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1. Uvod

S rozvojem krovcové kalamity na Sumavé $el ruku v ruce i vyzkum biologie,
bionomie a ekologie lykoZrouta smrkového, jeho patogent, paraziti a predatord.
Vyzkum patogenich agens, vyskytujicich se u klrovce sice zapocal jiz v poloviné
minulého stoleti, kdy dr. Weiser popsal nékolik entomopatogenu, ktefi napadaji
kdrovce na naSem Uzemi, monitoring a podrobnéjsi vyzkum entomopatogenni fauny

klrovcovitych broukl se detailngji rozbéhl az na pfelomu 20. a 21. stoleti.

Vyzkum entomopatogenu se zaméfil pfedevsim na tfi skupiny: viry, mikrospori-
die a entomopatogenni houby. Po poCateCnim monitoringu, a zjisténi vyskytu vyse
uvedenych skupin, bylo pfistoupeno k izolaci jednotlivych druhl patogenu, popf.
kmenU entomopatogennich agens. Vétsina téchto organizmu byla jiz znama z dfi-
veéjSich popisu, nicméné nebylo znamo nic o jejich vyvoji v hostiteli, jejich pfenosu
mezi jedinci v pfirodnich populacich, nic o patogenité a virulenci, ani o ultrastrukture
a morfogenezi vyvojovych stadii. Vyzkum se také zaméfil na vyuziti entomopatogen-

nich organizmu v biologické ochrané smréin s vyskytem lykozrouta smrkového.

Predkladana dizertaéni prace shrnuje vysledky a poznatky studia morfogeneze
a vyvoje entomopatogeniho viru, Ips typographus Entomopoxvirus (ITEV), jejichz
poznani je nezbytné pro dalSi pochopeni infekéniho procesu ve stfevé hostitele.
Tyto poznatky o ultrastrukture a pfedpokladany zZivotni cyklus viru je srovnan s udaji,
shrnutymi v literatufe k tomuto tématu, které byly publikovany béhem poslednich
let nejenom u bezobratlych, resp. hmyzich hostitell, ale i u teplokrevnych hostitel(

poxvird.

Virus ITEV napada hospodarsky vyznamného Skudce smrkovych monokultur,
lykozZrouta smrkového, Ips typographus. Presto, Zze doposud nevime, jak je pro
klrovce virus virulentni - a nékteré naSe prace prispély do diskuze na toto téma

- jedna se o dulezité poznatky z hlediska studia skupiny virt celé Celedi Poxviridae.
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Vyslekdy pfinaseji nové poznatky o ultrastruktufe a morfogenezi nékterych stadii
zivotniho cyklu téchto intracelularnich parazitQ, a sou¢asné pfispivaji novymi udaji

ke studiu biologie a taxonomie této skupiny velkych vir(.

Tato prace je ale také prispévkem k diskuzi o vyuziti entomopoxvirtl, a zvlasté
ITEV, v biologické ochrané proti hmyzim Skidcim. Dulezitou otazkou je efektivni
produkce patogennich agens, ktera musi byt ekonomicky vyhodna a zajimava pro

potencialni investory.

V neposledni fadé se béhem vyzkumu ITEV podafilo objevit nékolik novych
druh mikrosporidii, které napadaji stfevo lykozroutl, a popsat nové struktury ve
vyvoji jiz dfive popsané mikrosporidie Chytridiopsis typographi. U této mikrosporidie
se v soucasné dobé pfipravuje jeji molekularni profil tak, aby bylo mozno tuto
mikrosporidii zafadit do taxonomického systému. U nékterych lykozroutl se také
nasly paraziti z fadu Neogregarinida a vyzkum téchto prvok( bude v budoucnosti

pokraCovat.

Vysledky, publikované v predkladané praci, mohou byt podkladem pro apliko-
vany vyzkum vyuziti patogenu v biologické ochrané smr¢in proti lykozroutu smrko-
vému (popf. i dalSim klroveum), slouzici ke sladéni potfeb hospodarského vyuziti
lest a ochrany krajiny s ohledem na zachovani jeji biodiverzity. Zarovent maze byt
podkladem pro prvni praktické vyuZziti entomopoxviru v biologické ochrané smrko-
vych porostl. Vysledky mohou rozsifit zajem védecké verejnosti o studium a prak-
tické vyuziti vird pod¢eledi Entomopoxvirinae, soustfedény doposud prevazné na
entomopatogenni viry ¢eledi Baculoviridae, entomopatogenni bakterie a entomopa-
togenni houby. Stjené tak muze zvysit zajem o biologickou ochranu proti Skodlivym
broukim, soustfedénou spiSe na motyly, dvoukfidly a rovnokfidly hmyz nebo roztoce.
ITEV muze byt pouzity k dalSim nezbytnym potfebam vyzkumu (izolace genomu,

testovani Gc¢inku na necilové organizmy, vyzkum na Grovni bunééné biologie, atd.),
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stejné jako studijni material pfi vyzkumu interakci mezi intracelularnim parazitem a

hostitelskou burikou.

V pfipadé mikrosporidie Chytridiopsis typographi se mohou ziskané poznatky
aplikovat na otazky parazitologie jako celku. Mikrosporidie jako vnitrobunécni paraziti
jsou idelalnim studijnim materidlem pfi vyzkumu interakci mezi vnitrobunécnymi
parazity a bunikami hostitele. Z hlediska molekularni biologie a fylogenetiky jsou
mikrosporidie jedina eukaryota, ktera maji ribozomy prokaryotniho typu a jako takova

jsou idealnim organizmem pfi studiu evoluce eukaryotnich organizmu.
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2. Literarni prehled

Prvni ¢ast literarniho prehledu poskytuje zakladni informace o lykozroutu smr-
kovém, bionomii, taxonomii a vlivu na lesni hospodarstvi. Tato Uvodni ¢ast také
shrnuje informace o patogenech lykozrouta smrkového, zejména o mikrosporidiich,
které byly doposud u kirovcl popsany. Dale pojednava o virech ¢eledi Poxviridae, o
entomopatogennich zastupcich této ¢eledi, infikujici brouky a o viru lps typographus
Entomopoxvirus (ITEV). Cast literarni re$erse podrobnéiji pojednava o mikrosporidii

Chytridiopsis typographi.

2. 1. Lykozrout smrkovy

LykoZrout smrkovy, Ips typographus L., 1758 (Coleoptera: Curculionidae: Scoly-
tinae), je jednim ze 6 zastupcu rodu Ips, ktefi se vyskytuji na naSem uzemi. Spole¢né
s dalSimi druhy rodu lps (I. amitinus, I. duplicatus), a nékterymi dalSimi zastupci pod-
Celedi Scolytinae, Skodi ve smrkovych porostech. LykoZrout smrkovy - kirovec - je
nejvyznamneéjsim Skadcem starSich smrkovych monokultur. Je sekundarnim fyzio-
logickym Skiidcem, kdy primarné napada drevo Cerstvé pokacené, popf. polomové
nebo jinak oslabené stromy (sucho, imise, houby) a az v pfipadé pfemnozeni, kdy
neni schopen najit vhodné dfevo k zaloZzeni potomstva, napadd i stojici zdravé
stromy (Weslien et al., 1989). Je pfirozenou soucasti druhové diverzifikovanych
lesnich spoleCenstev palearktické oblasti. Areal rozSifeni |. smrkového saha od Ja-
ponska pres Cinu a Sibif az do Evropy, ve které se, s vyjimkou britskych ostrovd,
vyskytuje vSude. Plavodné je to druh horskych smréin odkud se roz§ifil do nizin-
nych monokultur smrku ztepilého. V nékterych pfipadech se mize vyvijet i na jinych
druzich smrku, popf. na modfinu a borovici. Ve smrkovych monokulturach nizinnych

porostu a v lidskou €innosti pozménénych horskych smréinach se muze stat vaznym
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Skudcem, ktery svymi gradacemi zplUsobuje vyznamné hospodéarské a ekologické
Skody s dlouhotrvajicimi disledky (Austara et al., 1984; Skuhravy, 2002; Zahradnik,
1997).

Zivotni cyklus I. smrkového za&ina naletem samce, ktery se provrta skrz kru
a pod ni vyhloda snubni komulrku. L. smrkovy je polygamni druh, mize oplodnit
vice samic, vétSinou 1 - 3. Po spéafeni ve snubni komulrce zacina samice hlodat
mate¢nou chodbu jednim smérem, druha samice smérem opac¢nym. Po stranach
matecné chodby klade samice jednotlivé vajicka. Z malého, bilého a ovalného vajicka
se lihne apodni bélava larva se silné sklerotizovanou hlavou. Larva prochazi tfemi
instary, které jsou zakon€eny bilou volnou kuklou. Po vylihnuti jsou imaga svétle
hnéda, postupné tmavnou, dospély brouk je véalcovity, Cernohnédy, leskly. Pozerek
|. smrkového je v zakladnim stavu tfiramenny, pfi kalamitnim pfemnozeni pfevladaji

jednoramenné pozerky.

