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WPROWADZENIE

Pojedyncza roslina uprawna badz dziko rosngca moze by¢ gospodarzem wiecej niz jednego
wirusa lub szczepu wirusowego i moze w zwiazku z tym ulec infekcji mieszanej. Mieszana
infekcja powstaje w wyniku jednoczesnego lub zrbéznicowanego
W czasie zakazenia rosliny-gospodarza €O najmniej dwoma wirusami, badz
co najmniej dwoma szczepami lub izolatami tego samego wirusa. Zakazenie jednoczesne jest
zazwyczaj okreslane w literaturze mianem koinfekcji, natomiast proba wtargnigcia do rosliny
juz zakazonej wirusem innego szczepu/izolatu tego wirusa badz wirusa innego gatunku czesto

nazywane jest superinfekcja.

Wzajemne oddziatywanie wirusow niespokrewnionych ze soba ma zwykle charakter
synergistyczny lub obojetny. Natomiast w przypadku wiruséw blisko ze soba
spokrewnionych, w szczegdélnosci szczepow/izolatow tego samego gatunku, dominujg

oddziatywania o charakterze antagonistycznym (Syller, 2012; Zhang i in., 2019).

Interakcje synergistyczne miedzy wirusami majg z reguly destrukcyjny wplyw
na rosling-gospodarza, zwykle bowiem powoduja powazne zaostrzenie objawow
chorobowych, w poréwnaniu z objawami na roslinach porazonych tymi wirusami oddzielnie
(Li i in., 2014; Zhang i in., 2019). Dzieje si¢ tak dlatego, ze jeden z wiruséw zasiedlajacych
tkanki wspdlnego gospodarza pozytywnie stymuluje namnazanie i akumulacje drugiego
wirusa. Niekiedy oba wirusy utatwiaja sobie wzajemnie przebieg tak istotnych procesow
w cyklu zyciowym wirusa, jak replikacja, tropizm komorkowy czy transmisja wirusa (Mascia
i Gallitelli, 2016).

Znana formg interakcji antagonistycznej mi¢dzy wirusami jest odporno$¢ krzyzowa,
okreslana rowniez, zwlaszcza w praktyce rolniczej, jako ochrona krzyzowa (ang. Cross-
protection) (Ziebell i Carr, 2010), badz, coraz czesciej, terminem superinfection exclusion
(SIE), ktorego odpowiednikiem w polskiej literaturze wirusologicznej mogtoby by¢ okreslenie

‘wykluczenie nadkazenia’ (Grupa i Syller, 2015).

Zjawisko po raz pierwszy opisat McKinney (1929), ktory odkryt, ze porazenie roslin
tytoniu tzw. ,,zielonym szczepem” wirusa mozaiki tytoniu (Tobacco mosaic virus, TMV)
chroni je przed infekcja przez ,,z0tty szczep” TMV. W podzniejszych latach, zjawisko opisano
dla wielu wiruséw ludzkich i zwierzgcych, w tym wirusow: odry (Ludlow i in., 2005),
zapalenia watroby typu C (Tscherne i in., 2007), grypy typu A (Huang i in., 2008), rézyczki

(Claus i in., 2007), jak rowniez dla dwuniciowych wirusow DNA, w tym wirusa opryszczKi



czy pokswiruséw, np. wirusa ospy prawdziwej (Kobiler i in., 2010; Laliberte i Moss, 2014;
Zhang i in., 2017). Najcze¢sciej jednak zjawisko wykluczenia nadkazenia bylo badane w

odniesieniu do wiruséw roslinnych.

Pomimo duzego znaczenia tego zjawiska w patogenezie wirusowej, a takze
dostgpnosci nowoczesnych i roznorodnych technik badawczych, wiedza o tym, dlaczego i w
jaki sposob jeden wirus wyklucza inny, jest wcigz niezadowalajaca. Molekularne mechanizmy

tego zjawiska nie zostaty jeszcze poznane.

