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باشد. های مختلف در صنایع ميهای مهم کاربرد باکتریعفونت بوسيله باکتریوفاژها یکي از چالش

تعيين  باشد ومي CRISPR/Casها سيستم های ضد ویروسي ذاتي در باکترییکي از سيستم

ها نقش کمک تواند در فرمولاسيون و بکارگيری این باکتریها ميها در باکتریویژگي این سيستم

های در باکتری CRISPR/Casای داشته باشد. بر این اساس و به منظور شناسایي سيستم کننده

جنس مورد کاوش قرار این ی گونه شناسایي شده 18توالي ژنوم کامل ، لوکونوستوکجنس 

بررسي  های مبتني بر همولوژیها بر اساس الگوریتمآن CRISPR/Casرفت و اطلاعات سيستم گ

های های مربوط به ساختارهای کونفورماسيوني و پایداری سيستمگردید. در مرحله بعد ویژگي

با استفاده از رویکردهای  (PAMشناسایي شده بر اساس انرژی آزاد تعيين، جایگاه شناسایي فاژها )

ها بر اساس توالي شناسایي، و در نهایت روابط خویشاوندی این سيستم BLASTني بر مبت

از مجموع  بر اساس نتایج بدست آمدههای همراه مورد ارزیابي قرار گرفت. آمينواسيدی پروتئين

کامل بودند.  CRISPR/Casدارای سيستم  گونه NCBI ،9گونه ثبت شده برای این جنس در  18

ها ، نشان داد که غير از یک مورد، همه سویه CRISPR/Casتعيين نوع سيستم  نتایج مربوط به

عدد و  101تا  4ها بين های تکراری در این سيستمباشند. تعداد تواليمي  II-A حاوی سيستم نوع

نوع  9نوکلوئوتيد متغيير بودند. در مجموع  30تا  28های فاصله دهنده  بين طول متوسط توالي

ها شناسایي شد. بر این سيستم  5´در انتهای  PAM نوع توالي  9و  3´ر انتهای د PAMتوالي 

رسد بندی شدند. به نظر ميها در دو گروه اصلي تقسيماساس نتایج آناليز خویشاوندی، این سيستم

های مهاجم خارجي و عفونت DNAترین سيستم بر عليه فعال II-Aنوع  CRISPR/Casسيستم 

  باشد.  لوکونوستوکهای جنس اکتریباکتریوفاژی در ب

 ای کلیدیهواژه
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Abstract 

Bacteriophage infections are one of the key challenges in the use of various bacteria in industries. 

CRISPR-Cas systems are part of the bacterial immune system against viral infections and determining the 

characteristics of these systems can be beneficial for the formulation and use of these bacteria. To 

investigate the CRISPR/Cas system in the Leuconostoc genus, the complete genome sequences of 18 

reported species of this genus were explored and their CRISPR/Cas system information was analyzed 

using homology-based algorithms. Then, the characteristics of the conformational structure and stability 

of recognized systems were determined based on MFE values, phage recognition sites were identified 

using BLAST approaches, and the evolutionary relationships of these systems were analyzed based on 

amino acid sequence of associated proteins. Based on the obtained results, 9 of 18 reported species for 

this genus contain whole CRISPR/Cas system. CRISPR/Cas type analysis confirmed that except for one 

case, all strains contained the type II-A system. In these systems, the number of repeats and average 

length of spacers varied from 4 to 101 and 28 to 30 nucleotides, respectively.  Nine types of PAM 

sequences were identified at the 3´ and 5´ ends of these systems. Based on relationship analysis, the 

studied system was divided into two main groups. Subtype II-A appears to be the most active system 

against foreign DNA and phages in the Leuconostoc genus. 

Key words: Leuconostoc, CRISPR, Diversity, Relationship, Structure. 

 

  مقدمه

 sensu stricto(متعلق به گروه Leuconostoc) لوکونوستوکجنس 

( LAB: Lactic Acid Bacteriaهای اسیدلاکتیک )از باکتری

یر ها تولید لاکتیک اسید از تخمترین ویژگی آنهستند که مهم

ناجورتخمیر است و گلوکز را  لوکونوستوک ها است.کربوهیدارت

-دیاز مسیر پنتوزفسفات و فسفوکتولاز تخمیر و تولید اتانول

کند. همچنین زمانیکه کوآنزیم احیا شده می CO2لاکتات و 

NADH های الکترون نظیر فروکتوز یا اکسیژن توسط گیرنده

کند تات تولید میدوباره اکسید شود، اس NADHهمراه با 

(Lonvaud-Funel, 1999گونه .) لوکونوستوکهای جنس 

 ,.Zheng et alهوازی اختیاری، کاتالاز منفی )های بیکوکوس

 تعداد از ریغگرم مثبت، غیر اسپورزا و غیرمتحرک هستند. (، 2020

-یم محسوب زایماریب ریغ ،یکینیکل منشا با هاگونه از یمعدود

توان به تولید دکستران یات این جنس می. از دیگر خصوصشوند

 (. Kim et al., 1995اشاره کرد )

