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مناطق مختلف  هایتاکستان( در Grapevine fanleaf virus, GFLV) ویروس برگ باد بزنی مو

اغلب در سه سندرم برگ بادبزنی، موزایيک  یروسو ینشده توسط ا یجادا علایم. دارد دنيا شيوع

 هاجدایه ژنتيکی تنوع اند که علت تفاوت در ایجاد علایم بهزرد و رگ نواری تقسيم بندی شده

 هایه در جدایهبویژ  HPA2GFLVرو در این تحقيق تنوع ژنتيکی است. از ایننسبت داده شده

 آباد حسين شيرامين، روستای بناب، هایتاکستان از هانمونه. شد بررسی زردی علایم با همراه

شد. این  سازی و تعيين ترادفجدایه تکثير، همسانه 11در  HPA2 و ژن آوری جمع تبریز و قزوین

داشت که نشانگر  درصد تنوع 8/0-35و  8/0-27مينواسيدی به ترتيب آژن در سطح نوکلوتيدی و 

آزمون نوترکيبی بر  تنوع بيشتر در سطح آمينواسيدی نسبت به اسيدهای نوکلئيک است. نتایج

آن  هایبخش تمامی در ژن این انتخابی فشار. نمود وجود نقطه داغ برای نوترکيبی را تایيد

 .بود 1 از تربيش 408-564 نوکلئوتيدهای با متناظر HPA2 آمينی انتهای به طوری که نبوده یکسان

توانند تنوع اند به همراه نوترکيبی میای که منجر به تغيير امينواسيدها شدههای نقطهوجود جهش

 ها در مقایسه با نوکلئوتيدها را در این ناحيه ژنی توجيه کنند.بيشتر اسيدآمينه
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 دنیا سراسر هایتاکستان از مختلف ویروسی گونه 60 از بیش

 Grapevine fanleafمیان آنها  از اند کهشده گزارش و شناسایی

virus (GFLV) مو یکی از مضرترین و بادبزنی برگ بیماری عامل 

-Schmitt)های انگور شناخته شده است ویروس ترینقدیمی

Keichinger et al., 2017) .جنس این ویروس از Nepovirus و 

که  RNAو ژنوم آن از دو مولکول   است Secoviridae خانواده

 VPg (virus proteinآنها به ترتیب متصل به  3'و  5' ینتهاا

genome-linked) هر کدام از  است. نآدنییو پلRNAیژنوم یها 

رمز  RNA2که از  P2 نیپروتئ ی.  پلکندیرمز م نیپروتئ یپل کی

و )پروتئین حرکتی(  HPA2، MPB2 کوچکتر نیبه سه پروتئ شودیم
CPC2 (یپوشش نیپروتئ )شود شکسته می., et alLink -Andret(

ها، کوتاه شدن شاخه رشکلییتغموجب  روسیو نیا . گاهی(2004

 داردندانه و هانامتقارن شدن برگ ها،انگرهیشدن م یگزاگیو ز

 میعلا نی( و همچنیزنها )سندروم برگ بادبآن هحاشی شدن

( ی)سندروم رگبرگ نوار هاسبز روشن شدن رگبرگ و کییموزا

 .(Martelli and Savino, 1990)است 

 آن، ردیابی به محدود ویروس این مورد در اطلاعات ایران در 

 ,.Sokhandan-Bashir et al) پوششی پروتئین هایژن توالی تعیین

2007, Sokhandan-Bashir et al., 2011, Sokhandan-Bashir 

and Melcher, 2012, Nourinejhad Zarghani et al., 2013)  و

 Sokhandan-Bashir et al., 2007, Sokhandan-Bashir) حرکتی

et al., 2012, Sokhandan-Bashir and Melcher, 2012, 

Nourinejhad Zarghani et al., 2013, Nourinejhad Zarghani 

et al., 2015) و گزارش  استRNA2 جدایه و  آن در چهار

شود آنها مربوط میبه  HPA2ژن  طول کامل در مورد یاطلاعات

(Nourinejhad Zarghani et al., 2013). 

 هاروسیاز لحاظ اندازه در نپوو  HPA2 نیپروتئ ینیآم یانتها

 Tomatoدر  نیپروتئ نیا (Loudes et al., 1995)متفاوت است 

black ring virus (TBRV) وHungarian Grapevine chrome 

mosaic nepovirus (HGCMV) دالتون  لویک 50و  40 بیبه ترت

 Arabis mosaic virusو  GFLVدر  کهیوزن دارد، در حال

(ArMV) 28مشابه و در حدود  بایتقر نیپروتئ نیاندازه ا 

 یهاهیجدا نیدر ب  HPA2پروتئین  یمرکز هیاحاست. ن دالتونلویک

ArMV  وGFLV در  ینیآم هیناح کهیحفاظت شده است، درحال

 ,Mekuria et al., 2009)دارد یادیتنوع ز روسیدو و هر

Nourinejhad Zarghani et al., 2013, Nourinejhad Zarghani 

et al., 2014). 

 ژنتیکی تنوع نشان داده شده است که تفاوت در ایجاد علایم به

. (Nourinejhad Zarghani et al., 2012)بستگی دارد  هاجدایه

 Arabis)شواهد مشابهی از ویروس موزاییک آرابیس  همچنین

mosaic virus)ترین گونه به ، نزدیکGFLVشده است  ، گزارش

های مختلف ژنوم نشان داد بیشترین تنوع در که مقایسه بخش

ArMV  در ژنHPA2  است. در مقایسات دوبدوی این ناحیه از

رد بررسی نشان داده شد که این ژن جدایه مو 4ژنوم ویروس در 

های نواری جدا شده از استانهای همراه با رگدر جدایه

شرقی و قزوین تفاوتی وجود ندارد ولی در دو جدایه آذربایجان

تنوع دیده شد  ،ارومیه و شیرامین که همراه با علایم زردی بودند

(Nourinejhad Zarghani et al., 2013از این .)حقیق رو در این ت

 علایم با همراه هایبویژه در جدایه  HPA2GFLVتنوع ژنتیکی 

 پرداخته شده است. زردی

 

