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Summary 
 

Pectin is a plant cell wall polysaccharide made of mainly D-galacturonic acid (GA) subunits. 
The potency of Aspergillus niger to naturally secrete high amounts of pectinases to 
degrade pectin has been utilized for the industrial production of pectinases. Industrially 
produced pectinases by A. niger are subsequently used mainly in the food industry, and 
for the hydrolysis of plant biomass to produce renewable energy. In this thesis the 
transcriptional activator GaaR, required for the expression of the genes encoding several 
pectinases, the (putative) GA transporters and the GA catabolic pathway enzymes was 
identified (Chapter 3). The ΔgaaR strain could not grow on GA or PGA, but showed 
residual growth on pectin, indicating that deletion of gaaR does not affect the utilization 
of monomeric carbon sources other than GA which are present in pectin. Transcriptome 
analysis of the ΔgaaR strain on pectin confirmed that the ΔgaaR strain still expresses 
several enzymes which mainly act on the side chains of rhamnogalacturonan I. Metabolic 
analysis of the GA catabolic pathway deletion mutants resulted in the identification of 2-
keto-3-deoxy-L-galactonate accumulating in the ΔgaaC mutant. Gene expression analysis 
showed that accumulation of 2-keto-3-deoxy-L-galactonate in the ΔgaaC mutant resulted 
in hyperinduction of GA-responsive genes, indicating that 2-keto-3-deoxy-L-galactonate is 
the physiological inducer of the GA-responsive genes (Chapter 5). 

Genome sequencing of several mutants that showed constitutive expression of the genes 
encoding pectinases resulted in the identification of the repressor protein GaaX that likely 
inhibits the transcriptional activity of GaaR via protein-protein interaction under non-
inducing conditions (Chapter 4). One mutant with constitutive expression of the genes 
encoding pectinases contained the W361R mutation in GaaR, indicating that W361 is 
important for the proper interaction of GaaX and GaaR under non-inducing conditions 
(Chapter 7). 

Overexpression of gaaR via the strong constitutive A. nidulans gpdA promoter brought 
about constitutive expression of the genes encoding pectinases, providing further 
evidence that GaaR is active as long as it is not inhibited by GaaX. This suggests that in the 
presence of the inducer, the inducer binds to GaaX resulting in a GaaX-unbound and active 
form of GaaR. Deletion of the main repressor involved in carbon catabolite repression, 
creA, enhanced the constitutive expression pectinases in the OEgaaR strain (Chapter 6). 

Constitutive expression of the genes encoding plant biomass degrading enzymes like 
pectinases would benefit especially the use of cheap and renewable plant biomass as a 
feedstock for fungal fermentation. This thesis also contains a chapter reviewing the 
approaches to modulate the transcriptional regulation in order to increae or constitutively 
express plant biomass degrading enzymes in filamentous fungi (Chapter 2). These 
approaches include accumulation of the inducer, deletion of the carbon source specific 
repressor, constitutive activation and overexpression of the transcriptional activator and 
elimination of carbon catabolite repression. All of these approaches have been 
implemented successfully in this thesis to increase and/or constitutively express 
pectinases in A. niger.  

 

 

Samenvatting 
 

Pectine is een complexe suikerpolymeer dat voorkomt in plantencelwanden en bestaat 
voornamelijk uit D-galacturonzuur (GA) subeenheden. De potentie van Aspergillus niger 
om van nature grote hoeveelheden pectinasen uit te scheiden om pectine af te breken, is 
gebruikt voor de industriële productie van pectinasen. Industrieel geproduceerde 
pectinasen van A. niger worden vervolgens voornamelijk gebruikt in de 
voedingsmiddelenindustrie en voor de hydrolyse van plantaardige biomassa om 
hernieuwbare energie te produceren. In dit proefschrift is de transcriptionele activator 
GaaR geïdentificeerd, die vereist is voor de expressie van de genen die coderen voor 
verschillende pectinasen, (vermoedelijke) GA transporters en de GA katabole pathway 
enzymen (Hoofdstuk 3). De ΔgaaR stam kan niet groeien op GA of PGA, maar vertoont 
restgroei op pectine, hetgeen aangeeft dat deletie van gaaR geen invloed heeft op het 
gebruik van andere monomere koolstofbronnen dan GA die aanwezig zijn in pectine. 
Transcriptome analyse van de ΔgaaR stam op pectine bevestigde dat de ΔgaaR stam nog 
steeds verschillende enzymen tot expressie brengt die voornamelijk werken op de 
zijketens van rhamnogalacturonan I. Metaboliet analyse van de GA katabole pathway 
deletie-mutanten resulteerde in de identificatie van 2-keto-3-deoxy-L-galactonaat als 
metaboliet dat accumuleert in de ΔgaaC mutant. Expressie analyse heeft laten zien dat de 
accumulatie van 2-keto-3-deoxy-L-galactonaat in de ΔgaaC mutant leidt tot hyperinductie 
van GA-reagerende genen wat impliceert dat 2-keto-3-deoxy-L-galactonaat de 
fysiologische inducer is van de GA-reagerende genen (Hoofdstuk 5). 
Genoom sequencing van verschillende mutanten die constitutieve expressie van 
pectinasen vertoonden resulteerde in de identificatie van het repressor eiwit (GaaX) dat 
waarschijnlijk de transcriptionele activiteit van GaaR remt via eiwit-eiwit interactie onder 
niet-inducerende omstandigheden (Hoofdstuk 4). Eén mutant met constitutieve expressie 
van pectinasen bevatte de W361R mutatie in GaaR, wat aangeeft dat W361 belangrijk is 
voor de juiste interactie van GaaX en GaaR onder niet-inducerende omstandigheden 
(Hoofdstuk 7). 
Overexpressie van gaaR via de sterke constitutieve A. nidulans gpdA promotor bracht de 
constitutieve expressie van pectinasen teweeg, en leverde verder bewijs dat GaaR actief 
is, zolang het niet door GaaX wordt geïnactiveerd. Dit suggereert dat in de aanwezigheid 
van de inducer, deze zich bindt aan GaaX, wat resulteert in een GaaX-ongebonden en 
actieve vorm van GaaR. Deletie van de belangrijkste repressor betrokken bij koolstof 
katabolietrepressie, creA, verhoogde de constitutieve expressie pectinasen in de OegaaR 
stam (Hoofdstuk 6). 
Constitutieve expressie van enzymen zoals pectinasen komt vooral het gebruik van 
goedkope en hernieuwbare plantenbiomassa als grondstof voor schimmelfermentatie ten 
goede. Dit proefschrift bevat ook een hoofdstuk waarin de benaderingen voor het 
moduleren van de transcriptionele regulatie worden beschreven om de productie 
plantenbiomassa afbrekende enzymen in filamenteuze schimmels te verbeteren of 
constitutief tot expressie te laten komen (Hoofdstuk 2). Deze benaderingen omvatten 
accumulatie van de inducer, het uitschakelen van de koolstofbron-specifieke repressor 
eiwitten, constitutieve activatie en overexpressie van de transcriptionele activator en het 
elimineren van koolstof katabolietrepressie. Al deze benaderingen zijn met succes 
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geïmplementeerd in dit proefschrift om de productie pectinasen in A. niger te verhogen 
en/of deze enzymen constitutief tot expressie te brengen. 
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