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1 BEVEZETES ES CELKITUZES

A tomlésgombak (Ascomycota) Pezizomycotina altérzse szamos
szaprofita és / vagy ndvényi patogén gombat tartalmaz, melyek ¢él6 vagy
elpusztult ndvényi maradvanyokat hasznalnak tapanyag forrasként. Mivel a
novekedési szubsztrat belsé ingadozasa meglehetésen diverz, ezért ennek
fliggvényében a hidrolitikus enzim komplexek altal iranyitott, az Osszes
névényi monoszacharid felszabaditasat célzo folyamatok meglehetésen
komplexek és valtozatosak, tehat vizsgalatuk bonyolult.

A lignocelluloz a legnagyobb mennyiségben rendelkezésre allo
szerves anyag a Foldon. A lignocelluléz cellulozbol, pektinbdl és
hemicellulozbol épiil fel. A lignocellulozt szamos monoszacharid és azok
szarmazékai alkothatjak, igy D-gliik6z, D-galaktoz (a gliikoz 4-C epimere),
L-arabindz és D-xilozb stb. (Cragg és mtsai., 2015). A D-glikéz és a D-
galaktoz megtalalhato a tej legfontosabb energiaforrasaban, a laktozban is,
mely egy B-1,4 kotésti diszacharid. Néhany novényi oligoszacharid, mint
példaul a sztachidz, a raffindz és a verbaszkdz, ezen kiviil a legtobb Dikarya
gomba sejtfalanak (pl.: arabinogalaktan) fontos alkotdeleme is a D-galaktdz
(Free, 2013). A magasabb rendl eukariotakban megtalalhatod glikoproteinek
és glikolipidek hexd6z komponense szintén a D-galaktoz (Pomin, 2016). Az
L-arabinogalaktan két f6 csoportban fordul eld, tgynevezett I- és II tipusu
arabinogalaktanként. Mindkét formaban a heteropolimer gerincét elsdsorban
B-kotésti D-galaktopiran6z alkotja, az I tipusu arabinogalaktanban 1-4, a Il
tipust arabinogalaktanban 1-3 kotéssel (Sakamoto és Ishimaru, 2013; Knoch
¢és mtsai 2014).

(1.) A jelen munkank soran elszor vizsgaltuk meg, hogy nagy
koncentracioban az Aspergillus. nidulans képes-e egyidejlileg metabolizalni a
D-galaktézt és az L-arabindzt is, vagy a gomba egyértelmiien elényben
részesiti az egyik szénhidratot a masikkal szemben.

Az A. nidulans-ban a D-galaktéz a Leloir és az alternativ
oxidoreduktiv titvonalon keresztiil katabolizalodik (Fekete et al., 2004). A
legtobb pro- és eukaridtakban jelen 1évé Leloir utvon elsé 1épésében a
galaktokinaz az alfa-D-galaktopirandzt D-galaktoz-1 —foszfata alakitja (Frey,



1996; Holden és mtsai, 2003). A galaktokindz enzimek a galaktopiran6z alfa-
anomerjére specifikusak (Howard és Heinrich, 1965).

Az aldoéz-1-epimerazok (mutarotizok, EC 5.1.3.3) az ald6zok
hemiketal vagy hemiacetal anomer szénatomjan (C-1) 1év6 hidroxil csoport a
¢és B-anomerek atalakulasat katalizaljak, az egyenstly iranyaba iranyitva az
elegyet (Nelson és Beegle, 1919).

(2.) Ebben a munkaban két aldoz-1-epimeraz gént (galmA és galmB)
azonositunk az A. nidulansban, és megvizsgaljuk, hogy ezek géntermék
fiziologiailag relevans a D-galakt6z anyagcserében.

2 ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1  Aspergillus nidulans torzsek, taptalajok és tenyésztési feltételek

A doktori munkam soran az 1. tablazatban felsorolt torzsekkel
végeztiink kisérleteket.
1. tablazat A munkank soran felhasznalt Aspergillus nidulans torzsek

Torzs Genotipus Hivatkozas
Fantes ¢és
R21% pabaAl; yA2; veAl Roberts. 1973
TNO2A3
Nayak ¢s mtsai.
(FGSC pyrG89; pyroA4; AnkuA::argB;veAl aya Zg(s)én sat,
A1149)
Keller Lab
RIMP155.55 riboB2; wA3; nkuA™;Vea™ (Madison, WI,
USA)
LKEF_005 (pyrG89); pyroA4; AnkuA::argB; Kulcsér és mtsai.,
AgalmA::Tr.pyr4® (uridine prototroph) 2017




(pyroA4); pyrG89 AnkuA::argB;

Kulcsar és mtsai.,

LKEF_006 AgalmB::Af.pyroA°® (pyridoxine 2017
prototroph)
(pyroA4); (pyrG89) AnkuA::argB; . .
Kul tsai.
LKEF_007 AgalmA::Tr.pyr4; AgalmB::Af.pyroA . csazroe1s7m sat
(pyridoxine & uridine prototroph)
LKEF—OOZd (pyrof\4)5 (pyrG89) _Agal_m A::Tr.py_r4; Kulcsar és mtsai.,
nkuA™; riboB2; (pyridoxine & uridine
2017
prototroph)
§ (pyroA4); (pyrG89);(riboB2)
LKEF_001 AgalmA::Tr.pyrd; AnkuA::argB; wA3; | Kulcsar és mtsai.,
(pyridoxine, uridine & riboflavin 2017
prototroph)
(pyroAd4); (pyrGa89); AgalmB::Af.pyroA; L .
LKEF_008° | nkuA™; riboB2; (pyridoxine & uridine Kulesdr és misai,
2017
prototroph)
LKEF_003° (pyroAd); (pyrG89); (riboB2); Kulcsér és misai.
AgalmB::Af.pyroA; nkuA™; (pyridoxine, 2017
uridine & riboflavin prototroph)
(pyroA4); (pyrG89) AgalmA::Tr.pyrd
LKEF 9.15 (riboB2); nkuA*; Af.riboB"; galmA®" | Kulcsar és mtsai.,
- (pyridoxine, uridine & riboflavin 2017
prototroph)
LKEF 10.9 (pyroA4); (pyrG89) AgalmB:: Af.pyroA; | kylcsar és misai.,

(riboB2); nkuA*: Af.riboB"; galmB**
(pyridoxine, uridine & riboflavin

2017
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prototroph)

(pyroA4); (pyrG89) AgalmB:: Af.pyroA;