Po vykladeni mize samice preletét na jiny strom, kde pokracuje v kladeni,
ze kterého vznika tzv. sesterska generace. Ta se pozna napf. tak, ze matec¢na
chodba nema snubni komurku. Po vylihnuti hlodaji larvy chodby kolmo na mate¢nou
chodbu. Na konci larvalniho vyvoje se kukli. Po vylihnuti prodélavaji brouci zralostni
Zir, zpravidla v misté lihnuti. Poté, co pohlavné dozraji, vyhledavaji hostitele, kde

vyhlodaji snubni komurku, a cyklus se opakuje.

Cely vyvoj trva primérné 6 - 10 tydnU, ale podle meteorologckych podminek
muUZze byt zkracen, nebo prodlouzen. V nasich podmink&ch ma I. smrkovy v nizSich
nadmofrskych vySkach dvé generace, ve vysSich polohach generaci jednu. Ale bé-
hem dlouhych a suchych letnich mésict se v horskych smr€indch mohou vyvinout
generace dvé a v nizinach az tfi generace. Jarni rojeni nastava v nizSich polohach
vétSinou v dubnu az kvétnu, druhé rojeni v Cervnu az srpnu, pfipadné tfeti rojeni v

srpnu az zafi. Pfezimuji vSechna stadia, larva, kukla a imago.
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lesnim hospodarstvi ve smrkovych monokulturach. Nadmérné pfemnozeni kdrovcu
zpusobuje veliké ekonomické Skody v lesnim hospodéfstvi. Kalamity, zplsobené
pfemnozenim lykoZroutl, nejsou v historii lesniho hospodarstvi ni¢im vyjme&nym
a poznatky o Skodach, zpusobenych timto broukem vétSinou na nasem Uzemi,

zpracoval ve své monografii Skuhravy (2000).

V minulém stoleti se ke zvladnuti kdrovcovych kalamit soutfedila pozornost
zejména na bionomii, etologii, autekologii, demekologii a chemickou etologii ly-
kozroutl (Adlung et al., 1986; Anderbrant, 1990; Bakke, 1992; Birgersson et al.,
1988; Byers & Lofqvist, 1989; Byers, 2000; Duelli et al., 1986; Eriksson et al.,
2008; Faccoli & Stergulc, 2006; Faccoli, 2009; Fahse & Heurich, 2011; Forster et al.,
2003; Grodzki et al., 2004; Hedgren & Schroeder, 2004; Némec et al., 1993; Okland
& Bjornstad, 2003; Schwenke, 1996; Vite & Baader, 1990; Weslien, 1992a; Weslien
& Schroeder, 1999; Wermelinger, 2004; Zumr, 1982; Zumr & Stary, 1992; Zumr,
1995). Pokusy pfipravit recept na semisyntetickou dietu, kter4 by umoznila konti-
nualni chov lykozroutl v pro Gcely laboratornich experiment(, nebyly v minulosti

uspésné (Mattanovich et al., 1999; osobni sdéleni RNDr. Pultar).

VySe uvedené a mnoho dalSich podobnych studii bylo vyuzito s riznym Uspé-
chem k ochrané v celém aredlu rozSifeni lykozrouta v komplexu pfimych i nepfimych
metod a koncepci. Mezi nepfimé metody patfi napf. ndhrada soucasnych vékové
homogennich smrkovych monokultur za druhové a vékové diverzifikované porosty,
snizeni imisniho zatizeni prostfedi (coz je dlouhodoba metoda s realizaci radové
v desitkach let), v€asna likvidace primarnich ohnisek kalamit, tj. polomu, vyvratl a
naletovych stén nucenou tézbou, odkorfiovani poskozenych stromu v kalamitnich
lokalitach a Stépkovani nebo paleni zbytkl po tézbé dfeva, coz je nejucinngjsi a
nejuzivanéjsi z nepfimych metod. Z pfimych metod se k ochrané proti lykoZroutliim
pouziva odvoz a sanace napadeného dfeva, vytézeni napadenych stromu, che-

mické oSetfeni dfeva pesticidy, atraktivnich pro kirovce, masovy odchyt imag do
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feromonovych lapacli nebo do stromovych a pesticidy oSetfenych lapaku (Byers,
1993; Svestka et al., 1998; Weslien, 1992b). Ani tyto pfistupy nemohou zcela z4-
branit kalamitnimu vyvoji Skudce, jak ukazaly zkuSenosti z minulosti, kdy negativni
antropogenni zatizeni ekosystémul nedosahovalo sou€asnych proporci. Zvladnuti
kalamit je viceletym asilim, provazenym vétSim ¢i mensim naruSenim biocendz i té-
Zebnich pland. V poslednich letech je navic zvladnuti kalamitniho vyskytu lykozroutU
provazené otevienymi stfety mezi zastupci lesnich hospodarskych pracovniki, za-

stupci spravy chranénych tUzemi a odbornou i laickou verejnosti.

2. 1. 1. Pfirozeni nepratelé lykozrouta smrkového

K ochrané lesa pfed klrovci a jejich rozSifenim se pouzivaji nejcastéji feromo-
nové lapace, stromové lapaky, pesticidem oSetfené a stojici lapaky (Wermelinger,
2004). Jejich vyuziti, a zejména nasledna likvidace napadenych stromovych lapaku
zavisi zejména na mire ovlivnéni ekosystému, zejména ekosystému s vysokym stup-
ném ochrany pfirody (Juha et al., 2012). Je zfejmé, zZe nékteré zasahy provadéné
v asanaci klrovcového dieva maji vliv i na necilové organizmy, at jiz se jedna o
strojové loupani klry, a zejmena o pouziti neselektivnich insekticidu, které hubi
veSkery hmyz a tudiz i predatory a parazitoidy kirovcovych broukl (Bombosch &
Dedek, 1994; Svestka et al., 1998). Tyto insekticidy jsou proto v oblastech s vysokym
stupném ochrany pfirody - chrdnéna uzemi a narodni parky - nepfipustné, €i pfimo

zakazané.

Z vySe uvednych dlivodu je v nékterych lesnich ekosystémech zadouci ome-
zeni dosavadnich metod chemické ochrany, zvlasté pfihlédneme-li k tomu, ze lesni
porosty patfi svoji strukturou k nejstabilnéjSim a nejdiverzifikovanéjSim biocen6zam.
Doplnéni, resp. nahrazeni dosavadnich metod metodami biologické ochrany, jejichz
vyznam pro prostfedi dokazuje fada praci (Gebhart et al., 1997; Mills, 1985), by bylo

v nékterych pfipadech zadouci. Efektivita biologickych pfistupl v praktické aplikaci
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je ale zatim nizka a vyznamnéjSich vyledkl je dosahovano pouze v laboratornich

podminkach (LukdSova & Holusa, 2012; Tonka & Weiser, 2009).

IntenzivnéjSi vyzkum |. smrkového vedl k identifikaci fady biologickych agens
regulujicich populace lykozroutd (Eck, 1990; Krueger & Mills, 1990; Moser & Bo-
genschutz, 1984; Pettersen, 1978; Wermelinger et al., 2012), a zejména k poznani
fady patogenu, zastoupenych v populacich [. typographus Uplné stejné, jako v po-
pulacich jinych gradujicich skudct (Handel et al., 2003; Holusa et al., 2009; Holu$a
et al., 2013; Kereselidze et al., 2010; Kreutz et al., 2004a; Landa et al., 2001; Lie-
utier, 1978; LukdSova & Holusa, 2012; Purrini & Weiser, 1985; Takov & Pilarska,
2009; Takov et al., 2010; Takov et al., 2011; Tonka et al., 2010; Wegensteiner &
Weiser, 1996; Wegensteiner & Weiser, 2004; Wegensteiner et al., 2010; Weiser
et al., 1997; Weiser et al., 1998; Yaman & Baki, 2011; Zizka et al., 2001). Pfirozené
nepratele, redukujici populace |. smrkového, resp. kurovcovitych broukl, muzeme
rozdélit do nékolika skupin. Za prvé se jedna o predatory, ktefi aktivné vyhledavaji
klrovce a likviduji stadia broukd pfimo v misté vyskytu. Druhou skupinou organizmi,
podilejicih se na redukci populaci kurovcu jsou parazitoidi, ktefi napadaji zejména
larvalni stadia ve vyvoji brouku. Treti skupinou jsou patogeni, ktefi redukuji populace

lykozroutd zejména béhem gradacnich fazi.

Diky aktualnimu stavu poznani se postupné& méni nazor o bezvyznamném pfi-
spévku pfirozené se vyskytujich predatort, parasitoidil a patogent |. smrkového
béhem jeho gradacniho cyklu (Zumr, 1995). Studium patogend v dobé kulrovcové
kalamity na Sumavé vede k zavéru, e prirozeny vyskyt infekci mlize ochranit pred
Skudcem lokalni ostrivky zivych stromu, pfi ploSném napadeni ale nejsou infekce
schopny zabranit ploSné destrukci stejnovékych smrkovych monokultur. Je zfejmé,
Ze v rozséahlych lesnich celcich nelze ponechat populace |. smrkového autoregulac-

nim mechanizmum bez rizika rozsahlych 8kod. Vychazime - li z hypotézy, Ze cilenym



16

zasahem do pfirozeného vyvoje lykozrouta introdukci kliCovych patogenu do popu-
lace zejména ve fazi pregradace Ize gradaci zpomalit a pferusit, vyvstava otazka,

mame - li dostatek informaci pro jeji ovéreni.