گونه و  20حداقل دارای  لوکونوستوکدر حال حاضر جنس 

زیرگونه شناخته شده است، که اغلب از مواد گیاهی، محصولات 

-جداسازی شدهانواع محصولات غذایی تخمیری لبنی، گوشت و 

 لوکونوستوکژنوم  (.Chen et al., 2020; Joen et al., 2017) اند

ای است. این ژنوم جفت باز و با آرایش دایره 2038396شامل 

ها درصد آن 54کند و به پروتئین مختلف را رمز می 2005

ها عملکردهای بیولوژیکی نسبت داده شده است. ژنوم این باکتری

یک  لوکونوستوکاست. از آنجائیکه  GCدرصد  40تا  37دارای 

های موجود در یدلاکتیک است این ژنوم تمامی آنزیمباکتری اس

 ,Breidtکند )فسفوگلوکونات فسفوکتولاز را رمز می-6مسیر 

به دلیل قابلیت لوکونوستوک  های جنس(. اعضای سویه2004

استیل اغلب در تولید غذاهای تخمیری تولید اسیدلاکتیک و دی

استیل یکاربرد دارند. در محصولات شیر و گوشت تخمیر شده د

مسئول طعم کره است و در سایر محصولات تخمیری به خوش 

(. بر Cogan and Jordan, 1994کند )طعم بودن غذا کمک می

 3شامل  لوکونوستوک، 16S rRNAاساس مطالعات مبتنی بر توالی 

 .Leuc. sensustricto ،Leucگروه تکاملی مجزای 

paramesenteroides  وLeuc. oenos باشد )میMartinez-

Murcia and Collins, 1990  ;  Martinez-Murcia et al., 1991 ; 
Yang, and Woese, 1989.) 

های باکتریایی توسط فاژها مساله مهمی در کاربرد آلودگی سلول 

ها است، زیرا فاژها با به کار گرفتن سیستم تکثیر باکتری میزبان آن
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اهش بازدهی های زنده و در نتیجه کباعث کاهش تعداد باکتری

های (. تکامل توالیRostampour et al., 2022شوند )کشت می

CRISPR مرتبط با  هایبه همراه ژنCRISPR (Cas یک )

 panahi etکند )ها ایجاد میمکانیسم دفاعی تطبیقی در مقابل فاژ

al., 2022.) 

شامل یک اندونوکلئاز  CRISPRاجزا تشکیل دهنده سیستم 

(Cas9 یک ،)tracrRNA (trans-activating CRISPR RNA و )

های راهنمای پیشرو، حاوی توالی CRISPR RNAیک آرایه 

نوکلئاز )فاصله دهنده( که توسط تکرارهای مستقیم مشابه از هم 

(. به محض حمله فاژ، Sultan et al., 2022باشد )اند، میجدا شده

 CRISPRفاژ بین تکرارهای حفاظت شده آرایه  DNAای از قطعه

(. سپس کل Marraffini and Sontheimer, 2010شود )ادغام می

منفرد رونویسی شده و در  RNAبه یک رونوشت  CRISPRآرایه 

به یک واحد تداخلی  Casهای مرحله بیان به کمک پروتئین

(. در نهایت، رونوشت Makarova et al., 2011شود )پردازش می

دایت مجموعه ( برای هCRISPR RNAs) crRNAsبالغ با نام 

فاژ در یک توالی اختصاصی  DNAجهت برش  Casهای پروتئین

 Van derشود )به محض وقوع عفونت مجدد به کار گرفته می

Oost et al., 2009های (. پروتئینCas ی وجود توالیبه واسطه-

 PAM: Protospacer Adjacentهای مجاور پروتواسپیسر )

Motifهدف بر روی  هایتوالی  ( قادر به شناساییDNA  خارجی

(. در مرحله نهایی فرآیند تطبیقی Crawley et al., 2018هستند )

 Cas9دوبلکس تشکیل شده در مرحله قبل با  CRISPRسیستم 

-بررسی می PAMحاضر را برای یک توالی  DNAتعامل کرده، 

دهد کند، به پروتواسپیسر متصل شده و آن را برش می

(Riesenberg et al., 2022). 

