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 ( 1404/ 06/ 29 تاریخ پذیرش: -  1403/ 12/ 07)تاریخ دریافت:  

روند و مهندسی ضد ويروس  ها تهديدی جدی برای توليد محصولات کشاورزی به شمار میويروس

بيوتکنولوژی مولکولی، رويکردی م ها است.  ثر برای پيشگيری و کنترل اين ويروسؤبا استفاده از 

را ها  تواند دقت طراحیسازی و داکينگ، میويژه در زمينه مدلاستفاده از ابزارهای محاسباتی، به 

پژوهشبه  افزايش دهد.  توجهی  قابل  فناوری  حاضر  طور  و  بيوانفورماتيک  ادغام  به   CRISPR با 

پرداخته است. ساختار    eIF4E1گيری ژنهدف crRNA سازی و ارزيابی محاسباتیطراحی، مدل

داده    Casهایآنزيم پايگاه  پايگاه   eLF4E1ژن    و توالی   RCSBاز  با   NCBI داده   از  تهيه شد. 

هدف گيرنده توالی مورد نظر طراحی و از نظر    CHOPCHOP،crRNAاستفاده از سيستم برخط 

سرور  طراحی شده با استفاده از   crRNA اختصاصيت مورد ارزيابی قرار گرفت. ساختار سه بعدی

(macromolecule builder  )MMB   به شبيه و  انرژی  سازی  سطح  و  اتصال  نحوه  بررسی  منظور 

  نتايج طراحی و انتخاب . در  استفاده شد Hdock برخط  از سرور   Casهای  با آنزيم  crRNAلیاتصا

crRNAبهترين توالی طراحی شده توالی  ها ،GTATAGTTCTTGATGCAGTGTGG    .بود

crRNAهدف برای  انتخابی  هدف  گيری  های  از  با    eLF4E1ژن  استفاده 

منظور بررسی نحوه اتصال و سطح انرژی  به .  شد  سازیمدل   macromolecule builderافزارنرم

  د ش ارائه   مدل داکينگ  Hdock  ،100برخط    از سرور  با استفاده   Casهای  با آنزيم crRNA اتصالی

نحوه اتصال و دست آمده از  . بر اساس نتايج به مدل برتر بر اساس سطح انرژی انتخاب شدند  10که 

  crRNAترين سازه مربوط به  و اختصاصی، بهترين  Casهای  با آنزيم crRNA سطح انرژی اتصالی

بود.   Cas9و    Cas13d  ،Cas13aهای  ترتيب آنزيمبود و پس از آن به   Cas13bمورد نظر با آنزيم  

 هایبرای اصلاح صفات يا مقابله با ويروس CRISPR-Cas سيستمآميز بودن  جايی که موفقيتاز آن

RNA  دقيق نوع پروتئينزمينی نيازمند انتخاب  کننده سيبآلوده Cas   و بيان مناسب آن در گياه

ای مناسب برای اصلاح صفات يا  را گزينه  Cas13b توان آنزيماست، بر اساس نتايج اين پژوهش می

 .زمينی در نظر گرفتدر سيب RNA هایمداخله عليه ويروس

 

 های کلیدی واژه
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بهسیب  مهمزمینی  از  یکی  بهعنوان  جهان  غذایی  منابع  دلیل  ترین 