LKEF_10.8 | (riboB2); nkuA*; Af.riboB"; galmB* | Kulcsar és mtsai.,

(pyridoxine, uridine & riboflavin 2017
prototroph)

(pyroAd); (pyrG89) AgalmB:: Af.pyroA;

LKEF_10.22 | (1ihoB2); nkuA*; Af.riboB"; galmB** | Kulcsér és mtsai.,

(pyridoxine, uridine & riboflavin 2017
prototroph)

(pyroA4); (pyrG89) AlacpB:: Af.pyroA;
LKEF_10.7 (riboB2); nkuA*; Af.riboB'; galmB®* | Kulcsar és mtsai.,

(pyridoxine, uridine & riboflavin 2017
prototroph)

AOEF_006 Németh és mtsai
pyrG89; AgalE::Af.pyroA®; AnkuA::argB 206186 ©s misal,

Clutterbuck,
G094 biAL; WA3; araAl 8L
de  Vries ¢és

mtsai., 1994

Az 1. tablazatban talalhat6 labjegyzet magyarazata:

Clutterbuck 1993 évi kozleményét kovettilk a relevans mutaciok és egyéb
markerek jelolése soran.

Az alkalmazott roviditések:

# vad tipust referencia torzs; b T. reesei orotidin-5-foszfat-dekarboxildz
(pyrd) génje; © A. fumigatus piridoxin bioszintézis (pyroA) génje; ¢ az
LKEF005 és az RIMP155.55 torzsek keresztezésébdl szarmazo utod; © az
LKEF006 és az RIMP155.55 torzsek keresztezésébdl szarmazd utod. ' A.
fumigatus GTP ciklohidroxilaz (riboB) génje.




A razott lombikos tenyésztéseket 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokban
végeztiik 100 ml AMM (Aspergillus Minimal Medium) tapoldatban, 37 °C-
on, és 200 percenkénti fordulatszamon (Pontecorvo et al. (1953). A
tenyésztésekhez hasznélt sterilezett tapoldat szénforrasainak kezdeti
koncentracioja 1,0 vagy 1,5 % (w/v), a konidium koncentracioja pedig 10° A.
nidulans konidium/ml volt (Fekete és mtsai., 2002).

A novekedési tesztekhez agarral szilarditott AMM taptalajt is
hasznaltunk. A Petri csészékben 1év6 taptalajt egyetlen pontban strdi, frissen
készitett vegetativ spordk szuszpenzidjaval oltottuk le és 37 ° C-on
inkubaltuk.

Enzim aktivitds méréshez 1 % glicerint tartalmazé6 AMM tapoldatban
eléndvesztettilk a torzseket. AMM tédpoldatra torténd atmosés és az 1 Orés
¢heztetés utan 1 % végkoncentracidban D-galaktdzt adtunk a tenyészetekhez.

Az indukcios kisérletekhez a micéliumokat 37 °C-on 24 oran at
elénovesztettiik glicerint (neutralis szénforrast) tartalmazo AMM minimal
tapoldatban. A tenyészetek szlirését és steril vizzel torténd mosasat kovetéen
a micéliumot szénforras nélkiilli AMM tapoldatba vittiik at és tovabbi 1 o6ran
at inkubaltuk 200 rpm-en, 37 °C-on. Az 1 o6ras éheztetést kovetéen a
tenyészetekhez adagoltuk a vizsgalandé indukcios szénforrast 1 % (w/v)
végkoncentracioban.

2.2 Genetikai technikak és transzformalas

végeztiik. A kapott transzformansokat kétszer tisztitottuk, hogy egyetlen
sejtbdl képzett koloniat kapjunk. A transzformansokat szelektiv minimal
taptalajon tartottuk fenn.

2.3  Hianymutans torzsek létrehozasa

A galmA, a galmB és a galE gének delécios kazettait double-joint
PCR technikaval (Yu és mtsai., 2004) szintetizaltuk meg. A galmA delécios
kazetta esetében a T. reesei a funkcionalis orotidin-5'-monofoszfat-
dekarboxilaz (pyrd) génjét (Gruber és mtsai., 1990), mikézben a galmB és a
galE esetében az A. fumigatus pyroA génjét (a piridoxin anyagcserében
fontos, Nayak és mtsai., 2006) hasznaltuk szelekcids génként. Az A. nidulans
TNO2A3 torzs (Nayak és mtsai., 2006) protoplasztjait (piridoxin és uridin-
auxotrof torzs) 10 pg lineéris delécios kazettaval transzformaltuk, igy nyerve
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az egyszeres galmA, a galmB vagy a galE hiAnymutansokat. A galmA/galmB
kettds aldéz-1-epimeraz mutans létrehozdsdhoz az in vitro megszintetizalt
delécios kazettak 5-5 pg-jat az A. nidulans piridoxin és uracil auxotr6f
TNO02A3 traszformalasi torzsbe juttattuk. Ez a torzs nem rendelkezik a DNS
mindkét lancat érint6 torések javitdasanak képességével (nkuA hidnyos) igy a
transzformaciok hatékonysaga jelentésen megné. A kapott piridoxin- vagy az
uridin-prototrof transzformansokat a galmA, a galmB vagy a galE gén
szekvenciajanak hianyédval azonositottuk gén specifikus primerekkel, PCR
technika segitségével. Tobb fiiggetlen egyszeres galmA, galmB és dupla
galmA/galmB hianyos torzs fenotipusos jegyeit is teszteltiik.
2.4 A galmA/galmB ald6z-1-epimeraz gének visszatranszformalasa a

galmA vagy a galmB hianyos hattérrel rendelkezé mutiansba

Egy els6 generacios, karakterizalt galmA (LKEF005) vagy galmB
(LKEF006) hidnymutans torzset kereszteztink az RIMP 155.55 torzzsel,
hogy 10j auxotréfia markert kapjunk, illetve hogy az nkuA deléciotol
megszabaduljunk. Piridoxin-prototrof és riboflavin-auxotrof, illetve uridin-
prototrof és riboflavin-auxotréf utddokban PCR technika segitségével
vizsgaltuk az nkuA gén jelenlétét. A mar nkuA génnel rendelkezé masodik
generaciés galmA vagy galmB hianymutans torzset 10 pg amplifikalt,
tisztitott galmA vagy galmB PCR termékkel és 1 pg pTN2 plazmiddal (A.
fumigatus riboB génje, a riboflavin bioszintézisben részt vevé fehérjét kodol;
Nayak ¢és mtsai,, 2006) ko-transzformaltuk. A  riboflavin-prototrof
transzformansok kozott a visszatranszformalt galmA vagy a galmB gén
meglétét PCR, majd kés6bb Southern-blot technika segitségével vizsgaltuk.
A galmA ¢és a galmB visszatranszformalt/taltermel6 (1 vagy tobb kopias)
torzsek koziil néhanyat fenotipusosan is jellemeztiik.
2.5  Genomi DNS és total RNS-izolalas

