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 چکیده

 یکیاهداف ژنت CRISPR-Cas یامرتبط با آن  ینمنظم و پروتئ یاخوشه یندرومیککوتاه پال یتکرارها یستمس

مطالعه  ین. در اشوندیمحسوب م یشناس یریگدر مطالعات همه هایباکتر یلوژنیف یلو تحل یهتجز یبرا یارزشمند

( NCBI) یوتکنولوژیاطلاعات ب یگاه داده مرکز ملیاز پا ینومبوتول یدیومکلستر هاییهسو یتوال 800یژنوم هایدهدا

ثبت  یهاآن در ژنوم یو تکرارها اندازفاصله هاییکامل و توال  CRISPR-Casهاییستمو حضور و تنوع س یآورجمع

بر اساس  یتکرار هاییتوال یهثانو یساختارها یند. همچنش یابیارز In-silico با روش هایباکتر ینا یشده برا

کامل،  CRISPR-Cas یهژنوم با آرا 526از مجموع  یج،شد. بر اساس نتا بینییش( پMFEآزاد ) یحداقل انرژ یتمالگور

 هایهراآ یندر ا III-Bو  I-B ،I-D ،II-C ،III-D هاییرگروهبودند. ز Cas یهاژن یدرصد( دارا 58) یهسو 306تعداد 

در  کنندهیانب یهاشده توسط مجموعه ژن یدتول یاصل ئینپروت Cas 6نشان داد که  ینهمچن هایافتهشد.  یشناسائ

 ینو تداخل در ا یسازگار هایماژول توسط Casمتنوع  هایینمورد مطالعه است و پروتئ CRISPR-Cas هاییستمس

 30-36و  30-35 یببه ترت CRISPR هاییهو تکرار در آرا اندازلهفاص هایی. طول متوسط توالشوندیم یدتول هایهآرا

بلندتر  یها، با ساقهII-C یرگروهنشان داد که ز یتکرار هاییتوال ییهثانو یساختارها بینییشعلاوه، پجفت باز بود. به

 دارد. یدارتریپا RNA یهثانو یساختارها یلبه تشک یلتما ها،یرگروهز یربه سا تنسب

 .CRISPR-Cas ،ینومبوتول یدیومکلستر، کاوش ژن، اندازفاصله یتکرار، توال یتوالکلیدی: هایواژه
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 مقدمه

 Clostridium) کلستریدیوم بوتولینوم

botulinumهوازی گرم مثبت و بی ( باکتری

 عنوانبهاجباری تولیدکننده آندوسپور است که 

زا و عامل فساد غذایی شناخته باکتری بیماری

هتروژن بوده و از  یباکتر ینا هاییهد. سوشومی

  ینظر سرولوژیکی هفت نوع از باکتر

C. botulinum (A-G) است. شده شناخته

باعث ایجاد بوتولیسم  Fو  A ،B ،E هایسروتیپ

باعث  Dو Cانسان و حیوان بوده درحالی که انواع 

 .Lindström et alشوند )بوتولیسم حیوانی می

سموم  ترینیقو ینوموتولب ی(. سموم عصب2010

شناخته شده تا به امروز هستند که توسط  زیستی

C. botulinum یهااز گونه یگرد خیو بر 

. سم بوتولین باعث شوندیم یدتول یدیومکلستر

 ی،ایجاد عوارض متعددی مانند افتادگی پلک، فلج

تهوع و استفراغ، گرفتگی شکم و اختلال در بلع یا 

 (. Rossetto et al. 2014شود )تکلم می

از مصرف  یناش یسممتعدد بوتول یدمیاپ موارد

سبب اتخاذ  یکنسرو یغذاها یا هایسسوس

 یغذاها یدتول یبرا ویژهبه یخاص یاقدامات کنترل

در مورد  ویژهبهحال، یناست. با اشده یکنسرو

چالش  یکهمچنان  یسمآماده سرد، بوتول یغذاها

در  تواندیم یکروبم ینا یراز شود،یمحسوب م

 .Hashempour-Baltork et alکند ) شدر یخچال

 یباکتر یناز نکات مهم در مورد ا یکی(. 2019

در  ینتوکس یدتول یهااست که ژن ینا زابیماری

 یا یدهاکروموزوم، پلاسم یبر رو هایدیومکلستر

از  توانندیها مژن یناند و اشده ییفاژها شناسا

 ین( و همچنSmith et al. 2015) یدهاپلاسم یقطر

( به روش انتقال Skarin et al. 2011) کتریوفاژهابا

 ین( بhorizontal gene transferژن ) یافق

 ینو همچن C. botulinumمختلف  هاییهسو

شوند جابجا  ینومبوتول یرغ یهااز گونه یبرخ

(Hill et al. 2015بنابرا .)،در مورد  یشتردانش ب ین

 یسمدرک بهتر مکان به C. botulinum هاییهسو

بازدارنده کمک  هایراهکار یافتنو  ییزاسم

 . کندیم

 یدمیدر اپ یلدخ هاییهسو یکیتنوع ژنت ارزیابی

 یجادکننده،عوامل ا یلوژنتیکیف یعدرک توز یبرا

 یریتیمد یرو اتخاذ تداب هایماریب یوعنظارت بر ش

 هاییهجدا یبندو طبقه یابیاست. رد یضرور

مانند ژل  ییهامعمول با روش به طور ینیبال

 pulse-field gel) یپالس یدانالکتروفورز م

electrophoresisچند لوکوس  یتوال یین( و تع

(multilocus sequence typingانجام م )شودی 

(Kuijper et al. 2009و همچن )روش استاندارد  ین

کل ژنوم  یابیتوالی یزن هایهنوع سو یکتفک یبرا

 ین(، اما اAndersen et al. 2016) است هایهجدا

 یرقابلها غگاهیشاکثر آزما یهنوز برا هایکردرو

 یتکرارها یستمس یان،م یندسترس هستند. در ا

 ینمنظم و پروتئ یاخوشه یندرومیککوتاه پال
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 CRISPR-Cas (Clustered یامرتبط با آن 

