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1. Bevezetés és célkitiizések

A glicerin egy olyan szerves vegyiilet, amely mindenhol jelen
van a természetben. Ez a molekula az alapja példdul a
foszfolipideknek és a triglicerideknek, melyek a sejtmembranok,
illetve a lipidek gyakori Osszetevdéi (Mattam és mtsai., 2013). A
glicerinképzés egyrészt biztositja a cellularis redox egyensuly
fenntartasat stresszmentes koriilmények kozott (Ansell és mtsai.,
1997; Bakker és mtsai., 2001; Klein és mtsai., 2017). Masrészt, a
sejtekben foként ozmotikus stressz hatasara szintetizalodik és
akkumulalédik, igy jelent6s szerepe van az ozmoregulacidban
(Pahlman és mtsai., 2001). A glicerin két Gton szintetizalodhat az
Aspergillus nidulans fonalas gombaban: egyfeldl a glicerin-3-foszfat
dehidrogendz enzimen keresztiil, amely a dihidroxiaceton-foszfatot
alakitja glicerin-3-foszfatta, és ezutan alakul tovabb glicerinné,
masfel6l pedig a dihidroxiaceton-foszfatbol elészor dihidroxiaceton,
majd végil glicerin keletkezik (Fillinger és mtsai., 2001). Az A.
nidulansban két paralog glicerin-3-foszfat dehidrogenaz gén talalhato,
a gfdA és gfdB gének (Miskei és mtsai., 2009; de Vries és mtsai.,
2017).

A Debreceni Egyetem Molekularis Biotechnologiai és
Mikrobiologiai  Tanszékén 17  Aspergillus  faj  oxidativ
stressztolerancidjanak a tanulmanyozasa folyt. A Tanszékiinkon
végzett stresszkisérletek eredményeit a Fungal Stress Database
adatbazisba (www.fung-stress.org) gyujtotték 0Ossze Orosz és
munkatarsai (2018). Az elvégzett stresszkisérletek alapjan jelentds

ozmofilitast mutattak az A. glaucus és az A. wentii Aspergillus fajok



2 M szorbit mellett (de Vries és mtsai., 2017; Orosz és mtsai., 2018).
Ezzel parhuzamosan a Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézet munkatarsa, Dr. Miskei Marton Gsszehasonlito
genomikai elemzést végzett az Aspergillus fajokkal, mely alapjan
kideriilt, hogy az A. glaucus és A. wentii fonalas gombak genomjaban
csak az A. nidulans gfdA génjének az ortologja talalhaté meg (de
Vries és mtsai., 2017). Az A. nidulans gfdA géndelécios mutansat
Fillinger és munkatarsai (2001) készitették el és jellemezték. A
mutans torzs névekedése gyengiilt kiillonbozo szénforrasokon, kivéve
glicerinen. Ugyanakkor ezen defektes novekedés az Osszes
szénforrason helyredllithaté volt 1 M NaCl ozmolit jelenlétében.
Ezenfeliil Balazs és munkatarsai megvizsgaltak a gfd gének
expresszidjat oxidativ stresszorok (tBOOH, H.O) és ozmotikus
stresszt generalo agens (NaCl) jelenlétében. Oxidativ stresszre egyik
gén sem reagalt, viszont NaCl expoziciora a gfdB gén up-regulalodott,
a gfdA viszont nem (Balazs és mtsai., 2010).

Ezek alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy az A. glaucus
és az A. wentii gombak ozmofilitaisa a gfdB ortolégok hianyaval
magyarazhaté. Doktori munkamban a gfdB (glicerin-3-foszfat
dehidrogendz B) gén funkcidjanak a feltarasaban vettem részt
kiilénb6z6 Aspergillus fajokban.

Munkéam kezdetekor az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk
meg:

* F6 célunk a gfdB gén delécios mutansanak a létrehozasa és
fizioldgiai jellemzése az A. nidulans modellorganizmusban, a

Double-Joint PCR moédszer segitségével.



« Keressiik a valaszt arra a felvetésre, hogy a gfdB gén vajon
ugyanolyan funkciot lat-e el, mint a gfdA; igy az ozmotikus védelmi
rendszerben van szerepe vagy mas folyamatokban?

e Tanulmanyozzuk az  elkészilt AgfdB  mutansok
stresszérzékenységét €s megfigyeljilk a szabad gyokok és reaktiv
oxigén gyokok termelddését, az antioxidans enzimtermelést, a
toxintermelést, tovabba a tdrzsek micéliumdbol poliol tartalmat
mériink, €s a sejtek apoptozisat, illetve életképességének valtozasat is
megvizsgaljuk oxidativ stresszor (tBOOH) jelenlétében ¢és
stresszmentes koriilmények kozott is.

» Tovabbi célunk az A. nidulans gfdB gén beépitése az A.
glaucus ozmofil faj genomjaba, az Agrobacterium-indukalt
transzformaldsi modszerrel.

» Valaszt keresiink arra a kérdésre, hogy vajon a gfdB gén
hozzaadasaval megsziintetheté-e az A. glaucus ozmofilitasa?

* Szeretnénk megvizsgalni, hogy hogyan valtozik a sikeresen
eléallitott A. glaucus transzgén torzsek fenotipusa a kiilonb6z6
stresszt generalo szerek jelenlétében 2 M szorbittal, illetve 1 M NaCl-

dal kiegészitett taptalajon.



2. Anyagok és modszerek
2.1 A vizsgalatainkhoz felhasznalt torzsek és tenyésztésiik

Vizsgalataink soran az A. nidulans THS30.3 kontroll térzzsel,
A. nidulans AgfdB torzsekkel, az A. glaucus CBS 516.65 vad tipusa
torzzsel, valamint az A. glaucus ¢fdB transzgén torzsekkel
dolgoztunk.

A gfdB (glicerin-3-foszfat dehidrogenaz, locus ID: AN6792)
mtsai., 2004; Leiter és mtsai., 2016), a sikeres rekombinécidt pedig
Southern blot hibridizacidval ellendriztiik.

Az A. glaucus gfdB transzgén torzseket az Agrobacterium-
indukalt transzformalassal hoztuk létre Kozak és munkatarsai 2018-as
leirasa alapjan. A kdpiaszamot az abszolut kvantifikacié modszerének
segitségével hataroztuk meg (Herrera és mtsai., 2009), a
génexpressziot pedig reverz transzkripcios PCR  modszerrel
vizsgaltuk.