ها، پروتئین و عملکرد مطلوب خود  محتوای بالای نشاسته، ویتامین

می سالانه  شناخته  تولید  با  ایران  از    4.2شود.  تن،  میلیون 

 FAO) آیدتولیدکنندگان بزرگ این محصول در جهان به شمار می

سیب   (.2023 وای  شایع (PVY)  ی زمینویروس  از  و  یکی  ترین 

های ویروسی این محصول است که در بسیاری از  ترین بیماریمهم

 Nikan)  شودجمله ایران، مشاهده می  زمینی، ازمناطق کشت سیب 

انجام . بررسی(2016 مانند شده در استانهای  های مختلف کشور، 

اصفهان، شیوع  خراسان، گیلان، مازندران، گلستان، کرمان، همدان و  

آلودگی   میانگین  با  را  ویروس  این  اند  کرده  تأیید  %34.4گسترده 

(Pourrahim et al. 2007)  .کیفیت  و  کمیت   کاهش  با   ویروس  این  

کند که بسته  جهی وارد میتوقابل  اقتصادی  هایخسارت  محصول،

درصد    90تا    10تواند بین  به رقم، شرایط اقلیمی و منطقه کشت، می

حل مؤثر در کشور برای مقابله  در حال حاضر، تنها راه  .متغیر باشد

های بذری عاری از ویروس  با این ویروس، تولید یا واردات غده

باشد.  گذاری بالا و تجهیزات تخصصی می است که نیازمند سرمایه

زمینی، استفاده  با توجه به فقدان منابع مقاومت طبیعی در ارقام سیب 

 .جاد ارقام مقاوم ضرورت داردهای نوین برای ایاز فناوری

روش از  ویروسبرخی  مدیریت  کشت   :شامل   PVYهای 

تناوب زراعی    های ناقل،زمینی در مناطقی با جمعیت پایین شتهسیب 

  استفاده از ارقام مقاوم به ویروس،   های هرز میزبان،و حذف علف

تغییر تاریخ کاشت    شده،های بذری سالم و گواهیگیری از غدهبهره

 های ناقل در هر منطقه،داشت بر اساس تغییرات جمعیت شتهو بر

ضدعفونی انبوه با سموم سیستمیک و سمپاشی مزارع برای کنترل  

بیوتکنولوژی  .  است   ناقلان طریق  از  که  ضدویروس،  مهندسی 

عنوان راهکاری مؤثر برای پیشگیری  مولکولی توسعه یافته است، به

ویروس کنترل  می و  مطرح  گیاهی  .  (Nikan 2016)  باشدهای 

هدفمندپیشرفت  ویرایش  زمینه  در  اخیر  با    RNAیا  DNAهای 

ابزارهای جدیدی برای محافظت از  CRISPR  استفاده از سیستم  ،

 .ها فراهم کرده است گیاهان در برابر ویروس

یک فناوری پیشرفته و دقیق برای ویرایش   Cas -CRISPRسیستم

به ابتدا  که  است  باکتریژنوم  در  ایمنی  مکانیسم  یک  و  عنوان  ها 

دفاعی  آرکی سازوکار  از  الهام  با  سامانه،  این  شد.  شناسایی  ها 

ها در برابر فاژها، به سرعت به یکی از ابزارهای کلیدی  پروکاریوت

زیست  شددر  تبدیل  نوین   Barrangou and Doudna)  فناوری 

  :از دو جزء اصلی تشکیل شده است  Cas -CRISPRسیستم  .(2016

RNA  راهنما: (gRNA  )  مولکولی مصنوعی است که مکمل بخشی

ژنوم می در  توالی هدف  واز  دقیق هدایت    Casباشد  محل  به  را 

یا Cas9   ،Cas12)  مانند  Casینپروتئ  .کندمی  ،Cas13):    آنزیمی

ایجاد برش در هدف را بر عهده   RNAیا  DNAاست که وظیفه 

 .دارد

راهنما    RNAپس از ورود این سامانه به سلول،    :مکانیسم عملکرد

ای  با ایجاد برش دو رشته  Casبه توالی هدف متصل شده و آنزیم

زمینه اصلاح یا   (Cas13)  در  RNAیا تخریب (  Cas9)  در  DNAدر

میخاموش فراهم  را  نظر  مورد  ژن  این  سازی  مزایای  از  سازد. 

توان به سهولت طراحی، دقت بالا، و توانایی چندجانبه فناوری می

ژن خاموشی  صفات،  اصلاح  ویروسدر  حذف  و    RNAهایها 

دلیل،   همین  به  کرد.  بر  هایسیستماشاره  در   Cas13bمبتنی  نیز 

 Aman)  اندپیشنهاد شده  RNAهای قابله با ویروسگیاهان برای م

et al. 2018) . 

فناوری  CRISPR/Casهایسیستم سایر  به  ویرایش  نسبت  های 

ماننداندی دستکاری   TALENو  ZENای  در  بیشتری  مزایای 

هدفمند دارند و به سرعت در مهندسی ضد ویروسی گیاهان استفاده  

زمینها  .شوندمی در  فناوری  بهین  زیستی،  مختلف  در  های  ویژه 

و در اصلاح    پزشکی و بیوتکنولوژی، تحولی عظیم ایجاد کرده است 

 ;Baltes et al. 2015; Ji et al. 2015)   شودگیاهان نیز استفاده می

Zhang et al. 2018 .) های راهنمای زیرژنومی ایبا استفاده از آر ان  

(sgRNA)سیستم  ،CRISPR/Cas  با می مرتبط  مناطقی  تواند 

ای  ها را هدف قرار دهد و نتایج امیدوارکنندههمانندسازی ویروس

کاه برابر ویروسدر  در  گیاهان  مقاومت  افزایش  و  آلودگی  ها  ش 

مانند ویروس پیچیدگی چغندر قند، ویروس پیچیدگی برگ پنبه و  

 ;Baltes et al. 2015)  ویروس کوتولگی زرد لوبیا ایجاد کرده است 

Ji et al. 2015; Yin et al. 2019.)  هدف مثال،  ژنوم  برای  گیری 

منجر به تداخل    Cas9ی باویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگ

در همانندسازی ویروس شد و کاهش ژنوم ویروس را در گیاهان 

 .(Tashkandi et al. 2018) تراریخته نشان داد

  مقدمه 
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تری در های موفق، نمونهCRISPR/Cas  با پیشرفت سریع فناوری

های گیاهی مشاهده شده است. این فناوری برای  مقابله با ویروس

هایی مانند ویروس کوتولگی گندم و موز، مقاومت در برابر ویروس

همچنین برای بیماری پیچیدگی برگ پنبه که محدودیت اصلی و  

 Kis et al. 2019; Tripathi)  در تولید پنبه است، استفاده شده است 

et al. 2019; Uniyal et al. 2019 ). 

فناوری از  به  می  CRISPR/Casاستفاده  اصلی  روش  دو  به  تواند 

ویروس برابر  در  گیاهان  مقاومت  کندبهبود  کمک  ایجاد  (  1.  ها 

های خاص گیاه میزبان برای کاهش تکثیر  های هدفمند در ژنجهش

انتشار ویروس در گیاه گیری  هدف (  2  (.Bortesi et al. 2016)   و 

با  مستقیم ویروس ازها  از    CRISPR/Casاستفاده  برای جلوگیری 

گیاهان در  ویروس  گسترش  و  این  .  (Ming et al. 2020)  تکثیر 

امیدهایی   نباتات،  اصلاح  و  بیوتکنولوژی  علم  در  انقلابی  فناوری 

ویروس با  مقابله  محصولات برای  مقاومت  بهبود  و  گیاهی  های 

 .کشاورزی ایجاد کرده است 

مل میزبان برای تسهیل فرآیندهای آلودگی  های گیاهی از عواویروس

می مانند استفاده  ترجمه  به  مربوط  عوامل  دلیل،  همین  به    کنند. 

eIF4E  و eIF4G   ژنبه ویروسعنوان  برابر  در  مقاومت  ها  های 

برای هدف قرار دادن این   CRISPR/Cas9شناسایی شدند. سیستم

های مختلف  ویروسها در گیاهان موجب مقاومت کامل در برابر  ژن

ویروس   و  پاپایا  ویروس  سبز،  کدو  زرد  موزاییک  ویروس  مانند 

. همچنین، (Chandrasekaran et al. 2016)   زردی رگبرگ خیار شد

در کاساوا   4E(iso)  eIF در برنج و eIF4G در  های ایجاد شده جهش

  های خاص شد و آرابیدوپسیس منجر به مقاومت در برابر ویروس

(Ji et al. 2015; Tashkandi et al. 2018). 