Obecnie uwaza si¢, ze w wigkszosci przypadkow podstawa mechanizmu wykluczenia
nadkazenia jest indukcja mechanizmu wyciszania RNA wirusowego poprzez zjawisko RNAI
(ang. RNA interference) (Ziebell i Carr, 2010; Folimonova i in., 2014; Grupa i Syller, 2015;
Syller i Grupa, 2016; Turco i in., 2018). Uproszczony model mechanizmu przedstawiono w

publikacji przegladowej I1.

Rys. 1. Model mechanizmu wykluczenia nadkazenia (Syller i Grupa, 2016).

Sa)Is o1Wa)sAs

alis UoIjo8yUI [820)



Podczas pierwotnej infekcji komorki gospodarza (wirus w  kolorze niebieskim),
z jednoniciowego wirusowego RNA (ang. single-stranded RNA, ssRNA) powstaja
za posrednictwem polimerazy RNA zaleznej od RNA (ang. RNA-dependent RNA polymerase,
RdRP) dwuniciowe czasteczki RNA (ang. double-stranded RNA, dsRNA). Rozpoznanie
dsRNA przez specyficzne receptory komorki roslinnej prowadzi do indukcji mechanizmu
wyciszenia RNA wirusowego. W pierwszym etapie dsSRNA zostaje enzymatycznie pocigte na
krotkie, 21-23 nukleotydowe dwuniciowe odcinki RNA (ang. virus small interfering RNA,
VSiIRNA). Transport vsiRNA do sgsiednich komoérek odbywa sie poprzez plazmodesmy i
floem (Niehl i Heinlein, 2010; Hull, 2014). Enzymem, ktory tnie dsRNA, jest RNAza IlI,
okreslana jako Dicer-like (DCL). Uzyskany vsiRNA zwigzany z biatkiem AGO wprowadzany
jest do wielobiatkowego, indukowanego przez RNA kompleksu wyciszajacego (ang. RNA-
induced silencing complex, RISC). Czasteczki sSRNA sa sortowane przez kompleksy biatkowe
AGO na podstawie identycznos$ci 5’ nukleotydowej sekwencji genomowej (Fang i Qi, 2016;
Turco i in., 2018). Aktywny RISC z jednoniciowym vsiRNA stuzy jako sonda umozliwiajgca
specyficzne rozpoznanie i degradacj¢ komplementarnych czgsteczek RNA drugiego wirusa
(kolor czerwony) (Pallas i Garcia, 2011; Ma i in., 2015; Syller i Grupa, 2016).

Mechanizm zjawiska wykluczenia nadkazenia jest wykorzystywany w praktyce
rolniczej, gdzie celowe zakazanie roslin tagodnym szczepem wirusa chroni je przed infekcja
szczepem o wigkszej wirulencji (Gal-On i Shiboleth, 2006; Ziebell i Carr, 2010; Nishiguchi
i Kobayashi, 2011; Folimonova, 2013; Grupa i Syller, 2015; Syller i Grupa, 2016; Pechinger i
in., 2019; Zhang i in., 2019).

Ochrona krzyzowa w celu ograniczenia wystgpowania choroby powodowanej przez
wirusa mozaiki pepino (Pepino mosaic virus, PepMV) jest stosowana na znaczng skalg
w Holandii, Belgii i Maroku. Produkt handlowy w oparciu o tagodny szczep PepMV (PMV-
01) jest wynikiem 10 lat badan prowadzonych w Belgii i innych krajach Europy. Co wiece;j,
szczepionka PMV®-01 jest juz oficjalnie zarejestrowana i dostepna w Polsce. W styczniu 2017
roku Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi formalnie zarejestrowato PMV®-01 jako $rodek

ochrony roslin, zgodnie z przepisami unijnymi (EC) N° 1107/2009.