Predatori

Antagonisti klrovcl nasleduji své hostitele ve vyvoji. Objevuji se ve vétSim
mnozstvi az po namnozeni kdrovcovitych broukd. NejvyznamnéjSim a nejznam-
nejSim predatorem karovcovitych broukul je pestrokroveénik mravenci ( Thanasimus
formicarius L.) z Celedi pestrokrovecnikoviti (Cleridae). Larva pestrokrovecnika je
béhem svého vyvoje schopna pozfit pfiblizné 50 larev kurovel (Dippel et al., 1997),
dospély brouk sporada az 100 larev. V kalamitnich oblastech je pomér vyskytu pes-
trokrovecnik:karovec az 10x vétsi, nez v oblastech vyskytu lykozroutll v zakladnim
stavu (Weslien, 1994). Spole¢né s p. mravenéim se muze vyskytovat i dalSi zastupce
tohoto rodu, T. femoralis. Mezi dal$i vyznamné predatory patfi drabCici (Nudobia len-
tus), larvy nékterych dlouhosijek (Cel. Raphidiidae), larvy kiroveld mohou pozirat i
vosy nebo stfevlici. Z dvojkfidlych (Diptera) jsou nejznaméjSimi predatory larvy z
Celedi lupicoviti (Dolichopodidae), zejména larvy Medetera signaticornis, které zkon-
zumuiji pfiblizné 5 - 10 larev klrovcU, ale protoze se vyskytuji ve vét§Sim mnozstvi,
jejich prispévek k redukci kirovet je nemaly (Dippel et al., 1997). Dal§im zastup-
cem dvojkfidlych jsou larvy mouchy Lonchaea sitneri (Lonchaeidae), které napadaji
vSechna vyvojova stadia klrovcd. Velmi zasadni je i pfinos datlika tfiprstého, Pi-
coides tridactylus, v jehoz trusu byly nalezeny zbytky stadii lykozrouta (Pechacek,

1994).

Parazitoidi

Z blanokfidlého hmyzu mdzeme jmenovat napf. nékteré zastupce Celedi Braco-

nidae, napf. lumCika Coleoides bostrichorum, nebo zastupce Celedi Pteromalidae,



17

jako je kovovénka kurovcova, Rhopalicus tutela a néktefi zastupci ¢eledi Ichneumo-

nidae.

Patogenni agens

Do soucasnosti bylo popsano okolo 20 druht patogent, vyskytujicich se u za-
stupcl podCeledi Scolytinae. Nejlépe byla do soucasné doby prozkoumana ento-
mopatogenni fauna u I. smrkového (Lukasova & Holu8a, 2012), u ostatnich za-
stupcll rodu Ips nejsou Udaje o patogennich agens tak podrobné (Lukasova et al.,

2013; Wegensteiner, 2007).

Mezi popsané patogeny, vyskytujici se u |. smrkového, patfi viry - Ips typogra-
phus Entomopoxvirus, prvoci - gregariny Gregarina typographi (fad Eugregarinida),
Menzbieria chalcographi a Mattesia schwenkeii (fad Neogregarinida), a améba Ma-
lamoeba scolyti, entomopatogenni houby - Beauveria bassiana, B. brognartii, Verti-
cillium lecanii, kvasinka Pichia sp., Metschnikowia typographi a mikrosporidie Chyt-
ridiopsis typographi, Nosema typographi a Unikaryon montanum, a nematodi r. Con-

tortylenchus a Parasitaphelenchus (Wegensteiner, 2007).

Na prvni popisy patogenut (Rihm, 1956; Wegensteiner & Weiser, 1995; Weiser,
1954; Weiser, 1955; Weiser & Wegensteiner, 1994) navazuje fada praci, vénovana
jejich ultrastrukture, lokalizaci jednotlivych patogenul v organech &i tkanich hostitel(,
pfenosu mezi jedinci v populaci, patogenezi a sezénni dynamice infekci (Kreutz
et al., 2004a; Lieutier, 1978; Purrini & Weiser, 1985; Takov & Pilarska, 2009; Tonka
et al., 2010; Wegensteiner & Weiser, 1996; Wegensteiner & Weiser, 2004; Wegen-
steiner et al., 2010; Weiser et al., 1997; Weiser et al., 1998; Zizka et al., 2001).
Epizootiologii a rozSifeni patogenu byla vénovana pozornost pozdégii, stejné jako
aplikacim patogenl v mistech jejich pfirozeného vyskytu, které jsou dilezitym kro-

kem v aplikovaném vyzkumu (Kreutz et al., 1999; Kreutz et al., 2004b; Landa et al.,
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2007; Pultar & Weiser, 1999; Weiser et al., 1997; Weiser et al., 1999; Weiser et al.,
2000; Weiser & Pultar, 2002).

Studium infekci populace 1. typographus v aktivnich a inaktivnich ohniscich
kirovcové kalamity na Sumavé v poslednich nékolika letech ukazalo, ze promotenost
patogeny je ve fazilatence a progradace pomérné nizka (0 - 4%, jiné prameny udavaji
0 - 12%), ale béhem gradace se muze lokalné zvysSit az na 30 - 50% (vyjimecné az
na 80 - 100%) (Weiser et al., 2000). Jedna se o superinfekce, které se pfirozené
vyvijeji do tzv. ’konec¢ného stadia” tfi typl, podle prevazujiciho patogena. A - typ
charakterizuje 30 - 50% infekce virem Ips typographus Entomopoxvirus, B - typ
charakterizuje 40 - 50% infekce, vyvolana mikrosporidii C. typographia C - typ infekce
je charakterizovan vice nez 50% infekci gregarinou M. chalcographi (Weiser & Pultar,
2002). Presto, ze se u lykozroutd vyskytuji i jina patogenni agens, pouze spektrum
téchto tfi (+ entomopatogenni houby) je kliové pro biologickou ochranu a vyzkum -
napf. hojnému vyskytu infekci nematody se nepfisuzuje valny vyznam vzhledem k

nizké patogenité nematodu, infikujicich kdrovce (Thong & Webster, 1975).

Pouzitelné informace o virulenci popsanych patogenu, které jsou pouzitelné pro
aplikovany vyzkum, zaméfeny na vyuziti patogent k ochrané proti I. smrkovému,
podava jen malo studii z posledni doby (Tonka & Weiser, 2009; Wegensteiner &
Weiser, 1996). U kliCovych patogenu chybi Udaje o pfenosu a vyvoji a vlivu na hos-
titele. Tento nedostatek v databazi informaci je pfi¢inou toho, Ze pokusy o aplikaci
patogenu jsou jen sporadické, avSak perspektivni. Napf. se podafilo v polnich pod-
minkach dosahnout 43% infekce broukl virem ITEV a kontaminace pfiblizné 20%
broukl pomoci stromovych lapaki s feromonem (Pultar & Weiser, 1999). Stejné

slibné jsou i pokusy s aplikaci entomopatogennich hub (Landa et al., 2007).

Z téchto skutecnosti vyplynulo, ze z hlediska vyuziti patogent napadajicich
klrovce, jsou v sou¢asnosti v biologické ochrané nejperspektivnéjsi vySe uvedeni tfi

patogeni. Pro potfeby vyuziti jakéhokoliv bioagens v biologické ochrané je podstatna,
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kromé jiného, i dukladné znalosti vyvojového cyklu patogena, struktury jeho zivotnich
stadii a rozvoje v cilové tkani hostitele. ProtoZze se nepodafilo laboratorné mnozit
gregarinu M. chalcographi, ale v laboratofi se rutinné podafilo mnozeni mikrosporidie
Ch. typographi a viru ITEV, ultrastruktury vyvojovych stadii a morfogeneze byla

studovana na téchto zastupcich entomopatogenni fauny |. smrkového.

2. 2. Poxviry

Ips typographus Entomopoxvirus (ITEV) patfi do skupiny vird obecné nazyva-
nych poxviry. Jsou to zastupci Celedi Poxviridae, ktera se déli na dvé podc¢eledi podle
hostitelkého organizmu, ktery infikuji. Jedna podceled, Entomopoxvirinae (EV) infi-
kuje bezobratlé, do druhé podceledi, Chordopoxvirinae (CV) jsou zafazeny poxviry

infikujici obratlovce (King et al., 2012).

NejznaméjSim poxvirem je virus varioly (small pox - VARV), ktery zpusobuje
pravé nestovice. Morfogeneze poxvirl v cytoplazmeé a jejich vstup do buriky (komplex
nekolika proteind, slouzicich ke spojeni virionl s hostitelskou burikou) jsou unikatnimi
znaky této Celedi. Poxviry byly izolovany z ryb, plazl, ptakud, vacnatcl a savel, a
také z hmyzu. Nemoci, vyvolané poxviry, kolisaji od mirnych infekci ke zniCujicim
epidemiim, jako byly nestovice u Clovéka, ectromelie u mySi nebo myxomatéza u
kralikd.