تقسیم   33و زیرنوع  6به دو دسته، نوع  CRISPRهای سیستم

 4و  3، 1که شامل انواع  1(. دسته Koonin et al., 2017شوند )می

ای بزرگ )مجموعه پروتئین می باشد، تداخل توسط مجموعه

Cascade پیوسته با )CRISPR های متشکل از پروتئینCas 

، Cas5-Cas8(، Cas2)گاهی آمیخته با  Cas3چندگانه با نام 

Cas10 و ،Cas11  با ترکیبات متفاوت بسته به نوع و زیر نوع

 ;Koonin et al., 2017; Makarova et al., 2020شود )انجام می

Khan et al., 2022 های (. پروتئینCas  ذکر شده یک واحد

کننده که در شناسایی توالی هدف و برش اسیدهای مداخله

دهند درگیر است تشکیل می CRISPRنوکلئوئیک در سیستم 

(Makarova et al., 2020در مقابل در سیستم .) 2های دسته ،

کننده توسط یک پروتئین ، واحد مداخله6و  5، 2شامل انواع 

شود. بر اساس ایجاد می Cas13یا  Cas9 ،Cas12 منفرد بزرگ

در مرحله  همچنین یک ژن کلیدی Cas2گزارشات موجود 

-(. شناسایی منشا توالیMakarova et al., 2020سازگاری است )

-شوند، مینامیده می پروتواسپیسرهای فاصله دهنده، که توالی 

های مختلف شکار را در محیط-تواند مکانیسم برهمکنش میزبان

 ,.Levin et alمهاجم آشکار کند ) DNAحاوی فاژ و عناصر 

2013.) 

را در  CRISPR-Cas  هایمطالعات بسیاری وجود و تنوع سیستم

 Streptococcus thermophilusهای مختلف مثل باکتری
(Horvath et al., 2008 ،)Sulfolobus islandicus (Held et al., 

2010 ،)Pseudomonas aeruginosa (van Belkum et al., 

2015 ،)Bifidobacterium longum (Hidalgo-Cantabrana et 

al., 2017  ،)Staphylococcusi (Rossi et al., 2017 ،)

Lactobacillus curvatus ،Lactobacillus graminis ،

Lactobacillus sakei  و Fuchuensis Lactobacillus (Ilıkkan, 

( مورد Yang et al., 2023)  Lactobacillus casei (، و2021

 اند.مطالعه قرار داده

یابی نسل جدید و دسترسی به ژنوم های توالیتوسعه فناوری

های های مختلف امکان بررسی حضور و تنوع سیستمریباکت

CRISPR-Cas های زیادی با هدف را فراهم کرده است. تلاش

با هدف شناسایی  CRISPR-Casهای بررسی و شناسایی سیستم

های شناسایی شده در تعیین ژنوتیپ و توسعه پتانسیل سیستم

های در حال انجام است. همچنین چالش CRISPRکاربردهای 

نقص وجود دارد. بی CRISPRفنی زیادی برای تولید یک ابزار 

در  CRISPRبررسی و تحلیل بیوانفورماتیک سیستم 

ها به منظور ارزیابی تکامل و ایمنی در برابر میکرواورگانیسم

عوامل بیگانه، برای صنایع مختلف از اهمیت بالایی برخوردار 

با توجه  (.Makarova et al., 2011; Crawley et al., 2018است )
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های پروبیوتیک در صنایع مختلف، این به ارزش و اهمیت باکتری

شوند. با ها به صورت روز افزون شناسایی و بکار برده میسویه

این وجود، آلودگی با انواع فاژها چالش جدی در این زمینه است 

ها در مقابل انواع فاژها و درک توانمندی ذاتی مقابله این سویه

د اطلاعات با ارزشی در این رابطه ارائه داده و از هدر رفت توانمی

های مفید و کلیدی باشد هزینه و زمان در استفاده از این سویه

(Lonvaud-Funel, 1999.) ای در که قبلا مطالعهباتوجه به این

است،  ی شناسایی، تنوع و تکامل در این جنس انجام نشدهزمینه

در  CRISPR-Casو تکامل سیستم در این مطالعه تنوع، وجود، 

های دفاعی به منظور درک مکانیسم لوکونوستوکهای جنس سویه

تطبیقی در مقابل فاژها با استفاده از رویکرد مبتنی بر ژنومیکس 

 انجام شد.

  هاروش و مواد

 CRISPR-Casتم آوری داده و شناسایی سیسجمع

 2شامل  کلوکونوستوی جنس گونه شناسایی شده 18توالی ژنوم 

 .Leucسویه از گونه  Leuc.  rapi، 39سویه از گونه 

pseudomesenteroides ،125  سویه از گونهLeuc. 

mesenteroides ،40  سویه از گونهLeuc. lactis ،5  سویه از گونه

Leuc. inhae ،31  سویه از گونهL. gelidum subsp.  

gasicomitatum  ،20  سویه از گونهLeuc. gelidum ،4  سویه از

 Leuc. carnosum ،4سویه از گونه  Leuc. falkenberg ،19گونه 

 Leuc. litichii ،1سویه از گونه  Leuc. fallax ،1سویه از گونه 

 .Leucسویه از گونه  Leuc. miyukkimchii ،1سویه از گونه 

garlicum ،2  سویه از گونهLeuc. holzapfelii ،3  سویه از گونه

Leuc. citreum ،2  سویه از گونهLeuc. kimchii ،1  سویه از گونه

Leuc. palmae  سویه از گونه  7وLeuc. suionicum  از پایگاه

 (  به آدرسNCBIمرکز ملی اطلاعات زیست فناوری )