  هاروش و مواد

 یلدر اواسط بهار و اوا GFLVبه  یمشکوک به آلودگ هاینمونه

و نیز سایر علایم شامل  یزرد یماساس علابربیشتر تابستان 

 (Martelli and Savino, 1990)سندرم رگ نواری و برگ بادبزنی 

شهرستان  و ، ملکانبنابشیرامین، حومه تبریز،  یهااز تاکستان

 هاینمونه در GFLV ردیابی برای. یدگرد یآورمعج تاکستان

-و با استفاده از کیت DAS-ELISA از ،شده آوریجمع مشکوک

ایتالیا و بر اساس روش  Agritestآلمان یا  DSMZهای شرکت 

ابتدا   RT-PCRانجام پیشنهادی شرکت سازنده استفاده شد. برای 

RNA ( 1995و همکاران ) یروش چهارم روحانی کل گیاه به

 Trancriptase یتبا استفاده از ک cDNA اختس .یدگرداستخراج 

(Thermofischer, Germany) RevertAid Reverse  و مطابق

با استفاده از  PCRانجام شد. روش پیشنهادی شرکت سازنده 

  شرکت سینا کلون )ایران( انجام شد. Taq polymerseآنزیم 

-نشان داده شده 1مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در جدول 
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برای تایید نتایج الیزا و ردیابی  G2-3370-s/3NCاند. آغازگرهای 

GFLV   به روشRT-PCR  بکار برده شدند. برای طراحی

استفاده شد. بسته به ترکیب  Primer3افزار آغازگرها از نرم

قطعات مورد نظر با استفاده از کیت آغازگری مورد استفاده، 

-pTG19های یکی از حامل درخراج و از ژل است DNAاستخراج 

T (Vivantis, Malaysia)  یاpTZR57 (Thermofischer, 

Germany) سازی شد. پلاسمیدهای نوترکیب پس از همسانه

)کره جنوبی(  Macrogeneانتخاب برای تعیین توالی به شرکت 

 BioEditارسال شدند. برای بررسی نتایج تعیین توالی از نرم افزار 

(Hall, 1999) افزار از نرم تبارزائیرسم درخت  استفاده شد. برای

3.65 Phylogeny Inference Package (Phylip) version  استفاده

های مورد استفاده در در درخت تبارزایی  شد. رس شماره جدایه

به  NC006056با شماره  ArMV-NWجدایه  آورده شده است.

 DnaSPافزار نرمشد. گروه در آنالیزها بکار برده  عنوان عضو برون

 جمعیت ژنتیک هایشاخص محاسبه و یمحاسبه فشار انتخاب یبرا

 .شد استفاده

  و بحثنتایج 

 ردیابی ویروس

 در مو، بادبزنی برگ ویروس DAS-ELISA آزمون از استفاده با

شد.  ردیابی شده آوریجمع مشکوک ینمونه 30 از نمونه 26

 هایتاکستان از برخی لودگیآ از حاکی آزمون این از حاصل نتایج

 به لازم. بود GFLV به یزو تبرتاکستان  یرامین،ش یبناب، روستا

 به مشکوک هاینمونه از برخی روی بر الیزا نتیجه که است ذکر

توانند توسط این علایم می. بود منفی بادبزنی برگ و نواریرگ

 ,.Sokhandan-Bashir et alجاد شوند )یها نیز اسایر ویروس

2006 .) 

 RT-PCRنتایج 

متناظر با نوکلوتئیدهای  RNA2قطعه مورد انتظار، بخشی از 

و به  RT-PCRتا دنباله آدنوزینی طی  2539و  3704-3365

-GFLVو  G2-3370-s/3NCاستفاده از آغازگرهای ترتیب با 

25d(T) ligoO/s-2CP  ( که برای تشخیص 1)جدولGFLV  و

های الیزا نستند آنرا تکثیر کنند و دادهتایید نتایج الیزا انجام شد، توا

پژوهش  این در مورد استفاده آغازگرهای میان . ازرا تایید نمایند

، NC/G2A-992-as، G2-631-s/G2-1179-as’5 (،1)جدول 

as-1390-2NC/G’5 و as-A2NC/G’5 ژن  نتوانستندHPA2  را

زه کنند. جایگاه دقیق و اندا بطور کامل یا بخش از آنرا را سنتز

 آورده شده است.  1قطعه تکثیری مورد انتظار در جدول 

 

 رد استفاده در این پژوهشومشخصات آغازگرهای م -1جدول 
Tabel 1. Sequence of primers used in this study. 

Primer name 

 نام آغازگر
Sequence 5’ to 3’ 

 3′تا  5′توالی آغازگر از انتهای 
Position on RNA2 

 RNA2موقیعت در 

Reference 
 منبع

G2-1179-as TYCTRGCYTGCTCRAAHGTCA 
1179-1200 This study 

G2A-992-as CATCYGCACARCACACAGA 
992-1009 This study 

M4 GTDATCCACTTYTCATACTG 
2172-2153 Wetzel et al., 2002 

G-1390-as GGCCTTGCTCAATCATGTCT 
1238-1219 This study 

G2-3370-s GCTCTCCAAAGGTTAGAGGG 
3365-3384 Nourinejhad Zarghani et al., 2013 

G2-1570-as GCTCTCGCTAGCCCATTTCC 
1587-1568 Nourinejhad Zarghani et al., 2012 

3NC GTTCGGTGATATGGAGAGCG 
3704-3685 Wetzel et al., 2002 

5'NC CCAAGAGTTTRRGAAACTCA 
51-71 Wetzel et al., 2002 

G2A-as TYCTRGCYTGCTCRAAHGTCA 
1013-977 This study 

G2-631-s CGGGCCAYTGTGGAAAGRCT 
631-650 This study 

GFLV-CP2-s CACGTTGGTATTTGATCCAG 
2539-2558 Nourinejhad Zarghani et al., 2013 

Oligo d(T)25 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
Poly A Nourinejhad Zarghani et al., 2013 
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-NC/G2’5و  NC/G2-1179-as’5 آغازگرهای جفت چنینهم

as-1570  ژنHPA2  و  5'را به همراه بخش ترجمه نشونده انتهای

ها و همراه با تنها در برخی جدایه بخشی از ژن پروتئین حرکتی را

 و M4 آغازگر جفت نمودند. اما قطعات غیر اختصاصی تکثیر

NC'5 ابتدای پروتئین پوششی تا  5'ترجمه نشونده انتهای  توانست

 هایجدایه تمام بطور کامل بود را در HPA2را که حاوی ناحیه 

 برای آغازگرها این از که آنجا از. نماید تکثیر بررسی مورد

 رسدمی بنظر بود، شده استفاده نیز دیگر مناطق هایجدایه

حاوی   GFLV ژنوم از بخشی تکثیر برای مناسبی آغازگرهای
HPA2 نهایت قطعات بدست آمده از واکنش در   .هستندPCR-RT 

