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Дрожжи Yarrowia lipolytica – облигатно аэроб-
ные аскомицетовые гетероталличные диморф-
ные дрожжи. Для своего роста и развития в ка-
честве источника углерода они могут использо-
вать глюкозу, глицерин, спирты, ацетат, цитрат и 
гидрофобные субстраты, такие как алканы, жир-
ные кислоты и триацилглицериды [1]. Промыш-
ленное использование дрожжей Y.  lipolytica как 
источника кормового белка началось еще в 1950 г. 
компанией British Petroleum (Великобритания) 
[2]. С 2000-х гг. стали интенсивно применять-
ся методы генной и метаболической инженерии 
для разработки промышленных штаммов Y.  lipo-

lytica, более того был выведен на рынок ряд пре-
паратов, основанных на данных штаммах. Так, в 
компании DuPont (США) разработали препара-
ты, обогащенные омега-3 жирными кислотами и 
используемые в качестве кормовой добавки для 
рыб (VerlassoTM) и пищевой добавки (New Har-
vestTM) [2, 3]. Дрожжи Y. lipolytica зарекомендо-
вали себя как микроорганизм, приемлемый для 
конструирования генетически-модифицирован-
ных штаммов, и в настоящее время уже существу-
ет крупномасштабная промышленная практика 
(Good Industrial Large Scale Practice, GILSP) ис-
пользования данных штаммов [4]. 
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Проведена инактивация гена YlACL2 в дрожжах Yarrowia lipolytica двумя способами: традиционным 
методом с использованием генетической конструкции с маркером, позволяющим восстанавливать 
прототрофность по урацилу, и без маркера, с помощью CRISPR/Cas9-системы редактирования 
генома. Эффективность инактивации гена YlACL2 традиционным методом составила 4% 
(1 штамм ΔYlacl2 из 24 проверенных трансформантов), тогда как эффективность инактивации 
гена YlACL2 с помощью CRISPR/Cas9-системы была 75% (18 штаммов ΔYlacl2 из 24 проверенных 
трансформантов). Штаммы с инактивированным геном YlACL2 не способны утилизировать 
цитрат в качестве единственного источника углерода. Была изучена кинетика роста штамма 
ΔYlacl2 на среде с глюкозой и ацетатом в качестве единственных источников углерода. Тот факт, 
что ΔYlacl2 способен расти на минимальной среде с глюкозой, свидетельствует либо о наличии 
дополнительного пути транспорта ацетильной группы из митохондрии, либо о возможности 
синтеза ацетил-КоА в обход пируватдегидрогеназного комплекса в дрожжах Y. lipolytica.
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цитратлиаза.
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Конструирование промышленно-значимого 
штамма-продуцента требует нескольких раундов 
метаболической инженерии. Традиционный ме-
тод редактирования генома дрожжей Y.  lipolytica 
основан на использовании экспрессионной кас-
сеты для встраивания в геном дрожжей, содер-
жащей генетический маркер, который для по-
вторного использования необходимо удалить по-
средством сайт-специфической рекомбинации с 
помощью системы Cre-lox [5], что является дли-
тельным и трудоемким процессом. Более того, 
дрожжи Y. lipolytica характеризуются высокой эф-
фективностью негомологичной рекомбинации и 
относительно низкой эффективностью гомоло-
гичной рекомбинации, что значительно затруд-
няет встраивание генетической конструкции в ге-
ном, в заданный локус [6]. Преодолеть недостат-
ки традиционного метода редактирования генома 
позволила CRISPR/Cas9-система [7]. CRISPR ‒ 
короткие палиндромные повторы, регулярно рас-
положенные группами, совместно с ассоцииро-
ванными белками Cas. Первоначально они были 
обнаружены у бактерий и архей как приобретен-
ный иммунный механизм клеток [8, 9]. В насто-
ящее время система II типа CRISPR/Cas9 интен-
сивно разрабатывается в качестве эффективного 
генетического инструмента для редактирования 
генома многочисленных представителей эукари-
от и прокариот [10, 11]. CRISPR-ассоциирован-
ная эндонуклеаза Cas9 связывается с направля-
ющей CRISPR-РНК (crRNA) и транс-кодируе-
мой CRISPR-РНК (tracrRNA). Для упрощения 
системы редактирования была разработана еди-
ная направляющая РНК (sgRNA), состоящая из 
crRNA и tracrRNA [12]. 5′-конец crRNA содержит 
20 нуклео тидов, комплементарных ДНК-мишени 
выбранного для введения модификации локуса. 
В свою очередь ДНК-мишень представляет собой 
последовательность 5′-N20-NGG-3′, где N обозна-
чает любой нуклеотид, а NGG – смежный мотив 
протоспейсера (PAM). Сначала Cas9 распозна-
ет РАМ, а после этого прилегающая ДНК прове-
ряется на комплементарность crRNA. Разрезание 
ДНК-мишени осуществляется путем внесения 
разрыва в обе цепи ДНК. В эукариотах двуните-
вые разрывы репарируются путем гомологичной 
или негомологичной рекомбинации. В результа-
те негомологичной рекомбинации с высокой ча-
стотой возникают ошибки (делеции или инсерции 
пар нуклеотидов), что может приводить к инакти-
вации гена [10]. Для репарации двунитевого раз-
рыва путем гомологичной рекомбинации необхо-
димо также введение генетической кассеты, со-
держащей участки гомологии к заданному локусу. 
Данная генетическая кассета может содержать 