Az A. nidulans torzseket 6 napon keresztiil szilard Barratt-féle
minimal taptalajon (Barratt és mtsai., 1965) sporaztattuk 37 °C-on, és
a 6. napon OsszegyUjtottiik a sporakat a stresszkisérletekhez. Az A.
glaucus torzsek tenyésztése 0,5 M NaCl-ot tartalmazé malatas
taptalajon tortént 25 °C-on 6 napon keresztiil (de Vries és mitsai.,
2017; Orosz és mtsai., 2018).

Az A. nidulans torzseket 100 ml minimal taplevest tartalmazo
500 ml-es Erlenmeyer lombikokban 220 rpm-mel razattuk 37 °C-on.

Az oxidativ stresszt generaldo 0,4 mM tBOOH-val a kései



exponencialis ndvekedési fazisban (20 ora) kezeltiik a tenyészeteket,
majd 10 és 24 oras stressznek valo kitettséget kdvetden vettiink mintat

a tenyészetekbdl (Yin és mtsai., 2013).

2.2 A vizsgalt Aspergillus gombatorzsekkel végzett
stresszkisérletek

A stresszkisérletekhez 6sszegy(ijtottiink 1x10% szamu friss
sporat és pont inokulaltuk kiilonb6zo stresszt generald szereket
tartalmazo minimal taptalajra, illetve az A. glaucus esetében 2 M
szorbittal, valamit 1 M NaCl-dal kiegészitett minimal taptalajra
(Balazs és mtsai., 2010; de Vries és mtsai., 2017; Orosz és mitsai.,

2018). Az alkalmazott stressz agensek és koncentraciodik a kovetkez6k

voltak:
e 2 M szorbit
e 1M NaCl

e 04¢és0,8mM tBOOH
e 6¢és9mM H0O,

e 1,5és2 mM diamid

e 0,096 ¢és 0,19 mM MSB
o 54 uM kongo6voros

e 0,1¢s0,3mM CdCl,

A feliileti kultdrakat 5 napon at inkubaltuk 37 °C-on (A.
nidulans), illetve 5 és 10 napon at 25 °C-on (A. glaucus, A. nidulans),
majd az 5. és a 10. napon lemértiik az atmérdjliket, ezzel jellemezve a

stresszérzékenységiiket.



2.3 Az A. nidulans THS30.3 és AgfdB torzsek életképességének és
a sejtek apoptdzisanak a vizsgilata

Az életképesség tesztet Gun Lee és munkatarsai (1999) altal
leirt mddszer modositott valtozataval hajtottuk végre az MTT
redukciods teszt segitségével. A mitokondridlis membranpotencial
tanulmanyozasahoz JC-1 fluoreszcens festéket hasznaltunk a gyarto
leirasanak megfeleléen (JC-1 Mitochondrial Membrane Potential

Detection kit, Biotium).

2.4 Az A. nidulans THS30.3 és AgfdB torzsek élettani
tulajdonsagainak vizsgalata

Az A. nidulans torzsek altal termelt poliol tartalom
meghatarozasat liofilizalassal el6készitett mintakkal végeztiik el
HPLC modszerrel (Huber és Bonn, 1995), valamint NMR-alapu
metabolomikaval Witteveen és munkatarsai (1990) leirasanak
modositasaval.

A sejtek szabad gyok és reaktiv oxigén gyok tartalmanak
tanulmanyozasdhoz Halliwell és Gutteridge 2007-es munkajat
hasznaltuk.

Az antioxidans enzimaktivitdis mérésekhez a torzsek
tenyészeteit (15 ml) zsugoritott iivegszlirén szlrtik at, a szlrt
micéliumot pedig desztillalt vizzel mostuk, majd jéghideg 0,1 M-0s
natrium-foszfat pufferben vettilk fel és a szuszpenziot -20 °C-on
taroltuk. Ezutdn a mintdkat 0,5 mm-es liveggyongyok segitségével
tartuk (Emri és mtsai., 1997). A mintak glutation reduktaz (GR) (Pinto
és mtsai., 1984), glutation peroxidaz (GPx) (Chiu és mtsai., 1976),



katalaz (Roggenkamp és mtsai., 1974) és szuperoxid dizmutaz (SOD)
(Oberley és Spitz, 1984) aktivitasat hataroztuk meg.
A szterigmatocisztin mennyiségének meghatarozasahoz Klich

€s munkatarsai 2001-es munkajat hasznaltuk.

2.5 Statisztikai vizsgalatok

A disszertaciomban minden kisérlet esetében 3-6 fiiggetlen
mérés atlagat és annak szorasat tiintettiik fel. Az atlagértékek kozotti
eltérések kimutatasara a Student-féle t-probat hasznaltuk és a
kiilonbséget kizardlag a p<0,05 valdszinliség esetén fogadtuk el

szignifikansnak.



3. Eredmények és meghbeszélésiik

Elkészitettiik az A. nidulans fonalas gomba gfdB géndelécids
mutdnsat és megvizsgaltuk ozmotikus stresszt, oxidativ stresszt,
sejtfalintegritas-stresszt ¢és nehézfém stresszt okozd szerek
jelenlétében, feliileti tenyészetekben 37 °C-on, 5 napos inkubaciot
kovetden. A gfdB gén delécidja jelentSs oxidativstressz-érzékenységet
eredményezett tBOOH, H;0, és diamid jelenlétében. Emellett azt
talaltuk még, hogy a AgfdB mutans érzékeny volt a sejtfalintegritas-
stresszt generald kongovorosre is. Az A. nidulans AgfdA mutans is
fehérre, tovabba gyengén novekedett kiilonbdzd szénforrasokat
tartalmaz6 taptalajokon. Amikor glicerint hasznaltak szénforrasként,
a mutans torzs novekedése nem maradt el a kontrollétdl. Az Osszes
szénforrason helyreallithatd volt az eredeti fenotipus 1 M NaCl
ozmotikus stabilizatorral (Fillinger és mtsai., 2001). Elvégeztiik mi is
ezt a kisérletet kiilonb6zd szénforrdsokon 1 M NaCl-dal, illetve 2 M
szorbittal kiegészitett taptalajon, de nem tapasztaltunk kiilonbséget a
kontroll és a mutansok novekedésében. Azaz a AgfdB torzs észlelt
fenotipusai nem voltak ozmolitokkal remedialhatok.