، Shir Amin-01 ،Shir Amin-152 ،Shir Amin-10های در جدایه

Shir Amin-06 ،Shir Amin-12 ،Tabriz-1 ،Malekan ،Bonab-2 

 همسانه سازی و تعیین توالی شدند. Takestan-2و 
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ان دهنده موقعیت مینو اسیدها )پایین(. محور طولی نشآر سطح نوکلئوتیدی )بالا( و د HPA2 GFLV ژنتیکی تنوع نمودار پراکنش و میزان  -1شکل 

 .استمینو اسیدها پس از زیر همچینی، و نمودار عرضی نشان دهنده تعداد تغییرات در آن جایگاه نوکلئوتیدها یا آ

Figure 1. Distribution of nucleotide (upper) or amino acid (lower) differences in the GFLV 2AHP isolates after 

alignment. The longitudinal axis denotes position of the nucleotide (upper graph) or amino acids (lower graph) 

and latitude axis denotes the percentage of the differences at a position.  

 

 هانالیز دادهنتایج تعیین توالی و آ

 تعیین توالی شده در این مطالعه هایجدایه در HPA2 اندازه ژن

 یهای قبلی اندازهنوکلئوتید بود. با توجه به گزارش 798تا  774

et al Vigne. ,) نوکلئوتید d17A ،765 یجدایه در HPA2 ژن

 نوکلئوتید WACF2142 768 و CACSB2 هایجدایه در ،(2004

(Oliver et al., 2010) های از قبل تعیین توالی جدایه سایر در و

 ,Serghini et al., 1990) 774 یا 771 شده از سایر مناطق دنیا

Wetzel et al., 2002, Vigne et al., 2005, Pompe-Novak et 

al., 2007, Vigne et al., 2008, Mekuria et al., 2009, Oliver 
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)2010, .et al .ژن یوتید بود. اندازهئنوکل HPA2 هایجدایه در 

Bonab-2 و Malekan  تعیین توالی شده در این پژوهش( مشابه(

نواری علایم رگاز قبل تعیین توالی شده از ایران با  جدایه های

 Takestan ( Nourinejhad Zarghani و Bonabهای یعنی جدایه

et al., 2013) 798 ژن ترینتا کنون طولانی که بود نوکلئوتید 
HPA2 هایجدایه بین تعیین توالی شده در GFLV می شمار به-

-با بررسی زیرهمچینی توالی نوکلئوتیدی این ژن در جدایه .آیند

 نوترکیبی و اضافه و حذف های مختلف مشخص شد رخدادهای

 576 از ژن این یاندازه در تفاوت باعث HPA2 ژن یناحیه در

های جدایه در نوکلئوتید 798 تا A17d یجدایه در نوکلئوتید

 تغییرات این. است شده شیرامین و بناب آوری شده از مناطقجمع

 زیرگروه برای شده تعیین یمحدوده در RNA2 طول یاندازه در

A است هانپوویروس (Fauquet et al., 2005) .در مشابهی نتایج 

et al Wetzel. ,)است  شده گزارش نیز ،HPA2 ArMV ژن مورد

 به تنوع هم و اندازه لحاظ از هم ArMV در HPA2 ژن. (2002

 هایجدایه در ژن این که طوری به شوند؛می تقسیم گروه چهار

ArMV است شده تشکیل نوکلئوتید 840 یا و 777 ،774 ،699 از .

 به مربوط نیز ArMV در ژن این یاندازه در تفاوت علت

 اکنونت. است شده گزارش ژن این در اضافه و حذف رخدادهای

 Wetzel) است نشده ارایه تفاوت این برای بیولوژیکی نقش هیچ

et al., 2002) .آنزیم خطای از ناشی تواندمی تنوع این RNA 

بویژه  و همانندسازی حینRNA (RdRP ) به وابسته پلیمراز

 ,.Duffy et al., 2008; Nourinejhad Zarghani et al) نوترکیبی

های رخ داده در با ترسیم نمودار پراکنش جهش. باشد (2014

ها ( مشخص شد بیشترین پراکنش این جهش1)شکل  HPA2ناحیه 

در ناحیه انتهای آمینی و پس از آن انتهای کربوکسیلی است و 

های این ناحیه دچار بخش مرکزی این ژن نسبت به سایر قسمت

 HPA2ی هادر مقایسات دوبدوی توالی جهش کمتری شده است.

در سطح نوکلئوتیدی، تشابه بین جدایه  GFLVهای مابین جدایه

درصد بود.  65-2/99درصد و در سطح آمینواسیدها  73-2/99ها 

در سطح اسیدهای  GFLVنوم ژبعبارت دیگر تنوع این ناحیه از 

 آمینه بیشتر از تنوع آن در سطح نوکلئوتیدی بود.