Poxviry jsou jedny z nejvétSich vir(l a vyznacuji se komplexni morfologii (nejsou
ikosahedricky symetrické). Nemoci, zplisobené poxviry savcu a ptakul, jsou znamy
stovky let. Poxviry u bezobratlych - entomopoxviry - jsou ¢asto okludovany v okluz-

nich téliskach - sféroidech (OB).

Viry Celedi Poxviridae jsou velké komplexni dvojviaknové DNA viry (dsDNA) s
velkym genomem, tvofenym jednou linearni molekulou DNA, dlouhou 130 - 370 kbp.

Viry se vyvijeji v cytoplazmé hostitelskych bunék. Viriony poxvirG jsou pleomorfni,
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vétsinou cihlovité, nebo vejcité, obalené lipoproteinovou membranou, na povrchu s
tubularnimi/globul&rnimi nebo filament6znimi strukturami, spirdlné obtécejici virion
(napf. r. Suipoxvirus). Povrchova membrana uzavira cylindricky nukleoid obsahujici
genom a proteiny. Po stranach mezi nukleoidem a sténou jsou jedno nebo dvé
lateralni téliska, jejichz funkce neni pfesné znamé (Becker & Moyer, 2008). Béhem
vyvoje poxvirll, zejména chordopoxvirl, se objevuje nékolik forem viriona, které
se odliSuji poctem a tvarem povrchovych membran (King et al., 2012; Schramm
& Krijnse-Locker, 2005). Proteiny tvofi podstatnou Cast virové Castice. Okolo 100
rlznych proteind je pfitomno v ¢astici, genom kéduje dalSich 150 - 300 proteinu
podle druhu viru. Viriony obsahuji mnozstvi enzyma, nutnych napf. k trankripci DNA.
DetailngjSi seznameni s poxviry pfinaseji nékteré publikace z poslednich let (King

et al., 2012; Mercer et al., 2007; Moss, 2001; Traktman, 1996).

Do podceledi Chordopoxvirinae patfi podle posledni zpravy ICTV 9 rodl a
nékolik virl dosud nezafazenych (King et al., 2012). Mezi viry této Celedi patfi virus
nestovic (variola virus), v sou¢asné dobé se nevyskytujici v populaci, virus vakcinie
(vaccinia virus VACV - virus pouzivany k ockovani proti nestovicim) nebo napf¥. virus

myxomatozy kraliku.

2. 3. Entomopoxvirinae

Tato podceled je v sou¢asné dobé tvorena tfemi rody: rod Alphaentomopoxvirus,
do ketrého patfi entomopoxviry infikujici zastupce radu Coleoptera, rod Betaento-
mopoxvirus, kterého zastupci infikuji rady Lepidoptera a Orthoptera a rod Gamma-
entomopoxvirus, ktery se vykytuje u dvojkfidlych - komart a pakomarl. V soucasné
dobé existuje i nékolik védecky popsanych, avSak do systému nezarazenych, ento-

mopoxvirQ, véetné ITEV (King et al., 2012).
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Prvni entomopoxvirus byl popsan z larev chrousta Melolontha melolontha
(MMEV) (Vago, 1963). NejprostudovanéjSimi entomopoxviry jsou viry z rodu Be-
taentomopoxvirus, zejména virus infikujici housenky Amsacta moorei (AMEV).
Nékteré entomopoxviry r. Betaentomopoxvirus z motylu jsou schopné kultivace v
tkanovych kulturach (Granados & Lawler, 1981; Hukuhara et al., 1990; Marlow et al.,
1993). Pouze u dvou entomopoxvirl byl sekvenovan genom (u AMEV a Melanoplus
sanguinipes Entomopoxvirus MSEV) (Afonso et al., 1999; Bawden et al., 2000).
Presto, ze se jedna o viry dfive spoleéné zafazené do rodu Betaentomopoxvirus,
data z molekularni analyzy ukazuji, Ze jsou si oba viry dost nepodobné, tedy, ze

entomopoxviry jsou velmi divrzifikovana skupina virt (Becker & Moyer, 2007).

Entomopoxviry (EV) infikuji bezobratlé, a jejich hlavni strukturalni odliSnosti od
chordopoxvird (CV) je tvorba proteinovych okluzi - sféroidu, které okluduji jednotlivé
viriony. Sféroidy chrani viry ve vnéjSim prostfedi pred vyschnutim, UV zarenim
apod. a jsou strukturalné podobné okluzim u virli Eeledi Baculoviridae. Sféroidy jsou
tvofeny protienem sféroidinem, syntetizovanym sph genem. Sféroidin je analogicky
polyedrinu a granulinu bakulovirt (BV), ale neni s nimi homologni (Arif, 1995). Tento
gen neni nezbytny pro vyvoj a infekénost viru, jak ukazala prace, kdy byl odstranén
z genomu (Palmer et al., 1995). Viriony jsou riizného tvaru, s typickou morusovitou
projekci na povrchu membrany. Maji jedno nebo dvé lateralni téliska. Rozdéleni
do jednotlivych roda je podle hostitele, morfologie viru a u nékolika izolatl i podle

velikosti genomu (King et al., 2012).

Cela fada entomopoxvirll syntetizuje kromé sféroidinu i protein fusolin, ktery je
hlavni stavebni soucasti tzv. vieten - spindles. Jsou to struktury, které neobsahuiji
viriony. Fusolin je kédovan virem, je homologicky s proteinem gp37 bakulovird. U
nékterych vietena chybi (napf. u AMEV, v8echny zastupci rodu Gammaentomopox-
virus), u nékterych nebyla vietena popsana. Vietena se daji rozdélit na makrovietena
(macrospindles), ktera jsou viditelna v infikované tkani vedle sféroidli, a mikrovie-

tena (microspindles), ktera jsou okludovana spole¢né s viriony ve sféroidu u viru
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Choristoneura biennis, C. fumiferana a Heliothis armigera (Arif, 1995; Bird, 1974).
Uloha vieten neni zcela jasna, néktefi autofi se domnivaji, Ze hraji roli v zesileni
ucinkd virion na zacatku infekce. Fusolin rozpousti a narusuje integritu peritrofické
membrany u hostitele, a tim usnadrfuje vstup virion do stfeva (Mitsuhashi et al.,

2000; Mitsuhashi, 2002; Mitsuhashi & Miyamoto, 2003; Mitsuhashi et al., 2007).

Entomopoxviry se vyvijeji v tukovém télese a hemocytech u larev, pouze v
pfipadé ITEV se virus vyskytuje ve stfevé u dospélych broukul. Infekce zadina
pozienim sféroidu s viriony, ktery se ve stfevé pusobenim alkalického prostredi
rozpousti a uvolnéné viriony vstupuji do bunék strevniho epitelu. Zda se zde vyvijeji
neni jasné, stfevni infekce byla pozorovana pouze u A. moorei a C. biennis, ale
hlavnim mistem infekce u téchto druhu je tukové téleso (Granados, 1981). Zda se, ze
roznos v téle hostitele zajistuji hemocyty, které sedi na povrchu stfeva a vychytavaji

viriony a roznasi je do tukového télesa, popf. do dalSich tkani (Arif, 1995).

V posledni dobé byla publikovana celd fada ¢lanki a monografii, shrnujici
vS8echny aspekty biologie entomopoxvird, véetné popisu vyvoje, morfogeneze, syn-
tézy protein(, analyzy genomu apod. (Arif, 1995; Becker & Moyer, 2007; Granados,
1981; Perera et al., 2010), kde se zajemce mUze docist detaily o entomopoxvirech,

které presahuji ramec této prace.

2. 4. Ips typographus Entomopoxvirus - ITEV

V souCasném systematickém zarazeni podCeledi Entomopoxvirinae je oficialné
uznavano pouze 7 zastupcu rodu Alphaentomopoxvirus (King et al., 2012). Jejich
seznam a prehled vSech doposud popsanych entomopoxvirl u broukUl, s jejich
charakteristikou je v tabulce 1. VétSina EV z broukl infikuje tukové téleso larev

vrubounovitych brouku. Jedinou vyjimkou je ITEV.