regularly interspersed short palindromic 

repeats-CRISPR associated protein ) اهداف

 یدمیولوژیکدر مطالعات اپ یارزشمند یکیژنت

)از جمله  هایباکتر یلوژنیف یلو تحل یهتجز برای

( با دقت بالا محسوب یانسان یهازابیماری

 (.Shariat and Dudley, 2014) شوندیم

از  یکیدر اصل  CRISPR-Cas هایسیستم

ع است که در دفا یکروبیم یمنیا هاییستمس

متحرک مانند  یکیدر برابر انواع عناصر ژنت یباکتر

با  هاراهکار یننقش دارد. ا یدهافاژها و پلاسم

 یجاداز ا یمهاجم خارج یکیبرش عناصر ژنت

 CRISPR هاییه. آراکنندیم یریعفونت جلوگ

است  یقبل یهاعفونت یمنیدهنده حافظه انشان

 رمزگذاریجداگانه  یهااندازکه درون فاصله

شده از هم جدا حفظ یاند و با تکرارهادهش

عبارت بهتر (. بهPanahi et al. 2023) شوندیم

را که  یخارج یکنوکلئ یداس Cas هایینپروتئ

کرده  ییشده است، شناسا یوتیوارد سلول پروکار

که  کنندیپردازش م یدجد یتوال یکبه  او آن ر

 CRISPR یهاز ناح آر.ان.اِرونوشت  یکصورت به

 فرآیند ین. اشودیم ینگهدار crRNAوم به موس

تا در صورت  دهدیاجازه م یبه سلول باکتر

را هدف قرار  یخارج یکنوکلئ یدمواجة مجدد، اس

عنوان نوکلئاز به Cas هایینپروتئ یندهند. همچن

باز کردن و برش  ییکرده و توانا لعم یکازو هل

 (.Karvelis et al. 2013را دارند ) دی.ان.اِ دادن

که از  هایگاهجا ینا یعلاوه، تنوع و پراکندگبه

 یلشونده تشکانداز و تکرارفاصله هاییهآرا

 یهسو یکدهنده مواجهه نشان تواندیاند مشده

مهاجم بوده و در  یکیبا عناصر ژنت یکروبیم

 هاییهسو ینب یشاوندیخو ابطرو یریگشکل

 یرهایمس یشنما یناجداد مشترک و بنابرا یدارا

 یرددر طول زمان مورد استفاده قرار گ یلتکام

(Shariat and Dudley, 2014بنابرا .)،یتماه ین 

 یها را براآن CRISPR هاییهمتفاوت آرا

با  ییهادر گونه ویژهبه یپ،ت یینتع یکاربردها

. کندیارزشمند م CRISPR-Casفعال  هاییستمس

 یابزار عنوانبهرا  یستمس ینا پژوهشگران ینهمچن

 .Jiang et alاند )ژن توسعه داده یرایشو یبرا

 یبرا ییهاروش یوانفورماتیکیب ابزارهای(. 2013

به  یازمختلف، بدون ن یهاتوسعه دانش در حوزه

 یشگاهیآزما یمتقو گران یرگوقت یشاتآزما

در گذشته  کهیطور( بهLino et al. 2018هستند )

 CRISPR هاییستمدر مورد س یمطالعات متعدد

 نگوناگو هاییدر باکتر یکردرو یناساس ا بر

 Nami et al. 2021; Pursey etانجام شده است )

al. 2022; Yadav and Singh, 2022 .) 

 هاییژگیحضور و و یمطالعه با هدف بررس ینا

مختلف  هاییهدر سو CRISPR-Cas هاییستمس

C. botulinum با روش In-silico شده یطراح

-CRISPR هاییستمر مورد سکه د یاست. اطلاعات
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Cas در درک بهتر  تواندیخواهد آمد، م ستده ب

 یو بررس زابیماری یباکتر ینا یتکامل هایینهزم

و  یباکتر یدیپلاسم یاو  یاهداف فاژ

آن در برابر عناصر  یذات یدفاع هاییسممکان

مورد استفاده  یندهدر مطالعات آ یکیمتحرک ژنت

 . یردقرار گ

 

 اهو روش مواد

 یژنوم هایداده یآورجمع

مختلف  هاییهسو یهاداده یآورجمع منظوربه

C. botulinum یتوال 800 یستل ،پژوهش یندر ا 

 یاشده با متاژنوم  یبندسرهم یهاو ژنوم یژنوم

MAGs (Metagenome-assembled genomes) 

ژنوم کامل  هاییاستفاده شد. توال یباکتر ینا یبرا

 یبرا MAG ینمرتبط و همچنبه همراه اطلاعات 

( از FASTA)در قالب  ینومبوتول یدیومکلستر

بیوتکنولوژی  اطلاعات یداده مرکز مل یگاهپا

(NCBI )و استخراج شد.  یآورجمع 

 

در ژنااو   CRISPR-Cas هاااییساا  س ییشناسااا

 هایباک ر

در  یجزئ هایتکرار یصقدم اول، تشخ در

با  هایترباک در ژنوم CRISPR هاییهآرا یانتها

 Moller andانجام شد ) Meta CRTاستفاده از 

Liang, 2017 .)یةآرا یک CRISPR ممکن  یطولان

 یااز حد  یشب یهاتکرار با جهش یلاست به دل

 یممورد تقس ینبه چند ی،طولان یهااندازفاصله

 یسپرهاییحالت، کر یناز ا یریجلوگ برایشود که 

مکان به  یکر را د یامشابه یتکرار هاییکه توال

 هستند یکدیگربه  یکو نزد گذارندیاشتراک م

واحد  CRISPR یک عنوانجفت باز(، به 10000)

 هایتکرار ی،در نظر گرفته شدند. در قدم بعد

و با  یینتع CRISPR یةهر آرا یحفاظت شده برا

بر اساس دستورالعمل و  CD-HIT-ESTاستفاده از 

 Li and) شد یبنداستاندارد خوشه هایینهگز

Godzik, 2006.)  سپس ازhmmscan یبرا 

 هاییستممرتبط با س Cas هایینپروتئ یجستجو

 pfam یگاهاز داده پا یریگشده با بهره ییشناسا

 در Cas هاییناساس پروتئ یناستفاده شد و بر ا

، universal، Cas1 ینیپروتئ هایاز دسته یکی

Cas5 ،Cas7 ،Cas8 ،Cas9 ،Cas10 ،csf1 و cpf1 

 (. Panahi et al. 2023شدند ) یبندطبقه

 

  CRISPR-Cas یرشاخهنوع و ز یینتع

مرتبط  Cas یهاهمراه با ژن CRISPR جایگاه

 یفتعر CRISPR-Cas یگاهجا یک عنوانبا آن به

از  CRISPR یستمنوع س بینییشپ ی. براشوندیم

 Cas-CRISPR++ یداده یگاهپا

(https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/) استفاده

، CRISPR هاییگاه(. جاNami et al. 2023شد )

 هاییهها در سواندازفاصلهو  تقیممس یتکرارها

 یینتع یگاهداده پا یندر ا ،C. botulinum یاییباکتر
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جفت باز در  10000شدند. در مرحله بعد، 

دست ه ب یهاCRISPRدست  یینبالادست و پا

 CRISPR-Cas آمده انتخاب و به وب سرور

Finder (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/ 

CRISPRCasFinder/Index )یهامنتقل شد تا ژن 

Cas کند ) ییمرتبط را شناساPanahi et al. 