  CRISPRسازی محاسباتی نقش حیاتی در تحقیقاتتحلیل و مدل 

و آورد  انتخاب سایت هدف را فراهم می   امکان(  1کند و  ایفا می

محافظ ژنت نواحی  در  عملکردی  و  با  eIF4E1 شده    RNAکه 

دارند  PVYویروس اصلاحات  (  2کند.  میشناسایی  را    تعامل 

دهد را انجام می  سازی کاراییبهینه(  3  کند.می  بینیپیشرا    غیرهدف

  برای حداکثر کردن موفقیت ویرایش   crRNAهایفعالیت توالیو  

  سازی مولکولی مدل (  4.  (Doench et al. 2016)  کندمی  بینیپیشرا  

می انجام  بیندهد،  را  پروتئینcrRNAتعاملات  و   Casهای، 

سازی شبیهرا    برای ارزیابی میل اتصال و کارایی برش  eIF4E1 ژن

   .(Li et al. 2024) کندمی

 

به طراحی،    CRISPRاین مطالعه با ادغام بیوانفورماتیک و فناوری

محاسباتیمدل  ارزیابی  و  ژنهدف  crRNAسازی    eIF4E1 گیری 

(  1 :این فرآیند شامل موارد زیر است پرداخته است. مراحل کلیدی 

  PVYکه برای تکثیر eIF4E1 شده درهای محافظت شناسایی دامنه

هستند ابزار    crRNAطراحی(  2.  حیاتی  از  استفاده  با  بهینه 

های اصلاحات غیرهدف بینیتأیید پیش و CHOPCHOPمحاسباتی  

ویرایش رساندن  حداقل  به  ناخواستهبرای  ژنومی  (  3  .های 

پیچیدهسازیشبیه دینامیک Cas -crRNAهای  درک  های  برای 

 .ساختاری و عملکردی برش هدف

ابتدا توالی با شماره   eLF4E1  ژن هدف  برای انجام این پژوهش، 

داده    NC_015440.3رفرنس   پایگاه  برای    .شدتهیه    NCBIاز 

برخط   crRNAطراحی سرور  از  گیرنده،     CHOPCHOP  هدف 

طراحی    CHOPCHOPشد.  استفاده امکان  که  است    الگوریتمی 

crRNA  تکنیک است   CRISPRبرای  آورده  فراهم   سیستم  .را 

CHOPCHOP  هایلیستی از توالیcrRNA  های متفاوت با ویژگی

داده براساس  ارائه را  انتظار،  مورد  توالی هدف  برای  های ورودی 

ابزار، محققان می   .دهدمی این  از  اطمینان حاصل  با استفاده  توانند 

کنند که ژن هدف های بهینه را انتخاب میcrRNA/sgRNA  کنند که

دهند و این ها را با کارایی بالا و اثرات جانبی کم هدف قرار می آن 

آزمایش برای  ضروری  منبع  یک  به  را  تبدیل   CRISPRهایآن 

 .کندمی

به مطالعه  این  عملکرد  مدر  بهبود  و  اختصاصیت  افزایش  نظور 

بررسیلاع  ، CRISPRکمپلکس بر  انتخاب  قابل  های  وه  در  انجام 

crRNA با سرور،CHOPCHOP  د  که بر مبنای تعداoff target  ها

موقعیت قرارگیری در توالی    ، GC، درصدترانسکریپتومو    ژنومدر  

ریبونوکلئوپروتئینی   کمپلکس  پایداری  است،   ... و  تشکیل  ژنومی 

نقطه  از  بیوانفورماتیک  شده  اتصال   نظر  تمایل  میزان  و  ساختاری 

 .گرفت نیز مورد بررسی قرار   crRNAآنزیم و

  هاواد و روشم 
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crRNA ژن هدفهای انتخابی برای هدفگیری eLF4E1  استفاده  با

افزار این نرم   .شد  سازیمدل   macromolecule builderافزاراز نرم 

عنوان با  شده،    MMBکه  شناخته  شبیهنیز  سازی  برای 

سازی  گیرد. این شبیهمورد استفاده قرار می  RNAو   DNAپروتئین،

ویژگی اساس  ساختاریبر  دهنده     crRNAهای  تشکیل  نواحی  و 

  این فرآیند امکان بررسی تاخوردگی صحیح .  ساقه و حلقه انجام شد

RNA راهنما در تکنیک  CRISPR  نمایدرا فراهم می.  

کریستالوگرافی   به   Casهای  آنزیمساختار  پروتئین  داده  پایگاه  از 

نرم  www.rcsb.orgآدرس از  استفاده  با  و   5.3DSافزار  دریافت 

Visualizer  (Hanwell et al. 2012  )  و کوفاکتورهای اضافی  لیگاند

مولکول حذف و  پروتئین  کریستالی  ساختار  در  موجود  آب  های 

به  بینشدند.  مولکولی  داکینگ  انجام  شبیهRNAمنظور  سازی  های 

این سرور  .  شد  استفاده   HDOCKاز سرور  Casهای  شده با آنزیم

  پروتئین، پروتئین -منظور انجام داکینگ مولکولی پروتئینبه  برخط

DNA   و پروتئینRNA -  گیرد.میمورد استفاده قرارHDOCK     از

نماید بنابراین  ها استفاده میداکینگ سراسری برای ایجاد کمپلکس

به اطلا  نیازی  نیست داشتن  اتصال  محدوده  مورد  در  اولیه  .  عات 

  PyMolافزارهای های حاصل از داکینگ با استفاده از نرمکمپلکس

داکینگ مولکولی یکى  ند.  مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت  VMDو

هاى زیر مجموعه مدلینگ مولکولى در علم بیوانفورماتیک از تکنیک

طور معمول در تحقیقات دارویی مدرن برای  د. این روش بهباشمى

بینی رابطه بین یک مولکول دارو و یک پروتئین هدف درک و پیش

 شود.  از یک میکروب استفاده می

 