A biomasszat ,,miracloth” nevii textilsziron a lehetd leggyorsabban
Kisziirtiik, hideg steril vizzel alaposan atmostuk, papirtorls segitségével a viz
nagy részét eltavolitottuk, majd folyékony nitrogénben azonnal
lefagyasztottuk. A lefagyasztott biomasszat nitrogénnel hitott mozsarban
porra Oroltik. A genomi DNS-t Promega Wizard SV Genomic DNA
Purification System Kit segitségével, mig az RNS-t a Promega SV Total
RNS-t izolal6 kit segitségével nyertiik ki.
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2.6 Northern- és Southern-blot analizis

A Northern- és a Southern-blot analizis soran Sambrook és Russel
(2001) altal publikalt standard eljarasokat hasznaltuk. A hibridizaciét Lumi-
Film kemilumineszcens detektalé film (Roche Applied Science) segitségével
tettiik lathatova. PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science)
segitségével szintetizaltuk meg a digoxigeninnel jeldlt génspecifikus
oligonukleotidokat.

2.7  Analitikai modszerek

A szaraz sejttomeget (DCW) meghatarozasahoz 5 ml fermentlevet egy
elre lemért tomegii papirsziirén keresztiil leszirtiink, majd tobbszor hideg
vizzel atmostunk, végiil 80 °C-on tomegallandosagig szaritottuk a
meg egy protoncserélé oszlop és térésmutatd (RI) detektor alkalmazasaval
(Fekete és mtsai., 2002).

A mutarotaz aktivitist Bouffard és mtsai., 1994-ben publikalt
kozleménye  alapjan  hataroztuk meg. A  P-glikoz-dehidrogenaz
(Pseudomonas sp., Sigma Aldrich) enzim szinte csak a B-anomert képes
oxidalni, mik6zben a B-NAD, B-NADH-va redukalodik. Mivel az a-D-glitk6z
spontan is képes B-D-glikézza alakulni, ezért ezzel a [-D-gliikoz
mennyiséggel korrigalni kell a szamitasnal. 1 egység, az pH=7,2, 25 °C-on, 1
perc alatt a spontdn mutarotacio felett keletkezett B-D-gliik6z mennyisége
pmol-ban. A specifikus aktivitds, a mutarotaz aktivitis fehérjetartalomra
vonatkoztatott értéke, U/mg fehérjében.

Az analitikai ¢és biokémiai eredmények 3-5 fliggetlen kisérlet
atlagabol szarmaznak. Az adatok elemzése és szamszerisitése SigmaPlot
szoftver  (Jandel Scientific) segitségével wvalosult meg. Minden
kisérletsorozaton beliil standard eltéréseket (SDs) hataroztunk meg.

2.8  Bioinformatikai analizis

Az E. coli és a human (fehérje azonosité szam: POA9C3 és Q96C23)
és a S. cerevisiae Gall0p C-terminalis domént (P04397: 356-699 alegység)
hasznaltuk a TBLASTN keresés soran (Basic Local Alignment Search Tool
algoritmus, mely egy fehérje szekvenciat keres minden olvasési keretben:
Altschul és mtsai., 1997). A szerkezetileg rokon Ascomycete fehérjéket
kodolo génekhez a National Center for Biotechnology Information (NCBI) és
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az US Dept. of Energy Joint Genome Institute (JGI) altal rendelkezésre
bocsatott nukleotid adatbazisokbol fértiink hozza 2015 tavaszan. A
filogenetikai analizis evolucids alapjainak biztositdsa érdekében az ilyen
géneket a Dikaryakon kiviil besorolt gombakban is azonositottuk. A
génmodelleket és az analizis végeredményét manualisan korrigaltuk. Az igy
kapott 791 peptidszekvencidt a MAFFT 7-es verzidjaval (Katoh és Standley,
2013), az E-INS-i algoritmussal (tobb konzervalt domén felismerésére
fejlesztve) és egy BLOSUM 45 hasonlosagi matrixszal illesztettiik. A
fehérjeszekvencidkat a doktori disszertaciomban nem tiintetem fel. A kapott
illesztést az Entropy 1.12 verziojanak (BLOSUM 45 hasonlosagi matrix, 4
blokk méretti blokk, Criscuolo és Gribaldo, 2010) segitségével valogattuk,
162 informativ egységet eredményezve.



3 Uj tudomanyos eredmények

. Két lehetséges mutarotaz gént azonositottunk, az intronmentes
AN3184-et, amit galmA-nak, és a két exont tartalmazd AN3432-6t, amit
galmB-nek neveztiink el.

. A D-galaktéz felvétel és a biomassza képzoédés szignifikans
lecsokkent a galmB hidnyaban a vad térzshoz képest.

. A AgalmA sillyesztett sejttenyészetekben a referencia torzshoz
képest nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a biomassza képzédésben vagy
a D-galakt6z koncentracio alakulasaban sem.

. A galmB egyszeres és a dupla galmA/galmB A. nidulans
hianymutansok D-galaktézon vagy L-arabindzon ndvesztett biomasszak
sejtmentes kivonataiban a megfigyelt mutarotacié nem szignifikdnsan haladta
meg a spontan mutarotacié mértékét a reakcid pufferben.

. A galmB tiltermelé térzsekben a vad tipushoz képest szignifikansan
nagyobb enzimaktivitas volt mérhetd, a specifikus aktivitas a kopiaszammal
aranyosan valtozott.

. A galmB taltermeld mutdnsainal a biomassza képz6dés vagy a
cukorfelvétel sebessége nem nott, ez azt jelenti, hogy a tesztelt kdriilmények
mellett a  mutarotaci6 a  D-galaktéz  katabolizmusban  nem
sebességmeghatarozo a vad tipusu torzsben.

. Az A. nidulans képes egyidejilleg ¢és hasonld sebességgel
metabolizalni a D-galaktozt és az L-arabinozt is.

° Az alternativ oxidoreduktiv Gtvonal becslésiink szerint 12,5-44,2 % -
ban jarul a D-galakt6z hasznositasahoz.