در  یدفاع هاییستممرحله، نوع س ین(. در ا2023

گروه  یینتع Vو  І ،II ،Ш ،IV یهااز کلاس یکی

 خواهند شد.  یبندو طبقه

 منظوربه یزو ن یشترب یاعتبارسنج یبرا وه،علابه

 CRISPR هاییهآرا یرشاخهنوع و ز ییشناسا

  CRISPRoneداده  یگاهاز پا شده،ییشناسا

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

CRISPRone/ )ییدتأ هایاستفاده شد و فقط مکان 

 یابیمورد ارز CRISPR یستمتنوع س یشده برا

داده  یگاه(. پاZhang and Ye, 2017قرار گرفت )

CRISPRone یهامکان بینییشپ یبرا یابزار 

CRISPR یةآرا یرسازیو تصو CRISPR  است و

مکان و جهت  یه،مانند مشخصات آرا یاطلاعات

tracrRNAیه، طول ناح ( ضد تکرارanti-repeat )

 . دهدی( را ارائه مmismatchو عدم تطابق )

 

  یتکرار هاییتوال یهساخ ار ثانو بینییشپ

 هاییتوال ییهثانو یساختارها یمطالعه برای

حفاظت شده در هر  هاییبر اساس توال یتکرار

 Uبا  T یدهای، نوکلئوتCRISPR هاییهنوع از آرا

بر  RNA یهشده و سپس ساختار ثانو یگزینجا

 minimumآزاد ) یحداقل انرژ یتماساس الگور

free energyیگاه( در پا RNAfold 

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

Suite/RNAfold.cgi )شد ) بینییشپHofacker. 

افزار نرم ین(. لازم به ذکر است در ا2003

 ینافزار ارائه بهترشده در نرم یینتع فرضیشپ

 .استیتاخوردگ

 

 بحث و یجن ا

  شده ییشناسا CRISPR-Cas هاییس  س

 یةژنوم با آرا 526 مطالعه، از مجموع ینا در

CRISPR-Cas هاییهکامل متعلق به سو  

C. botulinum داده  یگاهکه از پاNCBI آوریجمع 

 CRISPR هاییستمس یشد، بر اساس جستجو

بودند  Cas یهاژن یدارا یهجدا 306شده  ییدتأ

را شامل  یمورد بررس هاییهدرصد از سو 58که 

در رابطه با مطالعه  یک. تا به امروز، تنها شودیم

 یدر باکتر CRISPR هاییستمس یابینقش و ارز

C. botulinum ( منتشر شده استNegahdaripour 

et al. 2017تعداد  ی(. در مطالعه مذکور که بر رو

 80انجام شده بود  C. botulinum یهسو 100

 یهایستمس یدارا یمورد بررس هاییهدرصد سو

CRISPR شده بودند. ییدتأ 

کامل  هاییهآرا یرگروهنوع و ز یینتع برای

CRISPR-Cas هاییهسو C. botulinum 
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 Blast یتمحاضر از الگور پژوهشدر  شدهییشناسا

 هاییگاه، جا1استفاده شد. در جدول ینپروتئ

CRISPR ژن  یشده کامل که حاو ییشناساCas 

که مشاهده یبودند نشان داده شده است. همانطور

و  I-B ،I-D ،II-C ،III-D هاییرگروهز شودیم

III-B (.1وجود دارد )جدول هاآرایه یندر ا 
 

 C. botulinum هاییهشده در سو ییشناسا CRISPR-Cas هاییهآرا -1 جدول
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1 Okra I/III /+- 103 Su1935 I-B - 205 IZSVe-
TV_1899_2_14 I-D + 

2 BF I-B + 104 Su1918 I-B + 206 IZSVe-

TV_1671_2_11 I-D - 

3 Eklund I-B + 105 AM526 I-B - 207 IZSVe-

TV_7863_07 I-D + 

4 Loch 
Maree I-B + 106 Su0850 I-B + 208 IZSVe-

TV_6025_15 I-D + 

5 BoNT E 

Beluga I-B + 107 Man111 I-B + 209 IZSVe-

TV_3522_4_13 I-D + 

6 1873 I-B + 108 BrQuSJ I-B + 210 IZSVe-

TV_2667_2_14 I-D + 

7 V891 I-B + 109 Su0110 I-B - 211 IZSVe-
TV_2454_7_14 I-D + 

8 BkT028

387 I-B - 110 CDC59947 I-B/III-

B 
+/+ 212 IZSVe-

TV_3524_3_13 I-D + 

9 BKT01

5925 I-B + 111 CDC48611 I-B/III-

B 
+/+ 213 IZSVe-

TV_1585_18_11 I-D + 

10 CB11.1
-1 I-B + 112 CCUG7969 I-B/III-

B 
+/+ 214 IZSVe-

TV_5262_1_14 I-D + 

11 Af84 I-B + 113 62-A-KM138-1 I-B/III-

B 
-/- 215 IZSVe-

TV_2454_6_14 I-D + 

12 CDC54

085 I-B + 114 Cam11A-KM36-

1 
I-B/III-

B 
+/+ 216 IZSVe-

TV_3522_5_13 I-D - 

13 CDC54
075 I-B - 115 JP6-A-KM22-1 I-B/III-

B 
+/+ 217 CCUG7971 II-

C 
+ 

14 16868 I-B + 116 78A-KM34-1 I-B/III-

B 
+/+ 218 1277_DC II-

C 
+ 

15 BKT75

002 I-B + 117 DFPST0043 I-B + 219 F1425 III-

D 
- 

16 BKT28

73 I-B /+- 118 KM28 I-B + 220 B305 III-

D 
+ 

17 BKT12

695 I-B/III -/- 119 KM78-1-VHE I-B - 221 B609 III-

D 
- 

18 Sp77 I-B - 120 DFPST009 I-B/III-

B 
+/+ 222 B515 III-

D 
- 

19 B2 433 I-B + 121 KM125-1-
BelugaE I-B + 223 Su1036 III-

D 
- 

20 A2B387 I-B/III-

B 
-/- 122 DFPST008 I-B/III-

B 
+/+ 224 ATCC3502 III-

B 
- 

21 B2 331 I-B - 123 DFPST010 I-B + 225 Hall III-

B 
- 
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22 A2B792 I-B + 124 69-A-KM145-1 I-B/III-
B 