مطالعه،   این  هدف  توالیدر  رفرنس   eLF4E1  ژن  شماره  با 

NC_015440.3    داده پایگاه  و    .شدتهیه    NCBIاز  طراحی  نتایج 

با تنظیم پارامترهای مورد    CHOPCHOPها با سرورcrRNAانتخاب

در   توالیرسرواین  نیاز  اساس  بر  کاندیدهایی   ،RNA    و ورودی 

جایگاهالگوریتم دقیق  جستجو  توالی های  برای  غیرهدف،  های 

سرور از  حاصل  نتایج  بنابر  شد.  ارائه  ،   CHOPCHOPورودی 

crRNA  پارامترهای جایگاه شروع و  های مناسب با در نظر گرفتن

درصد  crRNAپایان نظر،  جایگاه    ، GCمورد  تعداد  کمترین 

که نشان دهنده اختصاصیت توالی  ترانسکریپتوم و ژنوم  غیرهدف در  

(. بهترین توالی طراحی  1)جدول    طراحی شده است، انتخاب شد

توالی   که    GTATAGTTCTTGATGCAGTGTGGشده  بود 

بود و همچنین هیچ    GC  40%توای  روی استرند مثبت و دارای مح

نشان   %68ساختار مکملی با خود نشان نداد و درصد کارایی حدود  

برای   پرایمرها  بهترین  این سیستم  در  این  بر    crRNAداد. علاوه 

 (.2مورد نظر طراحی شد )جدول 

crRNAژن هدفگیری  های انتخابی برای هدف  eLF4E1    استفاده  با

افزار  این نرم.  شد  سازیمدل     macromolecule builderافزاراز نرم

کدهای انواع سیستم  C++با  برای  و  است  عامل  نوشته شده  های 

است  استفاده  شده  قابل  طراحی  مدل   .crRNA  نرم افزار  در 

Discovery Studio  ( نشان داده شده است. 1در )شکل 

 CHOPCHOPسیستم برخط ا استفاده از ب  crRNAطراحی -1 جدول

 رتبه 
 

 توالی هدف 
 

 موقعیت ژنومی 
 

 رشته 
 

 خود مکملی  (%)  GC محتوای
 

 کارایی 
 

1 TTAACCCTTGATACCACCAAAGG seq:2624 - 40 1 69.07 

2 TTCGTACTGGAAAGGTTGGTAGG seq:3202 + 45 0 67.98 

3 GTATAGTTCTTGATGCAGTGTGG seq:3162 + 40 0 67.82 

4 TTTTGCAGGACGATGCAAAGAGG seq:3109 + 45 3 67.16 

5 TCAACCGGTAAACAGCTGAAAGG seq:2857 - 45 0 64.02 

6 CTGATTATCTGCCTTCACATAGG seq:795 + 40 1 63.89 

7 AAACACAATTCGTACTGGAAAGG seq:3194 + 35 0 62.32 

8 AAGTTGAAGGCCGCCGATGGAGG seq:64 + 60 0 60.95 

9 TTCCTTGCACAATCTTGTGTAGG seq:1279 + 40 1 57.34 

10 GTTGTTAGTGTCCGGGCTAAGGG seq:2302 + 50 0 55.32 

 

  نتایج و بحث 
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 مورد نظر  crRNAلیست پرایمرهای طراحی شده برای  -2 جدول

 اندازه محصول  پرایمر راست  مختصات پرایمر راست  پرایمر چپ  مختصات پرایمر چپ  جفت

1 seq:2552-2574 GGAAGTGCTCCTTGTGAGAAAT seq:2748-2770 AGAGAAGGGGACGAAAGAAAAG 218 

2 seq:2519-2541 TGGAAGTTAAGAGGGGAAGTCA seq:2748-2770 AGAGAAGGGGACGAAAGAAAAG 251 

3 seq:2552-2574 GGAAGTGCTCCTTGTGAGAAAT seq:2746-2768 AGAAGGGGACGAAAGAAAAGAT 216 

4 seq:2519-2541 TGGAAGTTAAGAGGGGAAGTCA seq:2746-2768 AGAAGGGGACGAAAGAAAAGAT 249 
5 seq:2551-2573 AGGAAGTGCTCCTTGTGAGAAA seq:2748-2770 AGAGAAGGGGACGAAAGAAAAG 219 

 

 

 
 Discovery Studioافزار )د( در نرم cas13d)ج( و  cas13b)ب(،  13cas a)الف(،  cas9های ساختار آنزیم -2 شکل

 

از (  Cas13dو    Cas9  ،Cas13a    ،Cas13b)   Casهایساختار آنزیم

  4CMP  ،7OS0  ،6DTD  های دسترسیشمارهبا     RCSBپایگاه داده

 سه بعدی  سازی ساختارشبیهپس از   (.2دست آمد )شکل  به  6IV9و  

crRNA   از استفاده  ، MMB  (macromolecule builder)  سروربا 

اتصالیبه انرژی  سطح  و  اتصال  نحوه  بررسی  با    crRNAمنظور 

سرور  Casهای  آنزیم  شد  Hdockبرخط    از  مدل    100  .استفاده 

مدل برتر    10بینی شده،  مدل پیش   100د. از میان این  شارائه   داکینگ

   .بر اساس سطح انرژی انتخاب شدند

به   طورهمین مربوط  اتصالیاطلاعات  انرژی  )اسکور   سطح 

و   اطمینان  اسکور  برتر   Ligand rmsd (Å)  10داکینگ(،  پیشنهاد 

مربوط به هر آنزیم در جدولی جداگانه در زیر آورده شده است که  

 (. 6- 3بهترین آن پیشنهاد اول می باشد )جداول 

 
 Discovery Studioافزار طراحی شده در نرم crRNA -1 شکل

تحقیق  داکینگ  جینتا این  در  داد   ملکولی  انرژی قوی  نشان  ترین 

بود و پس از    Cas13bمورد نظر با آنزیم    crRNAاتصال مربوط به  

آنزیم  اتصال  بود. ضعیف  Cas13aو    Cas13dهای  آن  انرژی  ترین 

آنزیم   به  بود.  crRNAبا    Cas9مربوط  مطالعه  نحوه   مورد 

و    Cas9  ،Cas13a  ،Cas13bهای ) با آنزیمنظر  مورد     crRNAاتصال

Cas13d  از سرور( با استفادهHdock    نشان داده شده    3در شکل

 است.  