/https://www.ncbi.nlm.nih.gov آوری شد.جمع   

در سایت  FASTAژنوم با فرمت با بارگذاری توالی 
CRISPRone 

(/https://omics.informatics.indiana.edu/CRISPRone )

-شامل تعداد توالی CRISPR/Casهای اطلاعاتی در مورد توالی

ا از نظر هموجود در ژنوم، کامل یا ناقص بودن آن CRISPRهای 

، جهت Casهای ، تعداد و انواع پروتئینCasهای حضور پروتئین

ها، توالی، طول ، تعداد تکرارها و طول متوسط آنCRISPRو نوع 

مورد مطالعه  Casهای ها، و توالی پروتئینSpacerو تعداد انواع 

 قرار گرفت. 

 RNAپیش بینی ساختار ثانویه 

کرارها، در توالی حفاظت شده بینی ساختار ثانویه تبه منظور پیش

جایگزین شده و ساختار ثانویه  Uرا با  Tتکرارها ، نوکلئوتیدهای 

RNA توسط سرور RNAfold (Gruber et al., 2008) 

(http://rna.tbi.univie.ac.at//-cgi

RNAWebSuite/RNAfold/bin.cgi با استفاده از الگوریتم ،)

و  (MFE: Minimum Free Energyحداقل انرژی آزاد )

بینی شد. عملکرد این سرور برای فرض پیشپارامترهای پیش

مبتنی بر  RNAی احتمالات جفت باز و تاخوردگی محاسبه

  (.Hofacker et al., 2023است ) Partitionاجرای تابع 

 Protospacer (PAM)توالی های مجاور  تجزیه

شناسایی پروتواسپیسرها با استفاده از الگوریتم های مبتنی بر 

انجام گردید. پروتواسپیسرهایی با بیش از  BLASTو   شباهت

مد نظر قرار گرفتند. برای  3تشابه و عدم تطابق کمتر از  85%

تهای نوکلئوتیدی مجاور دو ان 10، نواحی PAMهای تعیین توالی

ردیف شدند. پس از شناسایی های پروتواسپیسر همتوالی 5´و  3´

های شناسایی شده با استفاده از ، توالیPAMهای توالی

WebLogo  (Crooks et al., 2004 )

(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgiنمایه ).سازی شدند 

 تجزیه روابط خویشاوندی

های شناسایی شده در منظور درک روابط تکاملی بین سیستمبه

های آمینواسیدی پروتئین های باکتری لکونوستوک، توالیگونه

همردیفی   ها،جداسازی و بعد از پردازش توالی Cas1همراه 

رحله مانجام گرفت و در  Clastal Xافزار ها با استفاده از نرمتوالی

بین  فاصله ژنتیکی Neighbor Joiningبا استفاده از الگوریتم بعد 

های شناسایی شده ارزیابی شد. در در سیستم Cas1های پروتئین

 MEGAافزار نهایت، فواصل ژنتیکی محاسبه شده با استفاده از نرم

 به صورت درخت فیلوژنتیکی رسم و ارائه شد.  11نسخه 
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  و بحث نتایج

 لوکونوستوکژنوم جنس  در CRISPR-Casسیستم 

های در جنس CRISPR/Casهای های سیستمحضور و ویژگی

اند. این مطالعه با هدف ها مورد مطالعه قرار گرفتهمختلف باکتری

در تمامی  CRISPR/Casبررسی خصوصیات و تنوع سیستم 

انجام  لوکونوستوکها در جنس های مربوط به آنها و سویهگونه

 NCBI ،9ه ثبت شده برای این جنس در گون 18شد. از مجموع 

، Leuc. falla ،Leuc. iltichii ،Leuc. miyukkimchiiگونه شامل 

Leuc.garlicum ،Leuc. holzapfelii ،Leuc. citreum ،Leuc. 

kimchii ،Leuc. palmae  وLeuc. suionicum  فاقد سیستم

CRISPR/Cas  گونه دیگر مورد مطالعه اغلب  9کامل بودند. در

 CRISPRکامل )توالی  CRISPR/Casها دارای سیستم  یهسو

بعلاوه توالی تکراری( و تعداد کمتری فاقد سیستم  

CRISPR/Cas های دارای سیستم کامل بودند. گونه

CRISPR/Cas  سویه از گونه  2کامل شاملLeuc. rapi، 32  سویه

 .Leucسویه از گونه  Leuc. pseudomesenteroides ،1از گونه 

mesenteroides ،8  سویه از گونهLeuc. lactis ،1  سویه از گونه

Leuc. inhae ،1  سویه از گونهLeuc. gelidum subsp. 