+/+ 226 langeland III-
B 

- 

23 KAPB-

3 I-B + 125 SCPM-O-B-7189 I-B + 227 ATCC19397 III-

B 
- 

24 DC5 I-B/III-

B/I-D 
/+/+- 126 SCPM-O-B-8707 I-B - 228 657 III-

B 
- 

25 111 I-B/III -/- 127 IZSVe-
TV_9877_1_12 I-B /+- 229 230613 III-

B 
- 

26 Prevot_

594 I-B - 128 IZSVe-

TV_6537_1_13 I-B + 230 H04402065 III-

B 
- 

27 CDC_1

436 
I-B/III-

B 
/+- 129 IZSVe-

TV_6433_3_13 I-B + 231 CFSAN002369 III-

B 
- 

28 B2 450 I-B + 130 IZSVe-
TV_10018_12 I-B + 232 CFSAN002367 III-

B 
- 

29 CDC68

016 I-B - 131 IZSVe-

TV_7573_3_12 
I-B/III-

B/I-D 
-+/+/ 233 CFSAN002368 III-

B 
- 

30 CDC41

370 
I-B/III-

B 
/+- 132 IZSVe-

TV_7573_4_12 
I-B/I-

D/III-B 
-/+/- 234 Osaka05 III-

B 
- 

31 48212-
CD I-B - 133 IZSVe-

TV_900_3_11 I-B - 235 CDC54088 III-
B 

+ 

32 38028-

CD I-B + 134 IZSVe-

TV_9877_3_12 I-B - 236 B2_267 III-

B 
- 

33 12LNR

13-CD I-B + 135 IZSVe-

TV_6433_2_13 I-B + 237 B2 275 III-

B 
- 

34 49511-

CD I-B - 136 IZSVe-

TV_6433_4_13 I-B + 238 CDC-297 III-

B 
+ 

35 51714-

DC 
I-B/I-

D/III-B 
+/+/+ 137 IZSVe-

TV_6186_1_16 I-B - 239 Prevot25NCASE III-

B 
- 

36 47295-

DC 
I-B/I-

D/III-B 
/+-/- 138 IZSVe-

TV_7608_3_14 I-B - 240 CDC41370NT III-

B 
- 

37 71840-
CD I-B + 139 IZSVe-

TV_6606L_3_14 I-B - 241 Walls8G III-
B 

+ 

38 58272-

CD I-B + 140 IZSVe-

TV_6188_5_16 I-B - 242 ATCC17862 III-

B 
+ 

39 ATCC 

25763 
I-B/III-

B 
+/+ 141 IZSVe-

TV_5694_2_13 I-B - 243 AM1295 III-

B 
+ 

40 ATCC 
17786 I-B - 142 IZSVe-

TV_10380_20_14 
I-B/III-

B 
-/- 244 SU 1575 NT III-

B 
- 

41 SU 

1064 I-B + 143 IZSVe-

TV_8103_09 I-B - 245 Prevot 697B III-

B 
- 

42 211 I-B/III-

B 
/+- 144 IZSVe-

TV_2659_2_10 I-B - 246 SU 0729 III-

B 
- 

43 SU 
0994 I-B + 145 IZSVe-

TV_6433_6_13 I-B - 247 McCLung 844 III-
B 

+ 

44 SU 

1891 I-B - 146 IZSVe-

TV_2659_1_10 I-B - 248 ATCC 449 III-

B 
+ 

45 SU 

1274 I-B - 147 IZSVe-

TV_4045_5_13 
I-B/III-

B 
-+/ 249 Walls 8G III-

B 
+ 

46 SU 
1054 I-B - 148 IZSVe-

TV_10380_18_14 
I-B/III-

B 
-/- 250 VPI 7124 III-

B 
- 

47 SU 

1072 I-B - 149 IZSVe-

TV_10380_17_14 
I-B/III-

B 
-/- 251 KFMeyer 33 III-

B 
+ 
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48 
Prevot 

Dewpin

g 

I-B/III-

B 
-/- 150 IZSVe-

TV_5313_4_14 I-B - 252 CDC_69096 III-

B 
- 

49 SU 
1304 I-B + 151 IZSVe-

TV_6315_2_15 I-B + 253 GiorgioA-KM21-1 III-
B 

- 

50 SU 

1917 I-B + 152 IZSVe-

TV_7574_5_12 
I-B/III-

B 
-+/ 254 KM123 III-

B 
+ 

51 SU 

1937 I-B - 153 IZSVe-

TV_1585_19_11 
I-B/III-

B 
-+/ 255 CCUG7968 III-

B 
+ 

52 
KF 

Meyer 

126 

I-B/III-

B 
-/- 154 IZSVe-

TV_6660_7_15 I-B - 256 CDC21601 III-

B 
- 

53 Hall 80 I-B/III-

B 
+/+ 155 IZSVe-

TV_66061_3_14 I-B - 257 B742 III-

B 
- 

54 An436 I-B/III-

B 
-/- 156 IZSVe-

TV_5792_11 I-B - 258 CFSAN034200 III-

B 
+ 

55 Prevot 
910 

I-B/III-
B 

+/+ 157 IZSVe-
TV_5313_3_14 I-B + 259 CDC69043 III-

B 
- 

56 
CDC 

KA-
95B 

I-B + 158 IZSVe-

TV_3650_3_13 I-B - 260 CDC69057 III-

B 
+ 

57 CDC_6

9094 I-B - 159 IZSVe-

TV_3650_1_13 I-B - 261 CDC_67086 III-

B 
+ 

58 AM282 I-B - 160 IZSVe-

TV_7494_7_14 I-B - 262 CDC68158 III-

B 
+ 

59 F634 I-B + 161 IZSVe-
TV_6503_1_13 I-B - 263 NCTC13319 III-

B 
+ 

60 1276_D

C 
I-B/I-

D/II-C 
/+/+- 162 IZSVe-

TV_5262_6_14 
I-B/III-

B 
-+/ 264 DFPST011 III-

B 
+ 

61 1274_D

C 
I-B/I-

D/II-C 
/+-/- 163 IZSVe-

TV_3859_5_11 
I-B/III-

B 
-+/ 265 X58540 III-