 (ب الف(

 (ج
 (د
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 cas9پیشنهاد برتر مربوط به آنزیم   Ligand rmsd (Å) 10)اسکور داکینگ(، اسکور اطمینان و  سطح انرژی اتصالی -3 جدول

 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 رتبه 

 316.7- امتیاز داکینگ 
 

-287.9 -287.4 -286.7 -285.7 -283.9 -274.4 -274.1 -266.2 -259.1 

 0.9656 امتیاز اطمینان 
 

0.9404 0.9398 0.9390 0.9379 0.9358 0.9234 0.9230 0.9110 0.8987 
 

rmsd  لیگاند (Å) 112.87 71.18 95.46 91.19 78.90 84.85 88.28 90.73 143.99 65.80 

 
 13cas aپیشنهاد برتر مربوط به آنزیم  Ligand rmsd (Å) 10)اسکور داکینگ(، اسکور اطمینان و   سطح انرژی اتصالی. - 4جدول

 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 رتبه

 319.9- 325.4- 332.4- 336.7- 337.8- 338.1- 343.5- 347.5- 352.4- 358.3- امتیاز داكینگ 

 0.9677 0.9710 0.9746 0.9767 0.9772 0.9773 0.9796 0.9811 0.9828 0.9847 امتیاز اطمینان

rmsd لیگاند (Å) 92.64 93.47 84.33 94.55 93.48 156.69 88.68 99.23 117.51 70.52 

 
 cas13bپیشنهاد برتر مربوط به آنزیم   Ligand rmsd (Å) 10)اسکور داکینگ(، اسکور اطمینان و  سطح انرژی اتصالی -5 جدول

 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 رتبه

 305.6- 311.0- 312.9- 318.3- 325.2- 331.9- 333.4- 348.5- 388.6- 418.2- امتیاز داكینگ 

 0.9574 0.9616 0.9630 0.9666 0.9708 0.9744 0.9751 0.9815 0.9916 0.9953 امتیاز اطمینان

rmsd لیگاند (Å) 117.96 109.82 95.82 116.08 118.46 109.54 118.20 112.59 110.61 131.36 

 
 cas13dپیشنهاد برتر مربوط به آنزیم   Ligand rmsd (Å) 10)اسکور داکینگ(، اسکور اطمینان و  سطح انرژی اتصالی -6 جدول

 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 رتبه

 275.5- 280.6- 284.9- 286.0- 295.6- 299.6- 310.5- 312.6- 316.9- 373.4- امتیاز داكینگ 

 0.9250 0.9317 0.9370 0.9383 0.9485 0.9523 0.9613 0.9628 0.9657 0.9887 امتیاز اطمینان

rmsd لیگاند (Å) 86.19 83.96 87.28 75.48 

 

66.78 88.80 95.90 85.13 85.67 94.77 

 

 
 

 )د( cas13d)ج( و  cas13b)ب(،  13cas a)الف(،  cas9های با آنزیممورد نظر   crRNAاتصال نحوه -3 شکل

 الف(

 (د

 (ب

 (ج
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سیب  تولید   Y(PVY)  زمینیویروس  برای  بزرگ  تهدیدی 

دلیل وابستگی  ماند که عمدتاً بهزمینی در سطح جهانی باقی میسیب 

ترجمه   شروع  عوامل  به  مانندآن  همولوگ    eIF4E  میزبان،  و 

موفقیت   eIF(iso)4E آن تکثیر  و  عفونت  در سلولبرای  های  آمیز 

کند تا  خود استفاده می  VPgگیاهی است. این ویروس از پروتئین

ویروسی را ترویج    RNAبا این عوامل میزبان تعامل کرده و ترجمه

را   آن  سیستمیک  گسترش  طریق  این  از  و  کند. امکاندهد  پذیر 

به تعامل،  این  در  پروتئیناختلال  بین  و    VPgویژه  ویروس 

به   eIF4Eپروتئین امیدوارکنندهمیزبان،  استراتژی  برای  عنوان  ای 

شناخته شده است. مطالعات اخیر از    PVYتوسعه گیاهان مقاوم به

، برای هدف قرار  CRISPR/Cas9  ویژه ابزارهای ویرایش ژنوم، به

عو  این  استفاده  دادن  ویروسی  تکثیر  کردن  مسدود  و  میزبان  امل 

بینشکرده و  مقاومت  اند  افزایش  خصوص  در  را  جدیدی  های 

فرنگی  زمینی، گوجهدر چندین گونه گیاهی، از جمله سیب    PVYبه

 .(Hameed et al. 2020) اندو تنباکو ارائه داده

مطالعهبه مثال،  ازعنوان   پتانسیل  (Noureen et al. 2022)  ای 

CRISPR/Cas9  در مهندسی مقاومت بهPVY   زمینیدر رقم سیب 

Kruda  شده ژنا نشان داد. با جهش در ناحیه محافظت ر  eIF4E ،

تعامل توانستند  به  eIF4E-VPg محققان  منجر  و  کنند  مختل  را 

شوند. این روش نه تنها تکثیر   O -PVYمقاومت قوی در برابر سویه

  CRISPR/Cas9و گسترش ویروس را مسدود کرد بلکه اثربخشی

س تأیید کرد. تأیید نتایج  زمینی مقاوم به ویرورا در تولید ارقام سیب 

همچنین پتانسیل ویرایش ژن  PCR -RTو ELISA -DASاز طریق

عفونت  کنترل  در  سیب    PVYهای را  مزارع  کرددر  تأکید    .زمینی 

سیب  از  پتانسیل فراتر  نیز  محصولات  سایر  در  مطالعات  زمینی، 

داده eIF4E ویرایش نشان  را  ویروسی  مقاومت  بهبرای  عنوان  اند. 

