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Despre proiect

eucariote
oleaginoase, precum si anumite
specii bacteriene, se afla in prim-
planul  cercetdrii  biotehnologice
datorita capacitatii lor de a acumula
lipide (ex., triacilgliceroli - TAG) sub

Microorganismele

Yarrowia lipolytica este o drojdie oleaginoasa
model si o sursd de lipide intracelulare neutre. Tn
prezent, la scara industriala, se obtin doar acizi
grasi polinesaturati de origine microbiana
folosind tulpini modificate genetic de V.
lipolytica, iar costul lor de productie ramane

ridicat din cauza ratelor de acumulare scazute.
Scopul acestui proiect este de a dezvolta
strategii de Evolutie Adaptativa in Laborator
(EAL) pentru generarea de tulpini oleaginoase
hiperproductive. Metodologia a fost dezvoltata
si aplicata initial pe tulpini de Y. lipolytica si apoi
extinsa la alte microorganisme oleaginoase de
interes industrial, cu contributii semnificative la
elucidarea mecanismelor moleculare evolutive
asociate cu lipogeneza.

Obiective principale

forma de uleiuri microbiene (uleiuri
unicelulare - SCO), cu aplicatii
industriale majore, in special ca
materie prima 1n productia de
biodiesel. Tn prezent, in ciuda
utilizarii reziduurilor agroindustriale

ca substraturi cu cost redus,
productivitatea limitata a
microorganismelor oleaginoase

duce la costuri de productie ridicate.

Yarrowia lipolytica, Rhodosporidium toruloides si Cunninghamella echinulata sunt supuse
evolutiei adaptive in laborator, in conditii specifice, in vederea obtinerii unor clone
naturale cu caracter oleaginos Tmbunatatit. Clonele cu potential lipogenic crescut sunt
selectate pe mediu solid lipsit de carbon si caracterizate biochimic, genotipic si
transcriptomic, cu adnotarea genelor exprimate diferential prin intermediul Gene
Ontology. Tulpinile optimizate sunt evaluate la scara de bioreactor, utilizand reziduuri

agroindustriale ca sursa de carbon.



Director de proiect

Profesorul George Aggelis
este unul dintre pionierii
domeniului lipidelor
microbiene, incepand
activitatea sa in domeniu
acum 35 de ani, in Franta,
in timpul tezei de doctorat.

Pana in prezent, a publicat
doud carti, patru capitole
de carte, 15 lucrari de
sinteza, 131 de lucrari de
cercetare si un brevet si
participand totodatala
numeroase conferinte si
intalniri nationale si
internationale, beneficiind
de recunoastere
internationala

semnificativa.

A participat la 32 de
proiecte de cercetare si
este  membru activ al
consiliului editorial a patru
reviste.

Din decembrie 2005, prof.
Aggelis lucreaza la
Universitatea din Patras,
Departamentul de Biologie,
ramanand Tn  domeniul
lipidelor microbiene.

Ana-Maria Lecu, Ana-Maria Tdnase, George Aggelis, Irina Lascu,
Viorica Corbu, Ana-Maria Georgescu

Echipa EvoSCO

Echipa proiectului este una puternic interdisciplinara si
diversa, cuprinzand atat cercetatori cu experienta, care au
colaborat cu succes in proiecte de cercetare anterioare, cat
si tineri cercetatori promitatori, anume doctoranzi, de la:

* Departamentul de Genetica, Facultatea de Biologie,
Universitatea din Bucuresti, Romania — Csutak Ortansa,
Tdanase Ana Maria, Corbu Viorica, lonela Avram, lonescu
Robertina, Gulea Chiciudean lulia, Lascu Irina, Lecu Ana-Maria,
Georgescu Ana-Maria, Vasile Camelia;

* Departamentul de Botanica si Microbiologie, Facultatea
de Biologie, Universitatea din Bucuresti, Romania -
Holban Alina, Barbu llda, Gheorghe Barbu Irina;

* Institutul de Cercetare al Universitatii din Bucuresti
(ICUB), Romania — George Aggelis, Grumezescu Alexandru,
Vasile Otilia, Niculescu Adelina, Florea Eusebiu Cristian;

* Departamentul de Biologie, Universitatea din Patras,
Grecia — George Aggelis.