гены для сверхэкспрессии, которые таким обра-
зом будут интегрированы в выбранный локус на 
хромосоме [13].

Дрожжи Y. lipolytica относятся к группе масля-
нистых микроорганизмов, способных накапливать 
в значительных количествах нейтральные липиды, 
что указывает на их отличительную особенность 
эффективно синтезировать ацетил-КоА как предше-
ственника ацильной группы в липидах [14]. Синтез 
ацетил-КоА при росте на углеводах осуществляет-
ся в митохондрии посредством пируватдегидроге-
назного комплекса. Ацетил-КоА транспортируется 
в цитозоль в виде цитрата с помощью цитратного 
митохондриального транспортера [15]. В цитозоле 
транспортированный из митохондрии цитрат рас-
щепляется до ацетил-КоА и оксалоацетата с по-
мощью фермента АТФ-цитратлиазы (ACL) [14]. 
 Наличие данного фермента является отличительной 
особенностью маслянистых микроорганизмов [16]. 
В дрожжах Y.  lipolytica фермент АТФ-цитратлиа-
за состоит из двух субъединиц, кодируемых генами 
YlACL1 и YlACL2. Ранее в литературе было проде-
монстрировано, что инактивация гена YlACL1 сни-
жает синтез нейтральных липидов на 60–80% [17]. 

Целью данного исследования является срав-
нение двух способов редактирования генома: 
традиционного метода с использованием марке-
ра URA3, кодирующего оротидин-5-фосфатде-
карбоксилазу, и CRISPR/Cas9-системы на приме-
ре инактивации гена Y. lipolytica YlACL2, а также 
изу чение физиологических особенностей реком-
бинантного штамма ΔYlacl2.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы и среды
Для стандартных генно-инженерных ра-

бот (конструкция плазмид, наработка плазмид-
ной ДНК) использовали штамм E. coli XL1-Blue 
(recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]). Бактерии 
выращивали при 37 ℃ в среде LB (г/л): триптон – 
10; дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 5, при необхо-
димости добавляли ампициллин с концентрацией 
100 мкг/мл. 

Дрожжи Y. lipolytica выращивали при 30 ℃ на 
минимальных средах (YNB, Himedia G091 – 0.67% 
yeast nitrogen base, Difco, USA; YNBD – с добав-
лением глюкозы 20 г/л; YNBDAc – с добавлени-
ем глюкозы 20 г/л и ацетата 1 г/л; YNBCitr – с до-
бавлением цитрата 20 г/л) и на полноценных сре-
дах (YPD – пептон 5 г/л, дрожжевой экстракт 3 г/л, 
глюкоза 20 г/л; YPDAc-hph – с добавлением ацета-
та 1 г/л и гигромицина 450 мкг/мл). Все плотные 
среды содержали агар в концентрации 20 г/л. 
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Конструирование плазмид