CEL BADAN

Celem badan bylo wieloaspektowe scharakteryzowanie interakcji migdzy réznymi
genetycznie izolatami wirusa Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) w infekcjach mieszanych w
ros§linach ziemniaka i tytoniu z wykorzystaniem metod biologicznych, serologicznych,
molekularnych i immunofluorescencyjnych. Ponadto, oceniano zdolno$¢ mszycy
brzoskwiniowo-ziemniaczanej Myzus persicae Sulz. do jednoczesnego przenoszenia dwoch
izolatow PVY. Kolejnym celem badan bylo poznanie interakcji mi¢dzy réznymi izolatami
wirusa M ziemniaka (Potato virus M, PVM) w infekcjach mieszanych. W przypadku tego
wirusa najodpowiedniejszg rosling eksperymentalng, sposréd wstepnie przetestowanych,

okazat si¢ bielun surmikwiat (Datura metel L).

HIPOTEZY BADAWCZE:

» Wewnatrzgatunkowe interakcje miedzy izolatami PVY i PVM w infekcjach
mieszanych maja charakter antagonistyczny.

» Konsekwencja wewnatrzgatunkowej konkurencji miedzy izolatami PVY i PVM w
infekcjach mieszanych jest wystepowanie zjawiska wykluczenia nadkazenia.

» Efekt rywalizacji miedzy izolatami PVY zalezy od kondycji/zdolnosci
przystosowawczej (ang. fitness) izolatu i od terminu powstania infekcji lub wykonania
inokulacji kazdym z pary izolatow.

» Przebieg antagonistycznych interakcji migdzy réznymi izolatami PVY w infekcjach
mieszanych zalezy od gatunku ro$liny gospodarza.

» Pojedyncze mszyce gatunku M. persicae sa zdolne do réwnoczesnego nabywania i

przenoszenia dwoch izolatéw PVY z rosliny o mieszanej infekcji.



WYNIKI BADAN

Do badan interakcji mi¢dzy izolatami PVY wytypowano osiem réznych genetycznie izolatow

PVY z kolekcji IHAR-PIB, Oddziat Mtochow (Tab. 1).

Tabela 1. Charakterystyka izolatow PVY uzytych w badaniach

Objawy? Wielkos$¢
Nrw produktéow Klasyfikacja
Nazwa bazie o Multiplex P\/Y
NCBI tyton ziemniak RT-PCR
[bp]°
Li KY112748 m/vc m/mg/lw 267 & 689 bp @)
FrkKvV2 KY112747 vn/Im m/mg 181 & 689 bp N:O
Wy KY112749 m/vc m/mg/lw 181 & 689 bp N-Wi *
Wi EF558545 vn/lm m/mg 181 & 689 bp N-Wi
Cou8/03  JF804780 vn/Im m/mg 181 & 452 bp NTN
47/96  KY092173  vn/lm m/mg 181 & 452 bp NTN
Fr-Orl - vn/lm m/mg 181 & 452 bp NTN
NZ JF804788 vn/lm m/mg 181 & 452 bp NTN

NCBI - National Center for Biotechnology Information, bp — para zasad (ang. base pair)

am- mozaika (ang. mosaic), vC - przejasnienia nerwow (ang. vein clearing), vn - martwica nerwow
(ang. vein necrosis), Im — malformacja/znieksztatcenie lisci (ang. leaf malformation), mg - cetkowanie
(ang. mottling), Iw - wiedniecie lisci (ang. leaves wilting)

b Identyfikacja szczepéw PVY za pomoca reakcji multiplex RT-PCR (Lorenzen i in., 2006)

* Izolat Wy byl wezesniej uwazany za przedstawiciela szczepu O.

Roslinami testowymi byli przedstawiciele rodziny Solanaceae: ziemniak (Solanum tuberosum
L.) odmiany Irga, Satina i Cyprian oraz tyton (Nicotiana tabacum L.) odmiany Samsun.
Rosliny inokulowano dobranymi w pary izolatami PVY réwnoczesnie badz w odstepie 3 lub 7

dni, w r6znej kolejnosci, dla oceny wystepowania zjawiska wykluczenia nadkazenia.

Testy biologiczne wykazaty, ze objawy infekcji zalezaly od kombinacji izolatow PVY
uzytych do inokulacji roslin tytoniu. Na przyktad, efektem jednoczesnej inokulacji roslin
tytoniu izolatami PVYNTNCou8/03 i PVYCLi bylo wystapienie silnych objawoéw porazenia,
przypominajagcych objawy wywolywane przez bardziej wirulentny izolat PVYN"™NCou8/03 w
infekcji pojedynczej (Rys. 2).