ICUB dispune de infrastructura necesara in cadrul
Platformei de Cercetare in Biologie si Ecologie Sistemica,
adecvata pentru realizarea experimentelor EAL si a
analizelor aferente. Proiectul beneficiazd, de asemenea, de
echipamente de laborator moderne, achizitionate prin
fondurile proiectului, pentru a asigura desfasurarea tuturor
activitatilor legate de EAL in intervalul de timp propus.



Evolutia adaptiva in'faborator (EAL) si ~ #

microorganismele oleaginoase o* .

Ce este EAL? Cum aplicam EAL?

EAL este o abordare experimentald  EAL se aplica prin expunerea unei tulpini
care valorificd selectia naturald in parentale la conditii alternante de limitare a
conditii de laborator controlate, pentru azotului si a carbonului, care favorizeaza
a obtine microorganisme cu fenotipuri acumularea de lipide si proliferarea celulelor
imbunatatite sau dorite. cu continut lipidic ridicat. Prin cultivari batch

succesive, variantele adaptate cu fenotip
Prin aplicarea unor presiuni selective oleaginos Tmbunatatit ajung sd domine
bine definite pe parcursul mai multor populatia, in detrimentul tulpinii parentale.
generatii, EAL determinda acumularea Populatiile evoluate si clonele izolate sunt

de mutatii benefice, rezultdnd tulpini evaluate si caracterizate, permitand selectia
cu o adaptabilitate imbunatatita, fara a unor noi tulpini (clone) capabile sa produca
necesita modificari genetice prealabile. de pana la doua ori mai multe lipide.

- "
Rhodosporigium
toruloides

Drojdie model oleaginoasa, Drojdie rosie oleaginoasa, Fung filamentos oleaginos,
acumuleaza lipide pana la acumuleaza lipide pana la acumuleaz3 lipide pan3 la
40-50 % din CDW; 70 % din CDW; 30-40 % din CDW;
Capabila sa metabolizeze o Produce o varietate de Produce uleiuri microbiene
gama larga de carbohidrati compusi (ex., carotenoizi); (SCO) bogate in acizi grasi

si reziduuri agroindustriale; e s . i i o
’ & Capabild s3 metabolizeze polinesaturati (ex., acid
Tolereaza stres osmotic o gama largi de gamma-linolenic);
moderat si variatii de pH, carbohidrati si reziduuri Capabil s3 metabolizeze o
fiind rolbu‘sta pen‘tru. agroindustriale; gami larga de carbohidrati
procesele industriale; Foarte adaptabil Ia si reziduuri agroindustriale;
Usor de manipulat genetic: diferite conditii de Formeaza micelii sferice,
dispune de instrumente crestere si toleranta la facilitand procesarea
bine stabilite pentru compusi inhibitori sau ulterioar3 in bioreactoare.

ingineria metabolica. toxici (ex., furfural).




Organizare >

Pachete de lucru

Acest proiect este impartit in 5 pachete de lucru principale,
organizate conform progresiei logice a proiectului,
incepand cu generarea de clone cu fenotip oleaginos
imbunatatit prin EAL pe glucoza, urmata de cultivarea
acestora in sisteme de bioreactoare, folosind reziduuri
agroindustriale ca sursa unicda de carbon, pentru
caracterizari multi-omice cuprinzatoare si evaluarea
completda a potentialului lor biotehnologic la scara
industriala, si fincheindu-se cu diseminarea acestor
rezultate.