Tab. 1. Poxviry, popsané z radu Coleoptera

Hostitel Tkan Virion (nm) Sféroid - OB (um) Vietena Lokalita Zdroj
Scarabaeidae
Anomala cuprea FB 440-250 5x8 + Japonsko Katagiri et al., 1975
Aphodius tasmaniae FB 380-430x250-300 5-12 + Australie Goodwin & Filshie, 1975
Demodema boranensis FB 420-230 8-11 + Argentina Vago et al., 1968a
Dermolepida albohirtum FB 420-450x220-240 3-5 - Australie Goodwin & Roberts, 1975; Goodwin
& Filshie, 1975
Othonius batesi FB 470x265 5-10 + Australie Goodwin & Filshie, 1969; Goodwin
& Roberts, 1975
Geotrupes sylvaticus FB 306-416x255-286 3.5-11 + Polsko Lipa & Bartkowski, 1972
Melolontha melolontha FB 450x250 10-24 + Francie Bergoin et al., 1968a; Hurpin &
Vago, 1963; Hurpin & Robert, 1967
Melolontha melolontha FB 450x250 57x11.4 Turecko Sezen & Demirbag, 2006
Phyllopertha horticola FB 400x240 6-25 Francie Vago et al., 1969
Anoplognathus hirsutus FB ERMA New Zealend, 2000
Anoplognathus porosus FB + Australie, NZ Moore & Milner, 1973
Dasygnathus sp. FB + Austrilie, NZ Moore & Milner, 1973
Lucanidae
Figulus subleavis FB 330x290 1-5 + Madagaskar Vago et al., 1968b
Scolytidae
Dendroctonus armandi FB 187-208x104-129 7.88 + Cina Fan et al., 1987
Ips typographus M 150-200x300-350 4-10x5-11 MS Evropa Wegensteiner & Weiser, 1995
Ips typographus M 250-280x310-375 4-10x5-15 Turecko Yaman & Baki, 2011
Ips amitinus M 3-14x5-14 Rakousko Hindel et al., 2003
FB .... tukové téleso M ... stfevo, NZ ... Novy Z¢land MS ... mikrovfetena

tu¢né oficidlné uznané druhy

€¢
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Kromé ITEV byly vSechny EV z rodu Alphaentomopoxvirus popsané z infikova-
nych larev. Pro druhy je charakteristicka dlouha doba infekce, v nékterych pfipadech
nékolik mésicu (Goodwin & Roberts, 1975; Milner & Lutton, 1975). Dal§im charak-
teristickym rysem téchto virli je pfitomnost vieten a pomala rychlost infekce (Hurpin
& Robert, 1968). VétsSina publikovanych praci se soustfedila pouze na popis in-
fekce virem, néktefi autofi se zaméfili na infekéni proces (LDso, LT5, atd.), ale od
puvodnich popist a novych nalezu dfive popsanych vird (MMEV z Turecka - viz
tab. 1.) se nepodafilo popsat nové EV z rodu Alphaentomopoxvirus (Goodwin &
Roberts, 1975; Hurpin & Robert, 1972; Milner & Lutton, 1975; Robert, 1968). Malo
poznatkul je o morfogenezi virli uvnitf hostitele, nebo o infekénim procesu, zejména
ale chybi detailni informace o molekularnich a genetickych charakteristikach EV infi-
kujicich brouky. Pfi¢inou muze byt zejména to, ze se nepodafilo ani jeden izolovany
EV z brouk( pfenést a namnozit v tkanové kultufe. Neni ani dosud znamo, zda
se da néjaky dfive popsany EV z brouk( prenaset a pasazovat na svém hostiteli
v laboratornich podminkach, presto, Zze nékteré pokusy s laboratornimi infekcemi
probéhly (Goodwin & Roberts, 1975). Jedinou vyjimkou je ITEV, ktery se dafi v

laboratornich podminkach pasazovat jiz nékolik let (Tonka & Weiser, 2009).

Problémem popisu infekci entomopoxvirt u brouku je to, ze vétSina larev, u kte-
rych byla infekce EV popsana, Zije skrytym zplsobem Zivota a vyvoj napf. chroustd
neni jednoduchy a ziskat proto dostatek materialu k infekcim je slozité. DalSim pro-
blémem je délka trvani infekce, kdy prvni pfiznaky u larev se objevi az po nékolika
tydnech, na rozdil u infekci EV u motylt nebo sarancat, kde infekce probihd rych-
leji (Sutter, 1972; Woods et al., 1992). Nemalou komplikaci je skryta forma infekce -
virem infikovana housenka je snadno rozeznatelna, ale infikovany dospélec brouka
neni na prvni pohled rozeznatelny od zdravych broukl, a pokud neni uhynuly a
nezaméfime se pfimo na pitvu mrtvych brouku, tak vétSinou infekci u dospélych

broukd nezachytime. Pokud infekce trva prfes larvalni stadia, kuklu az do iméaga,
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kde se projevuje bud indiferentné, nebo pomalu, nebo je pfitomna pouze v latentni

formé, tak se infekce EV nemusi vibec projevit.

ITEV byl popsan v Rakousku a zaroven byl revidovan stary materiél infekci .
smrkového z CR (Wegensteiner & Weiser, 1995; Weiser & Wegensteiner, 1994).
Vyskytoval se vyhradné u dospélych broukl I. typographus, nebyl nalezen ani u
larev, ani u kukel, ani u jinych druh( z podCeledi Scolytinae. V Rakousku byl ale
zaznamenan vyskyt sféroidd ITEV i ve stfevé I. amitinus (Handel et al., 2003). ITEV
napada vyhradné stfevni epitel, v jiné tkani nebyl lokalizovan. Vietena jsou typu
mikrovieten (microspindles), okludovana uvnitf sféroidu. V nésledujich letech po
detailnéjSim popisu byl ITEV identifikovan pfi vyzkumu lykozroutd v riznych ¢astech
Evropy, ale napf. i v Gruzii nebo Turecku (Burjanadze & Goginashvili, 2009; Takov

& Pilarska, 2009; Takov et al., 2010; Takov et al., 2011; Yaman & Radek, 2012).

Nakazeni brouci se viditeIné od nenakazenych nelisi. Infekce se da rozpoznat
az po pitvé dospélého brouka. Popis ITEV byl publikovan v roce 1995, kdy byl virus
nalezen u 7 broukl na dvou mistech v Dolnim Rakousku, a na zékladé materialu z
téchto dvou lokalit byl ITEV popsan (Wegensteiner & Weiser, 1995). Dalsi popis byl v
souvislosti s rakouskym materidlem publikovan paradoxné o rok dfive, kdy se opét, v
souvislosti s nalezem viru v Rakousku, zkoumal stary material z oblasti pfemnozeni
. smrkového v jihozapadnich Cechach na zagatku 50. let minulého stoleti, a i zde

byl identifikovan ITEV (Weiser & Wegensteiner, 1994).

Pfenos viru mezi brouky v populaci probiha mezi jedinci v chodbach pod karou
napadenych stromd béhem Gzivného Ziru nebo béhem pareni (Weiser & Wegen-
steiner, 1994). Sféroidy viru opousti hostitele s vykaly, popf. jsou ve zbytcich kada-
verQ v larvalnich chodbach (Wegensteiner & Weiser, 1995; Wegensteiner & Weiser,
2004; Weiser et al., 2000). ITEV nepusobi viditelnou infekci ani napadnou mortalitu
jednotlivych lykozroutt pfed migraci brouka na dal$i hostitelské stromy, ale jeho vliv

mozna ovliviuje délku Zivota, pohyblivost apod. (Weiser & Wegensteiner, 1994). P¥i
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popisu byla snaha zafadit ITEV do podskupiny entomopoxvirG z brouku, protoze
se od zastupcu rodu Alphaentomopoxvirus odliSoval tvarem sféroidd, lokalizaci v
hostiteli a tvorbou mikrovieten, nicméné tato snaha nebyla pfijata (Weiser & Wegen-

steiner, 1994; Zizka et al., 2001).

Infekce virem ITEV uvnitf stfeva |. smrkového postupuje smérem od predni
¢asti stfeva do zadni ¢asti, kde jsou na konci infekce sféroidy ve sténé strevniho
epitelu (Wegensteiner & Weiser, 1995). Zatimco sféroidy ITEV jsou v pfipadé popisu
rakouského a Ceského izolatu viru tvarové podobné, vétSinou Ctvercovité, poloku-
lovité, polstarkovité nebo ovalné, jejich velikost se liSi. V pfipadé ITEV z Dolniho
Rakouska byly sféroidy rizné velikosti, od 4 - 5 ym do 10 - 12 ym, v pfipadé viru
ze starého materialu z jihozapadnich Cech byly kulovité sféroidy velké 2 - 8 um v
prameéru, polstarkovité inkluze méfily v priméru 1.5 - 4 x 3 - 7 yum (Wegensteiner
& Weiser, 1995; Weiser & Wegensteiner, 1994). Naproti tomu velikosti vironu se u

obou izolatd ITEV neliSily, méfily od 150 - 250 x 300 - 350 nm.

V Ceské republice byl ITEV identifikovan mikroskopicky pouze u I. smrkového
na Sumavé a v Krkonosich (osobni sdéleni dr. Weisera). Na zadné jiné lokalité
nebyl ITEV zachycen. Jak bylo uvedeno vysSe, vyskyt ITEV a dalSich patogent
byl podrobngji monitorovan b&hem kirovcové kalamity v Sumavském narodnim
parku (Weiser et al., 1999; Weiser et al., 2000). V souvislosti s potencidlnim pouzitim
ITEV v biologické ochrané smrcin byly u€inény nékteré praktické aplikace viru, ale
s nejasnymi vysledky (HoluSa et al., 2004; Pultar & Weiser, 1999). Ve druhém
pfipadé bylo dosazeno pfiblizné o 20% vy$Si nakazy virem u broukd nalétanych
na poleno osetfené entomopoxvirem ve srovnani s kontrolnim polenem. Ale infekce,
zpusobujici mortalitu, byla v laboratornich pokusech dokazana (Tonka & Weiser,

2009).
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2. 5. Mikrosporidie

Mikrosporidie, se vyskytuji u vSech skupin organizm(. Mizeme je charakterizo-

vat jako:

o organizmy, vyskytujici se témér u vSech zivociSnych skupin od prvokl az
po Clovéka;

o jednobunééné obligatni intracelularni parazity vSech tkani zivocichu;

e parazity s jedinym extracelularnim stadiem, kterym je rezistentni jedno-

bunécné spora se specialnimi organelami, slouzicimi k pfenosu parazita

do bunék hostitele, které jsou charakteristické pro mikrosporidie.