. A pentdzok és a D-galaktéz az ORP, PCP és Leloir utvonal egyes
katabolikus génjeit indukaljak fiiggetleniil attdl, hogy a kddolt enzim(ek)
valdjaban részt vesz(nek) az adott szénhidrat metabolizmusaban



4 OSSZEFOGLALAS

Az elsé enzim Kkatalizalta mutarotaciot a P. chrysogenum-ban
azonositottak ami nagyon kozeli rokona az A. nidulans-nak. Ezért mind az A.
nidulans és mind a P. chrysogenum genomjat megvizsgaltuk lehetséges
aldoz-1-epimerazokat kutatva. Amikor a human vagy az E. coli GalM
fehérjét vagy a S. cerevisiae Gall0 bifunkcionalis fehérje C-terminalis
részének szekvencidjat hasznaltuk TBLASTN soran, két lehetséges gént
azonositottunk, az intronmentes AN3184-et, amit galmA-nak, és a két exont
tartalmazo AN3432-6t, amit galmB-nek neveztiink el.

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a galmA vagy a galmB kodolja a
fiziologiasan jelentds galaktoz-mutarotazt, mind a két gént kiilon-kiilon és
egyszerre is deletaltuk a gomba genomjabdl, igy kaptuk a AgalmA, a AgalmB
egyszeres, és a AgalmAl AgalmB dupla hianymutansokat. Ezt kovetben az
egyszeres hianymutans torzsekbe visszajuttattuk az elézéen deletalt
lehetséges mutarotaz kodolo géneket. Ezen visszatranszformalt, tltermeld
torzsek kopiaszamat Southern-blot analizissel hataroztuk meg.

Minden galm mutanst kiillonboz6 szénforras tartalmu siillyesztett
kultarakban is megvizsgaltuk. A D-galaktoz felvétel és a biomassza képzddés
szignifikans lecsokkent a galmB hianyaban a vad torzshéz képest. Ezzel
ellentétben a AgalmA siillyesztett sejttenyészetekben a referencia torzshoz
képest nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a biomassza képzddésben vagy
a D-galaktéz koncentracid alakulasaban sem. A AgalmA/AgalmB dupla
hianymutans fenotipusa a galmB deléciés mutanshoz hasonlitott. Egyéb
szénforrasokon, igy D-gliikozon, illetve glicerinen, L-arabindzon nem volt
tapasztalhatd a cukorfogyasban lényeges kiilonbség a vizsgalt mutansok
kozott.

A galmB egyszeres és a dupla galmA/galmB A. nidulans
hianymutansok D-galaktézon vagy L-arabindézon novesztett biomasszak
sejtmentes kivonataiban a megfigyelt mutarotaci6é nem szignifikansan haladta
meg a spontan mutarotacié mértékét a reakcio pufferben. Ezzel szemben a
galmB tultermel6 térzsekben a vad tipushoz képest szignifikansan nagyobb
enzimaktivitas volt mérhetd, a specifikus aktivitas a kopiaszammal aranyosan
valtozott.
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Mindazonaltal a galmB thltermel6 mutinsai nem befolyasoltak a
biomassza képzddés vagy a cukorfelvétel sebességét, ez alol kivételt képez a
galmB delécids torzsei. Ez azt jelenti, hogy a tesztelt koriilmények mellett a
mutarotacio a D-galaktoz katabolizmusban nem sebességmeghatarozé a vad
tipusu torzsben.

Erdekes modon a galmA thltermelé muténsainal, igy a D-galaktozon
vagy a D-gliikozon alapuldé ndvekedési profilban vagy az aldoz-1-epimeraz
aktivitas alakulasaban sem volt fiziol6gidsan megfigyelhetd kiilonbség.

A jelen munkink soran elészor vizsgaltuk meg, hogy nagy
koncentracioban az A. nidulans képes-e egyidejlileg metabolizalni a D-
galaktdzt és az L-arabindzt is, vagy a gomba egyértelmiien eldnyben részesiti
az egyik szénhidratot a masikkal szemben. A gomba a két cukrot egyidejiileg
vette fel, és tobbé-kevésbé hasonld sebességgel fogyasztotta. A két
monoszacharid felhasznalasnak sebessége meglehetdsen hasonlonak tilinik,
mindkét szénforrast kb. 72 éra (3 nap) alatt hasznositotta a mikroba.
Mindazonaltal gy tlinik, hogy a vegyes tenyészetben a pent6éz némileg
gyorsabban hasznosul, mint a hex6z.

Az L-arabindz ¢és a D-galaktéz katabolizmusdban részt vevd
struktirgének transzkripcidjanak tanulméanyozésdra azokat a géneket
valasztottuk, amelyek fontossaga funkciovesztéses galaktokinaz (galE),
mutarotaz (galmB) ¢és arabitol-dehidrogendz (aral) mutinsokkal mar
bizonyithato volt az A. nidulans-ban.

Mindharom mutéaci6 befolyasolja a D-galaktoz hasznositas sebességét.
A legnagyobb gatlé hatds AgalE esetében volt, a rendelkezésre allo
szénforrasnak csak 20% -at fogyasztotta 120 éraval a beoltas utan. Az araAl
mutansban az alternativ itvonal L-arabinitol (galaktitol):NAD" dehidrogenaz
enzim hidnya lelassitotta a ndovekedést, igy a galaktoz kimeriilése a 3 nap
helyett 5 napig tartott. Ezekbdl az adatokbdl az alternativ oxidoreduktiv
utvonal becslésiink szerint 12,5-44,2 % -ban jarul a D-galaktoz
hasznositasahoz. A mutarotiz hianytorzs (4galmB) D-galakt6z fogyasztasa
nagyon hasonlit az L-arabinitol-dehidrogenaz null mutanséhoz, sokkal
kevésbé korlatozva azt, mint a galaktokinaz deletalt mutanst.

Masrészt a galaktokinaz és galaktéz mutarotaz deléciok nem mutatnak
jelentés hatast az L-arabindz hasznosithatosagara. Harom nappal a beoltas
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utdn a pent6z mindig kimeriilt a vad tipust, a galaktokinaz- és a mutarotdz-
hidnymutansok esetében, mig az L-arabinitol-dehidrogenaz-mutansnal 3 nap
utan mintegy 75 %-a és 5 napos razatas utan a szénforras koriilbeliil 40 %-a
maradt meg.