Gasicomitatum  ،15  سویه از گونهLeuc. gelidum ،2  سویه از

 Leuc. carnosumسویه از گونه  Leuc. falkenberg ،2گونه 

 .Leucل غیر از کام CRISPR/Casی دارای سیستم گونه 8بودند. 

mesenteroides ، سویه  56سویه بودند که  64در مجموع دارای

کامل بودند. بطوریکه در هر  CRISPR/Casهای دارای سیستم

-درصد آن 5/87شناسایی شد و  CRISPR/Casسویه یک سیستم 

 .Lی جنس سویه 125(. از 1ها کامل بودند )جدول 

mesenteroidesم ، فقط یک سویه دارای سیستCRISPR/Cas 

ها درصد سویه 16/30های این گونه کامل بود. با احتساب سویه

 کامل بودند. CRISPR/Casدارای 

 Lactobacillus brevis ،27های در سویه CRISPRنرخ حضور 

 Lactobacillus casei 39(، در Panahi et al., 2022درصد )

 Clostridium perfrings 15/53(، در Yang et al., 2020) درصد

درصد  45ها (، و در مجموع باکتریLong et al., 2019درصد )

(Grissa et al., 2007 گزارش شده است. بر این اساس نرخ )

بالاتر از متوسط سایر  لوکونوستوکدر جنس  CRISPRحضور 

ها بود. همچنین در تمامی مطالعات اشاره شده تعداد باکتری

ها بیش از یک و حتی کامل در برخی سویه CRISPRهای سیستم

مورد بود اما در جنس مورد مطالعه در هر سویه یک  6تا 

CRISPR .شناسایی شد 

 Casهای ع پروتئینکامل بر مبنای نوCRISPR-Cas های سیستم

د های مورگیرند. تمامی سویههای مختلفی قرار میدر زیرنوع

 قرار II-Aزیرنوع  کامل در CRISPR-Casی دارای سیستم مطالعه

های جنس در گونه CRISPR/Casتنوع سیستم گرفتند. 

 لوکونوستوک

از  لوکونوستوکهای جنس در عمده سویه CRISPRنوع سیستم 

ی نهاز گو LMGH83 بود. به صورت استثنا، سویه II-Aزیرنوع 

Leuc. pseudomesenteroides حاوی سیستم نوع ،II-C  .بود

 CRISRهای سیستمنشان داده شده است،  1همانطور که در شکل 

مز ررا  Csn2 و Cas9 ،Cas1 ،Cas2های پروتئین II-Aزیرنوع 

 4از  CRISPRبه ازای هر  Casهای (. تعداد ژن1کنند )شکل می

ان و همکار پناهی ژن بود. 5و اغلب  82/4عدد با میانگین  7تا 

(2022 )CRISPR های شناسایی شده درLeuc. brevis  3را در 

ی نین در مطالعهقرار دادند. همچ I-E، و II-A ،II-Cزیر گروه 

و همکاران  Longتوسط  C. perfringsانجام شده بر روی 

(2019 ،)CRISPR زیرنوع  4های شناسایی شده درI-B ،III-D ،

II-A  وII-C  سبتا بیشتر تعداد نقرار گرفتند. با وجود فراوانی

CRISPR های شناسایی شده، تنوع انواعCRISPR  در این جنس

   بسیار کمتر بود.

های مورد های کامل، در انواع سویهتعداد تکرارها در سیستم

ن اد بیتعد مطالعه تنوع بسیار زیادی نشان داد. این توالی ها از نظر

 8/32همچنین طول متوسط تکرارها  .عدد متغییر بود 101تا  4

ترین توالی تکراری در سیستم بود. بطور متوسط  طویل

CRISPR/Cas  ونهگدر  لوکونوستوکهای جنس بوط به گونهمر-

و کوتاهترین  04/36با میانگین  Leuc. pseudomesenteroidesی 

مشاهده شد  46/29با میانگین  Leuc. lactisطول متوسط در 

 (.A، 2)شکل 
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و پرتکرارترین  028/30های فاصله دهنده  طول متوسط توالی

فاصله دهنده به بود. حداقل و حداکثر طول توالی های  30طول 

بود.  حداقل و حداکثر تعداد توالی های فاصله  32و  23ترتیب 

از  BIOML-A1متعلق به سویه  CRISPRدهنده  به ازای هر 

Leuc. lactis  عدد بود. در مجموع کل  100و  4به ترتیب به تعداد

های فاصله دهنده برابر های مورد مطالعه تعداد متوسط توالیگونه

 . بود 16/21با 

 لوکونوستوکهای جنس ها و سویهکامل در گونه CRISPR/Casهای سیستم -1جدول 
Table 1. Complete CRISPR/Cas systems in Leuconostoc specious and strains. 