 توالی اساس بر دهش ترسیم درخت در :یلوژنتیکیف هاییبررس

 شامل GFLV هایجدایه  (،2)شکل  HPA2 ژن نوکلئوتیدی

 توالی که هاییجدایه و مطالعه این در شده توالی تعیین هایجدایه

 اساس بر( جدایه 89 کل در) است موجود اطلاعات بانک در هاآن

 هاجدایه از تعدادی گرفتند و قرار گروه 13فیلوژنتیکی در  درخت

 GHu  ، شیلی از Ch-FC70 وCh-FL4406 ، آلمان از NW شامل

، WAME1492 ،WACF2142، CACSC2از مجارستان، 

CAZINA5، GFLV-USA11، CACSB2 و CAZINA1 از 

 هیچ در ایتالیا از GFLV-It24 و روسیه از GFLV-Urs11، آمریکا

 انطباق عدم نشانگر هابندیگروه. (2)شکل  نگرفتند قرار گروهی

 بنابراین هستند، فیلوژنتیکی بندیگروه و جغرافیایی منشاء

 را هاجدایه جغرافیایی منشاء آمده بدست هایدرخت با تواننمی

 با همراه( فرانسه کشور از GFLV-F13) مرجع جدایه .نمود تعیین

 هایجدایه. گرفتند قرار گروه یک در آمریکا از جدایه سه

 گروه سه در آنالیزها در استفاده مورد و شده گزارش آمریکایی

 در ماند، باقی بندیگروه بدون جدایه 13 تعداد و گرفتند قرار

 گروه 6 در را هاجدایه این  (Oliver et al., 2010)حالیکه

ی قرار گروهدر هیچ  هاجدایه از تعدادی و بودند کرده بندیتقسیم

 ،NW، GHu، WACF2142، CACSC2 هایجدایه. نگرفته بودند

CACSB2 وCAZINA1 قرار گروهی هیچ در مطالعه این در 

 (Olivier et al., 2010)اند که با نتایج الیور و همکاران نگرفته

 قرار بزرگ گروه دو در نیز اسلواکی هایمطابقت داشت. جدایه

 ,.Melcher et al) دیگر تحقیق در شده ارایه هایداده با که گرفتند

2008, Elbeaino et al., 2014)  شیلی هایجدایه. داشت مطابقت 

 Ch-FL70 و Ch-FL4406 هایجدایه و گرفتند قرار گروه دو در

 هایجدایه از یکی با ترکیه جدایه. نگرفت قرار گروهی در

 یک در ایرانی هایجدایه با It21 یجدایه دیگر و (It20) ایتالیایی

 شدند: تقسیم گروه دو به ایرانی هایجدایه. گرفتند قرار گروه

، Bonab ،Takestan شامل نواریرگ عامل هاینخست جدایه

Tabriz-1 و Malekan از جدایه سه نیز و ایتالیایی جدایه همراه به 

 جدا زرد موزاییک و نواری رگ علایم دو با گیاهی از که شیرامین

 چهار نیز و Shir Amin، Urmia هایجدایه دومبودند؛  شده

 قرار دیگر گروه یک در زردی علایم با شیرامین از دیگر جدایه

 زردی علایم با همه( جدایه هشت) شیرامین هایجدایه .گرفتند

 این زیاد تنوع دهنده نشان امر این و گرفتند قرار گروه دو در

 .است منطقه این در هاجدایه
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نمایش داده  %70هایی با بوت استرپ بیشتر از به روش نزدیکترین همسایه. شاخه GFLV هایجدایه HPA2 نوکلئوتیدی ژن الیتو براساس فیلوژنتیکی درخت -2 شکل

های ایرانی تعیین توالی با رنگ بنفش و جدایه Grapevine deformation virus (GDefV)به عنوان عضو برون گروه با رنگ آبی،  ArMV-NW اند. جدایهشده

 اند.  ین پژوهش به رنگ زرد نشان داده شدهشده در ا

Figure 2. Neighbor-joining tree based on the nucleotide sequence of GFLV 2AHP gene. Branches with supports less than 70% 

were collapsed. ArMV-NW as outgroup isolate was shown in blue, Grapevine deformation virus (GDefV) in purple and 

Iranian isolates of GFLV sequenced in this study in yellow. 

 

 لحاظ به که است انگور تولید روستاهای ترینقدیمی از روستا این

 است شده محاط هاکوه و هاتپه یعنی طبیعی موانع توسط موقعیت

 یستاس تازه هایباغ هایقلمه حتی. دارد را باغات ترینقدیمی و

 گیاهان از هاقلمه اگر بنابراین شود،می گرفته قدیمی هایباغ از

 براساس) است چنین نظر به که باشند، شده اخذ آلوده

درختان انگور یا  قدمت( کشاورزان با شده انجام هایمصاحبه

-Shir جدایه RNA2. برسد سال 250 از بیش به ها شایدپایه

Amin  شماره(JQ071374به ) و شده توالی عیینت کامل طور 

 بین در RNA2 ترینکوتاه دارای هاجدایه این که است شده معلوم

 سایر نشونده ترجمه انتهای که جاآن از. هستند GFLV هایجدایه

 به تحقیق این در شده توالی تعیین هایجدایه یRNA هایبخش

 مورد هایجدایه که گفت تواننمی اند،نشده بررسی کامل طور
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یکی از  .هستند RNA2 ترینکوتاه دارای نیز تحقیق این در مطالعه

 علایم با ایرانی و ایتالیایی هایجدایه محققان پیشنهاد کرده که بین

 هایموتیف و برقرار است فیلوژنتیکی رابطه یک مشخص

 Elbeaino et)است  کرده معرفی هاجدایه این برای را مشترکی

al., 2014)کننده ایجاد هایجدایه شده ترسیم درخت . در 

 که آنجا از اما. شدند تفکیک هم از زرد موزاییک و نواریرگ

که  Shir Amin-12و  Shir Amin-01 ،Shir Amin-06 هایجدایه

 نیز اندشده جدا سندروم هردو به مشکوک علایم با گیاهانی از

 نظریه تواننمی اند،شده بندیگروه نواریرگ هایجدایه به نزدیک

 گیاهانی در شده ایجاد علایم که چرا کرد، قبول یا رد را شده ارایه

ناشی از آلودگی  تواندمی ،اندشده آوریجمع هاجدایه این که

 بر مبنی درخت در شده مشاهده بندیگروه الگوی .مخلوط باشد

 اساس بر بندیگروه مشابه (3شکل ) HPA2 ژن آمینواسیدی توالی

 .بود نوکلئوتیدی لیتوا

 
 یهیاند. جدادهشنمایش داده  %70هایی با بوت استرپ بیشتر از شاخه  به روش نزدیکترین همسایه. HPA2ژن آمینه درخت فیلوژنتیکی براساس توالی اسیدهای  -3شکل 

ArMV-NW یبه عنوان عضو برون گروه با رنگ آب، Grapevine deformation virus (GDefV)  نیشده در ا یتوال نییعت یرانیا یهاهیبنفش و جدابا رنگ 

 .  اندپژوهش به رنگ زرد نشان داده شده

Figure 3. Neighbor-joining tree based on the amino acid sequence of GFLV 2AHP gene. Branches with supports less than 70% 

were collapsed. ArMV-NW as outgroup isolate was shown in blue, Grapevine deformation virus (GDefV) in purple and 

Iranian isolates of GFLV sequenced in this study in yellow.  
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 .HPA2 ناحیه براساس جمعیتی هایشاخص تخمین -2 جدول

.HPEstimating genetic parameters based on the 2ATable 2.  