Megvizsgaltuk a mutans tdrzsben a szabad gyok és reaktiv
oxigén gyok (RS) tartalom valtozasat folyékony kultiraban
stresszmentes koriilménynek kozott és 0,4 mM tBOOH-val kezelt
tenyészetekben is. Kezelés nélkiil is négyszer olyan nagy volt az RS
tartalom a mutansban a kontrollhoz képest, viszont kezelés hatasara
mindkét térzsben jelentésen megndvekedett az RS szint; a géndelécios

torzsben nyolcszor olyan nagy volt, mint tBOOH nélkiil. Mivel ilyen
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jelentdsen megnovekedett a szabad gyokok és reaktiv oxigén gyokok
szintje a mutansban, igy meghataroztuk néhany antioxidans enzim
specifikus aktivitasat is folyékony kultiraban. A megnovekedett
specifikus GR aktivitasok feltehetben a nagy RS szintek
semlegesitésére iranyultak. Ezzel ellentétben a specifikus GPx és a
katalaz enzimaktivitasok oxidativ stresszor jelenlétében és anélkiil is
csokkentek a mutans torzsben, ami dnmagéaban eredményezhette az
RS koncentraciok novekedését, masrészt valoszinilileg emiatt még a
megnovekedett specifikus GR aktivitdas sem volt elegendé ahhoz,
hogy helyreallitsa a redox egyensuly felborulasat a AgfdB torzsben.

Tanulmanyoztuk a szterigmatocisztin termelés valtozasat is, és
azt tapasztaltuk, hogy a gfdB gén delécidja ndvelte a mikotoxin
termelést folyékony kultirdban stresszmentes koriilmények kozott és
oxidativ stressz kezelés hatasara is.

Tanulmanyoztuk a gfdB géndelécios torzs folyékony
tenyészeteinek az életképességét és a programozott sejthalalat. A
mutans torzs életképessége szignifikansan csokkent a THS30.3
kontroll torzséhez képest 0,4 mM tBOOH jelenlétében és nélkiile is.
Ehhez hasonlo eredményeket kaptunk, amikor a sejtek apoptozisat
vizsgaltuk, ahol mar 52 6ras korban nagyobb volt a sejtek apoptotikus
rataja a gfdB gén hianyaban.

Munkank soran megvizsgaltuk a AgfdB torzs poliol tartalmat
stresszmentes koriilmények kozott 44 oras razatott tenyészetekben és
mannit, illetve eritrit cukoralkoholokat detektaltunk. A gfdB gén

delécidja hatdssal volt a mannit termelésre; szignifikdnsan nagyobb



volt a mutans toérzsben a kontrolléhoz viszonyitva, viszont az eritrit
termelésre nem volt hatassal a géndelécio.

Az A. nidulans torzsek poliol tartalmat megvizsgaltuk 0,4 mM
tBOOH kezelés utan is. Meglepé modon azt tapasztaltuk, hogy nem
volt eritrit termelés sem a kontroll, sem pedig a mutans térzsekben. Ez
feltehetden azzal magyarazhatd, hogy a redukdlé NADPH igény
novekszik, amely a citoplazméaban zajlo pentdz-foszfat wtvonal
terméke (Varecza €és mtsai., 2006), €s amely utvonal az eritrit
prekurzoranak, az eritr6z-4-foszfatnak is a forrasa (Rzechonek és
mtsai., 2018). Ez a megfigyelés azzal magyarazhato, hogy a AgfdB
torzsben megndvekedett specifikus GR aktivitast mértiink, hiszen az
eukariotakban a GR enzim NADPH-t hasznal az oxidalt glutation
visszaredukalasahoz oxidativ stressz esetében (Emri és mtsai., 1997,
Pocsi és mtsai., 2004). Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy a tBOOH
kezelés eredményeként a mannit termelés szignifikdnsan ndvekedett a
AgfdB mutansban, mig a kontroll térzsben valtozatlan maradt. Ez azért
lehet, mert a redox egyensily felborulasanak helyreallitisdhoz a
géndelécios torzsnek nagyobb sziiksége van valamilyen poliolra, mint
a kontrollnak. A mannitnak fontos szerepe van a fonalas gombak
oxidativ stressz elleni védelmi rendszerében. Korabbi kutatasokban
igazoltak, hogy a mannit gyokfogd molekulaként eliminalja a szabad
gyokoket és reaktiv oxigén gyokoket (Smirnoff és Cumbes, 1989;
Chaturvedi ¢és mtsai.,, 1997; Hema és mtsai.,, 2014). Ezzel
magyarazhatd, hogy a ¢fdB géndelécids torzsben stresszmentes
koriilmények kozott is novekedett a mannit tartalom, mivel az RS

szint is magas volt.
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Kutatasunkba bevontunk egy ozmofil fajt, az A. glaucust is,
mivel ebben a fajban hianyzik a gfdB gén. Beépitettiik tehat a gfdB
gént az A. glaucus genomjaba és felilleti kultiras kisérleteket
végeztiink; megvizsgaltuk a fenotipusukat 25 °C-on, 5 és 10 napos
inkubéciot kovetden 2 M szorbit ozmotikus stabilizator mellett. Mivel
25 °C-on hosszabb tenyésztési id6 sziikséges, 5 nap eltelte utan még
csak a ’c gfdB2 torzs kongovordssel és MSB-vel kezelt tenyészetek
telepatmérdiben lathattunk kiilonbséget. Majd 10 napos tenyésztés
utan azt tapasztaltuk, hogy a gfdB gén inzercidja szignifikansan
nagyobb oxidativ (tBOOH, MSB, Hy0,), sejtfalintegritas-
(kongovords) és nehézfém- (CdCly) stresszel szembeni toleranciat
eredményezett. A leglatvanyosabb fenotipust 0,4 mM tBOOH mellett
mutattdk a transzgén torzsek, hiszen itt a gfdB gén teljesen
visszaallitotta a kontroll torzs stresszmentes kultiraban észlelt
fenotipusat.

Az A. glaucus torzsek stresszérzékenységét 1 M NaCl ozmolit
mellett is megvizsgaltuk 10 napos inkubaciot kovetden. Nem
detektaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll és a mutansok
novekedésében. Ez feltehetéen azért van, mert az A. glaucus gomba
stresszmentes kortiilmények kozott is lassabban né NaCl jelenlétében,
mint szorbit mellett. Tehat valoszinti, hogy a NaCl gatolhatja a gomba
kiilonboz6 stressztipusokhoz valé alkalmazkodasat (Orosz €és mtsai.,
2018).