Species strains CRISPR/Cas type Type Direction Cas Gene Number Repeat Number Spacer 

L. inhae DSM 15101 Complete II-A Positive 4 9 S1-S8 

L. gelidum subsp. 

Gasicomitatum 

A.21.4 Complete II-A Positive 4 13 
S1-S12 

L. mesenteroides DPC 7261  Complete II-A Negative 5 8 S1-S7 
L. mesenteroides DPC 7261  (1) Complete II-A Negative 4 8 S1-S7 

L. rapi DSM 27776  Complete II-A Positive 6 42 S1-S41 

 DSM 27776 contig4(2) Complete II-A Negative 5 42 S1-S41 

L. falkenberg C Complete II-A Negative 5 7 S1-S6 

 LMG 10779 Complete II-A Positive 5 5 S1-S4 

L. carnosum WC0324 Complete II-A Positive 5 12 S1-S11 

 WC0319 Complete II-A Negative 5 17 S1-S16 

L. lactis BIOML-A1 Complete II-A Positive 4 101 s1-s100 

 aa_0143 Complete II-A Negative 4 99 s1-s98 
 CCK940 Complete II-A Negative 4 22 s1-s21 
 KACC 91922 Complete II-A Positive 5 20 s1-s19 
 MSK.22.137 Complete II-A Negative 4 7 s1-s6 

 MSK.22.141 Complete II-A Negative 4 7 s1-s6 
 UBA5566 Complete II-A Positive 6 4 S1-S4 
 SBC001 Complete II-A Positive 4 26 s1-s25 

L. gelidum C220d Complete II-A Negative 4 33 S1-S23 

 AMKR21 Complete II-A Negative 5 49 S1-S48 
 DSM 19375 contig1 Complete II-A Negative 4 21 S3-S22 
 Ebr1-8 Complete II-A Positive 4 27 S1-S26 

 HS9 Complete II-A Negative 5 61 s1-s60 
 JB7 Complete II-A Negative 5 41 S1-S40 

 JPBL22 Complete II-A Positive 5 66 S1-S65 

 KAPA3-9 Complete II-A Negative 5 36 S1-S35 
 KCTC 3527 Complete II-A Positive 4 30 S1-S29 

 kg1-2 Complete II-A Negative 5 48 S1-S47 
 LS4 Complete II-A Positive 5 48 S1-S47 
 NBRC 113246 Complete II-A Positive 4 30 S1-S29 

 PB4d Complete II-A Positive 4 22 s1-s21 

 PLK1c Complete II-A Negative 5 62 s1-s61 

 POKY4-4 Complete II-A Positive 5 56 S1-S55 
 TMW 2.1618 Complete II-A Positive 5 13 S1-S13 

L.pseudomesenteroides 1159 Complete II-A Positive 7 7 S1-S6 

 4882 Complete II-A Negative 5 7 S1-S6 

 LMGH278 Complete II-A Negative 5 6 S1-S5 

 AMBR10 Complete II-A Negative 4 6 S1-S5 

 BM2 Complete II-A Negative 5 8 S1-S7 

 FDAARGOS_1004 Complete II-A Negative 5 7 S1-S6 

 HPK01 Complete II-A Positive 5 6 S1-S5 

 LMGCF06 Complete II-A Positive 5 6 S1-S5 

 LMGCF08 Complete II-A Positive 5 6 S1-S5 

 LMGCF15 Complete II-A Positive 5 6 S1-S5 

 LMGH61 Complete II-A Negative 5 6 S1-S5 

 LMGH83 Complete II-C Negative 5 6 S1-S5 

 LMGH97 Complete II-A Negative 5 7 S1-S6 

 LMGTW1 Complete II-A Negative 5 7 S1-S6 

 LMGTW3 Complete II-A Positive 5 4 S1-S3 
 LMGTW6 Complete II-A Positive 5 4 S1-S3 

 LMGTW8 Complete II-A Positive 5 7 S1-S6 

 LN02 Complete II-A Positive 5 4 S1-S3 

 LN12 Complete II-A Positive 5 5 S1-S4 
 MGBC116435 Complete II-A Negative 4 10 S1-S9 
 PS12 Complete II-A Positive 5 8 S1-S7 

 UBA11295 Complete II-A Negative 7 7 S1-S6 
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 CRISPRهای های فاصله دهنده در سیستممتوسط تعداد توالی

 Leuc.  pseudomesenteroidesی  بود. در گونه 16/21کامل 

های فاصله دهنده به ازای هر سیستم تعداد متوسط توالی

CRISPR 5/22 های فاصله دهنده در هر لوکوس، با کمترین توالی

در هر   Leuc. lactis یبود. گونه 9شترین تعداد و بی 4تعداد 

-100ی فاصله دهنده با دامنه 87/34لوکوس بطور متوسط دارای 

های CRISPRهای فاصله دهنده در بود. تعداد متوسط توالی 4

Leuc. gelidum  81/38  عدد در هر لوکوس بود. کمترین و

بودند  65 و 13های فاصله دهنده به ترتیب بیشترین تعداد توالی

 (. B، 2)شکل 

 

L. lactis 

(aa_0143) 

 
LEUC.  gelidum 

(JB7) 

 
LEUC.  

pseudomesenteroides 

(4882)  
 شناسایی شده در جنس لکونوستوک II-Aکامل متعلق به زیرنوع  CRISPR/Cas شکل شماتیک آرایه -1شکل 

Fig 1. Schematic diagram of complete CRISPR-Cas array in II-A sub type 

 

 

 

 CRISPR/Casدهنده برای هر سیستم  ( توزیع تعداد فاصلهCRISPR/Cas ; B( توزیع طول تکرار به نوکلئوتید برای هر سیستم A -2شکل 
Fig 2.  A. Distribution of the repeat length, in nucleotides for each CRISPR-Cas subtype; B. Distribution of spacer numbers for each 

CRISPR-Cas. 