Стандартные генно-инженерные манипуля-
ции (обработка ДНК ферментами, трансформация 
E. coli) проводились в соответствии с лаборатор-
ным руководством по молекулярному клонирова-
нию [18]. Все ферменты для молекулярных работ 
были получены от компании «Thermo Fisher Sci-
entific» (США). Праймеры, используемые в рабо-
те, синтезированы фирмой «Евроген» (Мос ква) и 
приведены в табл. 1. Все фрагменты ДНК Y. lipo-
lytica были амплифицированы методом ПЦР с ге-
номной ДНК дикого штамма W29. Нуклеотидная 
последовательность клонированных ПЦР продук-
тов была определена секвенированием по обеим 
цепям ДНК.

Плазмида pUC-flYlACL2-URA3lox для инакти-
вации гена YlACL2 была сконструирована следу-
ющим образом. Фрагменты ДНК, гомологичные 
хромосомальным областям, расположенным в про-
моторной (YlACL2-Up) и терминаторной (YlACL2-
Down) частях выключаемого гена YlACL2, ампли-
фицировали с помощью праймеров YlACL2-Up-
DraI-F и YlACL2-Up-R, а также YlACL2-Down-F 

и YlACL2-Down-DraI-R соответственно. Нуклео-
тидную последовательность гена URA3 амплифи-
цировали с помощью праймеров Lox66-URA3-F и 
Lox71-URA3-R. Вектор pUC19 обрабатывали эн-
донуклеазами рестрикции AatII и HindIII. Сборку 
четырех фрагментов YlACL2-Up, YlACL2-Down, 
URA3 и pUC19 (AatII/HindIII) осуществляли с по-
мощью метода Гибсона [19] для получения плаз-
миды pUC-flYlACL2-URA3lox.

Плазмида pCRISPR-hph-sgYlACL2 для инакти-
вации гена YlACL2 с помощью CRISPR/Cas9-си-
стемы была сконструирована на базе разрабо-
танной эписомальной плазмиды pCRISPRyl [20]. 
Плазмида pCRISPRyl содержит ген Cas9 под регу-
ляцией сильного гибридного промотора UAS1B8-
TEF(136) [21], характеризующийся оптимизиро-
ванными кодонами для Y. lipolytica и обладающий 
С-терминальным сигналом ядерной локализации. 
Плазмида pCRISPRyl также содержит промотор 
полимеразы III типа SCR1, слитый с тРНК-глици-
ном для экспрессии sgRNA и маркер LEU2, коди-
рующий 3-изопропилмалатдегидрогеназу, для от-
бора по прототрофности к лейцину. Ген устойчи-
вости к гигромицину (hph) был амплифицирован  

Та бл и ц а  1
Праймеры, используемые в работе
Primers used in the work

Олигонуклеотид Последовательность олигонуклеотида, 5′→3′
YlACL2-Up-DraI-F GGG TTC CGC GCA CAT TTC CCC GAA AAG TGC CAC CTG ACG TAA TTT 

AAA TTG TTA CGT AAC TTA TCT CTC
YlACL2-Up-R TTA TAC GAA CGG TAG AGA GGG GGG GGG TGG GGC TCG AAT TGT 

GTC GGA TTC GGT GTG T
YlACL2-Down-F CGA ACG GTA CCT CCT CCC CCC GCC CAC CTC GGT ACC CGG GAG 

GAA TCG CCA ACT TCA CC
YlACL2-Down-DraI-R TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TAA TTT 

TAA ATA AGT CGC AAT TAC CCC CA
Lox66-URA3-F CCC CAC CCC CCC CCT CTC TAC CGT TCG TAT AAT GTA TGC TAT 

ACG AAG TTA TTG TGA CTG GGG ATG TAG T
Lox71-URA3-R GTG GGC GGG GGG AGG AGG TAC CGT TCG TAT AGC ATA CAT TAT ACG 

AAG TTA TCA GCT GCA ACG TCA TTG
YlACL2-chr-F GAG ACG GGA AGA CGG CAT T
YlACL2-chr-R CTC CTT CAA TTT TGC TCG CAT C
hph-to-pCRYSPRyl-F ATG TAG TGT ACC TCT AAA AAT GAA ATA CAG TGC CAA AAG CTC GTT 