،  CRISPR/Cas9  در هندوانه از طریق  CleIF4E1  مثال، حذف ژن

را فراهم   (ZYMV)  مقاومت در برابر ویروس موزاییک زرد کدو

  کرد، هرچند این روش در برابر ویروس موزاییک خالدار سبز خیار 

(CGMMV)  دهد که مقاومت مبتنی  . این موضوع نشان میمؤثر نبود

تر  و نیاز به درک عمیقممکن است خاص ویروس باشد   eIF4E بر

های ویروسی و پروتئین eIF4E های مختلفتعاملات بین ایزوفورم

از ویرایش    .Kuroiwa et al(2023)  .(Li et al. 2024)  وجود دارد

ژن در  القای جهش  برای  گوجه  eIF4E1 ژنوم  استفاده  فرنگی  در 

حساسیت به ویروس را هدف قرار کرده و نواحی ضروری برای  

آن ناحیه،  دو  هر  ویرایش  با  چندین داد.  به  مقاومت  توانستند  ها 

جالب  پوتی کنند.  فراهم  ترجمه  شروع  بر  تأثیر  بدون  را  ویروس 

ها همچنین امکان ویرایش پایه که منجر  توجه است که مطالعه آن 

د را  و احتمالاً منجر به غیرفعال شدن ژن ش   RNAبه تغییر در برش 

برای   دسترس  در  ژنی  استخر  ترتیب  این  به  و  داد   اصلاحنشان 

این، مطالعات  گیاهان مقاوم به ویروس را گسترش داد. علاوه بر 

تواند نه تنها منجر به  می   eIF4E اند که افزایش یا حذفنشان داده

به مستقیم  فیزیولوژیکی     PVYمقاومت  اثرات  بلکه  شود 

 Gutierrez Sanchez. (2020)  کند.ای در گیاهان ایجاد  غیرمنتظره

et al  های با بیان بالایزمینیمشاهده کرد که سیب eIF4E   مقاومت

های مرتبط با  ژن   بیان بالاتربیشتری نشان دادند و همچنین    PVYبه

می پاسخ نشان  این  کردند.  تجربه  را  سلولی  استرس  که های  دهد 

 eIF4E  نقش   تنها در مقاومت مستقیم از طریق تعامل با ویروس

فعال در  بلکه  مکانیسمندارد،  سیگنالسازی  که  های  ثانویه  دهی 

  کند، نیز دخیل است. را تقویت می  های ضدویروسی در گیاهاندفاع

  PVYهای جدیدی برای اصلاح ژنتیکی مقاومت بهها افقاین یافته

می پاسخ  کندایحاد  شامل  است  ممکن  چندوجهی  که  ایمنی  های 

 .شودتحریک می eIF4E باشد که توسط دستکاری بیان

علاوه بر این، تحقیقات در مورد تنباکو، گیاهی دیگر که به شدت 

از  آسیب می  PVYاز دادن چندین عضو  قرار  اهمیت هدف  بیند، 

ژن است.   eIF4E خانواده  داده  نشان  مؤثر  مقاومت  برای    را 

(2022)Lucioli et al.  ازCRISPR/Cas9  برای حذف eIF4E1    در

  PVYاستفاده کردند و طیف مقاومت به  Desiréeزمینیرقم سیب 

علائم و  تجمع  و  داده  گسترش  دادند.  NTN -PVYرا  کاهش  را 

  eIF4E با موفقیت چندین ژن  Le et al. (2022)  مشابه این در تنباکو 

  S-eIF4E1 ویرایش کرد. جهش در   K326را در رقم آلتوتتراپلویید

ها در  شد، اما تنها زمانی که جهش  PVYمنجر به مقاومت بیشتر به

S-eIF4E1  ،T-eIF4E1  ، S-eIF4E2    وT-eIF4E2   ،ترکیب شدند

به این موضوع اهمیت در   PVYمقاومت وراثتی بالا  حاصل شد. 

ها را برای ایجاد  نظر گرفتن افزونگی ژنی و لزوم ویرایش ترکیبی ژن

 .دهدها نشان میمقاومت پایدار در برابر ویروس

ژندر   ویرایش  طریق   eIF4Eنتیجه،  یک  به  CRISPRاز  عنوان 

ویروس،   به  مقاوم  محصولات  توسعه  برای  مؤثر  بسیار  استراتژی 
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ها، اثبات شده است. با  ویروسو سایر پوتی  PVYویژه در برابربه

پوشانی  آمیز آن نیازمند توجه دقیق به هماین حال، اجرای موفقیت 

بین توازن  و  ویروس،  ویژگی  محصول   ژنی،  عملکرد  و  مقاومت 

گیری  ویژه، هدفاست. تحقیقات آینده با تمرکز بر ویرایش بافت 

های جدید ویروسی،  و مقابله با سویه   eIF4Eهایترکیبی ایزوفورم

 .سودمندی این رویکرد را در کشاورزی بیشتر افزایش خواهد داد

 کلی  گیرينتیجه 

ی و کنترل های مولکولی نقش محوری در پیشگیرگسترش تکنیک

های  زا دارند و ظهور و توسعه فناوریهای گیاهی بیماریویروس

بخشد  کریسپر تولید و دستیابی به منابع مقاومتی جدید را سرعت می

سیستم درک  و  عملکرد توسعه  شناسایی  و  اکتشاف  کریسپر  های 

این سیستمژن توسط  مغلوب  مقاومت  در  های  مهم  ها یک روش 

بیماری کنترل  و  است پیشگیری  ویروسی  تحقیق  های  این  در   .