Vyzkum mikrosporidii zaCina pred pfiblizné 150 lety, kdy pfi vyzkumu parazitt
bource morudového byla popsana mikrosporidie Nosema bombycis (Nageli, 1857).
Od tohoto objevu se mikrosporidie staly objektem zajmu mnoha védcu, véetné
Ceskych, ktefi pfispéli ke znalostem mikrosporidii mnoha popisy rodu a druhu téchto

prvoku.

Béhem nékolika let od popisu prvni mikrosporidie byly publikovany popisy né-
kolika dalSich mikrosporidii napadajicich riizné bezobratlé zivo€ichy, a proto byly v
letech 1885 a 1899 publikovany prvni taxonomické prace, pokousejici se systema-
ticky zaradit nové druhy mikrosporidii (Balbiani, 1882; Labbé, 1899). Prvni ucelenou
publikaci o Zivotnich cyklech mikrosporidii byla monografie, ktera se zabyvala i sys-
tematikou téchto parazitll (Kudo, 1924). V soucasnoti existuji tfi velké monografie,
podavajici detailni pfehled poznatkt o mikrosporidiich (Bulla jr. & Cheng, 1976; Can-
ning & Lom, 1986; Wittner & Weiss, 1999).

V soucasné dobé jsou mikrosporidie studovany pfedevsim v souvislosti s vysky-
tem téchto organizmi u HIV pozitivnich pacientu, ze kterych bylo izolovano nékolik

druhd mikrosporidii. VétSina mikrosporidii, izolovanych z ¢lovéka je udrzovana v
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tkanovych kulturach, a tim je k dispozici material, ktery je dostupny pro v§echny
pozadované vyzkumy, a jehoz mnozstvi a kvalita se neda srovnavat s pfirodnimi
nakazami u bezobratlych ZivoCichl. Ukazuje se, Ze i mimo pfipady snizené imunity
se fada mikrosporidii vyskytuje kratkodobé v tkanich ¢lovéka a jinych teplokrevnych
obratlovcl, a ze ndkaza u téchto hostiteli probiha bez pfiznakud. Z tohoto hlediska
je ziskavani poznatkd o vyvoji a strukturach mikrosporidii dulezité pro srovnavaci
vyzkum nékaz pro Clovéka vyznamnych. V pfirodé mikrosporidie jednak napadaji
ekonomicky vyznamné populace hospodarsky chovaného hmyzu (v&ely, bourci),
jednak ovliviuji hustoty populaci ekonomicky vyznamnych Skadcl (napf. mande-
linky) a vyznamnym je vyzkum mikrosporidii i u zdravotnicky dllezitych ¢lenovcu,
kde poznatky o zivotnich cyklech mikrosporidii 1ze vyuZivat v biologickém boji s

témito Zivocichy.

Vyznamny je pfinos Ceské veédy pro vyzkum mikrosporidii. Na pfelomu dvaca-
tych a tficatych let se studiem mikrosporidii zabyvali napf. V. Janda nebo A. Mrazek,
na které navazal svymi vyzkumy O. Jirovec. V povale¢nych letech se mikrosporidi-
emi zabyvali pfedevSim dr. J. Weiser a prof. J. Vavra, ktefi pfispéli svymi vyzkumy
k tomu, ze z Gzemi byvalého Ceskoslovenska bylo popsano mnoho novych druhti

mikrosporidii.

Mikrosporidie, jako jedina eukaryota maji ribozémy prokaryontniho typu (Curgy
et al., 1980; Vavra, 1986), coz sveédc¢i o starobylosti téchto organizmd. V posled-
nich letech v8ak nékteré molekularné biologické vyzkumy zafazeni mikrosporidii
upfesiuji a jak se ukazuje, poznatky z poslednich let dokladaji Uzkou pfibuznost
mikrosporidii k FiSi hub, jak bylo dolozeno studiem tubulinovych gent (Edlind et al.,
1996) a studiem HSP (heat shock proteins), které jsou pfibuzné mitochondrialnim
HSP kvasinek (Germot et al., 1997). Fylogenetické studie ribozomalnich RNA uka-
zuji, ze mikrosporidie jsou velmi starobylou skupinou, ktera se velmi brzy v evoluci
oddélila od ostatnich eukaryot (Vossbrinck et al., 1987; Weiss et al., 1994). Stu-

die aminokyselinovych sekvenci translaénich elongaénich faktort (EF - 1«) dokonce
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ukazuiji, ze mikrosporidie jsou prvni skupinou organizmu oddélenych béhem evoluce

od ostatnich eukaryot (Hasegawa & Hashimoto, 1999; Hashimoto et al., 1997).

Doposud bylo popsano prfes 1300 druht mikrosporidii. Zafazeni mikrosporidii
do systému prodélalo béhem nékolika uplynulych let zasadni zmény. V poslednich
taxonomickych prehledech jsou mikrosporidie fazeny do fiSe hub (Fungi) na zakladée
analyzy tubulinovych gena (Corradi & Keeling, 2009), nicméné pfesné zarazeni
mikrosporidii do systému jesté neni stdle dokonceno, nékde jsou mikrosporidie
zarfazeny jako samostatny kmen do podfiSe Eomycota (Cavalier-Smith, 2001). V
této souvislosti je zajimavé, Ze prvni popsana mikrosporidie N. bombycis byla pfed
150 lety popsana jako kvasinkova houba, coz je z dnedniho hlediska velmi blizko

zafazeni mikrosporidii na zakladé molekuldrné biologickych analyz.

Stejné, jako v pfipadé ITEV, podrobny popis a charakteristika mikrosporidii pre-
sahuje ramec této prace. V poslednich letech vyslo nékolik monografii o mikrospori-
diich, kde je mozné najit jejich podrobnéjsi charakteristiku, jejich ultrastruktury, vyvoj
apod. (Bulla jr. & Cheng, 1976; Canning & Lom, 1986; Solter et al., 2012; Tanada &
Kaya, 1993; Vavra, 1986; Wittner & Weiss, 1999). Nadale se prace zabyva pouze
objektem zajmu této dizertace, mikrosporidii C. typographi, pfipadné podrobnosti,

tykajici se neékterych funkci, struktur a cykl mikrosporidii budou zminény v diskuzi.



Tab. 2. Mikrosporidie z klirovcovitych brouku

Druh Hostitel Host. tkan Zdroj

Chytridiopsis typographi Ips typographus, Dendroctonus pseudotsugae, Hylas- M Haidler, 1998; Hiéndel, 2001; Purrini
tes cunicularius, Ips laricis, Hylurgops glabratus, Pity- & Weiser, 1984; Purrini & Weiser,
ophtorus pityographus, Pityogenes chalcographus, Ips 1985; Wegensteiner, 1994; Wegensteiner
amitinus & Weiser, 1996; Weiser, 1954; Weiser,

1955; Weiser, 1970

Nosema typographi L. typographus, Hylurgops palliatus FB Purrini, 1978; Weiser, 1955; Weiser et al., 1997

Unikaryon montanum 1. typographus FB, MT, O Weiser et al., 1998

Nosema dendroctoni D. pseudotsugae FB, MT Weiser, 1970

Nosema curvidentis Pityokteines curvidens, Scolytus scolytus FB Weiser, 1961; Weiser, 1968

Stempellia scolyti S. scolytus, S. multistriatus, S. pygmacus, S. ensifer M Purrini, 1975; Weiser, 1966

Nosema scolyti S. scolytus, S. multistriatus, S. pygmacus, S. ensifer M, MT Lipa, 1968

Plistophora scolyti S. scolytus M Weiser, 1968

Unikaryon minutum Dendroctonus frontalis M Bridges, 1987; Knell & Allen, 1978

Pleistophora xyloteri Trypodendron domesticum M Purrini & Ormieres, 1981

Nosema dryocoetesi Dryocoetes autographus FB Purrini & Ormieres, 1981

Nosema calcarati Pityogenes calcaratus G Purrini & Halperin, 1982

Canningia spinidentis Pityokteines spinidens FB, MT,M Weiser et al., 1995

Canningia tomici Tomicus piniperda M, FB, G Kohlmayr et al., 2003

Unikaryon polygraphi Polygraphus poligraphus M, MT Weiser et al., 2002

Larssoniella duplicati Ips duplicatus M, MT Holusa et al., 2006

FB ... tukové téleso
G ... gonady
O ... ovaria

MT ... Malpighické zlazy
M ... stfevo

o€
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2. 6. Chytridiopsis typographi