WΘ Pi Pi(a)/Pi(s) Pi(s) Pi(a) S N 

(05469/0) ± 13095/0 (02191/0)± 19851/0 610/0 26524/0 16188/0 268 9 

N :نمونه، تعداد S :افتراقی، هایسایت تعداد Pi(a)اند، مینواسیدها شدههایی که منجر به تغییر در توالی آ: نسبت جهشPi(s) :هایی که منجر به تغییر در سبت جهشن

 .نوکلئوتیدی تنوع: Pi و WΘ، اندمینواسیدها نشدهآتوالی 

N: number of samples, S: Segregating sites, Pi(a): the average number of asynonymous substitutions, Pi(s): the average 

.and Pi: nucleotide diversityW Θnumber of asynonymous substitutions,  

 

، GHu،CACSC1  ،CACSC2 هایجدایه 

CACSB2،CACSB3،CAZINA1 ،WAME1492،WACF2142 

،CAZINA5  وCAZINA2 آمریکا، زا همگی Urs11 و En-03 

 NW و (هر دو از شیلی) Ch-FL4217 و Ch-FL70(، یران)ا

 هایجدایه بندیگروه الگوی. گرفتند قرار گروه بدون( آلمان)

 بر بنیم درخت مشابه بیش و کم نیز ایتالیایی اسلواکی، آمریکایی،

 14 در GFLV هایجدایه کل در. بود نوکلئوتیدی توالی ساسا

 تدرخ این در ایرانی هایجدایه که شدند بندی تقسیم گروه

 ینوکلئوتید توالی اساس بر شده ارایه بندیگروه همانند

 . شدند بندیگروه

 ،CPC2 هایژن اساس بر شده گزارش هایبندیگروه به توجه با
MPB2 و HPA2، 2 کامل طولORF 2 وRNA (Nourinejhad 

)2013, .et al Zarghani ژن از حاصل بندیگروه و HPA2 این در 

 و آمینه اسیدهای سطح در HPA2 ژن توالی در دقت با نیز و تحقیق

 گرفت نتیجه توانمی شده، انجام دوی به دو مقایسات و نوکلئوتید

 مطالعه مورد هایجدایه میان در تنوع بیشترین دارای HPA2 ژن که

GFLV و  ArMV ی متعدد رخ هابدلیل نوترکیبی و است بوده

( Nourinejhad Zarghani et al., 2013, 2014داده در این ناحیه )

 به توجه با اما نیست، مناسبی ناحیه فیلوژنتیکی آنالیزهای برای

 در زیرگونه سطح در بندیگروه برای آن از توانمی آن بالای تنوع

 انطباق به توجه با دیگر سوی از. کرد استفاده نیاز صورت

 یگونه به  قاطعیت با تواننمی  HPA2 منطقه با وترکیبین آنالیزهای

-ArMV جدایه شده است که داده نشان که چرا برد، پی ویروس

Butterbure   و نیزGDefV هایجدایه بین در GFLV بندیگروه 

 استفاده بنابراین (Nourinejhad Zarghani et al., 2014) دنشومی

 .شودتوصیه نمی ویروس گونه شناسایی برای ژن این از

 HPA2براساس ژن  یتیجمع یهاشاخص یینتع نتایج

 در HPA2 هایژن اساس بر شده زده تخمین ژنتیکی هایشاخص

 WΘ (03794/0± هاتحلیل اساس بر. اندشده آورده 2جدول 

 که بود HPA2 ژن برایPi (00989/0 ± 14139/0 ) و( 12989/0

 مختلف نواحی برای شده ارایه هایگزارش با اعداد این مقایسه در

(Wetzel et al., 2002, Pompe-Novak et al., 2007, Mekuria 

et al., 2009, Oliver et al., 2010, Sokhandan-Bashir and 

Melcher, 2012, Nourinejhad Zarghani et al., 2013, 

Nourinejhad Zarghani et al., 2014)  در تنوع بیشترین دارای 

.  است  CPC2 و MPB2 هایژن برای شده زده تخمین WΘ با مقایسه

 از کمتر HPA2 ژن برای Pi(a)/Pi(s) یشده محاسبه هاینسبت

 purifying) منفی انتخابی فشار وجود از نشان که بود یک

selection )ژن این هایبخش تمامی در هانسبت این اما.  است 

 با متناظر HPA2 آمینی انتهای این مقدار برای بطوریکه نبود یکسان

 . بود 1 از بیشتر 408-564 نوکلئوتیدهای

 نشان PHA2 ژن های آمینه اسید بر تکاملی فشارهای بررسی نتایج

 اول نیمه و دارد وجود 78 کدون در منفی انتخاب بیشترین که داد

 تحت تربیش دوم نیمه و منفی انتخاب تحت بیشتر مذکور ژن

 تنوع یبررس نتایج نیز و نتایج این به توجه با. است مثبت انتخاب

انتهای مرکزی و  گفت توانمی ژنی، منطقه دو در ژنتیکی

 انتخاب تحت و دارد کمتری تنوع که  HPA2کربوکسیل پروتئین 

های دیگر این نقش مهمتری در مقایسه با بخش است، منفی

جهش  نرفت بین از به منجر واندت می در آن تغییر پروتئین دارد و

 . شود مربوطه یافته

 HPA2 ناحیه برای هاییآغازگر پژوهش، این طی :بندی جمع

طراحی و کارایی آنها مورد بررسی قرار گرفت و سعی شد بخشی 

-از ژنوم ویروس که بیشترین تنوع را دارد تکثیر شود. در گزارش
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 ردیابی الیزا با شرقیآذربایجان هایجدایه های قبلی نیز برخی