Rys. 2. Objawy infekcji PVY na ro$linach tytoniu odm. Samsun inokulowanych izolatami N™Cou8
/03 i °Li pojedynczo (odpowiednio: a i c) i obydwoma izolatami jednocze$nie (b).

Inaczej zareagowaly ro$liny tytoniu w przypadku koinfekcji  izolatami
PVYNTNCou8/03 i PVYNWiWy. Tutaj dominowaty objawy porazenia podobne w nasileniu i
charakterze do objawow obserwowanych na ros$linach pojedynczo zakazonych tagodnym
izolatem PVYNWiWy (Rys. 3). Natomiast w obrebie ziemniaka nie zaobserwowano réznic w

charakterze i nasileniu objawow migdzy ros§linami pojedynczo i podwojnie zakazonymi PVY.

(@ (b)

Rys. 3. Objawy infekcji PVY na roslinach tytoniu odm. Samsun inokulowanych pojedynczo izolatem
NTNCou8 /03 (a) i w potaczeniu z izolatem MWWy (b).



Izolat Wy byt do niedawna uwazany za przedstawiciela szczepu O, jednak scharakteryzowanie
calej genomowej sekwencji tego izolatu oraz analiza bioinformatyczna wykazaty (Publikacja

1V), ze nalezy on do podgrupy N-Wi (Rys. 4).
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Rys. 4. Struktura genomowa izolatu N"WWy. 1zolat zawiera dwa zdarzenia rekombinacyjne, jedno w
regionie P1, drugie w regionie HC-Pro / P3.

Stwierdzono istotne obnizenie koncentracji okreslonych izolatow PVY w tescie ELISA
na skutek koinfekcji z innymi izolatami tego wirusa. W roslinach ziemniaka odm. Irga
obecnos¢ ktoregos z wirulentnych izolatow PVYN™ powodowata istotne obniZenie
koncentracji tagodnych izolatow PVY® lub PVYNW, w poréwnaniu z koncentracjg tych

1zolatow w roslinach porazonych pojedynczo.

Rowniez w ro$linach tytoniu obecno$é izolatu PVYN™ powodowata istotne obnizenie
zawartosci izolatow PVYOLi i PVYNW-FrKV2, nie miata natomiast wptywu na koncentracje
izolatu PVYNWiwy,

Wstepne wyniki badan potwierdzity hipoteze o istnieniu antagonistycznych interakcji
miedzy izolatami PVY w pojedynczej roslinie ziemniaka lub tytoniu (Publikacja I11).
Stwierdzono, ze interakcje migedzy izolatami PVY moga mie¢ wplyw na efektywnosc
przenoszenia wirusa przez mszyce. Generalnie, pojedyncze osobniki mszycy M. persicae
najefektywniej przenosity izolaty NTN, niezaleznie od tego, czy rosliny zrodtowe byly nimi

porazone pojedynczo (36-60%), czy w infekcjach mieszanych z izolatami typu O, N:O, N-Wi



(28-56%). Najstabiej przenoszone byly izolaty szczepu O, zwlaszcza nabywane przez mszyce
z roslin porazonych réwniez izolatami NTN (0-4%). Potwierdzono hipoteze zaktadajaca, ze

pojedyncze osobniki mszyc byty zdolne do jednoczesnego przenoszenia dwoch izolatow PVY.

W  kolejnym etapie badan  przedstawiono poglebiona  charakterystyke
antagonistycznych interakcji migdzy izolatami PVY w infekcjach mieszanych z
wykorzystaniem metod molekularnych, serologicznych, biologicznych i
immunofluorescencyjnych (Publikacja 1V). Szczegélng uwagg zwrdocono na mozliwose
wystepowania zjawiska wykluczenia nadkazenia migdzy izolatami wprowadzanymi do ro$lin

sekwencyjnie w odst¢pach 3 i 7 dni.