PACHETE DE LUCRU

. 7 EAL pt.
EALI'?t' IYar"rowm _(WPl Rhodosporidium PZ
{BERS \§ toruloides N
¢ Experiment EAL * Experiment EAL
e Caracterizare clone * Caracterizare clone
* Analiza genomica * Analiza genomica
e Corelatii de date pentru * Corelatii de date pentru

identificarea genelor cheie identificarea genelor cheie

EAL pt. Cultivari cu 7
Cunninghamella (WP3 reziduuri agro- _MP4
echinulata industriale W
* Experiment EAL  Cultivari batch in flacon

* Caracterizare clone

* Analizd genomica

* Corelatii de date pentru
identificarea genelor cheie

e Cultivari in bioreactor
* Caracterizare detaliata
* Analiza productivitatii

Management si Q]VPS
.:‘\

diseminare

* Management de proiect
* Diseminare si informare
* Networking si contact cu industria

Pagina web
A fost creata o pagina
web care contine

informatii generale
despre proiect,
actualizari privind

stadiul, evenimente,
fotografii si  altele
(https://evosco.unibu
c.ro/).

Tntalniri

Echipa EvoSCO
organizeaza intalniri
periodice cu

directorul de proiect,
atat fata in fata, cat si
online, pentru o
organizare eficienta,
precum si pentru a
analiza si  discuta
rezultatele obtinute
pe parcurs.

Intdinire in Bucuresti,
februarie 2025

lnta/n/re in Bucuresti,
aprilie 2024



Imagini de microscopie cu fluorescenta, care aratd acumularea de
lipide (picaturi lipidice) vizualizate prin colorarea cu Nile Red

Cultivari in flacoane de 500 ml pe glucoza (stanga) si reziduuri
agroindustriale (ex., hidrolizat lignocelulozic de bumbac) (dreapta)

Cultivari discontinue de Yarrowia lipolytica in bioreactor de 4L

Picaturi lipidice mai mari

in timpul EAL, s-a efectuat
colorarea cu Nile Red pe celule
proaspete si viabile dupa fiecare
runda de evolutie. Pe masura ce
rundele succesive au progresat,
s-a observat o crestere a
dimensiunii  picaturilor lipidice
din celulele de drojdie, fapt
confirmat ulterior si cantitativ.

Timp redus de cultivare pe
reziduuri agroindustriale

Dupa mai multe cultivari EAL pe
glucoza, au fost selectate doua
clone cu randament lipidic ridicat
pentru experimente ulterioare
pe reziduuri agroindustriale. Pe
glucoza, clonele au produs de
doua ori mai multe lipide decat
tulpina parentala (~37 % vs ~15
%). Pe reziduuri agroindustriale,
clonele au necesitat un timp mai
scurt de cultivare, iar productia
de lipide a ramas dubla
comparativ cu tulpina parentala
(31 % vs ~15 %), facand
procesul mai rentabil.

Culturi batch in bioreactor

Y. lipolytica a fost cultivata intr-
un bioreactor de 4L timp de 5-7
zile. Cultivarile initiale au fost
realizate pe glucoza, iar ulterior
s-a selectat o clond «cu
randament lipidic ridicat pentru
cultivare pe reziduuri
agroindustriale. Desi productia
de lipide a ramas comparabila
intre cele doua substraturi, s-au
observat diferente in acumularea
de biomasa.



Picaturi lipidice mai mari

in  timpul EAL s-a efectuat
colorarea cu Nile Red pe celule
proaspete si viabile dupa fiecare
runda de evolutie. Pe masura ce
rundele succesive au progresat, s-a
observat o crestere a dimensiunii
picaturilor lipidice din celulele de
drojdie, fapt confirmat ulterior si
cantitativ.