 RT-PCR با ولی (Sokhandan-Bashir et al., 2011) نشدند

 هایجدایه به خوبی  NC/M4'5 آغازگر جفت. شدند ردیابی

در  GFLV از هاییجدایه یردیاب برای و را ردیابی کردند ایرانی

تواند می ندارد، وجود آن مورد در اطلاعاتی هیچ هنوز مناطقی که

 همزمان ردیابی برای دیگر سوی از مورد استفاده قرار گیرد اما

 multiplex و real-time PCR نظیر هاییآزمون طی ویروس چند

PCR های دیگر بهتر است از آغازگرهای طراحی شده برای بخش

ها را دارند و اندازه که توانایی ردیابی همه جدایه GFLVژنوم 

 قطعه مورد انتظار کوچکتری را تکثیر می کنند، استفاده شوند

(Mackay, 2007) . آغازگرهایGFLV-3370/3NC  و GFLV-

25d(T) ligoOs/-2CP  (ویروس این ایرانی هایجدایه برای که 

 در ،(Nourinejhad Zarghani et al., 2013)اند شده معرفی

نمودند )اطلاعات نشان  عمل نیز موفق هاجدایه ابتدایی ردیابی

 . اند(داده نشده

های جدایه بین در RNA2 مختلف هایبخش یهمقایس طی

GFLV  وArMV، ژن شد مشخص HPA2 دارد را تنوع بیشترین 

(Wetzel et al., 2002, Imura et al., 2008, Mekuria et al., 

2009, Nourinejhad Zarghani et al., 2013; 2014) .سوی از 

 ژنتیکی تنوع ایرانی، هایدر جدایه ویژه به موارد بیشتر در دیگر

و نوکلئوتیدی نشان داد که در  آمینه اسیدهای سطح در HPA2 ژن

در سطح اسیدهای آمینه بیشتر از  HPA2ها تنوع ژن این جدایه

 با هاییویروس در تغییر منابع ترینمهم از هاست. یکیکلئوتیدنو

 است تصحیح توان فاقد که است ویروس پلیمراز ،RNA ژنوم

(Holland et al., 1992) .از بیش آمینه اسیدهای بیشتر که آنجا از 

 توالی در تغییر جهش محل به بسته است ممکن ،دارند کدون یک

بطور . نشود ایآمینه اسید توالی در تغییر به منجر نوکلئوتیدی

 دهد رخ اسیدآمینه کدون نوکلئوتید سومین در جهشی اگر معمول

 اولین در تغییر اگر ولی ،نشود آمینه اسید تغییر به منجر تواندمی

 شود آمینه اسید در تغییر به منجر ،گیرد صورت کدون نوکلئوتید

(Nei and Kumar, 2000). سطح در تنوع اغلب دلیل همین به 

 نوکلئوتیدی سطح در ژن همان تنوع میزان از کمتر آمینه اسیدهای

 حدود در RNA ژنوم با هاییویروس در تنوع نرخ همچنین .است
et al Arenal-García. ,) نوکلئوتید یک ازای به جهش 5-10-4-10

 از .است محدوده این از بیشتر HPA2 ژن در تنوع میزان که (2001

 با مقایسه در نوترکیبی رویدادهای از ناشی تنوع میزان طرفی

 نوترکیبی و بوده بیشتر ویروس RdRp توسط ایجادی هایجهش

-می شمار به هاویروس در ژنتیکی تنوع ایجاد در عامل مهمترین

 قبلی هایگزارش برخلاف. (García-Arenal et al., 2001) آید

 به ArMV ویروس RNA2 از هاییبخش انتقال از نشان تنها که

GFLV بود (Oliver et al., 2010)، نشان پژوهش این هایداده 

 Butterbur-ArMV جدایه یک در حداقل HPA2 ژن که داد

نشان داده شده است که . است GFLV آن منشاء و بوده نوترکیب

 ،ArMV-NW یجدایه برای شده تهیه نوترکیب هایهمسانه در

 HPA2 GFLV کامل ژن یا ینیآم انتهای جایگزینی صورت در

 تنوع چند هر  شود،نمی ایجاد نوترکیب ویروس تکثیر در اختلالی

 ویروس 2RNA همانندسازی میزان در تواندمی HPA2 ژن در

 در. (Nourinejhad Zarghani et al., 2014)باشد  داشته نقش

 مختلف علایم ایجاد با مرتبط HPA2 ژن در تنوع مختلف مطالعات

 آزمایشگاهی گیاهان) مختلف هایمیزبان یا( مو) میزبان یک در

 Pompe-Novak et) است شده فرض( موضعی لکه و تکثیری مثل

al., 2007, Imura et al., 2008, Mekuria et al., 2009, 

Nourinejhad Zarghani et al., 2013, Elbeaino et al., 2014, 

Martin et al., 2018) ،سندروم یک با که هاییجدایه در که چرا 

 ,VxxQAQSR) اندشده شناسایی نیز هاییموتیف بودند مرتبط

CxSGxSAxxAExxARxxKxxSLERV, PxxQxxTECxITPGGIxxExxTxxTTxTSRvv, 

QxxxxPxVxxxxxxxMxRxxxxP) .علایم ایجاد در هاموتیف این نقش اما 

 .(Elbeaino et al., 2014است ) نرسیده اثبات به هنوز

به  HPA2نشان داد که  GFLV در دسترس یهایتوال ساتیمقا

 ستیمحافظت شده ن CPC2 ای MPB2 به همان اندازه یکیلحاظ ژنت

 ( استدرصد 35تنوع )حداکثر  یدارا یو توال و به لحاظ اندازه 

Pompe-Novak et al., 2007, Vigne et al., 2008)) .یدر برخ 

 نیا یهاهیجدا میتنوع علا مرتبط با HPA2در ژن  وعتن نیمقالات ا

. در (Naraghi-Arani et al., 2001) شده است گزارش روسیو

آمینواسید انتهای  50های اخیر نشان داده شده که پژوهش

در بروز علائم نکروتیک نقش دارد و  HPA2کربوکسیلی پروتئین 

یک تعیین کننده بیماریزایی و محرک حساسیت فوق العاده  شاید

علائم در تنوع ممکن است عامل و  (Martin et al., 2018)است 

رخداد متداول در  کیکه  یبینوترک گرید یاز سو. شدبا
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 نیشده است. ا دهیهم د GFLVاست در  یاهیگ یهاروسیو

و  است یبینوترک یرخدادها یابخش از ژنوم به نظر نقطه داغ بر

گزارش شده  GFLV CP یبرا یبینوترک زانیم نیکمتر تاکنون

 ,Pompe-Novak et al., 2007, Imura et al., 2008) است

Mekuria et al., 2009, Nourinejhad Zarghani et al., 2013, 

2014, Elbeaino et al., 2014, Martin et al., 2018) با توجه به .