Uzyskano mocne potwierdzenie wczesniejszych wynikow, wskazujacych na
wystepowanie silnie antagonistycznych interakcji migdzy réznymi genetycznie izolatami

PVY.

Symptomy porazenia na ro$linach inokulowanych dwoma izolatami PVY byly
zroznicowane i zalezaty gtownie od kombinacji izolatdéw, lecz takze od kolejnosci inokulacji.
Uzyskano potwierdzenie hipotezy, ze migdzy izolatami PVY w roslinach tytoniu i ziemniaka
wystepuje zjawisko wykluczenia nadkazenia. Na ro$linach tytoniu inokulowanych najpierw
stabo wirulentnym izolatem PVY°Li, a po 3 dniach bardzo wirulentnym izolatem
PVYNT™NCou8/03 zaobserwowano wyraznie tagodniejsze objawy infekcji, niz na roslinach
inokulowanych jednocze$nie obydwoma izolatami. Jeszcze wigksza roznice¢ w objawach

stwierdzono po zastosowaniu 7-dniowego odstepu migdzy inokulacjami (Rys. 5).

Rys. 5. Objawy infekcji PVY na ro§linach tytoniu odm. Samsun inokulowanych: (a) inokulum
mieszanym °Li + N™Cou8 /03, (b) izolatem °Li, a po 3 dniach N™Cou8 /03, (c) izolatem °Li, a po 7
dniach N™Cou8 /03.
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Interakcje o identycznym charakterze wystapity takze w roslinach tytoniu po
zastosowaniu innych par izolatéw o réznej wirulencji, a mianowicie PVY°Li vs PVYN™N47/96
oraz PVYN"W\Wy vs izolat NTN. Réwniez w przypadku ziemniaka zaobserwowano, ze na
roélinach inokulowanych najpierw izolatem PVYCLi lub PVYNWiWy, a nastepnie izolatem
NTN wystepowaty znacznie tagodniejsze objawy porazenia, niz na roslinach inokulowanych

samym izolatem NTN.

Wykazano, ze pierwotna infekcja ro$lin tytoniu lub ziemniaka ktéorymkolwiek
z izolatow NTN skutecznie ograniczala namnazanie izolatu o serotypie O we wtornej infekcji.
Nie stwierdzono natomiast wptywu wtornej inokulacji ktérym§ z tych izolatow

na akumulacje izolatow NTN.

W ro$linach inokulowanych najpierw izolatami o serotypie O, a nast¢pnie izolatem
NTN, stwierdzono istotny niekiedy wplyw interakcji migdzy izolatami na zawarto$¢ wirusa.
Przy tej kolejnosci inokulacji stopien redukcji zawartosci wirusa w badanych probach zalezat
od: (i) kombinacji izolatow, (ii) gatunku rosliny gospodarza, (iii) odstepu czasu miedzy
inokulacjami (3 lub 7 dni) oraz (iv) okresu czasu od inokulacji do pobrania prob do testu
ELISA (Rys. 6).
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Rys. 6. Srednie wartosci absorbanciji Ass W tescie ELISA (a) NOFrKV2 i N™47/96, (b) NOFrKV?2 i
NTNCou8/03, w pojedynczo i podwojnie (jednoczesnie (+) lub sekwencyjnie inokulowanych roslinach
tytoniu. Miana mierzono 3, 4 i 5 tygodni po inokulacji pierwotnej (testy 1-3). Zastosowano 7- dniowy
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odstep miedzy inokulacjami. Symbole *, ** i *** wskazujg istotno$¢ roznic w warto$ciach Aasgs przy P
<0,05, P <0,01 i P <0,001, zgodnie z testem t-Studenta. ns — rdznica nieistotna.