TAA ACT GGA TGG CG
hph-to-pCRYSPRyl-R CGG ATA TAC TTG CTT GAA TAT ACA GTA GTA TGG GAT CCC CGG GTT 

AAT TAA G
CEN-to-hph-F GGG GAT CCC ATA CTA CTG TAT ATT CAA GCA A
CEN-sgRNA-YlACL2-sgRNA-R G ATG GGC CCC CGG TTC GAT TCC GGG TCG GCG CAG GTT GAC GTG 

TAC TGG ATC TCA TGA CCC GGT TTT AGA GCT AGA AAT AGC A

Примечание: последовательность 20 нуклеотидов, комплементарных выбранному локусу гена YlACL2, обозначена подчерки-
ванием.
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с вектора pARS-Cre [22] с помощью прайме-
ров hph-to-pCRYSPRyl-F и hph-to-pCRYSPRyl-R. 
ДНК фрагмент, состоящий из центромеры CEN 
и sgRNA-YlACL2, амплифицировали с плазмиды 
pCRISPRyl с помощью праймеров CEN-to-hph-F 
и CEN-sgRNA-YlACL2-sgRNA-R. 20 нуклеоти-
дов ДНК-мишени были выбраны в пределах кон-
сервативного домена гена YlACL2, ответствен-
ного за связывание цитрата, с помощью про-
граммы CHOPCHOP [23] и вписаны в праймер 
CEN-sgRNA-YlACL2-sgRNA-R (табл. 1). Плазми-
ду pCRISPRyl обрабатывали эндонуклеазами ре-
стрикции NcoI и XmaJI. Сборку трех фрагментов 
‒ hph, CEN-sgRNA-YlACL2 и pCRISPRyl (NcoI/
XmaJI) ‒ осуществляли с помощью метода Гибсона 
для получения плазмиды pCRISPR-hph-sgYlACL2.

Генетическая трансформация Y. lipolytica
Трансформацию дрожжей Y.  lipolytica прово-

дили методом электропорации [24]. ДНК кассе-
та flYlACL2-URA3lox была получена из плазмиды 
pUC-flYlACL2-URA3lox путем обработки эндону-
клеазой рестрикции DraI и использована для транс-
формации штамма W29(Ura-) [22].  После трансфор-
мации клетки высевали на агаризованную среду 
YNBDAc. Плазмида pCRISPR-hph-sgYlACL2 была 
использована для трансформации штамма W29. 
После трансформации клетки инкубировали на 
протяжении трех суток в жидкой селективной сре-
де YPDAc-hph, затем высевали разные разведения 
на агаризованную среду YPDAc. 24 трансформанта 
с каждой трансформации были изолированы и рас-
сеяны до отдельной колонии на селективной среде.

Изучение фенотипа, генотипа и скорости роста
Отобранные трансформанты были пересеяны 

на агаризованную и в жидкую среды YNBCitr для 
анализа фенотипа. Из трансформантов, не способ-
ных расти на среде YNBCitr, была изолирована 
геномная ДНК и проведены ПЦР-анализы. В слу-
чае трансформации кассетой flYlACL2-URA3lox 
использовали праймеры YlACL2-chr-F и YlACL2-
chr-R, а для подтверждения интеграции кассе-
ты flYlACL2-URA3lox в заданный локус (YlACL2) 
‒ YlACL2-chr-F и Lox71-URA3-R, Lox66-URA3-F 
и YlACL2-chr-R. Трансформант с интегрирован-
ной кассетой в нужный локус был обозначен как 
W29ΔYlacl2. В случае трансформации плазми-
дой pCRISPR-hph-sgYlACL2 были секвенированы 
ПЦР-продукты, полученные при амплификации 
с геномной ДНК трансформантов № 2, 3 и 5, не 
способных расти на среде с цитратом (Рис. 4). Для 
проведения ПЦР-реакции использовали прайме-
ры YlACL2-chr-F и YlACL2-chr-R. Для дальнейшей 
работы был выбран трансформант № 5.