B 
- 

62 BS-A-
KM7-1 

I-B/III-
B 

+/+ 164 IZSVe-
TV_1899_2_14 

I-B/III-
B 

-+/ 266 H20 III-
B 

+ 

63 DFPST 

010 I-B + 165 IZSVe-

TV_1671_2_11 
I-B/III-

B 
-+/ 267 P85 III-

B 
+ 

64 CCUG 

7969 
I-B/III-

B 
+/+ 166 IZSVe-

TV_7863_07 
I-B/III-

B 
-+/ 268 H11 III-

B 
- 

65 BrDura I-B - 167 IZSVe-
TV_6025_15 

I-B/III-
B 

-+/ 269 2015006193-
DFPST 

III-
B 

- 

66 A634 I-B + 168 IZSVe-

TV_3522_4_13 
I-B/III-

B 
-+/ 270 KM87-1-86F III-

B 
- 

67 AM105

1 I-B + 169 IZSVe-

TV_2667_2_14 
I-B/III-

B 
-+/ 271 KM84 III-

B 
- 

68 Food_2
0 

I-B/III-
B 

-/- 170 IZSVe-
TV_4863_4_13 I-B + 272 DFPST0028 III-

B 
- 

69 RF5 I-B/III-

B 
+/+ 171 IZSVe-

TV_9659_15 I-B - 273 GS1342-KM11-1 III-

B 
+ 

70 MAP5 I-B/III-

B 
+/+ 172 IZSVe-

TV_5792_2_15 I-B + 273 2015006195-

DFPST 
III-

B 
+ 

71 CFSAN
064329 

I-B/III-
B 

-/- 173 IZSVe-
TV_2454_7_14 

I-B/III-
B 

-/- 275 DFPST0033 III-
B 

- 

72 ATCC1

7841 
I-B/III-

B 
+/+ 174 IZSVe-

TV_6289_14 I-B - 276 Cam2A-KM19-1 III-

B 
+ 
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73 CDC69
068 

I-B/III-
B 

+/+ 175 IZSVe-
TV_6422_2_14 I-B - 277 GiorgioA-KM21-1 III-

B 
- 

74 CDC37

496 
I-B/III-

B 
/+- 176 IZSVe-

TV_5850_15 I-B + 278 CJ5-1 III-

B 
- 

75 
BAC-

04-

07755 

I-B/III-
B 

+/+ 177 IZSVe-
TV_3524_3_13 

I-B/III-
B 

-+/ 279 2015006187-
DFPST 

III-
B 

+ 

76 AM922 I-B + 178 IZSVe-

TV_4863_2_13 I-B - 280 DFPST0032 III-

B 
- 

77 
ZBS3_1

6-257-

02 

I-B/III-

B 
+/+ 179 IZSVe-

TV_1585_18_11 
I-B/III-

B 
-+/ 281 Cam3A-KM20-1 III-

B 
+ 

78 
ZBS3_1

6-240-
01 

I-B/III-

B 
+/+ 180 IZSVe-

TV_5262_1_14 
I-B/III-

B 
/+- 282 KM52-1-383B III-

B 
+ 

79 
ZBS3_1

6-257-
05 

I-B/III-

B 
+/+ 181 IZSVe-

TV_5792_1_15 I-B + 283 97A-KM35-1 III-

B 
+ 

80 
ZBS3_1

6-257-

04 

I-B/III-
B 

+/+ 182 IZSVe-
TV_2454_6_14 

I-B/III-
B 

/+- 284 Cbot23-KM43-1 III-
B 

+ 

81 ATCC2

5763 
I-B/III-

B 
-/- 183 IZSVe-

TV_4879_20_10 I-B - 285 73A-KM33-1 III-

B 
+ 

82 
201500
6229-

DFPST 
I-B + 184 IZSVe-

TV_3522_5_13 
I-B/III-

B 
--+/ 286 DFPST0024 III-

B 
+ 

83 DFPST
0041 

I-
B/IIIB 

-/- 185 IZSVe-
TV_10380_13_14 

I-B/III-
B 

-/- 287 DFPST0025 III-
B 

- 

84 KM25 I-B - 186 FE9504ACG I-B - 288 DFPST0027 III-

B 
- 

85 DFPST

012 
I-B/III-

B 
/+- 187 OKra_BUMBAC

_00010 
I-B/III-

B 
/+- 289 KM123 III-

B 
+ 

86 DFPST
007 

I-B/III-
B 

+/+ 188 Beluga_EUMBA
C_00009 I-B - 290 KM88-1-PC-F III-

B 
- 

87 DFPST

002 
I-B/III-

B/III-B 
/+-+/ 189 69_AUMBAC_0

0004 
I-B/III-

B 
+/+ 291 DFPST0029 III-

B 
- 

88 DFPST

0006 
I-B/III-

B 
-+/ 190 62_AUMBAC_0

0003 
I-B/III-

B 
-/- 292 DFPST0031 III-

B 
+ 

89 DFPST
005 I-B + 191 CDC61126 I-B + 293 2015006204-

DFPST 
III-
B 

+ 

90 DFPST

0017 I-B + 192 3213087 I-B + 294 DFPST0026 III-

B 
- 

91 DFPST

011 I-B + 193 3213029 I-B + 295 KM90-1-8G-F III-

B 
- 

92 SBPRU
-0556 I-B - 194 3213041 I-B + 296 KM53 III-

B 
- 

93 3859 11 I-B/III-

B 
+/+ 195 FE9508BPD I-B + 297 KM57-1-TJ980B III-

B 
+ 

94 E-1331 I-B - 196 FE9508BRB I-B/III-

B 
/+- 298 CC1-A-KM44-1 III-

B 
- 

95 P559 I-B - 197 PA9508B I-B/III-
B 

/+- 299 CC4A-KM61-1 III-
B 

+ 

96 P81 I-B + 198 LNC5-DC I-D/II-

C 
-/- 300 ST7B III-

B 
+ 

97 H4 I-B + 199 Stockholm I-D/III-

B 
+/+ 301 90_AUMBAC_00

005 
III-

B 
+ 
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98 H41 I-B + 200 IZSVe-
TV_4045_5_13 I-D + 302 56_AUMBAC_00