 Bifidobacteriumدر  I-Aدر تحقیقات بررسی شده زیرنوع 

(Briner at al., 2015, Yang et al., 2020 و زیرنوع )I-B/Tneap 

ترین ( فعالlong et al., 2019) clostridium perfringensدر 

معرفی شدند. پناهی و  DNAسیستم در برابر مهاجمان خارجی 

A. 

B. 
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(، با توجه به شواهد موجود در مورد اندازه و 2022ران )همکا

-II، به این نتیجه رسیدند که احتمالا زیرنوع II-Aوقوع زیرگروه 

A ترین جایگاه ژنوم در گونه فعالL. brevis  است. در این مطالعه

های با توجه به عدم وجود تنوع مناسب در انواع سیستم

CRISPRتوانیم زیرگروه ، میII-A به عنوان جایگاه فعال ژنوم  را

 معرفی کنیم. لوکونوستوکدر جنس 

 تجزیه ساختار ثانویه تکرارهای مستقیم

های مستقیم بینشی در مورد سیستم تجزیه ساختار ثانویه تکرار

CRISPR/Cas کند. در شکل فراهم می لوکونوستوکهای در سویه

شده  ساختارمربوط به یک سویه از هر گونه نشان داده 3شماره 

-، جایگاه3بینی شده در شکل است. با توجه به ساختارهای پیش

 Casهای های تکراری مستقیم ژنپیوسته با توالی CRISPRهای 

ای تنوع قابل ملاحظه لوکونوستوکهای مختلف جنس در گونه

نشان دادند. ساختارهای فاقد یا دارای ساقه کوتاه، کمترین انرژی 

ارامترهای پیش فرض سیستم، نواحی آزاد را داشتند. بر اساس پ

ی احتمال بالا و پایین قرمز و سبز به ترتیب نشان دهنده

conformation  در هر ساختار هستند. اثبات شده است

تر پایدارتر از بیشتر و ساقه طویل GCساختارهایی با محتوای 

 yang etتر هستند )کمتر و طول کوتاه GCساختارهایی با محتوای 

al., 2020 .) 

، جایگاه 3بینی شده در شکل با توجه به ساختارهای پیش

CRISPR  پیوسته باCas های زیرنوعII-A  .تنوع بسیار بالایی دارد

بینی شده پایداری ساختارهایی همچنین بر اساس ساختارهای پیش

و بر عکس ( با طول بیشتر ساقه بیشتر )انرژی ازاد بیشتر منفی

ه، که بازهای جفت شده ندارند پایداری ساختارهای فاقد ساق

مربوط به  MFEبطوریکه (. کمتر منفی MFEکمتر است )

MGBC116435  ازLeuc. pseudomesenteroides  صفر است. با

در نظر گرفتن حفاظت شدگی و پایداری، ساختارهای ثانویه 

و  II-Aهای زیرنوع Casبینی شده جایگاه کریسسپر پیوسته با پیش

II-C اقه را با کمترین ترین سکوتاهMFE ( داشتPanahi et al., 

2022 .) 

 

 تجزیه موتیف مجاور   پروتواسپیسر

های از عناصر حیاتی عملکری در سیستم PAMهای توالی

CRISPR/Cas ها توسطهستند. نشان داده شده است که این توالی 

جی برای اتصال به فاژها و دیگر مهاجمان خار Casهای پروتئین

ی ها(. توالیMojica et al., 2009گیرند )ده قرار میمورد استفا

PAM  شناسایی شده بر اساس تمامی فاژها و پلاسمیدهای

 3´تهای های مورد مطالعه در دو انشناسایی شده، برای تمامی گونه

 .است شده داده نشان 4 شکل در 5´و 

نوع توالی  9و  3´در انتهای  PAMنوع توالی  9در مجموع  

PAM ی گونه 3شناسایی شد. در   5´های در انتLeuc. inhae ،

Leuc. falkenberg و ،Leuc. mesenteroides  توالیPAM 

به  Leuc. gelidumها گونه  3´و  5´شناسایی نشد. در انتهای 

مشاهده شد که بیشترین تنوع در  PAM نوع توالی 9و  5ترتیب 

 .Leucی های گونهها بود. در مجموع سویهبین کل گونه

carnosum  فقط یک نوع توالیPAM  شناسایی شد  5´در انتهای

در  Leuc. gelidum یکه کمترین تنوع مشاهده شده بود. در گونه

  3´در انتهای  PAM، دو نوع 4و  2به ترتیب   3´و  5´دو انتهای 

 5´در هر کدام از دو انتهای  PAMنوع  Leuc. rapi ،5ی در گونه

در  PAMنوع توالی  7و  2، و به ترتیب L. lactisی در گونه 3´و 

  Leuc.  pseudomesentroidesی گونه 3´و  5´دو انتهای 

 شناسایی شد.