Megvizsgaltuk ugyanilyen koriilmények kézott (25 °C, 10 nap,
minimal taptalaj) az 4. nidulans AgfdB torzs stresszérzékenységét is

ugyanezen stresszorokkal. A gfdB gén delécidja névelte a gomba
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stresszérzékenységét  oxidativ, sejtfalintegritdas ¢€s nehézfém
stresszorok jelenlétében is.

Eredményeink szamos 10 informaciot tartak fel a glicerin-3-
foszfat dehidrogenazt kodold génekrdl Aspergillus fajokban. Adataink
alapjan elmondhatjuk, hogy az A. nidulansban a gfdB gén szerepe az
oxidativ, és sejtfalintegritas-stresszel szembeni toleranciaban, a sejtek
¢letképességének fenntartasaban és az apoptozis késleltetésében
nyilvanult meg. Ezen glicerin metabolikus enzim delécidja
feltehet6leg azért eredményezett mannit taltermelést kozvetett
moédon, mert az iddsebb tenyészetekre jellemzébb a mannit
akkumulalasa, mig a fiatalabb tenyészetek inkabb glicerint halmoznak
fel.

A gfdB gén beépitése az A. glaucus gombaba névelte az
oxidativ-, a sejtfalintegritas- és a nehézfémstressz-toleranciat, de nem
volt hatassal az ozmofilitasra, ahogyan azt korabban gondoltuk. A
Balazs és munkatarsai (2010) altal elvégzett génexpresszios
vizsgalatokban egyik gfd gén sem reagalt oxidativ stresszre, viszont
altalunk elkészitett A. nidulans gfdB géndeléciés mutansok a varttal
ellentétes fenotipust mutattak, feltehetbleg azért, mert ozmotikus
stressz esetén a gfdA a f6 védéelem, igy nem indukalddik tovabb NaCl
expozicié hatasara. A gfdA delécidjat nem képes a gfdB up-regulacioja
sem kompenzalni ozmotikus stressz esetén. Viszont a gfdB gén

crer

korabbi tanulmany szerint egy génnek kiemelt szerepe lehet a
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stresszvédelemben, attol fliggetleniil, hogy nem reagal oxidativ
stressznek kitett kornyezetben (Thorpe és mtsai., 2004).

Ahhoz, hogy eredményeinket megerdsitsiik, a jovoben tovabbi
glicerin-3-foszfat dehidrogenaz paraldg génparok vizsgalata
sziikséges kiilonbozo fajokban, hiszen a stressz védelmi szabalyozas
sokkal komplexebb ezen géneken keresztiil, mint azt varnank. Ezek
alapjan tervezziik az A. wentii ozmofil fonalas gomba gfdB transzgén
torzseinek az elballitasat is és az elkésziilt mutansok fiziologiai

vizsgalatat (de Vries és mtsai., 2017; Orosz és mtsai., 2018).
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4. Osszefoglalas
Az A. nidulans fonalas gombaban a glicerin-3-foszfat dehidrogenaz
génnek két paraldg izoforméaja létezik: a gfdA és a gfdB gének (de
Vries és mtsai., 2017). Szerettilk volna feltarni a gfdB génnek az
élettani szerepét, ezért elkészitettiik az A. nidulans fonalas gombaban
a AgfdB mutanst.

Megfigyeléseink koziil az aldbbiak voltak a legfontosabbak:

- A AgfdB mutans 37 °C-on, 5 napos inkubalast kovetGen
jelentds oxidativstressz-érzékenységet mutatott tBOOH, H,0O;,
valamint diamid jelenlétében, tovabba érzékenynek bizonyult
kongovorosre, mely festék sejtfalintegritas-stresszt okoz.

- Hasonlo kisérletet végeztink 25 °C-on, és 10 napos
tenyészetekben is megfigyeltiik a géndelécios torzsek fenotipusanak
valtozasat és szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltunk oxidativ
(tBOOH, H»0,, MSB), sejtfalintegritas- (kongovords) — és
nehézfémstresszt okozo agensek (CdCly) jelenlétében.
koncentracidja stresszmentes koriilmények kozott, valamint az
oxidativ stresszt el6idézé tBOOH-val kezelt tenyészetekben is.

- Ebb6l adédoan megvizsgaltuk néhany antioxidans enzim
aktivitasat is. A specifikus GR aktivitas nagyobb volt a géndelécios
torzsben kezeléssel és anélkiil is. A specifikus GPx és kataldz aktivitas
pedig szignifikansan csdkkent a mutans torzsben, feltehetden azért,
mert a specifikus GR aktivitds onmagaban nem volt elegend6 a redox

egyensuly helyredllitasdhoz. Megfigyeltik még a specifikus SOD
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aktivitas alakulasat, mely szintén szignifikansan csokkent a tBOOH
kezelés hatasara, ezaltal eliminalva a reaktiv gyokoket.

- A gfdB gén hianya a mikotoxin termelést is megzavarta. A
mutans torzsben szignifikansan nagyobb szterigmatocisztin tartalmat
mértiink, mint a THS30.3 kontrollban. Amikor oxidativ stressz érte a
tenyészeteket, akkor csokkent a szterigmatocisztin termelés mindkét
torzsben, de még igy is kétszer olyan nagy volt a mutansban, mint a
kontrollban.

- Emellett a AgfdB torzs poliol tartalmanak az alakulasat is
megfigyeltiik. Stresszmentes koriilmények kozott a mannit termelés
szignifikansan nagyobb volt, mint a kontrollban, ezzel szemben az
eritrit tartalmak hasonldéan alakultak mindkét tdérzsben. Amikor
tBOOH-val kezeltiik a gombatorzseket, akkor sem a kontrollban, sem
a géndelécios torzsben nem volt kimutathaté mennyiségben eritrit,
tovabba a AgfdB torzsben jelentésen novekedett a mannit
koncentracio, de a THS30.3 térzsben valtozatlan maradt.

- A torzsek életképességének a csokkenését figyeltiik meg
mind a kezelés nélkiili, mind a tBOOH-val kezelt tenyészetekben,
ezzel ellentétben a sejtek apoptdzisa viszont ndvekedett. tBOOH
hozzdadasaval mar 52 o6ras korban szignifikdns kiilonbséget
figyeltiink meg az apoptotikus rataban.