002 
III-
B 

+ 

99 H49 I-B - 201 IZSVe-

TV_7574_5_12 I-D + 303 TMW2.991 III-

B 
- 

100 H61 I-B - 202 IZSVe-

TV_1585_19_11 I-D - 304 FE9508BPD III-

B 
+ 

101 P551 I-B - 203 IZSVe-
TV_5262_6_14 I-D + 305 DFPST005 III-

B 
- 

102 H34 I-B - 204 IZSVe-

TV_3859_5_11 I-D + 306 DFPST0017 III-

B 
- 

درصد( در  21/39مورد ) 120 هایهجدا یندر ب

درصد( در  63/1، پنج مورد )I-B یرگروهز

درصد( در  56/5مورد ) II-C ،17 یرگروهز

درصد( در  63/1، پنج مورد )I-D یرگروهز

درصد( در  12/27مورد ) 83و  III-D یرگروهز

که در یطورقرار گرفتند. همان III-B یرگروهز

پنجم از  یکبه  دیکزن شودیم یدهد 1 جدول

 صورتشده به یبررس C. botulinum هاییهسو

در  CRISPR-Cas یةچند نوع آرا یا دو زمانهم

 CRISPR یستمژنوم خود داشتند. سه نوع س

شده تا کنون، عبارتند از الف(  ییشناسا یاییباکتر

 برش از یکه برا Iنوع  یسپرکر یستمس

 هایینوتئریبونوکلئوپر مانند متعدد هایینپروتئ

Cas1، Cas6  وCas5 و در حال  کندیاستفاده م

-I-A ،I-B ،I-C ،I-D ،Iشاخه ) یرحاضر به هفت ز

E ،I-F و I-Uیستمشده است. ب( س بندییم( تقس 

 هایینبه پروتئ یتفعال یبرا یزن IIنوع یسپرکر

داشته و به سه  یازن Cas9از جمله  یکمتر

است.  هشد یم( تقسII-Cو  II-A ،II-B) یرشاخهز

به  یتفعال یکه برا IIIنوع  یسپرکر یستمج( س

 یازن Cas6و  Cas2از جمله  یادیز هایینپروتئ

 یم( تقسIII-Bو  III-A) یرشاخهداشته و به دو ز

 یانجام شده بر رو یقبل یشده است. در مطالعه

C. botulinum هاییرگروهتنها ز I-B  وIII-B  در

 شد ییشناسا یباکتر ینا یةسو 100

(Negahdaripour et al. 2017 .) 

در  CRISPR-Cas هاییهآرا یرگروهز ترینیعشا

 یزحاضر ن پژوهشدر  C. botulinum هاییهسو

 گروه هستند. یردو ز ینهم

-CRISPR هاییس  در س ینیتنوع ساخ ار پروتئ

Cas 

 صورت گرفته،  هاییاساس بررس بر

 ۀدهندیلتشک یو عملکرد یساختار هایینپروتئ

 یباز نظر ترک CRISPR-Cas هاییستمس

جهت  یزو ن هاینپروتئ یریقرارگ یبترت ینی،پروتئ

 یواحد عملکرد یک یجادا یبرا یریقرارگ

CRISPR-Cas  با هم متفاوت بودند. ژنCas  نوع

 کندیم یینتع رایهرا در هر آ CRISPR/Casمکان 
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مطمئن است  یزمان Cas ینپروتئ یک ییو شناسا

سازگار باشد )به جز  Casسه ژن  یکه حداقل دارا

 cpf1ژن منفرد  یکتنها  Vنوع  یبرا یرا( زVنوع 

 (.Makarova et al. 2011گزارش شده است )

( که مجموعه 1ما نشان داد )شکل ارزیابی

 Cas (expression هایینپروتئ کنندهیانب یهاژن

module )هاییهدر آرا CRISPR-Cas  متعلق به

 هاییستمدر تمام س یباًه تقراست ک Cas 6 ینپروتئ

 یعملکرد یتوجود دارد و اهم شدهبینییشپ

Cas6 هاییهسو یمنیا یونرا در مدولاس  

C. botulinum کندیبرجسته م .Cas 6 یجزء اصل 

 یاییباکتر CRISPR-Cas هاییهدر آرا یانماژول ب

 یها(. ژنMakarova et al. 2020است )

موثر  یو بارگذارپردازش،  یسی،رونو کننده،یانب

crRNAهایینپروتئ یها بر رو Cas ینرا تضم 

تا  سازدیرا قادر م CRISPR-Cas یستمکرده و س

 ییرا شناسا یخارج یکیژنت اصرطور موثر عنبه

 Munawar andها دفاع کند )کرده و در برابر آن

Ahmad, 2021.) 

 یهانشان دادند که مجموعه ژن ینهمچن هایافته

 هاییستم( در سadaptation module) یسازگار

  هاییهسو I-Bو  I-D هاییرگروهز یسپرکر

C. botulinum ینپروتئ یدتول یهاشامل ژن Cas1 ،

Cas2  وCas4 یرگروهکه در زیاست، درحال II-C 

است.  Cas2و  Cas1شامل  هاینپروتئ ینا

 هاییرگروهدر ز یماژول سازگار هیچ ین،همچن

III-D  وIII-B (. مجموعه 1د )شکلمشاهده نش

به  CRISPR-Cas هاییهدر آرا یسازگار یهاژن

تا با متصل شدن به  دهدیاجازه م هایباکتر

نسبت به عناصر  ی،خارج دی.ان.ایقطعات 

 .Faure et alکنند ) یداپ یتمصون یخاص یکیژنت

  هاییهسو یژنوم یلو تحل یهتجز علاوه،به(. 2019

C. botulinum تداخل  یهااژولاز م یانواع متنوع

(interference moduleرا شناسا )ینکرد. ا یی 

، Cas3 ،Cas5 هایین، پروتئI-B یرگروهها در زژن

Cas7  وCas8 که  کردندیم یدرا تولCas5  در همه

  وعن هاییهسو هاییهوجود داشت. آرا هایهسو

I-D  فقطCas3 یرا در ماژول تداخل در خود جا 

را  Cas9 هایهسو ی، همهII-D یرگروهدادند و در ز

ماژول تداخل نشان دادند.  یعنوان جزء اصلبه

جز ، بهIII-Bو  III-D هاییرگروهدر ز ین،همچن

، همه CCUG7968و  A2B387 هاییهسو

ماژول  یجزء اصل عنوانبه Cas10 یحاو هایباکتر

(. 1بودند )شکل یرگروهز ینا یبرا داخلت

 ییناسامشخص شده است که ماژول تداخل به ش

 کنندیهدف کمک م یو برش قطعات ژنوم

(Zhang et al. 2020.)  