Zastosowanie technik multiplex RT-PCR i duplex RT-qPCR pozwolito zaobserwowac
zjawisko  konkurencji  réwniez miedzy izolatami o serotypie O. Obecnosé
w  tkankach  roéliny izolatu PVYNOFrKV2  wptywata  wyraznie  hamujaco

na namnazanie i akumulacje izolatu PVY°Li (Rys. 7).
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Rys. 7. Wykrywanie za pomocg RT-PCR izolatow PVY o0 serotypie O w podwojnie inokulowanych
ro$linach ziemniaka odm. Irga. () 1-4 roéliny inokulowane jednoczes$nie izolatami °Li i N°FrKV2, 5—-
8 rosliny inokulowane najpierw °Li, a po 3 dniach N°FrkV2, 9-12 rosliny inokulowane najpierw °Li,
a po 7 dniach NOFrkV2 (b): 1-4 ro$liny inokulowane najpierw N°FrkV2, a po 3 dniach °Li, 5-8
ro$liny inokulowane najpierw NOFrkV2, a po 7 dniach °Li (c): 1-2 rosliny inokulowane pojedynczo
NOFrKV2, 34 roéliny inokulowane pojedynczo °Li. M- drabinka 100 bp DNA, C - kontrola
negatywna. Test przeprowadzono 4 tygodnie po inokulacji. Prostokatne ramki podkreslaja brak
oczekiwanych produktow reakcji RT-PCR.

Wyniki oceny immunofluorescencji w tkankach inokulowanych roslin bylty generalnie
zgodne z wynikami testu ELISA. Czerwona fluorescencja, wskazujaca na obecno$¢ izolatow
NTN, dominowata nad zielong fluorescencja, emitowang przez izolaty o serotypie O.
Stwierdzono ponadto roznice w lokalizacji tych izolatow

w tkankach roslin. Zardbwno dominacja izolatbw NTN jak i separacja przestrzenna izolatow
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PVY o réznym serotypie byly szczegdlnie wyraznie widoczne w  probach

z ro$lin, wobec ktorych zastosowano 7-dniowy odstgp czasu miedzy inokulacjami.

Uzyskane wyniki potwierdzity hipotezg, ze efekt rywalizacji miedzy izolatami PVY
zalezy od kondycji/zdolnos$ci przystosowawczej (ang. fitness) izolatu i od terminu powstania
infekcji lub wykonania inokulacji kazdym z pary izolatow PVY. Ponadto, efekty koinfekcji

zalezaly zardwno od izolatu jak i gatunku rosliny gospodarza.

W przypadku interakcji miedzy izolatami PVM wykazano antagonistyczne wzajemne
oddziatywanie stabo wirulentnego izolatu 1-38 i bardzo wirulentnego izolatu Uran w roslinach
D. metel inokulowanych obydwoma izolatami rownocze$nie lub w odstepie 7 dni (Publikacja
V; Rys. 8).
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Rys. 8. Objawy infekcji PVM na roslinach Datura metel inokulowanych: (a) Panel gorny- izolatem I-
38 (lewa strona) i inokulum mieszanym 1-38 + Uran (prawa strona); panel dolny: izolatem 1-38, a po 7
dniach izolatem Uran (lewa strona), i izolatem Uran (prawa strona). (b) Ro$lina inokulowana tylko
izolatem 1-38. (c) Lewa roslina inokulowana I-38, a po 7 dniach izolatem Uran, prawa roslina
inokulowana tylko izolatem Uran.
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Wystepowanie zjawiska wykluczenia nadkazenia migdzy izolatami PVM 1-38 i Uran
wykazano dzieki zastosowaniu metody RT-PCR-RFLP (Rys. 9).

(a)
M

1. B28 3. 345 255 g6l LT iC
520bp —> - ED e b b QD mem
-~

9

(b)

500 bp —

250 bp —»

Rys.9. Wykrywanie izolatow 1-38 i Uran z zastosowaniem RT-PCR i RT-PCR-RFLP w roslinach
Datura metel inokulowanych jednym lub dwoma izolatami. (a) M drabinka 100 bp DNA, 1 tylko I-
38, 2 tylko Uran, 3-5 1-38 + Uran, 6-7 1-38 i Uran (7-dniowy odstgp czasowy), C kontrola
negatywna. (b) M drabinka 1000 bp DNA, C kontrola negatywna, 1-3 tylko 1-38, 4-6 1-38 + Uran, 7-
9 1-38 i Uran (7-dniowy odstep czasowy), 10-12 tylko Uran.