A doktori munkam tovabbi céljaul tiiztik ki a gfdB gén

beépitését a 2 M szorbit mellett jelentds ozmofilitast mutatdé A.
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glaucus fonalas gomba genomjaba. Az elkészitett transzgén
torzsekkel a legfontosabb eredményeink a kovetkezok voltak:

- A gfdB gén inzercidja jelentds stressztoleranciat
eredményezett az oxidativ stresszt generalé tBOOH, MSB ¢és H>O»
jelenlétében, ezen tulmenden megndvekedett tolerancidt figyeltiik
meg a sejtfalintegritas-stresszt kivalté kongovordssel szemben, és
emellett nehézfémstressz-toleranciat is megfigyeltink a mutans
torzsek esetében CdCl, mellett 10 napos inkubaciot kovetéen, 2 M
szorbittal kiegészitett taptalajokon.

- A transzgén toOrzsek stresszérzékenységében nem volt
jelentds kiilonbség, amikor szorbit helyett 1 M NaCl-ot hasznaltunk
ozmotikus stabilizatorként.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az A. nidulans
fonalas gombaban a gfdB génnek az oxidativ és a sejtfalintegritas-
stressz elleni védelmi rendszerben, tovabba a sejtek életképességének
a fenntartasaban, illetve az apoptdzis késleltetésében van szerepe.

Az oxidativ stressztoleranciaban bet6ltott funkcidjat akkor is
megtartotta a gfdB gén, amikor egy masik Aspergillus fajba, az A.
glaucusba transzformaltuk. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az A.
glaucus jol ismert ozmofilitisa nem magyarazhatdé a gfdB gén
evolucios hianyaval. A tovabbi kutatasokban fontos lenne feltarni,
hogy mas glicerin-3-foszfat dehidrogenaz paraloég génparoknak vajon

milyen fiziologiai funkcioi vannak a kiilonb6z6 Aspergillus fajokban.
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5. Tézisek

1) Az A. nidulans fonalas gombaban a gfdB génnek az oxidativ és

sejtfalintegritas elleni védelmi rendszerben van szerepe.

2) A gén delécidja jelentdsen novelte a AgfdB torzs szterigmatocisztin
termelését stresszmentes koriilmények kozott és 0,4 mM tBOOH

kezelés hatasara is.

3) A szabad gyok és reaktiv oxigén gyok tartalom is szignifikdnsan
novekedett a géndelécids torzsben az oxidativ stresszt generald

vegyiilet, a tBOOH jelenlétében és hianyaban is.

4) A fokozott szabad gyok és reaktiv oxigén gyok termelés hatasara
megndvekedett specifikus glutation reduktaz aktivitast figyeltiink
meg. Ezzel ellentétben a specifikus katalaz, glutation peroxidaz és

szuperoxid dizmutaz aktivitasok csokkentek.

5) A gfdB gén részt vesz ebben a fajban a sejtek életképességének a

fenntartasaban, illetve az apoptozis késleltetésében.

6) A gén delécidja mannit taltermelést eredményezett, mely a szabad

gy0kok és reaktiv oxigén gyokok semlegesitésére iranyult.

7) Az A. glaucus fonalas gombaban a gfdB gén bevitele novelte az
oxidativ-, a sejtfalintegritas- és a nehézfémstressz-toleranciat, de nem

volt hatassal az ozmofilitasra.
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segédmunkatars élettani kisérletekben nytjtott segitségét.
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Ko6szonom tovabba a Molekularis Biotechnologiai  és
Mikrobiologiai Tanszék valamennyi dolgozdjanak a szakmai
segitséget és tdmogatast.

Halasan koszonom férjemnek, sziileimnek, testvéremnek és
barataimnak a végtelen tiirelmet és tamogatast, amellyel munkamat
segitették.

A doktori munkam elkészitését az EFOP-3.6.1-16-2016-00022
szamu projekt tamogatta. A projekt az Eurdpai Unid tamogatasaval,
az Eurodpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.

Az értekezés alapjaul szolgald kutatast az Innovacios és
Technologiai  Minisztérium  altal meghirdetett Fels6oktatasi
Intézményi Kivalosagi Program NKFIH-1150-6/2019 szamon
tamogatta, a Debreceni Egyetem Biotechnoldgia témateriileti

programja keretében.

19



Az értekezés a GINOP-2.3.3-15-2016-00004 szamu projekt
keretében, az Europai Unidé tamogatasaval, az Europai Regionalis

Fejlesztési Alap tars-finanszirozasaval valosult meg.

20



Short thesis for the degree of doctor of philosophy
(PhD)

STUDY OF THE FUNCTON OF GLYCEROL-3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE (gfdB) IN THE
FILAMENTOUS FUNGUS ASPERGILLUS
NIDULANS

by Anita Gonda-Kiraly

Supervisor: Prof. Dr. Istvan Pécsi

UNIVERSITY OF DEBRECEN

Doctoral School of Juhasz-Nagy Pal

Debrecen, 2020



7. Introduction and objectives

Glycerol is an organic compound that can be found everywhere
in nature. This molecule is the base of for example phospholipids and
triglycerides, which are common components of cell membranes and
lipids (Mattam et al., 2013). On the one hand, glycerol synthesis
ensures that the cellular redox balance is maintained under stress-free
conditions (Ansell et al., 1997; Bakker et al., 2001; Klein et al., 2017).
On the other hand, it is synthetized and accumulated in cells mainly
due to osmotic stress, thus it plays a significant role in osmoregulation
(Pahlman et al., 2001). Glycerol may be synthetized on two paths in
the filamentous fungus Aspergillus nidulans: on the one hand, through
the aenzyme glycerol-3-phosphate dehydrogenase, which transforms
dihydroxyacetone phosphate into glycerol-3-phosphate, and this is
transformed further into glycerol, and on the other hand, from
dihydroxyacetone phosphate, first dihydroxyacetone, and ultimately
glycerol is formed (Fillinger et al., 2001). A. nidulans contains two
paralogous glycerol-3-phosphate dehydrogenase genes, the genes
gfdA and gfdB (Miskei et al., 2009; de Vries et al., 2017).