 Iکلاس CRISPR-Cas هاییهماژول تداخل آرا

، Cas3 ،Cas5 هایینسازنده پروتئ یهاغالبا از ژن

Cas7 ،Cas8 و Cas3HD شده است  یلتشک

(Bhatia & Yadav, 2023و ژن )ماژول  یها

ولا شامل معم یزن  IIکلاس  هاییهتداخل در آرا
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 است Cas9 ینکننده پروتئیجادا یهاژن

(Makarova et al. 2020همچن .)،هایینپروتئ ین 

Cas5 ،Cas7  وCas10 یهاهم اغلب محصول ژن 

کلاس  CRISPR- Cas هاییهماژول تداخل در آرا

III هایباکتر ( هستندTamulaitis et al. 2017). 

 

 
شده  ییشناسا III-Bو  I-B ،I-D ،II-C ،III-D هاییرگروهمتعلق به زکامل  CRISPR-Cas یةآرا یکشمات -1شکل 

 C. botulinum یدر باکتر
 

  تکرارها و اندازفاصله هاییتوال

و تکرارها در  اندازفاصله هاییتوال بررسی

  هاییهدر سو CRISPR-Casکامل  هاییستمس

C. botulinum یژگیپنج و یانجام و خلاصه 

(، lower whiskerمقدار ) ینشامل کمتر یعدد

، (median) یانه(، مfirst quartileچهارم اول ) یک

 یشترینو ب (third quartileچهارم سوم ) یک

نشان  هایتوال ینا ی( براupper whisker) مقدار

(. گزارش شده است که 4و  3 ،2 داده شد )جداول

 هاییستمها و تکرارها در ساندازفاصلهطول 

CRISPR-Cas  یژگی،و ییندر تع یمهمنقش 

 یمنیپاسخ ا یتکامل یاییو پو ییکارا یداری،پا
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 کنندیم یفاا هایستمس ینشده توسط ا یجادا

(Nussenzweig and Marraffini, 2020 .)

نشان داده شده است، در  2که در جدولیهمانطور

طول  III-B، و I-B ،I-D ،III-D هاییرگروهز

 یبود، درحال جفت باز 35ها اندازفاصلهمتوسط 

جفت باز مشاهده  30طول  II-Cنوع  یةکه در آرا

تعداد  ینمشخص شد بالاتر ینشد. همچن

، در CRISPR هاییستمس اندازفاصله هاییتوال

( وجود اندازفاصله 17یانگین)با م II-C یرگروهز

 یلبه دل تریطولان یهااندازفاصله(. 3دارد )جدول

 یکی،عناصر ژنت در هدف قرار دادن یشترب ییتوانا

 .Heler et al) کنندیم یجادرا ا یشتریب یمنیا

تر کوتاه یهااندازفاصله یگر،د ی(. از سو2017

خطر  ی،کمتر اختصاص یریگممکن است با هدف

دهند  یشرا افزا یزبانم دی.ان.ایبرش ناخواسته 

(Doench et al. 2014.)  

 یانتکرار در م هاییطول توال یانگینم مقایسه

در  CRISPR-Cas هاییستمس یرگروهز پنج

شده نشان داد  ییشناسا C. botulinum هاییهسو

طول  یانگینم یدارا II-Cو  I-D هاییرگروهکه ز

که  یجفت باز بودند، در حال 36تکرار 

طول  یانگینم III-Bو  I-B ،III-D هاییرگروهز

(. ثابت 4جفت باز را نشان دادند )جدول 30تکرار 

 تر،یطولان یتکرارها هاییالشده است که تو

را  CRISPR یةدر آرا یدجد یهااندازفاصلهادغام 

بالاتر در  ییمنجر به کارا بنابراینکرده و  یلتسه

در برابر  یزبانم یباکتر یدجد یمنیاکتساب ا

 .Heler et al) شودیمهاجم م یکیعناصر ژنت

2017.) 

 یداریبه پا یطولان هاییتوال ین،بر اعلاوه 

ثبات  ین. اکندیکمک م CRISPR یةآرا یارساخت

در طول زمان و در  یهآرا یکپارچگیحفظ  یبرا

مهم  یزبانم یباکتر یهامتعدد سلول یهانسل

 (.Levy et al. 2015است )

 

 C. botulinumهای شناسایی شده در سویه CRISPR هایدر جایگاه هااندازفاصله تنوع طول -2 جدول

 مقدار نیکمتر یک چهارم اول میانه سوم چهارم یک ترین مقداربیش  CRISPRتمنوع سیس

I-B 31 30 30 29 28 

I-D 36 36 36 36 36 

II-C 36 36 36 36 36 

III-D 31 30 30 29 28 

III-B 34 32 30 30 28 
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 C. botulinumهای شناسایی شده در سویه CRISPR هایدر جایگاه هااندازفاصلهتعداد تنوع  -3جدول 

 مقدار نیکمتر یک چهارم اول میانه سوم چهارم یک بیشترین مقدار  CRISPR ستمینوع س

I-B 34 19 11 7 1 

I-D 12 11 11 6 3 

II-C 17 17 17 17 17 

III-D 6 6 5/3 3 3 

III-B 11 7 6 4 3 

 

 C. botulinumشناسایی شده در  CRISPR هایتنوع طول تکرارهای حفاظت شده در جایگاه -4جدول 

 مقدار نیکمتر یک چهارم اول میانه سوم چهارم یک بیشترین مقدار  CRISPR ستمینوع س

I-B 37 36 35 35 34 

I-D 36 36 35 35 35 

II-C 30 30 30 30 30 

III-D 35 35 35 35 35 

III-B 37 35 35 31 26 

 