نوع  Leuc.  bravis 2ی ( در مطالعه2022پناهی و همکاران )

گزارش  3´نوع توالی در انتهای  5و  5´در انتهای  PAMتوالی 

های CRISPRکه  لوکونوستوککردند. در مقایسه با جنس 

قرار گرفتند،  II-Aشناسایی شده آن همگی از زیرنوع 

CRISPRهای مورد مطالعه در های شناسایی شده در سویه

زیرنوع مختلف قرار داشتند. تنوع  3پژوهش پناهی و همکاران در 

رسد مستقل از بیشتر بوده و بنظر می لوکونوستوکدر  PAMانواع 

 است. CRISPRزیرروه 
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Leuc.  rapi (DSM 27776) 

-4.70 kcal/mol 

Leuc. pseudomesenteroides 

(MGBC116435) 

0.00 kcal/mol 

Leuc. carnosum  (WC0319) 

-1.30 kcal/mol 

   

Leuc. gelidum (TMW 2.1618) 

-6.90 kcal/mol 

Leuc. falkenberg (LMG 10779) 

-6.10 kcal/mol 

Leuc. inhae (DSM 15101) 

-7.18 kcal/mol 

  
Leuc. mesenteroides (DPC 7261) 

-1.40 kcal/mol 

Leuc. lactis (aa_0143) 

-1.60 kcal/mol 

 

 مربوطه MFEبینی ساختار ثانویه توالی تکراری مستقیم حفاظت شده و مقادیر پیش -3 شکل
Fig 3. The prediction of consensus direct repeat secondary structure and corresponding MFE values. 
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CC CAT AGG 

   

CTC CGG CCT 

   

TGG GAA CTT 
 

B. 

   

CCG CCC CCA 

   

TTTTGAGA TTTCAACT CCT 

   

TTTTGGCA TTTTGCGT TTTTGCGC 
شدگی نوکلئوتید ی حفاظتهندهد)ارتفاع هر حرف نشان  B .´ 5و  A .´3در انتهای  لوکونوستوکهای جنس ها و سویهبینی شده در گونهپیش PAMهای توالی -4شکل

 در موقعیت است(. 

Fig 4. Predicted PAMs motifs in Leuconostoc specious and strains at: A. 3´ end and B. 5´ end (The height of each letter represents the 

conservation of that nucleotide at each position). 
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 .Cas1های درخت فیلوژنی بر مبنای توالی آمینواسیدی پروتئین -5شکل 

Fig 5. Phylogeny tree based on Cas1 amino acid sequence. 

 

برای کسب اطلاعات در مورد سطح حفاظت شدگی و واگرایی 

های ترازی چندگانه و تجزیه فیلوژنی بر اساس توالیها همسویه

 2انجام شد. در درخت فیلوژنی حاصل  Cas1ای اسید آمینه

 .Leucاز  C220dخوشه اصلی وجود داشت. بطوریکه سویه 

gelidum های مورد مطالعه ای جدا سایر سویهبه تنهایی در خوشه

 Leuc. lactisهای قرار گرفت. در خوشه اصلی دوم مجموع سویه

های مورد مطالعه در با هم در یک زیرشاخه مستقل و سایر سویه

ی دوم که خود شامل دو زیر گروه اصلی بود قرار زیر شاخه

 (.5گرفتند )شکل 

  گیری کلینتیجه

های این پژوهش نشان دهنده تنوع نسبتا پایین سیستم نتایج

CRISPR/Cas  با داشتن یک زیرنوع از  لوکونوستوکدر جنس

بود. با این حال نتایج مطالعه  CRISPR/Casهای انواع سیستم

را در تکامل و ایجاد  II-Aحاضر اهمیت سیستم کریسپر نوع 
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آشکار  هایسیستم های ضد فاژی موثر در این جنس از باکتری

های مورد مطالعه در تعداد و توالی فاصله دهنده و کرد.  بین گونه

های تکراری، همچنین ساختار ثانویه تکرارهای مستقیم و توالی

تنوع بالایی مشاهده شد. این پژوهش بینشی  PAMهای توالی

در جنس   CRISPR/Casعمیق از تنوع و عملکرد سیستم 

ای با ارزشی را برای ت پایهکند و اطلاعالونوستوک ارائه می

 .مطالعات آینده فراهم می کند
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