انجام   eLF4E1ژن    crRNAسازی و آنالیز محاسباتیمدل  ،طراحی

همچنین   و  اتصالی شد  انرژی  سطح  و  اتصال  با   crRNAنحوه 

ترین  قرار گرفت و بهترین و اختصاصی  بررسیمورد    Casهای  آنزیم 

معرفی   کاهش زمان، هزینه و دفعات آزمون و خطامنظور  سازه به

مورد نظر با آنزیم    crRNAترین انرژی اتصال مربوط به  شد. قوی

Cas13b  آنزیم آن  از  پس  و  بود.    Cas13aو    Cas13dهای  بود 

مورد   crRNAبا    Cas9ترین انرژی اتصال مربوط به آنزیم  ضعیف

CRISPR- ستمی س زیآمت یموفق جایی که نتایجمطالعه بود. لذا از آن 

Cas  آلوده کننده    ی هاروسیتداخل با و  ا یاصلاح صفت    یبراRNA  

  اهان یآن در گ  انیو ب  Cas نیپروتئ قیانتخاب دق ازمندی ن ینیزمب یس

می  است.   ی نیزمب یس تحقیق  این  نتایج  به  توجه  آنزیم با  از  توان 

Cas13b  آلوده کننده   ی هاروسیتداخل با و ای اصلاح صفت جهت

که   است  نکته ضروری  این  ذکر  چند  هر  کرد.  بر  استفاده  علاوه 

دق ساCas  ن یپروتئ  قی انتخاب  انتخاب   ازهای نشیپ  ری،  شامل 

کدون  یسازنهی( مناسب و به ی)هاوترانتخاب پروم   ان،یب  یهاوکتور

 . است 

های بنیادینی  های قانونی، تفاوتفناوری و چارچوباز منظر زیست 

گیاهان   ویرایش ( GMO)  تراریختهبین  گیاهان  ژنومی و   شده 

(Genome-edited  )  وجود دارد که لازم است در مطالعات مربوط

ها  مورد توجه قرار گیرد. این تفاوت CRISPR سیستمبه کاربردهای  

ژنیک، یک ژن  در گیاهان ترانس :منشأ ژن - 1 :به شرح زیر هستند

شود، خارجی معمولاً از یک گونه غیرمرتبط وارد ژنوم میزبان می

های  شده ژنومی، معمولاً تنها توالیدر حالی که در گیاهان ویرایش

شوند و نیازی به وارد کردن  زاد تغییر داده شده یا حذف میدرون

سازی متکی  ژنیکترانس  :روش ویرایش  -2  .ژن جدید وجود ندارد

یا   Agrobacterium هایی مانندبر انتقال ژن خارجی از طریق ناقل

نظیر ابزارهایی  از  استفاده  با  ژنومی  ویرایش  اما  است،   بیولستیک 

CRISPR  شود،  باعث ایجاد تغییرات هدفمند در ژنوم موجود می

توالی افزودن  نو بدون  قانونی  -3  .های  محصولات    :تبعات 

بسیاریترانس در  سخت   ژنیک  قوانین  تحت  کشورها   گیرانهاز 

GMO   از حاصل  محصولات  کشورها  از  بسیاری  اما  دارند.  قرار 

 –  باشد  نشده  وارد  خارجی  ژن  کهصورتی  در  –ویرایش ژنومی را  

می   GMOوانین ق  از عمومی  -4  .دانندمستثنی  پذیرش    :میزان 

مردم هایی از سوی عموم  ها و نگرانیژنیک با مقاومت گیاهان ترانس

گروه زیست و  مواجههای  حالیمحیطی  در  محصولات  اند،  که 

دلیل عدم استفاده از ژن خارجی و شباهت  شده ژنومی بهویرایش

خطر درج   - 5  .بیشتر به اصلاحات طبیعی، مقبولیت بالاتری دارند

هدف از  روش  :خارج  ترانس در  درج های  احتمال  ژنیک 

که  ود دارد. در حالیهای حساس ژنومی وج غیرهدفمند ژن در مکان

-CRISPRهایی مانندویژه با استفاده از سیستمدر ویرایش ژنومی، به

Cas9 یاCas13تر استکنترل، خطر درج خارج از هدف کمتر و قابل  

(Davies et al. 2022) . 

برای هدف  CRISPR  ، استفاده از ویرایش ژنوم مبتنی برطور کلیبه

تکثیر در  درگیر  میزبان  عوامل  دادن  استراتژی    PVYقرار 

ای برای توسعه گیاهان مقاوم به ویروس است. توانایی  امیدوارکننده

از خانواده ژنویرایش چندین   تعامل    eIF4E عضو  در  اختلال  و 

 تر در برابرمیزبان در سطوح مختلف امکان مقاومت قوی-ویروس

PVY  کند. تحقیقات آینده  های مختلف گیاهی فراهم میرا در گونه

های ویرایش برای گسترش بیشتر  سازی این استراتژیباید بر بهینه

وم به ویروس متمرکز  گیاهان مقا  اصلاحتنوع ژنی در دسترس برای  

های نوظهور  شوند، تا از پایداری تولیدات کشاورزی در برابر سویه

 .ویروسی اطمینان حاصل کنند

  سپاسگزاري

کرمان   باهنر  شهید  دانشگاه  از  کردن   جهت نویسندگان  فراهم 

 .کنندامکانات لازم قدردانی می 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

12
 ]

 

                               8 / 9

http://mg.genetics.ir/article-1-1878-fa.html


 مرضیه اتحاد پور  ...crRNA سازی و آناليز محاسباتیمدل  ،طراحی

 

 1404  بهار / 1شماره   / بیستمژنتیک نوین/ دوره  9

 

 
Aman R, Ali Z, Butt H, Mahas A, Aljedaani F, Khan MZ, 

Ding S, Mahfouz M (2018) RNA virus interference via 

CRISPR/Cas13a system in plants. Genome biology 19:1-9 
Baltes NJ, Hummel AW, Konecna E, Cegan R, Bruns AN, 

Bisaro DM, and Voytas DF (2015) Conferring resistance to 

geminiviruses with the CRISPR–Cas prokaryotic immune 

system. Nature Plants 1:1-4. 
Barrangou R, Doudna JA (2016) Applications of CRISPR 

technologies in research and beyond. Nature biotechnology 

34:933-941 
Bortesi L, Zhu C, Zischewski J, Perez L, Bassié L, Nadi R, 

Forni G, Lade SB, Soto E, and Jin X (2016) Patterns of 

CRISPR/Cas9 activity in plants, animals and microbes. 