 GenBank یدر بانک اطلاعات GFLVاز  یتوال یادیتعداد ز نکهیا

از چه گروه  نکهیو ا HPA2وجود دارد، اما اطلاعات در مورد ژن 

 نیارتباط ب جادیا نی. بنابراستین موجودشده است،  دهید میعلا

ی در بوده و نیاز به مطالعات بیشتر دشوار اریها بسو داده میعلا

 است. این زمینه

 
 

 

Andret-Link, P., Laporte, C., Valat, L., 

Ritzenthaler, C., Demangeat, G., Vigne, E., 

Laval, V., Pfeiffer, P., Stussi-Garaud, C. and 

Fuchs, M. 2004. Grapevine fanleaf virus: Still a 

major threat to the grapevine industry. Journal of 

Plant Pathology: 183-195. 

Digiaro, M., Elbeaino, T. and Martelli, G. 2017. 

Grapevine fanleaf virus and other old world 

nepoviruses. Grapevine viruses: Molecular 

Biology, Diagnostics and Management. pp. 47-

82. Springer. 

Duffy, S., Shackelton, L. A. and Holmes, E. C. 

2008. Rates of evolutionary change in viruses: 

Patterns and determinants. Nature Reviews 

Genetics, 9: 267-276. 

Elbeaino, T., Kiyi, H., Boutarfa, R., Minafra, A., 

Martelli, G. P. and Digiaro, M. 2014. 

Phylogenetic and recombination analysis of the 

homing protein domain of Grapevine fanleaf 

virus (GFLV) isolates associated with ‘yellow 

mosaic’and ‘infectious malformation’syndromes 

in Grapevine. Archives of Virology, 159: 2757-

2764. 

Fauquet, C. M., Mayo, M. A., Maniloff, J., 

Desselberger, U. and Ball, L. A. 2005. Virus 

Taxonomy: VIIIth Report of the International 

Committee on Taxonomy of Viruses, Academic 

Press. 

Gaire, F., Schmitt, C., Stussi-Garaud, C., Pinck, L. 

and Ritzenthaler, C. 1999. Protein 2A of 

Grapevine fanleaf nepovirus is implicated in 

RNA2 replication and colocalizes to the 

replication site. Virology, 264: 25-36. 

García-Arenal, F., Fraile, A. and Malpica, J. M. 

2001. Variability and genetic structure of plant 

virus populations. Annual Review of 

Phytopathology, 39: 157-186. 

Hall, T. A. 1999. BioEdit: A user-friendly biological 

sequence alignment editor and analysis program 

for windows 95/98/nt. Nucleic acids symposium 

series. pp. 95-98. [London]: Information Retrieval 

Ltd., c1979-c2000. 

Holland, J. J. D., De La Torre, J. and Steinhauer, 

D. 1992. RNA Virus Populations as Quasispecies. 

Genetic diversity of RNA viruses. pp. 1-20. 

Springer. 

Imura, Y., Oka, H., Kimata, K., Nasu, M., 

Nakahama, K. and Maeda, T. 2008. 

Comparisons of complete RNA-2 sequences, 

pathological and serological features among three 

Japanese isolates of Arabis mosaic virus. Virus 

Genes, 37: 333-341. 

Izadpanah, K., Zaki-Aghl, M., Zhang, Y., Daubert, 

S. and Rowhani, A. 2003. Bermuda grass as a 

potential reservoir host for Grapevine fanleaf 

virus. Plant Disease, 87: 1179-1182. 

Loudes, A. M., Ritzenthaler, C., Pinck, M., 

Serghini, M. A. and Pinck, L. 1995. The 119 

kda and 124 kda polyproteins of Arabis mosaic 

nepovirus (isolate s) are encoded by two distinct 

RNA2 species. Journal of General Virology, 76: 

899-906. 

Mackay, I. M. 2007. Real-time pcr in microbiology: 

From diagnosis to characterization, Horizon 

Scientific Press. 

Martelli, G. and Savino, V. 1990. Fanleaf 

degeneration. Compendium of Grape Diseases: 

48-49. 

Martin, I. R., Vigne, E., Berthold, F., Komar, V., 

Lemaire, O., Fuchs, M. and Schmitt-

Keichinger, C. 2018. The 50 distal amino acids 

of the 2AHP homing protein of Grapevine fanleaf 

virus elicit a hypersensitive reaction on nicotiana 

occidentalis. Molecular Plant Pathology, 19: 731-

743. 

Mekuria, T. A., Gutha, L. R., Martin, R. R. and 

Naidu, R .A. 2009. Genome diversity and intra-

and interspecies recombination events in 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
97

.7
.1

.3
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
17

 ]
 

                            10 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1397.7.1.3.2
https://gebsj.ir/article-1-243-fa.html


 و همکاران انتشاری  ....مو بادبزنی برگ ویروس HPA2 ژن تنوع

 

 1397بهار و تابستان  /1شماره  /هفتمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  89

 

Grapevine fanleaf virus. Phytopathology, 99: 

1394-1402. 

Melcher, U., Muthukumar, V., Wiley, G. B., Min, 

B. E., Palmer, M. W., Verchot-Lubicz, J., Ali, 

A., Nelson, R. S., Roe, B .A. and Thapa, V. 

2008. Evidence for novel viruses by analysis of 

nucleic acids in virus-like particle fractions from 

Ambrosia psilostachya. Journal of Virological 

methods, 152: 49-55. 

Naraghi-Arani, P., Daubert, S. and Rowhani, A. 

2001. Quasispecies nature of the genome of 

Grapevine fanleaf virus. Journal of General 

Virology, 82: 1791-5. 

Nei, M. and Kumar, S. 2000. Molecular Evolution 

and Phylogenetics, Oxford university press. 

Nourinejhad Zarghani, S., Dupuis-Maguiraga, L., 

Bassler, A. and Wetzel, T. 2014. Mapping of the 

exchangeable and dispensable domains of the 

RNA2-encoded 2AHP protein of Arabis mosaic 

nepovirus. Virology, 458: 106-113. 

Nourinejhad Zarghani, S., Karimi, M., Zarghani, 

A. N. and Hosseinzadeh, M. R. 2015. Genetic 

diversity of and selection pressure on Grapevine 

fanleaf virus movement protein in Iranian 

isolates. Plant Protection, 38. 