A galaktéz metabolizmusban funkciondlisan részt vevé harom gén
transzkripcidjaval parhuzamosan a D-xilulokinaz (xkiA) gént is vizsgaltuk,
ami csak a pentdz lebontasban jatszik szerepet, de elengedhetetlen a pentoz-
foszfat nem oxidativ részében. Glicerinen eléndvesztett tenyészeteket
glicerint, csak D-galaktozt, csak L-arabinozt és egyiitt D-galaktozt, L-
arabindzt tartalmazo tapoldatba mostuk at. Amint vartuk, az L-arabinitol-
dehidrogenaz gén (araA) a vizsgalt szénhidratokon kifejez6dott, mivel az
feltételezhetéen mindkét cukor metabolizmusaban részt vesz. Az L-
arabindzzal indukalt tenyészetekben az expresszid szint hamarabb elérte a
maximumot, mint D-galaktézon. Az aldoz katabolizmusban az oxidoreduktiv
utvonal Leloir Gtvonalhoz képest Kisebb aranyban jatszik szerepet. A
Xilulokinaz (xkiA) gén minden vizsgalt szénforrdson (kontrol glicerinen is)
indukalodott, és némileg nagyobb mértékli génexpresszié csak 8 oOrdval L-
arabindzra torténd atoltds utan volt megfigyelhet6. Ezzel ellentétben a
galaktokinaz (galE) és az araAl gén kifejez6désére gy tiinik, hogy mindkét
szénhidrat hatassal volt, az L-arabindz tenyészetekben az expresszids szint
hamarabb elérte a maxiumot, mint D-galaktozon. Erdekes modon a Northern-
blot eredménye azt mutatja, hogy a pent6zok hasonl6 hatast mutatnak, mint a
vizsgalt aldoz. Ez azért figyelemre méltd, mert a GalE nem vesz részt az
oxidoreduktiv L-arabindz metabolizmusaban, mivel a Leloir utvonal elso
1épésében az  alfa-D-galaktopiranozid C1  pozicioju irreverzibilis
foszforilaciojat katalizalja.

Ezenkivill a galaktéz 1-epimerdz (galmB) génjének a pentdzokon
tapasztalhatd indukcié nagysdga nagyobb, mint a D-galakt6z jelenlétében. A
galmB transzkriptuma alig kimutathaté a glicerin kontroll mintaiban.
Funkcionalis értelemben a galmB L-arabindz generalta hiperindukcioja
fiziologiailag aberransnak tiinik, mivel a gén delécidja nem vezetett a
novekedés gatlashoz vagy csokkenéshez a pentdzon. Ami olyan szempontbol
logikus, hogy az oxidoreduktiv tGtvonal mind az 6t enzime kizar6lagos
szubsztratja az aldoz és a ketdz intermedierek szabad aldehid, azaz a cukrok
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linearis, és nem anomer hemiacetdl vagy hemiketal formaja. A szabad
aldehidforma az anomer interkonverzid kozbens6 terméke, de a mutarotaz
enzimhez ko6tédik, azaz a mutarotaz elméletileg nem noveli a szabad aldehid
forma koncentraci6jat a sejtben.

Az egyiittesen L-arabinozt és D-galaktdzt is tartalmazod tapoldatokra
atmosott 8 Orads tenyészet négy kivalasztott génje alapvetéen hasonloan
viselkedett, mint pentézon. A 24 6ras galmB és araA indukcids szintjei
hasonléak voltak, mint csak L-arabindzos tenyészetekben, egyértelmiien
jobban expresszalodtak, mint csak az aldozon 6nmagaban. A galE-t a kevert
szénforrason taldn némileg jobban fejez6dott ki, mint az onmagaban L-
arabinézon vagy D-galaktézon. Eredményeinkbdl azonban nem tudjuk
megallapitani, hogy a galaktokinaz gén kizarélag a D-galaktdzra reagal-e 24
oraval az indukcid utan, vagy van esetleg additiv hatdsa az L-arabindz
egyiittes jelenlétének is.
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5 Introduction and objectives

Pezizomycotina is a subphylum of Ascomycota which comprises
many saprophytic and/or plant pathogenic fungi, feeding on living or dead
plant material. The fungal degradation of (plant) polysaccharides involves
complexes of hydrolytic enzymes that act in synergy to liberate all the
constituent monosaccharides for internal turnover of the growth substrate

D-galactose — the C-4 epimer of D-glucose — is the only constituent
monosaccharide common to all three major classes of hemicellulose, that
together with cellulose and pectin makes up lignocellulose, the most
abundant organic material on Earth (for a recent review, see Cragg et al.,
2015). The disaccharide lactose, the major carbohydrate of milk, consist of
galactose and glucose linked by a beta-1,4 bond. Moreover, D-galactose is
part of a variety of plant hetero-oligosaccharides such as stachyose, raffinose
and verbascose, and also occurs prominently in the cell walls (for example in
L-arabinogalactan) of fungi of most Dikarya taxa (Free, 2013). Finally, as
part of the sugar residues of certain glycoproteins and glycolipids, it is
involved in some vital cellular functions in higher eukaryots (Pomin, 2016).
L-Arabinogalactan occurs in two main configurations called type I- and type
Il arabinogalactan. In both forms, the backbone of the heteropolymer
contains principally beta-linked D-galactopyranose, linked [1,4] in type |
arabinogalactan and [1,3] in type Il arabinogalactan (Sakamoto and Ishimaru,
2013; Knoch et al., 2014).

(1) In this work, we sought to investigate whether the
monosaccharides that constitute plant hemicellulolytic or pectic
heteropolysaccharides are taken up and catabolised simultaneously and
whether these sugars actively facilitate the catabolism of each other to
efficiently use the available growth substrate. We chose to study the possible
catabolic synergism at the regulatory level with the two principal
monosaccharide components of the plant cell wall heteropolysaccharide L-
arabinogalactan, L-arabinose and D-galactose.

In this fungus, D-galactose is catabolized via the Leloir and the
alternative oxido-reductive pathways (Fekete et al., 2004). The Leloir
pathway — which is operative in most pro- and eukaryotes — begins with
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ATP-dependent phosphorylation of alpha-D-galactopyranose to D-galactose-
1-phosphate by galactokinase as the first dedicated reaction (see Frey, 1996;
Holden et al., 2003 for reviews). A physiologically important characteristic
of galactokinase is that the enzyme only acts on o-D-galactopyranose
(Howard and Heinrich 1965).

Mutarotases (systematic name: aldose 1-epimerase; EC 5.1.3.3)
catalyze the interconversion of a- and p-anomers of aldoses) Nelson and
Beegle, 1919).

(2) In this work, we identify two aldose-1-epimerase genes (galmA
and galmB) in A. nidulans and investigate that the gene products are
physiologically relevant for the utilization of D-galactose.