 ی مس ق هایتکرار یهساخ ار ثانو بینییشپ

 یةگروه آرا ریساختار مربوط به هر ز 2شکل در

CRISPR/Cas هاییباکتر C. botulinum  نشان

 شود،یکه مشاهده میداده شده است و همانطور

 یمتنوع بوده و همگ آر.ان.ای یهثانو یساختارها

. بر اساس دهندیم یلرا در وسط تشک ییهاساقه

 در هر ساختار  یستم،س فرضیشپ یپارامترها

نقاط  یهندهدنشان یبقرمز و سبز به ترت هایرنگ

هستند.  یونکانفورماس یینبا احتمال بالا و پا

 CRISPR هاییگاهدر جا یمتکرار مستق هاییتوال

، به I-Bو  I-D هاییرگروهز Cas یهامرتبط با ژن

جفت باز با حداقل  6و  5 یهاطول ساقه یبترت

را  ولبر م یلوکالریک -73/4و  -20/0آزاد  یانرژ

، طول II-C یرگروهز که درینشان دادند، درحال

 -10/0آزاد  یجفت باز با حداقل انرژ 7ساقه 

نشان  بینییشپ ینبر مول مشاهده شد. ا یلوکالریک

بلندتر در  یها، با ساقهII-C یرگروهکه ز دهدیم

به  یل، تماI-Bو  I-D هاییرگروهبا ز یسهمقا

 یرتریداپا آر.ان.ای یهثانو یساختارها یلتشک

 یتکرارها یهساختار ثانو یهاهساق ینتردارد. کوتاه

آزاد  یجفت باز )با حداقل انرژ 4با  یممستق

 III-B یرگروهدر ز یزبر مول( ن یلوکالریک -00/2

  هاییهسو CRISPR/Cas هاییهاز آرا

C. botulinum (.2مطالعه شده وجود داشت )شکل 

 یم،مستق یتکرارها یهساختار ثانو تجزیه

دست به CRISPR/Cas یستمدر مورد س یاطلاعات
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که ساختار مناسب که منجر به  یطوربه دهدیم

 شود،یمنحصر به فرد م یهاcrRNAآزاد شدن 

توسط  یبردن اهداف ژنوم ینو از ب ییشناسا یبرا

مهم است  یاربس یزبان،م Cas هایینپروتئ

(O'Connell. 2019پ .)جفت  ینکه ب یوندهایی

مولکول  یدر ساختار سه بعد AUو  CG یبازها

 ینآن شده و ا یداریوجود دارد باعث پا آر.ان.اِ

 یدهنام یسطح انرژ ترینپایین مدل عنوانمفهوم به

 یمقدار یدباز کردن آن با یچرا که برا شودیم

هر  ینکار برد. بنابراصورت گرما( به)به یانرژ

ارزش  یک یشههم یدار،پا آر.ان.اِ یهساختار ثانو

مول دارد بر  یلوکالریبر حسب ک یمنف یانرژ

(Ghaffarian and Panahi, 2023 اثبات شده .)

و ساقه  یشترب GC یبا محتوا ییاست ساختارها

(stemبلند )یبا محتوا ییاز ساختارها پایدارتر تر 

GC اثبات و همچنینهستند ترکمتر و طول کوتاه 

 یبازها محتوایبا  یهثانو ساختارهای است شده

 یدارترندتر، پابل و ساقه یشترب یتوزینو س ینگوان

کمتر و طول  GC یبا محتوا ییاز ساختارها

 (.Yang et al. 2020تر هستند )کوتاه

 
ل یهثانو یهاساختار -2شکل   III-Bنوع  یة. الف( آراC. botulinum یباکتر CRISPR هاییهتکرار در آرا هاییتوا

با  DC_1277 یةمتعلق به سو II-Cنوع  یةابر مول، ب( آر یلوکالریک -00/2 یبا انرژ CDC_1436 یةمتعلق به سو

بر  یلوکالریک -20/0 یبا انرژ DFPST010 یةبه سو قمتعل I-Bنوع  یةبر مول، ج( آرا یلوکالریک -00/1 یانرژ

نوع  یةبر مول و ه( آرا یلوکالریک -73/4 یبا انرژ IZSVe-TV_7573_4_12 یةمتعلق به سو I-Dنوع  یةمول، د( آرا

III-D یةومتعلق به س B515 بر مول. یلوکالریک -10/0 یبا انرژ
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از  یاتوجهدر مجموع، مطالعه حاضر تنوع قابل

  هاییهرا در سو CRISPR-Cas هاییستمس

C. botulinum یرگروهنشان داد که شامل پنج ز 

ها را  یستمس ینا یعیتنوع نقش طب ینمجزا است. ا

 .اِدی.انفعال در برابر فاژها و  یمنیدفاع ا عنوانبه

مورد  هایگونه ین. بکندیبرجسته م یخارج

 هاییها و توالاندازفاصله یدر تعداد و توال همطالع

 یهساختار ثانو ینحفاظت شده، همچن یتکرارها

 ینمشاهده شد. ا ییتنوع بالا یممستق یتکرارها

 یستماز تنوع و عملکرد س یقعم ینشیپژوهش ب

CRISPR/Cas یدر باکتر C. botulinum ه ارائ 

 یرا برا یبا ارزش اییهو اطلاعات پا کندیم

تنوع و  یکهطوربه کند،یرو فراهم م یشپ لعاتمطا

درک  تواندی، مCRISPR-Cas هاییستمس یژگیو

 یمهندس یو توسعه ابزارها یکروبیم یکما از ژنت

 ینا یهعل یستیکنترل ز هایراهکارو  یکیژنت

 .دهد یشرا افزا یباکتر
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Abstract 

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats and its associated protein or CRISPR-Cas 

systems are valuable genetic targets for bacterial phylogeny analysis in epidemiological studies. In this 

study, the genomic data of 800 sequences of Clostridium botulinum strains from the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) database was collected and the occurrence and variety of the 

complete CRISPR-Cas systems and its spacer and repeat sequences evaluated in the genomes recorded 

for these bacteria with the in-silico method. Also, the secondary structures of repeat sequences were 

predicted based on the minimum free energy (MFE) algorithm. According to the results, from the 526 

genomes with complete CRISPR-Cas array, 306 strains (58%) had Cas genes. Subtypes I-B, I-D, II-C, 

III-D, and III-B were identified in these arrays. The findings also revealed that Cas 6 is the main protein 

produced by expression module genes in the studied CRISPR-Cas systems, and diverse Cas proteins are 

produced by the adaptation and interference modules in these arrays. The average length of spacer and 

repeat sequences in CRISPR arrays was 30-35 and 30-36 bp, respectively. Moreover, the prediction of 

secondary structures of repeat sequences showed that subtype II-C, with longer stems than other subtypes, 

tends to form more stable RNA secondary structures. 

Keywords: Clostridium botulinum, CRISPR-Cas, Genome Mining, Repeat Sequence, Spacer Sequence. 
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