Nourinejhad Zarghani, S., Shams‐ Bakhsh, M., 

Sokhandan-Bashir, N. and Wetzel, T. 2013. 

Molecular characterization of whole genomic 

RNA2 from Iranian isolates of Grapevine fanleaf 

virus. Journal of Phytopathology, 161: 419-425. 

Oliver, J., Vigne, E. and Fuchs, M. 2010. Genetic 

structure and molecular variability of Grapevine 

fanleaf virus populations. Virus Research, 152: 

30-40. 

Pompe-Novak, M., Gutiérrez-Aguirre, I., Vojvoda, 

J., Blas, M., Tomažič, I., Vigne, E., Fuchs, M., 

Ravnikar, M. and Petrovič, N. 2007. Genetic 

variability within RNA2 of Grapevine fanleaf 

virus. European Journal of Plant Pathology, 117: 

307-312. 

Schmitt-Keichinger, C., Hemmer, C., Berthold, F. 

and Ritzenthaler, C. 2017. Molecular, cellular, 

and structural biology of Grapevine fanleaf virus. 

Grapevine viruses: Molecular Biology, 

Diagnostics and Management. pp. 83-107. 

Springer. 

Serghini, M., Fuchs, M., Pinck, M., Reinbolt, J., 

Walter, B. and Pinck, L. 1990. RNA2 of 

Grapevine fanleaf virus: Sequence analysis and 

coat protein cistron location. Journal of General 

Virology, 71: 1433-1441. 

Sokhandan-Bashir, N., Hooshmand, A. and 

Delpasand-Khabazi, A. 2012. Molecular 

characterization of phylogenetically distinct 

isolates of Grapevine fanleaf virus from Iran 

based on 2AHP gene. Indian Journal of Virology, 

23: 50-56. 

Sokhandan-Bashir, N., Koolivand, D. and 

Behjatnia, S. a. A. 2015. Preparation of 

polyclonal antibodies to Grapevine fanleaf virus 

coat protein expressed in Escherichia coli. 

Biotechnology, 14: 173-180. 

Sokhandan-Bashir, N. and Melcher, U. 2012. 

Population genetic analysis of Grapevine fanleaf 

virus. Archives of Virology, 157: 1919-1929. 

Sokhandan-Bashir, N., Pashaei, A. and Doulati-

Baneh, H. 2011. Characterization of the full 

length coat protein gene of Iranian Grapevine 

fanleaf virus isolates, genetic variation and 

phylogenetic analysis. Iranian Journal of 

Biotechnology, 9: 213-221. 

Sokhandan-Bashir, N., Zarghani, S. N. and Hejazi, 

M. S. 2007. Diversity of Grapevine fanleaf virus 

isolates from Iran. Virus Research, 128: 144-148. 

Vigne, E., Bergdoll, M., Guyader, S. and Fuchs, M. 

2004. Population structure and genetic variability 

within isolates of Grapevine fanleaf virus from a 

naturally infected vineyard in France: Evidence 

for mixed infection and recombination. Journal of 

General Virology, 85: 2435-2445. 

Vigne, E., Demangeat, G., Komar, V. and Fuchs, 

M. 2005. Characterization of a naturally 

occurring recombinant isolate of Grapevine 

fanleaf virus. Archives of Virology, 150: 2241-

2255. 

Vigne, E., Marmonier, A. and Fuchs, M. 2008. 

Multiple interspecies recombination events within 

RNA2 of Grapevine fanleaf virus and Arabis 

mosaic virus. Archives of Virology, 153: 1771-

1776. 

Wetzel, T., Fuchs, M., Bobko, M. and Krczal, G. 

2002. Size and sequence variability of the Arabis 

mosaic virus protein 2A. Archives of Virology, 

147: 1643-1653. 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
97

.7
.1

.3
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
17

 ]
 

                            11 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1397.7.1.3.2
https://gebsj.ir/article-1-243-fa.html


 و همکاران انتشاری  ....مو بادبزنی برگ ویروس HPA2 ژن تنوع

 

 90 1397بهار و تابستان  /1شماره  /هفتمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

 

Genetic Engineering and Biosafety Journal 
Volume 7, Number 1 

 

Grapevine fanleaf virus 2AHP gene shows more diversity at amino acid level rather 

than nucleotide level 
 

 

Marziyeh Enteshari1, Shaheen Nourinejhad Zarghani2* and Sayed Mohsen Nassaj Hosseini3 
 

1  M.Sc, Department of Entomology and Plant Pathology, College of Abouraihan, University of Tehran, Iran 
2 Assistant Professor of Department of Entomology and Plant Pathology, College of Abouraihan, University of Tehran, Iran 
3Assistant Professor of ACECR, Gillan Branch, Rasht. 

 

*Corresponding author: sh_nourinejhad@ut.ac.ir 

 
 

 

 

Abstract 

Grapevine fanleaf virus (GFLV) has been reported from vineyards worldwide. The virus causes different symptoms 

categorized as three distinct syndromes including fan leaf degeneration, yellow mosaic, and vein banding.  These variations in 

the symptoms can be addressed by analysis of genetic diversity of the virus. The aim of the present study was to estimate 

genetic diversity of the corresponding 2AHP gene in GFLV isolates especially the ones that are associated with the yellow 

mosaic syndrome. Accordingly, the Grapevine samples were collected from vineyards in Bonab, Shir-Amin, Hossein-Abad, 

and Tabriz in East Azarbaijan Province of Iran. After amplification of GFLV 2AHP gene from the infected samples via RT-

PCR, the products were cloned and sequenced.  The sequenced GFLV 2AHP gene from 11 different isolates showed 0.8-27% 

and 0.8-35 % diversity at nucleotide and amino acid levels, respectively, denoting a higher diversity of 2AHP amino acid 

sequence than its nucleotide sequence. Likewise, presence of a hot spot for recombination events on 2AHP region was explored 

by the use of recombination analysis. Moreover, it was found that the selection pressure on 2AHP region is not uniformly 

distributed so that the ratio (dn/ds) for the N-terminus proximity, between the nucleotides 408-564, was more than one. 

Therefore, synonymous point mutations as well as recombination events might be reason for this evidence.  

Keywords: Grapevine, GFLV, sequencing, phylogeny, nepoviruses, 2AHP 
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