6 MATERIALS AND METHODS

6.1  Aspergillus nidulans strains used in this study
A. nidulans strains used in this study are listed in Table 1.

Table 1. Aspergillus nidulans strain used in this study.

Strain Genotype References
. Fantes and
R21 pabaAl; yA2; veAl Roberts, 1973
TNO2A3
Nayak et al.
(FGSC pyrG89; pyroA4; AnkuA::argB;veAl ay;ooeﬁt &
A1149)
Keller Lab
RIMP155.55 riboB2; wA3; nkuA*;Vea™ (Madison, WI,
USA)
LKEF_005 (pyrG89); pyroAd; AnkuA::argB; Kulcsér et al.,
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AgalmA:: Tr.pyr4® (uridine prototroph) 2017
(pyroA4); pyrG89 AnkuA::argB; 12%1 llisar et al,
LKEF_006 AgalmB::Af.pyroA° (pyridoxine
prototroph)
Kulcsar et al
(pyroAd); (pyrG89) AnkuA::argB; 281 1;sar o
LKEF_007 AgalmA::Tr.pyrd; AgalmB::Af.pyroA
(pyridoxine & uridine prototroph)
LKEF 002¢ | (pyroA4); (pyrG89) AgalmA::Tr.pyr4; 2K§11;sar ot al,
B nkuA™; riboB2; (pyridoxine & uridine
prototroph)
d (PyroAd); (pyrG89):(riboB2) I;(‘;llisar et al,
LKEF_001 AgalmA::Tr.pyrd; AnkuA::argB; wA3;
(pyridoxine, uridine & riboflavin
prototroph)
(pyroAd); (pyrG89); AgalmB::Af.pyroA; 2K(;111;sar ot al,
LKEF_008° nkuA®; riboB2; (pyridoxine & uridine
prototroph)
. Kulcsar et al.,
LKEE 003° (pyroAd4); (pyrG89); (riboB2); 2017
B AgalmB::Af.pyroA; nkuA™; (pyridoxine,
uridine & riboflavin prototroph)
Kulcsé 1.
(pyroA4); (pyrG89) AgalmA::Tr.pyr4 2811;% et al,
LKEF 9.15 | (riboB2); nkuA™; Af.riboB'; galmA**
- (pyridoxine, uridine & riboflavin
prototroph)
Kulcsar et al.,
LKEF_10.9 (pyroA4); (pyrG89) AgalmB:: 2017
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Af.pyroA; (riboB2); nkuA™; Af.riboB;
galmB™* (pyridoxine, uridine &
riboflavin prototroph)

Kulcsar et al.,

(pyroA4); (pyrG89) AgalmB:: 2017

LKEF_10.8 | Af.pyroA; (riboB2): nkuA*: Af.riboB":
galmB** (pyridoxine, uridine &
riboflavin prototroph)

Kulcsar et al.,

(pyroA4); (pyrG89) AgalmB:: 2017

LKEF_10.22 Af.pyroA; (riboB2); nkuA™; Af.riboB";
galmB** (pyridoxine, uridine &
riboflavin prototroph)

Kulcsar et al.,

Ad); G89) AlacpB:: Af. A;
(pyroA4); (pyrG89) Alacp PYroA 1 o017

LKEF_10.7 (riboB2); nkuA*; Af.riboB"; galmB®*
(pyridoxine, uridine & riboflavin

prototroph)
AOEF_006 ,
pyrG89; AgalE::Af.pyroA®; AnkuA::argB Németh et al,
2018
Clutterbuck,
G094 biAL; WA3: araAl 1981

de Vries et al.,
1994

Footnotes:

The references given refer to the mutations relevant to this work; other
markers are in standard use (Clutterbuck, A.J., 1993).

Indexes used: * wild-type reference for lactose utilization; ® T. reesei

orotidine-5-phosphate decarboxylase (pyrd) gene; ¢ A. fumigatus pyridoxine
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biosynthesis (pyroA) gene; gene; ¢ Offspring of a cross between LKEF005
and RJIMP155.55; ° Offspring of a cross between LKEF006 and
RIMP155.55. " A. fumigatus GTP cyclohydrolase (riboB).

Aspergillus Minimal Medium (AMM) for shake-flask cultures was
described by Pontecorvo et al. (1953). Carbon sources were used at 1.0 or 1.5
% (w/v) initial concentration. Cultures were inoculated with 10° A. nidulans
conidia (ml medium)™. Shake-flask cultures were incubated at 37 °C in 500
ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml culture aliquots in a rotary shaker at
200 rpm.

Agar-solidified AMM medium was used for growth tests; plates were
“point” inoculated with a single drop of a freshly prepared suspension of
vegetative spores at low density and incubated at 37 °C.

For enzyme activity determinations, replacement cultures were used
for which mycelia were pre-grown for 24 h in AMM containing glycerol, and
harvested by filtration. After washing the biomass with cold sterile water,
mycelia were transferred to flasks with carbon-free AMM and were
incubated for 1 h in a rotary shaker at 200 rpm, after which carbon sources
were added.

For transcript analysis, mycelia were pre-grown for 24 h in AMM
containing glycerol and after thorough washing, transferred to fresh medium
containing 1 (w/v) carbon source.

6.2  Classical genetic techniques and transformation

A. nidulans transformations were performed as described by Tilburn
et al. (1983). Transformants were purified twice to single cell colonies and
maintained on selective minimal medium plates.

6.3  Generation of knockout mutant strains

A gene deletion cassette was constructed using the double-joint PCR
method (Yu et al., 2004). The galmA deletion cassette contained the pyr4
gene from T. reesei (Gruber et al., 1990), while in the galE and the galmB
deletion cassette, the A. fumigatus pyroA gene (Nayak et al., 2006) was used
as primary selection marker. The oligonucleotide primers used are listed in
Supplementary Table S2. Protoplasts of A. nidulans uridine- and pyridoxine-
auxotroph strain TN02A3 were transformed with 10 pg of the linear deletion
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cassette. This transformation host facilitates the acquisition of gene knock-
outs due to the absence of functional non-homologous end-joining machinery
(Nayak et al. 2006). Pyridoxine- or uridine-prototroph transformants were
probed for the absence of galmA or galmB coding sequences by PCR, using
gene-specific primers. For the creation of the double mutarotase deletion
mutants (galmA/galmB), the same galmA and galmB replacement constructs
(5 pg of each) as described above were co-introduced into TNO2A3. Selected
pyridoxine and uridine-prototroph, double deletion mutant strains were
verified by PCR and then crossed out to reacquire the wild type nkuA gene.
Offspring of two independently isolated primary double mutarotase mutants
were routinely tested.
6.4  Reintroduction of galmA/galmB into gene-deleted backgrounds