At the Department of Molecular Biotechnology and
Microbiology of the University of Debrecen, the oxidative stress
tolerance of 17 Aspergillus species has been studied. The results of
stress experiments performed at out Department have been
accumulated in the Fungal Stress Database (www.fung-stress.org) by
Orosz et al. (2018). Based on the stress experiments performed, A.
glaucus and A. wentii Aspergillus species showed significant

osmophility in the presence of 2 M sorbitol (de Vries et al., 2017,
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Orosz et al., 2018). Simultaneously, Dr. Marton Miskei, the associate
of the Biochemistry and Molecular Biology Institute of the University
of Debrecen performed a comparative genomic analysis of Aspergillus
species, which showed that in the genome of the filamentous fungi A.
glaucus and A. wentii, only the ortholog of the gfdA gene of A.
nidulans can be found (de Vries et al., 2017). The gfdA gene deletion
mutant of A. nidulans was prepared and described by Fillinger et al.
(2001). The growth of the mutant strain was reduced on different
carbon sources, except for glycerol. However, this defective growth
could be restored on all carbon sources in the presence of 1 M NaCl
osmolyte. Additionally, Balazs et al. examined the expression of gfd
genes in the presence of oxidative stress agents (tBOOH, H.0,) and
an osmotic stress agent (NaCl). Neither of the genes reacted to
oxidative stress, but under NaCl exposure, the gfdB gene became up-
regulated, while gfdA did not (Balazs et al., 2010).

Based on these findings, we have set up the hypothesis that
osmophility of the fungi A. glaucus and A. wentii can be explained
with the absence of gfdB orthologs. In my thesis, | have participated
in uncovering the function of the gfdB (glycerol-3-phosphate
dehydrogenase B) gene in different Aspergillus species.

At the beginning of my work, we have formulated the
following objectives:

» Our main goal is to create the gfdB gene deletion mutant and
to describe its physiology in the model organism A. nidulans using
the Double-Joint PCR method.

23



» We wish to answer the hypothesis on whether the gfdB gene
performs the same function as gfdA; thus does it play a role in osmotic
defense system or in other processes?

» We study the stress sensitivity of the prepared AgfdB
mutants, and observe the generation of free radicals and reactive
oxygen species, antioxidant enzyme production, toxin production, and
furthermore, we measure polyol content in the mycelia of the strains,
and we also examine the change of cell apoptosis and viability in the
presence of an oxidative stress agent (tBOOH) and also under stress-
free conditions.

« In addition, it is our goal to supplement the genome of the
osmophilic species A. glaucus with the gfdB gene of A. nidulans
using the Agrobacterium-induced transformation method.

* We are seeking the answer to the question whether the
osmophility A. glaucus can be eliminated by introducing the gfdB
gene?

* We would like to examine how the phenotypes of the
transgenic A. glaucus strains successfully prepared change in the
presence of stress agents on a medium complemented with 2 M
sorbitol, and 1 M NaCl respectively.
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8. Materials and methods
8.1 The strains used for our examinations and their culturing

In the course of our examinations, we used the A. nidulans
THS30.3 control strain, A. nidulans AgfdB strains, the A. glaucus CBS
516.65 wild-type strain, and A. glaucus gfdB transgenic strains.

The deletion of the gfdB (glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
locus ID: AN6792) gene was performed using the Double-Joint PCR
method (Yu et al., 2004; Leiter et al.,, 2016), and successful
recombination was verified using Southern blot hybridization.

The A. glaucus gfdB transgenic strains were created using
Agrobacterium-induced transformation as described by Kozak et al.
in 2018. The copy number was determined using the method of
absolute quantification (Herrera et al., 2009), and gene expression was
examined using reverse transcription PCR.

A. nidulans strains were sporulated for 6 days on the solid
minimal medium proposed by Barratt (Barratt et al., 1965) at 37 °C,
and on the 6" day, the spores were collected for stress experiments.
The culturing of A. glaucus strains was performed on malt medium
containing 0.5 M NaCl at 25 °C for 6 days (de Vries etal., 2017; Orosz
etal., 2018).

The A. nidulans strains were shaken at 220 rpm at 37 °C in 500-
ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml minimal liquid media. The
cultures were treated with the oxidative stress agent 0.4 mM tBOOH

in the late exponential growth phase (20 hours), and then samples were
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taken from the cultures following 10-hour and 24-hour exposure to
stress (Yin etal., 2013).

8.2 Stress experiments performed with the Aspergillus fungal
strains examined

For the stress experiments, we collected 1x10° fresh spores,
and point-inoculated them to minimal media containing the different
stress agents, and for A. glaucus, minimal media complemented with
2 M, and 1 M NacCl sorbitol respectively (Balazs et al., 2010; de Vries
et al., 2017; Orosz et al., 2018). The stress agents used and their
concentrations were as follows:

2 M sorbitol

1 M NaCl

e 0.4 and 0.8 mM tBOOH
e 6and 9 mM H;0O;

e 1.5and 2 mM diamid

e 0.096 and 0.19 mM MSB
e 54 uM Congo Red

e 0.1and 0.3 mM CdCl;

Surface cultures were incubated for 5 days at 37 °C (A.
nidulans), and for 5 and 10 days at 25 °C-on (A. glaucus, A. nidulans)
respectively, and their diameters were measured on the 51" and the 10

day, thus describing their stress sensitivity.

8.3 Examination of the viability and cell apoptosis of the A.
nidulans THS30.3 and AgfdB strains
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The viability test was performed with the modified version of
the method described by Gun Lee et al. (1999), using the MTT
reduction test. For the study of the mitochondrial membrane potential,
the fluorescent dye JC-1 was used, in accordance with the guidance of
the manufacturer (JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection
kit, Biotium).

8.4 Examination of the physiological properties of the A.
nidulans THS30.3 and AgfdB strains

The polyol content produced by A. nidulans strains was
measured using samples prepared with lyophilization, using the HPLC
method (Huber és Bonn, 1995), and using NMR-based metabolomics,
with the modified version of the description of Witteveen et al. (1990).

The free radical and reactive oxygen species content of cells
was examined based on the 2007 work of Halliwell and Gutteridge.

For the measurement of antioxidant enzyme activity, the
cultures of the strains (15 ml) were filtered through a sintered glass-
filter, the filtered mycelia were washed with distilled water, and
resuspended in ice-cold 0.1 M potassium-phosphate buffer, and the
suspension was stored at -20 °C. Then, the samples were prepared by
disruption using 0.5 mm glass beads (Emri et al., 1997). The
glutathione reductase (GR) (Pinto et al., 1984), glutathione peroxidase
(GPx) (Chiu et al., 1976), catalase (Roggenkamp et al., 1974), and
superoxide dismutase (SOD) (Oberley és Spitz, 1984) activity of the

samples were measured.
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For the measurement of the quantity of sterigmatocystin, the

2001 work of Klich et al. was used.