U klrovcovitych broukl bylo popsano nékolik mikrosporidii, viz tab. 2. Kromé
druhd uvedenych v této tabulce, bylo popsano jesté neékolik mikrosporidii, které byly
zarazeny pouze do rodu, napf. Microsporidium, Nosema a Unikaryon sp. (Haidler,
1998; Handel, 2001). Mikrosporidie, infikujici kirovcovité brouky jsou vyvojove a ta-
xonomicky velmi riiznorodou skupinou, ale u I. smrkového byly popsany pouze ftfi
druhy mikrosporidii, a to Nosema typographi, Unikaryon montanum a C. typogra-

phi (Purrini & Weiser, 1984; Weiser, 1955; Weiser et al., 1997; Weiser et al., 1998).

v s

Z tabulky (viz str. 28) plyne, Ze mikrosporidie C. typographi je nejhojnéjSim
zastupcem mikrosporidii u téchto broukl, a proto se prace tyka pouze této mik-
rosporidie. V poslednim systematickém prehledu je Ch. typographi zafazena do
samostané Celedi Chytridiopsidae (Vossbrinck & Debrunner-Vossbrinck, 2005). Do
soucCasné doby byly, kromé C. typographi, popsany jesté dva druhy r. Chytridiopsis
infikujici hmyz, a to Ch. socius z potemnikovitého brouka Blaps lethifera Marsh. 1802
(Coleoptera: Tenebrionidae) (Manier & Ormiéres, 1968) a Ch. trichopterae z larev
chrostika Polycentropus flavomaculatus Pictet, 1834 (Trichoptera: Polycentropodi-

dae) (Larsson, 1993).

Mikrosporidie C. typographi byla plvodné popsana jako Haplosporidium typo-
graphi u . smrkového (Weiser, 1954; Weiser, 1955) a z amerického lykohuba Den-
droctones pseudotsugae Hopkins (Weiser, 1970). Ultrastruktury vyvojovych stadii
tohoto druhu mikrosporidie byly prvné identifikovany u lykohuba drvafe, Hylastes
cunicularius Erichs (Purrini & Weiser, 1984). DalSi popis ultrastruktury a ¢asteéného
vyvojového cyklu nasledoval uz z materialu, zachyceného u I. smrkového (Purrini &
Weiser, 1985). Z vySetfeni nemoci kirovcl se zda, Ze se vyskytuje ve stejném are-
alu rozsiteni, jako klrovcoviti brouci. Do sou¢asné doby byla identifikovana v CR,

Rakousku, Némecku, Gruzii, Bulharsku, Litvé apod. (Burjanadze & Goginashvili,
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2009; Takov & Pilarska, 2009; Takov et al., 2010; Takov et al., 2011; Wegensteiner &
Weiser, 1996; Wegensteiner & Weiser, 2004; Wegensteiner et al., 1996). Mikrospo-
ridie infikuje nejenom |. smrkového, ale Sir8i spektrum karovcovitych brouku, napf. /.
duplicatus, I. acuminatus, I. cembrae, Orthotomicus proximus a Cryphalus saltuarius
(viztab. 2.) (Haidler, 1998; Handel, 2001; Holusa et al., 2007; Holusa et al., 2009; Ho-
luSa et al., 2013; LukaSova et al., 2013; Takov et al., 2007; Zitterer, 2002). VSechny
uvedené prace se ale zabyvaji pouze mapovanim entomopatogenni fauny téchto
broukl a zachycuji C. typographi v rizném stupni prevalence. Ta je samoziejmé
velmi variabilni, nejenom u mikrosporidii, a kromé variability v populacich je vysoka i
sezdnni variabilita této mikrosporidie (Wegensteiner & Weiser, 1996; Wegensteiner

& Weiser, 2004).

Mikrosporidie C. typographi parazituje ve stfevé hostitele, a to pouze u do-
spélych broukl. Jediny popis této mikrosporidie, infikujici larvy, pochézi z larev D.
pseudotsugae (Weiser, 1970). Nicméné nasledujici pozorovani toto nepotvrdila a
vSechny zaznamy o infekcich mikrosporidii C. typographi pochazeji z dospélych

broukd.

Infekce mikrosporidii, stejné jako ostatnimi patogeny, neni na prvni pohled na
dospélcich lykozroutl patrna. Jedinym pfiznakem rozvinuté infekce je mensi aktivita
ve srovnani s nenakazenymi jedinci a nepfijimani potravy nakazenymi brouky (Purrini
& Weiser, 1984). Viditelna infekce se projevi az po vypitvani nakazenych jedinc,
kdy jsou ve stievé v mikroskopu vidét svétlolomné tlustosténné cysty - sporoforni
meéchyrky s nékolika spdrami, jejichz pocet je velmi variabilni, kolisa od 4 do 30. P¥i
silné infekci dochazi k destrukci stfeva s naslednou septikémii, které nemuze plnit
svou funkci, pokud je celé vyplnéno méchyrki a spérami. Pfenos mikrosporidie se
déje vykaly, kdy s trusem odchazeji ze stfeva cysty (sporoforni méchyiky), které jsou
velmi odolné ve vnéjSim prostiedi a tlusta sténa méchyrku dokonale chrani spory

uvnitf pfed vysusenim, popf. UV zarfenim.
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Mikrosporidie Ch. typographi je charakteristickd dvéma typy sporogonie a tvor-
bou dvou druht spor. Jeden typ spor, tzv. tenkosténné spory, slouzi k rozvoji nakazy
uvnitf hostitele, tak jak je to obvyklé u nékterych mikrosporidii (Hylis, 1999; Iwano &
Ishihara, 1991; Maddox et al., 1999). Druhy typ spor, spory s tlustou endosporou,
slouzi k pfenosu mezi hostiteli. U Ch. typographi jsou tyto tlustosténné spory jesté
uzavfeny ve sporofornim meéchyrku - cysté, ktera je, jak bylo uvedeno vyse, chrani

ve vneéjsim prostredi.
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3. Cile prace

Cile prace vychazely z hypotézy, Ze patogenni organizmy ovlivhuji fyziologicky
stav hostitele, maji vliv na Zivotni pochody infikovanych jedinct a nasledné ovliviuji
disperzi hostitelt na dalsi hostitelské stromy a za urcitych podminek mohou zpusobit

smrt hostitele.

Prvnim cilem prace bylo zajistit kontinualni mnoZeni patogennich agens, v na-
Sem pfipadé ITEV a mikrosporidie Chytridiopsis typographi, v laboratornich pod-
minkach jako zdroj materialu pro dal$i vyzkumy a hodnoceni vyvoje a morfogeneze

téchto patogenu.

Druhym cilem bylo zjistit podrobnosti o vyvoji viru v hostitelském organizmu.
Jak se vywviji ve stfevé hostitele, jak dochazi k pfenosu a vliv viru na hostitele. Jak
probiha morfogeneze viru uvnitf hostitelské tkané, jaké jsou odchylky od pfibuznych
organizml a celkovy vyvoj viru v infikované burice stfevniho epitelu a tim doplnit
pouze kusé informace z prvnich a zaroven poslednich detailngjSich popist, které

byly publikovany v 90. letech minulého stoleti.

Tretim cilem bylo objasnit vztahy mezi ITEV a dalSimi zastupci rodu Alphaent-
mopoxvirus, ktefi infikuji larvy fadu Coleoptera, popf. srovnat odchylky od vyvoje v

celé Celedi Poxviridae.

Ctvrtym cilem bylo podrobné&j$i zkoumani vyvoje mikrosporidie C. typographi,
ktera se od jinych mikrosporidii lii ve svém zivotnim cyklu, popsani novych stadii ve
vyvoji a doplnéni morfogeneze a ultrastruktury nékterych, jiz dfive popsanych stadii
ve vyvoji této mikrosporidie a, stejné jako v pfipadé ITEV, doplnit kusé informace o

ultrastruktufe a vyvoji v ptivodnim popisu této mikrosporidie.
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Cilem, ktery vyplynul ze studia patogennich mikroorganizmu u lykozroutu, bylo
vyhledani a identifikace novych, doposud neznadmych patogennich agens, vyskytu-

jicich se v populacich lykozrouta smrkového.



36

4. Material a metodika

Pouzité metodiky jsou standardni metodiky, které se pouzivaji pfi studiu ul-
trastruktur a zivotnich cyklt mikroorganizm(. Metodické postupy byly v zasadé stejné
pro oba studované mikroorganizmy, jak infekce dospélct I. smrkového, pitva naka-

Zenych broukU i nasledné zpracovani infikované tkané.

4. 1. Vysetreni hostitelskych organizmu

Presto, Ze prvotnim zamérem prace byl podrobnéjsi vyzkum ITEV a mikrospori-
die Chytridiopsis typographi a jejich vliv na I. smrkového, ve vySetfovaném materialu
byly zachyceny i jiné patogenni organizmy, infikujici kirovce, pfedev§im nékteré

dal8i mikrosporidie, gregariny a nematodi

K identifikaci patogenu v napadenych hostitelich byly pouzity postupy, které jsou
vysledkem rutinné popisovanych metodik pfi identifikaci téchto organizmi (Vavra,
1976; Lacey, 1997). PfedevSim pfi prvotnim vySetfeni napadenych hostitell jsou
ale pouzivané postupy vysledkem dlouholetych zkuSenosti pfi identifikaci patogena.
Na rozdil napf. od housenek motyll nebo larev vodnich bezobratlych se patogeny
napadeni brouci vétSinou neliSi od neinfikovanych hostitelt, i kdyz napf. u brouku
infikovanych nematody byla pozorovana horSi pohyblivost nakazenych jedincl. Ve
vétSiné pfipadl se infekce pozna az po pitvé jednotlivych broukll a nakaza se

identifikuje az pod mikroskopem.