Изучение скорости роста штамма W29ΔYlacl2 
с инактивированным с помощью CRISPR/
Cas9-системы геномом YlACL2 и контрольного 
штамма (W29) дрожжей Y. lipolytica было прове-
дено на качалочном инкубаторе-спектрофотоме-
тре (Advantec MFS Inc., США) в рабочем объеме 
5 мл, в среде YNB, содержащей источник углеро-
да (глюкоза, цитрат или ацетат) с конечной кон-
центрацией 8 г/л. Посев осуществляли титром 
3·105 кл/мл. Посевную культуру выращивали в 
жидкой YPD-среде в течение 24 ч. Скорость роста 
и время удвоения клеток были посчитаны в экс-
поненциальной фазе роста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Инактивация гена YlACL2  
традиционным методом

Для инактивации гена YlACL2, кодирующего 
фермент АТФ-зависимую цитратлиазу, традици-
онным методом была сконструирована плазмида 
pUC-flYlACL2-URA3lox, содержащая гомологич-
ные хромосомальные области, экранирующие ген 
YlACL2 (Up и Down), и селективный маркер – ген 
URA3, кодирующий оротидин-5-фосфатдекарбок-
силазу. Ауксотрофный по урацилу штамм Y.  lip-
olytica W29(Ura-) трансформировали генетиче-
ской кассетой flYlACL2-URA3lox. Трансформан-
ты отбирали по восстановлению прототрофности 
к урацилу. С определенной вероятностью генети-
ческая кассета встраивалась в хромосому с помо-
щью механизма гомологичной рекомбинации по 
двойному кроссинговеру, заменяя тем самым ди-
кий локус (ген YlACL2) на сконструированную 
кассету как изображено на рис. 1.

Можно было предположить, что штамм с не-
рабочим геном, кодирующим АТФ-зависимую ци-
тратлиазу, будет отличаться значительным дефек-
том в росте или отсутствием роста на среде, содер-
жащей цитрат в качестве единственного источника 
углерода. Исходя из этого предположения, 24 ото-
бранных трансформанта были пересеяны на ага-
ризованную (рис. 2) и в жидкую среду YNBCitr 
(рис. 3). Действительно, один из проверенных 
трансформантов характеризовался полным отсут-
ствием роста в среде YNBCitr (№16, рис. 2 и 3). 
ПЦР-анализ локуса YlACL2, проведенный для дан-
ного трансформанта, доказал встраивание генети-
ческой кассеты flYlACL2-URA3lox в гомологичный 
локус на хромосоме и инактивацию гена YlACL2. 
Остальные трансформанты соответствовали инте-
грации генетической кассеты в случайные локу-
сы посредством негомологичной рекомбинации. 
Таким образом, эффективность инактивации гена 
YlACL2 традиционным методом составила 4%.
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Рис. 1. Схематическое изображение инактивации гена YlACL2 путем встраивания генетической конструкции 
flYlACL2-URA3lox в гомологичный локус на хромосоме Y. lipolytica 
Fig. 1. The schematic illustration of YlACL2 gene inactivation by integration of flYlACL2-URA3lox cassette integration to 
homologous locus in Y. lipolytica chromosome

Рис. 2. Рост клонов (1–24), отобранных после трансформации штамма Y. lipolytica W29(Ura-) экспрессионной кассетой  
 flYlACL2-URA3lox, на агаризованной среде YNBCitr, содержащей цитрат в качестве единственного источника углерода
Fig. 2 The growth of clones (1–24) selected after transformation of Y. lipolytica W29(Ura-) strain with the expression cassette 
flYlACL2-URA3lox on YNBCitr agar medium containing citrate as the sole carbon source

Рис. 3. Отсутствие роста штаммов с инактивированным геном YlACL2 в минимальной жидкой среде с цитратом в ка-
честве единственного источника углерода (1, 2). Культуры растили при 30 ºС в течение 4 сут. Посев осуществляли ти-
тром 3·105 кл/мл. 1 – штамм W29ΔYlacl2, полученный посредством гомологичной рекомбинации с использованием 
генетической конструкции flYlACL2-URA3lox; 2 – штамм W29ΔYlacl2, полученный с помощью CRISPR/Cas9-систе-
мы редактирования генома; 3 – контрольный штамм W29
Fig. 3. The lack of the growth of recombinant strains with inactivated YlACL2 gene in a minimal liquid medium contain-
ing citrate as the sole carbon source. Cultures were grown for 4 days at 30 ºС. Inoculation was carried out to a final titre 
of 1∙105 cells/mL. 1 – W29ΔYlacl2 strain obtained by the traditional method of gene inactivation by homologous recombi-
nation using the genetic construct flYlACL2-URA3lox; 2 – strain W29ΔYlacl2 strain obtained using CRISPR/Cas9 system;  
3 – the control strain W29
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Инактивация гена YlACL2 с помощью 
CRISPR/Cas9-системы