Randament lipidic semnificativ
crescut la clonele R. toruloides

Dupa mai multe cultivari EAL pe
glucoza, au fost obtinute clone cu
randament lipidic ridicat. Aceste
clone evoluate au prezentat o
crestere de aproximativ 1,6 ori a
randamentului lipidic comparativ
cu tulpina parentald (~55% vs
~35%), indicand o Tmbunatatire
clara a acumularii de lipide, ca

rezultat al presiunii evolutive
aplicate.
Mentinerea productivitatii pe

reziduuri agroindustriale

Cand au fost testate pe reziduuri
agroindustriale, mai exact pe un
hidrolizat lignocelulozic derivat din
bumbac provenit din deseuri
textile, clonele selectate si-au
pastrat capacitatea crescuta de
productie de lipide. Tn ciuda
prezentei compusilor inhibitori
(ex., furfural), randamentele
lipidice au ramas de aproape 1,6
ori mai mari decat cele ale tulpinii
parentale (~40% vs ~25%), fara
modificarea timpului de cultivare,
rezultand o productivitate crescuta
in acelasi interval de timp si o
eficienta economicd imbunatatita.

Imagini de microscopie cu fluorescenta, care aratd acumularea de
lipide (picaturi lipidice) vizualizate prin colorarea cu Nile Red

Cultivare in flacon de 500 ml a clonei selectate (stanga) si etape de
extractie si procesare a lipidelor: extractia Folch cu reflux (mijloc) si
concentarea probei de lipide prin evaporare rotativa (dreapta)

Bucati de tesatura de bumbac tratate cu acid in timpul hidrolizei (stanga),
hidrolizat lignocelulozic obtinut (mijloc) si cultivari in flacoane de 500 mL ale
tulpinii parentale si celor evoluate, incubate in conditii obisnuite (dreapta)



Extract lipidic obtinut din cultura (stanga) si procesul de extractie a
lipidelor prin metoda Folch cu reflux (dreapta)

Cultivari in flacoane de 250 mL pe medii
lichide folosind surse de carbon diferite

C. echinulata cultivat pe
diverse medii solide

Imagini microscopice ale
sporilor si miceliului

Protocol EAL pe medii
solide cu raport C/N ridicat

Imagini de microscopie cu fluorescentd, care aratda acumularea de
lipide (picaturi lipidice) in spori, vizualizate prin colorarea cu Nile Red

Randament lipidic ridicat pe
multiple surse de carbon

C. echinulata a prezentat raspunsuri
diferentiate atunci cand a fost
cultivata pe sucroza, xiloza, melasa
si glucoza. Sucroza a condus la cea
mai mare acumulare de lipide,
atingand 40,72%, in timp ce xiloza si
glucoza au sustinut productia la
30,11% si, respectiv, 33,26%.
Melasa, insa, a determinat cel mai
scdzut continut de lipide (8,16%).

Protocol EAL modificat pentru
evolutia C. echinulata

Pentru a adapta strategia EAL la
cresterea filamentoasa si formarea
de micelii sferice a C. echinulata in
medii lichide, s-a utilizat un mediu
de cultura solid pentru a promova
acumularea de lipide, vizand
selectia sporilor rezistenti. Aceasta
abordare modificatd se bazeazd pe
ipoteza cd miceliul fungic care
stocheaza cantitdti mari de ulei va
produce spori bogati in ulei, care,
atunci cand sunt transferati pe
medii fard carbon, permit doar
supravietuirea celor mai rezistente
tulpini, crescand progresiv
productia de lipide prin runde
succesive de selectie.

Localizarea picaturilor lipidice in
spori

Colorarea cu Nile Red a sporilor
prelevati din mediile de cultura EAL
a evidentiat prezenta picaturilor
lipidice in interiorul sporilor,
subliniind rolul esential al acestora
in sustinerea cresterii in conditii de
limitare a carbonului.
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Beneficii pentru industrie, societate si economie

* acumulare de mutatii genetice benefice prin EAL
* determinare a conditiilor optime de cultivare
» profil lipidic prin lipidomica

Tulpini * genom intreg prin genomica
oleaginoase * expresie genica prin transcriptomica
gllgsgagele]igil/= ] » gene cheie si mutatii

Culdlzig= g rlellildl « proces biotehnologic eficient
agroindustriale; * productie de biodiesel
Siiscalare: * produse nutraceutice
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