Characterized first generation deletion mutants of galmA (LKEF005)
or galmB (LKEF006) were each crossed with strain RIMP155.55 to
exchange auxotrophic markers and rid the nkuA deletion. Pyridoxine/
uridine-prototroph and riboflavin-auxotroph offsprings were verified by PCR
for the presence of nkuA. Specific primers were used to amplify galmA and
galmB. 10 pg amplification product was co-transformed with 1 pg pTN2
(carrying the A. fumigatus riboB gene; Nayak et al., 2006) into the
appropriate AnkuA-cured gene deleted strain. Among the riboflavin-
prototroph transformants, the presence of the reintroduced gene was probed
by PCR. The galm copy number was estimated by Southern blot analysis,
and selected strains that had acquired functional galmA/galmB in one or more
copies were phenotypically characterized.
6.5 Genomic DNA and total RNA isolation

Mycelia were harvested by filtration, frozen in liquid nitrogen and
ground to powder. Genomic DNA was extracted using a NucleoSpin Plant 11
kit whereas total RNA was isolated with a NucleoSpin RNA Plant kit (both
kits from Macherey-Nagel). The concentration and purity were determined
with a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA).
6.6  Southern and Northern blot analysis

Standard procedures (Sambrook and Russell, 2001) were used. Probes
were digoxigenin-labelled using a PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche;
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Supplementary Table S2). Hybridization was visualized with Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film (Roche).
6.7  Analytical methods

DCW (dry cell weight) was determined from 5 ml culture aliquots.
Biomass was harvested onto a pre-weighted glass wool filter by suction
filtration and washed with cold tap water after which the filter was air dried
at 80 °C. The medium concentration of sugars was determined by HPLC with
refractive index detection as described by Fekete et al. (2002).

The specific activity of mutarotase was measured by coupling the
anomer epimerization of freshly solubilized alpha-D-glucose to an oxidation
reaction catalyzed by the D-glucose dehydrogenase from a Pseudomonas sp.
(EC. 1.1.1.47). This enzyme is specific for the B-anomer and uses NAD"
(Bouffard et al., 1994). The reaction was set up as described by Fekete et al.
(2008). Initial epimerization rates in the absence of A. nidulans cell free
extract were subtracted to correct for the spontaneous mutarotation occurring
under assay conditions. One unit of mutarotase activity is defined as the
amount of enzyme converting 1 umol of a-D-glucose at 25 °C, pH 7.2, in 1
min. Specific enzyme activities are reported per mg protein.

Kinetic data presented are the means of three independent
fermentations (biological replicates), where two samples (technical
replicates) were taken from each culture at every time point.Data were
analyzed and visualized with SigmaPlot (Jandel Scientific), and for each
procedure, standard deviations (SDs) were determined. The significance of
changes relative to the control (wild-type) cultures was assessed as above.

6.8  Bioinformatic methods

Mutarotases from E. coli and human (protein accessions POA9C3
and Q96C23, respectively) and the C-terminal mutarotase domain of S.
cerevisiae GallOp (P04397: residues 356-699), were used as queries in
TBLASTN screening (Altschul et al., 1997). Ascomycete genes encoding
structurally related proteins were extracted from nucleotide databases
available at the National Center for Biotechnology Information in the spring
of 2015. Gene models and products were deduced manually. To provide an
evolutionary basis for phylogenetic analysis, structurally related genes were
also identified in fungi classified outside the Dikarya. The 667 peptidic
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sequences obtained are listed in Fasta format in the Supplementary materials.
These proteins were aligned with MAFFT (Katoh and Standley, 2013) using
the E-INS-i algorithm and a BLOSUM 45 similarity matrix. The alignment
was curated with Block Mapping and Gathering using Entropy (Criscuolo
and Gribaldo, 2010) employing a BLOSUM 45 similarity matrix and a block
size of 4.

7 NEW SCIENTIFIC RESULTS

. Two putative mutarotase genes were identified in A. nidulans: an
intronless gene at locus AN3184 we have called galmA and a two-exon gene
at locus AN3432, galmB.

) The absence of galmB resulted in a considerable decrease in the
amounts of D-galactose taken up while biomass formation was significantly
delayed

. Time profiles of biomass formation as well as D-galactose residual
concentrations of the galmA deletion mutant cultures were not different from
those of the wild-type reference.

. Assaying cell free extracts from D-galactose-grown or L-arabinose-
grown biomass of the galmB single- and galm double A. nidulans mutants,
the observed mutarotation did not significantly exceed the spontaneous
anomer conversion

) galmB multicopy strains displayed significantly higher enzyme
activities than the wild type, increasing with the copy number
. Overexpressing (multi-copy) mutants of galmB did not affect the

growth or sugar uptake, implying that catalyzed mutarotation is not rate-
limiting for D-galactose catabolism in the wild type background

) The fungus takes up and consumes the L-arabinose and the D-
galactose concomitantly at more or less comparable rates
o One can estimate the contribution of the alternative oxidoreductive

route to the growth on galactose when both pathways are operative at 12.5-
44.2 %.
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. Each catabolic gene of the ORP, PCP and Leloir pathway will be
responding by increased levels of expression to the presence of either pentose
or D-galactose, irrespective of whether the enzymes encoded are actually
involved in the catabolism of the given sugar.

8 SUMMARY

The organism in which enzyme-catalyzed mutarotation was first
discovered, Penicillium chrysogenum, is closely related to A. nidulans. We
screened the genome sequences of A. nidulans and P. chrysogenum for
putative homologues of characterized galactose mutarotases. Regardless
whether we employed the human enzyme, E. coli GalM or the C-terminal
domain of the S. cerevisiae GallOp bifunctional protein as the query in
TBLASTN screening, two genes were identified in A. nidulans: an intronless
gene at locus AN3184 we have called galmA — in concordance with the E.
coli galactose operon gene for mutarotase, galM — and a two-exon gene at
locus AN3432, galmB.

To investigate whether galmA and galmB encode physiologically
relevant D-galactose mutarotases, the two genes were knocked out
individually — giving rise to deletion strains AgalmA and AgalmB — as well as
simultaneously, resulting in AgalmA/AgalmB double mutants. Strains in
which the functional galm genes were re-introduced in their respective single
gene-deleted backgrounds were also generated. These latter strains carry one
or more (i.e., two, three, four or five) gene copies at ectopic loci as revealed
by Southern-blot analysis.