Для инактивации гена YlACL2 с помощью 
CRISPR/Cas9-системы редактирования генома 
была сконструирована эписомальная плазмида 
pCRISPR-hph-sgYlACL2, содержащая ген, кодиру-
ющий эндонуклеазу Cas9, нуклеотидную последо-
вательность, кодирующую направляющую sgRNA 
к консервативному домену гена YlACL2, а также 
маркер устойчивости к гигромицину (hph). Штамм 
Y. lipolytica W29 трансформировали pCRISPR-hph-
sgYlACL2, отбор трансформантов осуществляли 
по устойчивости к гигромицину. 18 трансформан-
тов из отобранных 24 трансформантов не росли 
в минимальной среде YNBCitr (рис. 4). Результа-
ты секвенирования консервативного домена гена 
YlACL2, проведенного для трех данных трансфор-
мантов, показали наличие делеций, подтверждаю-
щих инактивацию гена YlACL2 (рис. 5). Таким об-
разом, эффективность инактивации гена YlACL2 с 
помощью CRISPR/Cas9-системы составила 75%.

Влияние инактивации гена YlACL2 на рост 
в среде, содержащей глюкозу или ацетат в 
качестве единственного источника углерода

Инкубацию и построение кривых роста штам-
ма W29ΔYlacl2 и контрольного штамма W29 в 
минимальной среде, содержащей глюкозу или 
ацетат в качестве единственного источника угле-
рода, осуществляли как описано в разделе Усло-
вия эксперимента. 

При росте в минимальной среде с глюкозой 
штамм W29ΔYlacl2 характеризовался длительной 
лаг-фазой роста (рис. 6а, 1) и достигал стационар-
ной фазы роста к 45-му часу инкубации, тогда как 
контрольный штамм W29 (рис. 6а, 2) достигал 
стационарной фазы уже к 29-му часу инкубации. 
Удельная скорость роста и время удвоения клеток 
штамма W29ΔYlacl2 составляли 0,15 ч‒1 и 4,7 ч 
соответственно. Значения данных параметров 
значительно уступают таковым для W29, удель-
ная скорость роста которого составляла 0,28 ч–1, а 
время удвоения клеток – 2,3 ч.

YlACL2 wild type    TACGCCAAAACCGTACTGGATCTCATGACCCGGGGCGACGCTCACCCCGAGGGC 

deltaYlACL2 clon 2  TACGCCAAAACCGTACTGGATCTCATGACC-GGGGCGACGCTCACCCCGAGGGC

deltaYlACL2 clon 3  TACGCCAAAACCGTACTGGATCTCATGACC-GGGGCGACGCTCACCCCGAGGGC

deltaYlACL2 clon 5  TACGCCAAAACCGTACTGGATCT--------GGGGCGACGCTCACCCCGAGGGC

Рис. 4. Рост клонов (1–24), отобранных после трансформации штамма Y. lipolytica W29(Ura-) эписомальной плазми-
дой pCRISPR-hph-sgYlACL2, на агаризованной среде YNBCitr, содержащей цитрат в качестве единственного источ-
ника углерода.

Fig. 4 The growth of clones (1–24) selected after transformation of Y. lipolytica W29 (Ura-) strain with episomal plasmid 
pCRISPR-hph-sgYlACL2 on YNBCitr agar medium containing citrate as the sole carbon source.