Plant biotechnology journal 14:2203-2216. 
Chandrasekaran J, Brumin M, Wolf D, Leibman D, Klap C, 

Pearlsman M, Sherman A, Arazi T, and Gal‐On A (2016) 

Development of  broad virus resistance in non‐transgenic 

cucumber using CRISPR/Cas9 technology. Molecular plant 

pathology 17:1140-1153. 
Davies G, Gorman R, McGlacken R, Peres S (2022) The 

social aspects of genome editing: publics as stakeholders, 

populations and participants in animal research. Laboratory 

Animals 56:88-96 
Doench JG, Fusi N, Sullender M, Hegde M, Vaimberg EW, 

Donovan KF, Smith I, Tothova Z, Wilen C, and Orchard R 

(2016) Optimized sgRNA design to maximize activity and 

minimize off-target effects of CRISPR-Cas9. Nature 

biotechnology 34:184-191. 

FAO (Food and Agriculture Organization of the United 

Nations) (2023) World food and agriculture – statistical 

yearbook. Rome (Italy): FAO. Available from: 

https://doi.org/10.4060/cc8166en 
Gutierrez Sanchez PA, Babujee L, Jaramillo Mesa H, 

Arcibal E, Gannon M, Halterman D, Jahn M, Jiang J, and 

Rakotondrafara AM (2020) Overexpression of a modified  
eIF4E regulates potato virus Y resistance at the 

transcriptional level in potato. BMC genomics 21:1-16. 
Hameed A, Mehmood MA, Shahid M, Fatma S, Khan A, 

and Ali S (2020) Prospects for potato genome editing to 

engineer resistance against viruses and cold-induced 

sweetening. GM crops & food 11:185-205. 
Ji X, Zhang H, Zhang Y, Wang Y, and Gao C (2015) 

Establishing a CRISPR–Cas-like immune system 

conferring DNA virus resistance in plants. Nature Plants 

1:1-4. 
Kis A, Hamar É, Tholt G, Bán R, and Havelda Z (2019) 

Creating highly efficient resistance against wheat dwarf 

virus in barley by employing CRISPR/Cas9 system. Plant 

biotechnology journal 17:1004. 
Kuroiwa K, Danilo B, Perrot L, Thenault C, Veillet F, 

Delacote F, Duchateau P, Nogué F, Mazier M, and Gallois 

JL (2023) An iterative gene‐editing strategy broadens 

eIF4E1 genetic diversity in Solanum lycopersicum and 

generates resistance to multiple potyvirus isolates. Plant 

Biotechnology Journal 21:918-930. 

Le NT, Tran HT, Bui TP, Nguyen GT, Van Nguyen D, Ta 

DT, Trinh DD, Molnar A, Pham NB, and Chu HH (2022) 

Simultaneously induced mutations in eIF4E genes by 

CRISPR/Cas9 enhance PVY resistance in tobacco. 

Scientific Reports 12:14627. 
Li M, Qiu Y, Zhu D, Xu X, Tian S, Wang J, Yu Y, Ren Y, 

Gong G, and Zhang H (2024) Editing eIF4E in the 

Watermelon Genome Using CRISPR/Cas9 Technology 

Confers Resistance to ZYMV. International Journal of 

Molecular Sciences 25:11468. 
Lucioli A, Tavazza R, Baima S, Fatyol K, Burgyan J, and 

Tavazza M (2022) CRISPR-Cas9 targeting of the eIF4E1 

gene extends the potato virus y resistance spectrum of the 

Solanum tuberosum l. cv. desirée. Frontiers in 

Microbiology 13:873930. 
Ming M, Ren Q, Pan C, He Y, Zhang Y, Liu S, Zhong Z, 

Wang J, Malzahn AA, and Wu J (2020) CRISPR–Cas12b 

enables efficient plant genome engineering. Nature plants 

6:202-208. 

Nikan, J (2016) The most important aphid-borne viral 

diseases and their management in apple seed production 

fields. Extension Journal of the Iranian Research Institute of 

Plant Protection, No. 50111, 50 pages (In farsi). 

Noureen A, Khan MZ, Amin I, Zainab T, and Mansoor S 

(2022) CRISPR/Cas9-mediated targeting of susceptibility 

factor eIF4E-enhanced resistance against potato virus Y. 

Frontiers in Genetics 13:922019. 

Pourrahim R, Farzadfar Sh, Soltani H, Golnaraghi A, and 

Ahounmanesh A (2007) Evaluation of the efficacy of two 

neonicotinoid systemic insecticides absorbed through roots 

in controlling viral disease vectors in seed potato 

fields. Journal of Plant Pests and Diseases, Volume 75, 

Issue 2 (In farsi). 

Tashkandi M, Ali Z, Aljedaani F, Shami A, and Mahfouz 

MM (2018) Engineering resistance against Tomato yellow 

leaf curl virus via the CRISPR/Cas9 system in tomato. Plant 

signaling & behavior 13:e1525996. 
Tripathi JN, Ntui VO, Ron M, Muiruri SK, Britt A, and 

Tripathi L (2019) CRISPR/Cas9 editing of endogenous 

banana streak virus in the B genome of Musa spp. 

overcomes a major challenge in banana breeding. 

Communications Biology 2:46. 
Uniyal AP, Yadav SK, and Kumar V (2019) The CRISPR–

Cas9, genome editing approach: a promising tool for 

drafting defense strategy against  begomoviruses including 

cotton leaf curl viruses. Journal of Plant Biochemistry and 

Biotechnology 28:121-132. 
Yin K, Han T, Xie K, Zhao J, Song J, and Liu Y (2019) 

Engineer complete resistance to Cotton Leaf Curl Multan 

virus by the CRISPR/Cas9 system in Nicotiana 

benthamiana. Phytopathology Research 1:1-9. 
Zhang T, Zheng Q, Yi X, An H, Zhao Y, Ma S, and Zhou 

G (2018) Establishing RNA virus resistance in plants by 

harnessing CRISPR immune system. Plant biotechnology 

journal 16:1415-1423. 

  

  منابع 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

12
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

http://mg.genetics.ir/article-1-1878-fa.html
http://www.tcpdf.org