All these galm mutant strains were subjected to phenotypic analysis in
submerged cultivations. The absence of galmB resulted in a considerable
decrease in the amounts of D-galactose taken up while biomass formation
was significantly delayed as compared to the wild-type control. In contrast,
time profiles of biomass formation as well as D-galactose residual
concentrations of the galmA deletion mutant cultures were not different from
those of the wild-type reference. Double galmA/galmB deletion mutants grew
as good as the single galmB deletion mutants on D-galactose.
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Assaying cell free extracts from D-galactose-grown or D-glucose-
grown biomass of the galmB single- and galm double A. nidulans mutants,
the observed mutarotation did not significantly exceed the spontaneous
anomer conversion found in the reaction buffer or in heat-inactivated cell free
extracts. On the contrary, galmB multicopy strains displayed significantly
higher enzyme activities than the wild type, increasing with the copy number.
Nevertheless, overexpressing (multi-copy) mutants of galmB did not affect
the growth or sugar uptake, implying that catalyzed mutarotation is not rate-
limiting for D-galactose catabolism in the wild type background under the
tested conditions. On the other hand, overexpression of galmA from multiple
copies did not have any physiological effect on growth on D-galactose or on
D-glucose mutarotation either. Importantly, both galm genes were expressed
under the growth conditions used in this study on D-glucose as well as on D-
galactose. No physiological effects were observed from galm overexpression
on any of the other growth substrates tested (D-glucose, D-fructose,
glycerol).

For the present work, we therefore first assessed whether A. nidulans
grows simultaneously on D-galactose and L-arabinose or whether the fungus
has a clear preference for one of them on a mixed carbon source of these
sugars at high concentration. The fungus takes up and consumes these two
sugars concomitantly at more or less comparable rates. The performance of
the two sugars appears rather similar when cultured individually, as both are
exhausted by 72 h (3 days) of cultivation. Nevertheless, in the mixed culture,
the pentose appeared to be consumed faster than the aldose.

To monitor the transcription of structural genes involved in catabolism
of L-arabinose and D-galactose in response to these two sugars, we selected
those genes whose involvement was proven with loss-of-function
galactokinase (4galE) galactose-1-epimerase (4galmB) and L-arabitol
dehydrogenase (araAl) mutants in A. nidulans.

All three mutations had effects on the consumption of D-galactose,
AgalE having the biggest impact, although residual growth by means of the
alternative pathway persists. Lack of the alternative pathway enzyme L-
arabitol (galactitol):NAD+ dehydrogenase (araAl mutant) slows down the
growth such that it takes 5 days instead of 3 days before the galactose is
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exhausted, while the culture in which the Leloir path is blocked (AgalE) had
consumed only 20 % of the available carbon source at 120 h after
inoculation. From these data one can estimate the contribution of the
alternative oxidoreductive route to the growth on galactose when both
pathways are operative at 12.5-44.2 %. The performance of the strain lacking
mutarotase (4galmB) is more similar to that of the L-arabitol dehydrogenase
null mutant, far less restricted than the galactokinase deletant. On the other
hand, the galactokinase and galactose mutarotase deletions do not appear to
have considerable effects on the performance on L-arabinose with the
pentose exhausted three days after inoculation, while growth by the L-
arabitol dehydrogenase loss-of-function mutant is clearly delayed, with some
75 % of the carbon source still available by the time the L-arabinose is
exhausted in the wild type, the galactokinase- and the mutarotase loss-of-
function mutants, and some 40 % left after 5 days of cultivation.

We probed the transcription of the three genes functionally involved
in galactose catabolism in parallel with that of the D-xylulokinase (xkiA)
gene, which is only involved in pentose catabolism but is essential for the
flux into the nonoxidative part of the pentose phosphate pathway, during
batch cultivation of the A. nidulans wild type strain. The glycerol-grown
mycelia were transferred to fresh minimal medium with either L-arabinose,
D-galactose, the mixed carbon source L-arabinose plus D-galactose or
glycerol as the sole carbon source.

As can be expected, expression of the L-arabitol dehydrogenase gene
(araA) is induced by both tested sugars as it is implicated in the catabolisms
of either, albeit in the L-arabinose cultures it is expressed to higher levels and
earlier after inoculation than in the D-galactose cultures. The oxidoreductive
pathway is the minor alternative of the Leloir route for catabolism of the
aldose. The xylulokinase (xkiA) gene has a high basal level of expression and
some overexpression is only apparent on L-arabinose, 8 h after medium
transfer. In contrast, the galactokinase (galE) gene appears to respond to both
sugars, again seemingly earlier in the L-arabinose cultures than in the D-
galactose cultures. Interestingly, the Northern suggests that the overall
reponse to the pentose is of the same order as that to the aldose. This is
remarkable because GalE is not involved in oxidoreductive L-arabinose
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catabolism as it catalyses the first dedicated step of the Leloir path: the
irreversible  phosphorylation of alpha-D-galactopyranoside at CL.
Furthermore, the response of the galactose 1-epimerase (galmB) gene to the
pentose sugar appears to be one order of a magnitude higher than the
induction observed in the presence of D-galactose, the anomers of which are
the principal substrates of the intracellular mutarotase. galmB does respond to
D-galactose as transcript is hardly visible in the glycerol control samples. In
functional terms, this hyperinduction of galmB on L-arabinose seems
physiologically aberrant as deletion of the gene does not lead to a growth
phenotype on the pentose which is logical because all five enzymes of the
oxidoreductive path are exclusively active on the free aldehyde of the aldose
and ketose intermediates, and not on their anomeric hemiacetal or hemiketal
forms. The free aldehyde form is the intermediate of anomer interconversion
but it remains bound to the mutarotase enzyme.

On the mixed carbon source of L-arabinose and D-galactose after 8 h
of contact time, the four diagnostic genes essentially behaved like they did in
response to the pentose alone. At 24 h after medium transfer, the galmB and
araA induction levels remained similar to their respective responses in the L-
arabinose-alone cultures, clearly better expressed than on the aldose alone.
Conversely, galE is now expressed to higher levels on the mixed carbon
source than in the biomass grown on L-arabinose alone and the transcript
level rather seems more similar to that in D-galactose-only cultures.
However, from our results we cannot conclude whether the galactokinase
gene is responding exclusively to D-galactose at 24 h after transfer or
whether there is an additive effect from the co-presence of L-arabinose.
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