. wentii ortologok RNS
szekvenalasi adatai (S4. kiegészitd tablazat).

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Melléklet 7. tablazat. A kivalasztott gének transzkripcids viselkedése az alkalmazott
ozmotikus stressz koriilmények kozott (S5 kiegészitd tablazat).

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1
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Melléklet 1. abra. Az A. glaucus 'c gfdB1 és 'c gfdB2 torzsek stressz fenotipusai (10 napos
inkubécio, 25°C, NMM stressz agar lemezek), (S2 kiegészitd abra).
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-023-12384-
9/MediaObjects/253 2023 12384 MOESM1 ESM.pdf

Melléklet 2. abra. Az A. nidulans (A) és az A. wentii (B) torzsek stresszkezelt és kezeletlen
tenyészeteibdl nyert RNS szekevenalasi adatok fokomponens (PC) analizise (S1. kiegészitd
abra).

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Melléklet 3. abra. Atfedés az A. nidulans THS30 és a AgfdB torzsek stresszvalaszai kozott
(S2. kiegészitd abra).
https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Mellékelt 4. abra. Atfedés az A. wentii CBS141173 és a 'c gfdB torzsek stresszvalaszai kozott
(S4. kiegészitd abra).
https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1

Melléklet 5. abra. Génkészlet-dusitasi elemzések a szorbit (A), NaCl (B) és NaCl + szorbit

(C) kezelések 4. wentii 'c gfdBre gyakorolt hatasarol (S5. kiegészitd abra).
https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof10040291/s1
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13. Fiiggelék

A PhD ¢értekezés alapjaul szolgalo kozlemények teljes terjedelmiikben.

85