8.5 Statistical tests

For each experiment in the dissertation, the means of 3 to 6
independent measurements and their standard deviations are shown.
Student's t-test was used to detect differences between mean values,
and the differences were accepted as significant only in the case of
probabilities of p<0.05.
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9. Results and discussion

We prepared the prepared the gfdB gene deletion mutant of the
filamentous fungus A. nidulans, and examined it in the presence of
osmatic stress, oxidative stress, cell wall integrity stress, and heavy
metal stress agents, in surface cultures following 5-day incubation at
37 °C. The deletion of the gfdB gene resulted in significant oxidative
stress sensitivity in the presence of tBOOH, H,0, and diamide. In
addition, we found that the AgfdB mutant was sensitive to the cell wall
integrity stress agent Congo Red as well. The AgfdA mutant of A.
nidulans also proved to be sensitive to Calcofluor White, which causes
cell wall disintegration, and it grew poorly on media containing
different carbon sources. When using glycerol as the carbon source,
the growth of the mutant strain did not lag behind that of the control.
The original phenotype could be restored on all carbon sources using
an osmotic stabilizer of 1 M NaCl (Fillinger et al., 2001). We also
performed this experiment on different carbon sources on media
complemented with 1 M NaCl, and 2 M sorbitol respectively, but did
not find a difference between the growth of the control and the
mutants. l.e. the observed phenotypes of the AgfdB strain could not be
remediated using osmolytes.

In the mutant strain, we examined the changes of free radical
and reactive oxygen species (RS) content in submerged cultures under
stress-free conditions, and also in cultures treated with 0.4 mM
tBOOH. Without treatment, RS content was already four times greater
in the mutant compared to the contol, but as a result of the treatment,

the RS level increased significantly in both strains; it was eight times
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greater in the gene deletion strain compared to the case without
tBOOH. As the level of free radical and reactive oxygen species
increased to such a significant degree in the mutant, we measured the
specific activity of some antioxidant enzymes in the submerged
culture. The increased specific GR activities were presumably aimed
at neutralizing the high RS levels. In contrast, the specific GPx and
catalase enzyme activities decreased both in the presence and absence
of an oxidative stress agent in the mutant strain, which alone could
result in the increase of RS concentrations, and on the other hand, it
was probably due to this that even the increased specific GR activity
was insufficient to restore the disruption of the redox balance in the
AgfdB strain.

We also examined the changed in sterigmatocystin production,
and found that the deletion of the gfdB gene increased mycotoxin
production in submerged cultures both under stress-free conditions
and due to oxidative stress treatment.

We also studied the viability and programmed cell death of
submerged cultures of the gfdB gene deletion strain. The viability of
the mutant strain decreased significantly compared to that of the
control strain THS30.3 both in the presence and absence of 0.4 mM
tBOOH. We obtained similar results when studying the apoptosis of
cells, where the apoptotic rate of cells was greater already at the age
of 52 hours in the absence of the gfdB gene.

In the course of our work, we examined the polyol content of
the AgfdB strain under stress-free conditions in 44-hour old

submerged cultures, and detected the sugar alcohols mannitol and

30



erythritol. The deletion of the gfdB gene impacted mannitol
production; this was significantly larger in the mutant strain compared
to that of the control, however, the gene deletion did not affect
erythritol production.

The polyol content of A. nidulans strains was also examined
following treatment with 0.4 mM tBOOH. Surprisingly, we found that
there was no erythritol production in either the control or the mutant
strains. This is presumably explained by the increased demand for
reducing NADPH, which is a product of the pentose phosphate
pathway taking place in the cytoplasm (Varecza et al., 2006), which
pathway is also the source of the precursor of erythritol, erythrose 4-
phosphate (Rzechonek et al., 2018). The explanation for this
observation is that in the AgfdB strain, increased specific GR activity
was measured, as in eukaryotes, the GR enzyme uses NADPH to
reduce glutathione back in the case of oxidative stress (Emri et al.,
1997; Pocsi et al., 2004). In addition, we also observed that as a result
of the tBOOH treatment, mannitol production increased significantly
in the AgfdB mutant, while it remained unchanged in the control strain.
This may be caused by that in order to restore the disrupted redox
balance, the gene deletion strain requires some kind of polyol more
than the control. Mannitol plays an important role in the oxidative
stress protection system of filamentous fungi. It has been proven in
previous research that as a radical scavenger molecule, mannitol
eliminates free radicals and reactive oxygen species (Smirnoff and
Cumbes, 1989; Chaturvedi et al., 1997; Hema et al., 2014). This

explains that in the gfdB gene deletion strain, mannitol content
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increased under stress-free conditions as well, since the RS level was
high as well.

We also included an osmophilic species, A. glaucust in our
research, since this species lacks the gfdB gene. Thus we introduced
the gfdB gene into the genome of A. glaucus, and performed surface
culture experiments; we examined the phenotypes at 25 °C-on,
following 5-day and 10-day incubation, using 2 M sorbitol as an
osmotic stabilizer. As at 25 °C, a longer incubation time is required,
after 5 days, a difference could only be observed in the colony
diameters of cultures of the strain ’c gfdB2 treated with Congo Red
and MSB. Then it was found after 10-day incubation that the insertion
of the gfdB gene resulted in a significantly higher tolerance of
oxidative (tBOOH, MSB, H,05), cell wall integrity (Congo Red), and
heavy metal (CdCly) stress. The most impressive phenotype was
shown by the transgenic strains in the presence of 0.4 mM tBOOH,
since in this case, the phenotype of the control strain observed in a
stress-free culture was completely restored by the gfdB gene.

The stress sensitivity of A. glaucus strains was also observed
in the presence of 1 M NaCl osmolyte following 10-.day incubation.
No significant difference was detected between the growth of the
control and that of the mutants. This is presumably because the fungus
A. glaucus grows more slowly in the presence of NaCl than in that of
sorbitol under stress-free conditions as well. l.e. NaCl probably
inhibits the fungus from adapting to different types of stress (Orosz et
al., 2018).
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We also examined the stress sensitivity of the A. nidulans
AgfdB strain under the same conditions (25 °C, 10 days, minimal
medium) with the same stress agents. The deletion of the gfdB gene
increased the stress sensitivity of the fungus in the presence of
oxidative, cell wall integrity, and heavy metal stress agents as well.

Our results revealed lots of new information concerning the
genes coding glycerol-3-phosphate dehydrogenase in Aspergillus
species. Based on our data, it can be stated that in A. nidulans, the role
of the gfdB gene was expressed in tolerance against oxidative and cell
wall integrity stress, maintaining the viability of cells, and delaying
apoptosis. The deletion of this glycerol metabolic enzyme indirectly
caused mannitol overproduction presumably because the
accumulation of mannitol is more typical of older cultures, while
younger cultures rather accumulate glycerol.