Рис. 5. Результаты секвенирования консервативного домена гена YlACL2 трансформантов № 2, 3 и 5, проведенного 
для подтверждения инактивации гена. Серым выделена последовательность 20 пн ДНК-мишени, подчеркиванием 
выделен смежный мотив протоспейсера (PAM)

Fig. 5. Alignment of sequencing results for screening YlACL2 disruption. The sequence of 20 nucleotides of the target DNA 
is highlighted in gray, the motif of the adjacent protospacer (PAM) is underlined
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Несмотря на значительное негативное влияние 
инактивации гена YlACL2, штамм W29ΔYlacl2 все 
же способен расти на минимальной среде с глю-
козой в качестве единственного источника углеро-
да, что свидетельствует либо о наличии дополни-
тельного пути транспорта ацетильной группы из 
митохондрии в дрожжах Y. lipolytica, помимо ци-
трата, либо о возможности синтеза ацетил-КоА 
в обход пируватдегидрогеназного комплекса. 
В дрожжах Saccharomyces cerevisiae описано не-
сколько путей транспорта ацетильной группы 
между компартментами [25]. Во-первых, поми-
мо синтеза ацетил-КоА в митохондрии, дрожжи, 
способные к брожению, генерируют цитозоль-
ный ацетальдегид, который превращается в аце-
тил-КоА в обход пируватдегидрогеназного ком-
плекса, в результате последовательных реакций 
пируватдекарбоксилазы, альдегиддегидрогеназы 
и ацетил-КoA-синтетазы. В дрожжах S. cerevisiae 
и Candida albicans также описан ацетил-карнити-
новый шаттл, участвующий в переносе ацетиль-
ной единицы между пероксисомой, цитозолью и 
митохондрией [26, 27]. Была продемонстрирова-
на способность ацетильной группы  транспорти-
роваться из митохондрии в цитозоль и обратно в 
виде ацетата [28]. С помощью митохондриально-
го фермента ацетил-КoA гидролазы осуществля-
ется обратимая реакция гидролиза ацетил-КоА с 
образованием ацетата. В дрожжах Y. lipolytica был 
выявлен гомолог пируватдекарбоксилазы S. cere-
visiae [29], а карнитиновый шаттл и ацетил-КoA 
гидролаза пока не изучены.

Инактивация гена YlACL2 привела также к 
ухудшению роста клеток на ацетате в качестве 

единственного источника углерода. Так, удель-
ная скорость роста и время удвоения клеток для 
штамма W29ΔYlacl2 составляли 0,11 ч –1 и 6,3 ч, 
соответственно (рис. 6b). Удельная скорость ро-
ста контрольного штамма в среде с ацетатом была 
0,15 ч –1, и время удвоения клеток составляло 4,7 ч.

Таким образом, в результате проведенной ра-
боты были получены и охарактеризованы ре-
комбинантные дрожжи Y.  lipolytica с инактиви-
рованным геном, кодирующим АТФ-зависимую 
цитратлиазу. Сравнение двух методов введения 
направленных модификаций в геном дрожжей 
Y. lipolytica на примере инактивации гена YlACL2 
продемонстрировало эффективность применения 
CRISPR/Cas9-системы редактирования генома.
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Abstract‒In this study, YlACL2 was inactivated by two methods: traditional approach based on 
homologous recombination and uracil marker and markerless system using CRISPR/Cas9. The efficiency of 
YlACL2 inactivation using traditional approach was 4% (one ΔYlacl2 strain out of 24 tested transformants) 
whereas knockout efficiency using CRISPR/Cas9 system was 75% (18 ΔYlacl2 strains out of 24 tested 
transformants). YlACL2 null mutant strains were not able to utilize citrate as a single carbon source. 
Growth kinetics was investigated in the media with glucose and acetate as a single carbon source. The 
fact that ΔYlacl2 is able to grow in the minimal medium with glucose as a single carbon source provides 
evidence that there is an alternative source of acetyl-CoA on carbohydrate substrates in Y. lipolytica.

Keywords: Yarrowia lipolytica, CRISPR/Cas9 system, ATP citrate lyase, YlACL2.

Acknowledgements‒The work was carried out using the equipment of the Unique Scientific Facility of 
BRC VKPM with technical support of the Centre for Collective Use of NRC «Kurchatov Institute» – 
GosNIIgenetika and with financial support of Russian Federation (state task No. 595-00003-19 PR) as well 
as partially supported by grant No. MK-2241.2019.7.

doi: 10.21519/0234-2758-2020-36-1-16-24