Sekwencje: nukleotydowa genu biatka ptaszcza (CP) i aminokwasowa CP izolatu 1-38
porownano z sekwencjag CP izolatu Uran. Stwierdzono wysoki stopien homologii (97%) w
sekwencji nukleotydowej CP pomiedzy obydwoma izolatami. Dalsza analiza wykazata

roéznice aminokwasowe w trzech pozycjach.

Wedhlug najlepszej wiedzy autorow pracy, zjawisko konkurencji miedzy izolatami

PVM w roslinie gospodarzu nie bylo wczesniej publikowane w literaturze §wiatowej.

Warto podkresli¢, ze rozwd) wiedzy o wzajemnym oddzialywaniu wiruséw stwarza
szans¢ wyjasnienia patogenezy powodowanych przez nie chordb, a wiedza ta moze okazac si¢

nieoceniona przy opracowywaniu efektywnych strategii ich zwalczania.
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PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

W pracach przedstawionych w rozprawie wykazano, ze wewnatrzgatunkowe interakcje
migdzy réznymi genetycznie izolatami PVY i PVM w infekcjach mieszanych maja charakter
antagonistyczny. Cel badan zostal w pelni osiggniety, bowiem za pomocg zrdéznicowanych
metod diagnostycznych dowiedziono istnienia silnej konkurencji mig¢dzy izolatami PVY
w infekcjach mieszanych  (Publikacje 11l i 1V). Dowiedziono roéwniez,

ze wewnatrzgatunkowa konkurencja moze wystgpowaé w obrgbie PVM (Publikacja V).

» Wykazano, ze w roslinach ziemniaka i tytoniu zakazonych rdéwnocze$nie badz
w odstepie 3 lub 7 dni dwoma izolatami PVY jeden izolat ograniczal namnazanie

1 akumulacje drugiego izolatu.

> Efekt rywalizacji zalezat od kondycji/zdolno$ci przystosowawczej (ang. fitness)
izolatu i od terminu zaistnienia infekcji lub wykonania inokulacji kazdym z pary
izolatbw PVY. Stwierdzono znaczng dominacj¢ izolatbw NTN nad izolatami

o serotypie O.

» Konsekwencja antagonistycznych interakcji miedzy izolatami PVY  bylo
intensywniejsze namnazanie si¢ izolatoéw typu NTN, w poréwnaniu z izolatami
0 serotypie O. Genotyp wirusa, ktory ma przewage nad konkurentami
w szybko$ci namnazania i przemieszczania w komorkach gospodarza, wydajniej

wykorzystuje jego zasoby i szybciej dokonuje inwazji organizmu zywiciela.

> Pojedyncze mszyce gatunku Myzus persicae byty zdolne do réwnoczesnego nabywania
I przenoszenia dwoch izolatdw PVY, co moze zwigksza¢ dynamik¢ rekombinacji i
rozprzestrzeniania si¢ wirusa w uprawach ziemniaka, tytoniu lub innych ros$lin z

rodziny Solanaceae.

» Znakowanie fluorescencyjne roéznych izolatow PVY umozliwito obserwacje
mikroskopowe zjawiska oddzielenia przestrzennego izolatow NTN od izolatow
0 serotypie O w tkankach gospodarza. Kolonizacja réznych przestrzeni komorkowych
niewatpliwie ogranicza mozliwo$¢ konkurowania ze soba réznych genetycznie
wariantow tego samego wirusa. Z ewolucyjnego punktu widzenia zjawisko to wydaje
si¢ by¢ korzystne, sprzyja bowiem zachowaniu réznorodnosci w obrgbie populacji

wirusa.
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» Publikacja V jest pierwszym w literaturze $wiatowej doniesieniem
o mozliwosci wystepowania zjawiska konkurencji miedzy izolatami PVM
w komoérkach ro$liny gospodarza. Wykazano, ze infekcja tagodnym izolatem
catkowicie lub czg¢éciowo chronita rosliny D. metel przed infekcjg bardziej

wirulentnym izolatem wirusa.
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