Introducing the gfdB gene into the fungus A. glaucus increased
oxidative, cell wall integrity, and heavy metal stress tolerance, but it
had no effect on osmophility as we previously thought. In the gene
expression analyses performed by Balazs et al. (2010), neither of the
gfd genes responded to oxidative stress, however, the up-regulation of
the gfdB gene in response to osmotic stress was observed. The A.
nidulans gfdB gene deletion mutants we prepared showed a phenotype
opposite to that expected, presumably because in the case of osmotic
stress, gfdA is the main element of protection, thus it is not induced
further due to NaCl exposure. In the case of osmotic stress, the
deletion of gfdA cannot be compensated even by the up-regulation of

gfdB. However, the deletion of the gfdB gene can be counterbalanced
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by gfdA in the case of osmotic stress. According to a previous study,
a gene can play a prominent role in stress protection even if it does not
respond in environments exposed to oxidative stress (Thorpe et al.,
2004).

In order to reinforce our results, the examination of further glycerol-
3-phosphate dehydrogenase paralogous pairs is required in different
species in the future, as the regulation of stress protection is much
more complex through these genes than one would expect. Based on
this, we are planning to prepare the gfdB transgenic strains of the
osmophilic filamentous fungus A. wentii as well, and perform the
physiological examination of the mutants prepared (de Vries et al.,
2017; Orosz et al., 2018).
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10. Summary

In the filamentous fungus A. nidulans, two paralogous isoforms
of the glycerol-3-phosphate dehydrogenase gene exist: the genes gfdA
and gfdB (de Vries et al., 2017). We wanted to reveal the physiological
role of the gfdB gene, thus we constructed the AgfdB mutant in the
filamentous fungus A. nidulans.

From our observations, the following were the most important
ones:

- At 37 °C, after 5-day incubation, the AgfdB mutant showed
significant sensitivity to oxidative stress in the presence of tBOOH,
H»0,, as well as diamide, furthermore, it proved to be sensitive to
Congo Red, a dye causing cell wall integrity stress.

- We conducted a similar experiment at 25 °C, and the
phenotype change of the gene deletion strains was also observed in
10-day cultures, and significant differences were detected in the
presence of oxidative stress agents (tBOOH, H,0,, MSB), a cell wall
integrity stress agent (Congo Red), and a heavy metal stress agent
(CdCly).

- As a result of the deletion of the gene, the concentration of
reactive species increased under normal conditions, as well as in
cultures treated with tBOOH, which causes oxidative stress.

- Therefore, we also analyzed the activity of some antioxidant
enzymes. Specific GR activity was higher in the gene deletion strain,
with and without treatment. In turn, specific GPx and catalase
activities were reduced significantly in the mutant strain, presumably

because specific GR activity on its own was insufficient restore the
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redox balance. We also monitored the development of specific SOD
activity, which was also decreased significantly due to the tBOOH
treatment, thus eliminating reactive species.

- The absence of the gfdB gene also disturbed mycotoxin
production. Significantly higher sterigmatocystin content was
measured in the mutant strain than in the THS30.3 control. When the
cultures were exposed to oxidative stress, sterigmatocystin production
decreased in both strains, but it was still twice as high in the mutant
compared to the control.

- In addition, the development of the polyol content of the
AgfdB strain was also monitored. Under normal conditions, mannitol
production was significantly higher compared to the control, whereas
the development of erythritol contents was similar in both strains. As
a result of tBOOH treatment of the fungal strains, there was no
detectable amount of erythritol in either the control or the dene
deletion strain. Furthermore, the mannitol concentration increased
significantly in the AgfdB strain, but it remained unchanged in the
THS30.3 strain.

- Areduction in the viability of the strains was observed in both
the untreated cultures and those treated with tBOOH, whereas cell
apoptosis increased. When adding tBOOH, a significant difference
was observed between the apoptotic rate already at the age of 52 hours.

We have set as an additional objective of my PhD work to
introduce the gfdB gene into the genome of the filamentous fungus A.

glaucus, which shows significant osmophility in the presence of 2 M
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sorbitol with the gfdB gene. Our most important results with the
transgenic strains constructed are the following:

- The insertion of the gfdB gene resulted in significant stress
tolerance in the presence of tBOOH, MSB and H,0O,, which generate
oxidative stress, moreover, tolerance to Congo Red, which causes cell
wall integrity stress, was observed, and furthermore, heavy metal
stress tolerance was also observed in the case of the mutant strains in
the presence of CdCl, following 10-day incubation, on media
supplemented with 2 M sorbitol.

- There was no significant difference in the stress sensitivity of
the transgenic strains when using 1 M NaCl instead of sorbitol as an
osmotic stabilizer.

Based on our results, it can be concluded that in the filamentous
fungus A. nidulans, the gfdB gene plays a role in protection against
oxidative and cell wall integrity stress, furthermore in maintaining the
viability of cells and delaying apoptosis.

The gfdB gene maintained its function in oxidative stress
tolerance even when transformed into another Aspergillus species, A.
glaucus. Therefore, it can be stated that the well-known osmophility
of A. glaucus cannot be explained with the evolutionary lack of the
gfdB gene. In further research, it would be important to explore what
physiological functions other glycerol-3-phosphate dehydrogenase

paralogous gene pairs have in different Aspergillus species.
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11. Theses

1) In the filamentous fungus A. nidulans, the gfdB gene plays a role in

the oxidative and cell wall integrity stress defense system.

2) The deletion of the gene significantly increased sterigmatocystin
production in the AgfdB strain, both under stress-free conditions and
when treated with 0.4 mM tBOOH.

3) The free radical and reactive oxygen species content also increased
significantly in the gene deletion strain both in the presence and

absence of the oxidative stress agent tBOOH.

4) Due to the increased production of free radicals and reactive oxygen
species, increased specific glutathione reductase activity was
observed. In contrast, specific catalase, glutathione peroxidase and

superoxide dismutase activities were reduced.

5) In this species, the gfdB gene takes part in maintaining the viability

of cells and delaying apoptosis.

6) The deletion of the gene resulted in mannitol overproduction, which

was aimed at neutralizing free radicals and reactive oxygen species.

7) In the filamentous fungus A. glaucus, introducing the gfdB gene
increased the oxidative, cell wall integrity, and heavy metal stress

tolerance, but had no impact on osmophility.
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