Nasledujici postup byl pouzit pfi vySetfeni dospélych broukd. Na podlozni
sklicko do kapky fyziologického BIS roztoku (Lacey, 1997) byl polozen vySetfovany
brouk. Hlava byla oddélena skalpelem od zbytku téla a za posledni zadeckovy ¢la-
nek bylo celé stfevo vytazeno z télni dutiny brouka (Wegensteiner & Weiser, 1996).

Stfevo bylo oddéleno od posledniho zadeckového Clanku a pfikryto opatrné krycim
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sklickem tak, aby se stfevo co nejméné porusilo. V prvnim pozorovani bylo zjisto-
vano, zda jsou ve stfevé brouka znamky patogenni infekce. Po identifikaci patogenu
ve stfevé bylo sejmuto kryci sklicko preparaéni jehlou, a napadené stfevo rozdéleno

na nékolik ¢asti, které se dale zpracovavaly.

Pokud nebyla nakaza lokalizovana ve stfevé, a v okoli stfeva se pod sklickem
vyskytovali znamky patogend, hledal se napadeny organ - prohlizely se podrobngiji
Malpighické trubice a hemolymfa. Timto postupem se jednoduSe urcila lokalizaci

nakazy v hostiteli.

4. 2. Barveni

Na obarvenych roztérech podle Giemsy - Romanovského se sledovala variabilita
granuli viru, jejich celkové rozlozeni ve tkani (jednotlivé granule), morfologii, resp
tvar a velikost okluznich télisek. V pfipadé mikrosporidii se metodou Giemsa -

Romanovski barvené roztéry pouzivaly k identifikaci vyvojovych stadii.

Zakladni barvici technikou pro svételny mikroskop, ktera byla pouzita, bylo
barveni Giemsou - Romanovskim. Cast napadeného stfeva se roztahla jehlou na
podloznim skliCku tak, aby roztér byl na jednom misté hustSi. Tento postup se
osvedcil pfi pozorovani rozlozeni okluzi viru a vyvojovych stadii mikrosporidie v
napadené tkani. Roztér se nechal zaschnout a po 5 min. fixace metanolem a po
opétovném ususeni se roztér barvil roztokem Giemsa - Romanovski (1 : 20) 20 min.
Po oplachnuti vodou a ususeni se preparat prohlizel ve svételném mikroskopu. Pro
zhotoveni trvalych preparatl se roztér montoval do zalévaciho média (Histoclad, Clay
Adams, USA). V nékterych pfipadech se pro zhotoveni roztéru pouzivalo i skli¢ko,

na kterém byl brouk pitvan.
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4. 3. Méfeni granuli a spor

Vzhledem k velikostem granuli neni nezbytné nutné potlacit pohyb materialu v
nativnich preparatech, ale pro pfesné méreni granuli viru a spor mikrosporidii byla
pouzta metoda, vyvinuta k presnému meéreni spor mikrosporidii (Vavra, 1976). Na
podlozni sklicko se nalil 2%ni roztok agaru a ihned se agar roztahl po povrchu sklicka.
Po zatuhnuti tak vznikla tenka vrstva, na kterou se pfilozi kryci sklicko se suspenzi
viru. Vyhoda této metody spociva v tom, ze okluze lezi ve vrstvé agaru, nepohybuiji
se a hustota okluzi dava prostor pro co nejpfesnéjs§i méreni jejich velikosti. Pro
meéreni se pouzival okular s méfitkem, kalibrovanym pro rlizné velikosti objektiva a

pfepocitavala se vyslednd naméfena hodnota.

4. 4. Elektronovy mikroskop

V transmisnim elektronovém mikroskopu (dale jen TEM) se pozorovaly prede-
v§im ultrastruktury jednotlivych stadii vyvojovych cyklu, které slouzi jednak k poznani
struktur jednotlivych stadii parazitl, jednak poskytuji Udaje, na jejichz zakladé jsou
odvozeny Zivotni cykly. Pitva a fixace infikovaného materiélu byla pfipravovana sa-
mostatné&, vzorky pro TEM pfipravovali pracovnici LEM PARU, stejné& jako vzorky pro

pozorovani v SEM.

Nasledujici postupy jsou pro oba mikroskopy stejné. Céast infikované tkané
se po rozdéleni materialu fixovala pfes noc pfi 4° C v 2.5% glutaraldehydu. Po
promyti v 0.1M PBS pufru (se 4% glukdzou) se vzorky postfixovaly v pufrovaném
2%nim OsO, dvé hodiny, opét pfi 4° C. Po dal§im promyti se vzorky prevedly
vzestupnou acetonovou fadou do pryskyfice (EPON). Po zaliti se zhotovily polotenké

fezy, které se barvily toluidinovou modfi, ultratenké fezy se kontrastovaly citratem
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olova a octanem uranylu. Ultratenké fezy se prohlizely na mikroskopu JEOL JEM-

1010 pfi urychlovacim napéti 80 kV.

Vzorky na SEM se fixuji, promyvaji a dehydruji stejné, jako vzorky pro TEM. Ze
100% acetonu se vzorky susi metodou kritického bodu pomoci CO,. Po vysu$eni
se vzorky lepi na kovové terCiky a pokryvaji se zlatem (pozlacuji se). Vzorky se

prohlizely na skenovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-7401F.

Pfi studiu patogenl se pouzival 2.5%ni glutaraldehyd (v 0.1M kakodylatovém
pufru), ktery je dostacujici pro ITEV. V pfipadé fixace mikrosporidii je nutné fixaz
a pfipravu vzorku lehce modifikovat. Mikrosporidiemi nakazend stfeva se fixovala
bud’ v 2.5% glutaraldehydu v 0.1M pufru s 1% sachar6zou pro zvy$eni osmolarity
smeési 1% glutaraldehyd a 1% kyselina osmicela v 1M kakodylatovém pufru s 2%
sacharézou na ledu po dobu 1 - 1.5 hodiny, nasledné se promyla pufrem 2 x 10 min,
a pres vzestupnou etanolovou fadu (25, 50, 70, 70 s uranylacetatem 80, 96 a 100%)
a bezvody aceton se zalila do pryskyfice. V kazdé koncentraci se tkan promyvala 2

x 10 minut, pouze v 70% etanolu s uranylacetatem byl vzorek pres noc.

4. 5. Virus

Virus byl ziskan z mist pfirozeného vyskytu v populaci I. smrkového. Mrtvi
infikovani brouci byli odebrani v misté ohniska infekce ITEV na klrovcovou kalami-
tou zasazené Sumavé. Lykozrouti, infikovani virem se sbirali v mistech s vysokym
procentem nakazeni, tak jak byli lykozrouti béhem predeSlych vyzkumu vySetfo-
vani (Pultar & Weiser, 1999; Weiser et al., 2000). Brouci byli primarné ziskavani z
feromonovych lapacu, v mensi mife z napadenych stromovych lapaku. Po pfevezeni

do laboratofe byli celi brouci, zivi i mrtvi, zamrazeni do doby pouZiti.
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PFi studiu nakazy v hostiteli se pouzival virus, ktery byl identifikovan jako Ips
typographus Entomopoxvirus (ITEV), nalezeny na Sumavé v infikovanych broucich
v gervenci 2001 na lokalité Cerna hora - Pramen Vltavy (v laboratofi od roku 2006)
béhem sbérl brouku pro rutinni kontroly rozsifeni patogent v populacich karovet v
NP Sumava. ITEV, ktery byl pouzit pro infek&ni pokusy a ke studiu morfogeneze a

vyvojového cyklu, je identifikovany jako kmen Biola2001.

Virem nakazeni rozmrazeni brouci se vyndali z mraziciho boxu a nechali roz-
mrznout. Celi brouci byli zhomogenizovani v BIS ve sklénéném homogenizatoru a
homogenat prefiltrovan pfes jemné sito, kde se oddélily zbytky broukd od superna-
tantu s okluzemi ITEV. Supernatant se promyl opakovanou centrifugaci (2000 ot. 5
minut) v BIS a vysledna suspenze okluznich télisek ITEV byla resuspendovana v

Cistém BIS a uchovavana pfi -18° C do doby pouZziti.

Pro biologické experimenty se purifikovana suspenze viru naredila na vyslednou
koncentraci 104 IB/ml BIS poc¢itanim okluznich télisek viru v Blirkerové komarce. Do
takto pfipravené suspenze se namacely kousky kury (Lacey, 1997) o velikosti 0.5 x
0.5 cm, které se podavaly broukum. Brouci byli chovani ve sklenénych epruvetach
po 10, kontrolnim broukim se podaval kousek kiry namacené pouze v BIS. Brouci
byli drzeni pfi teploté 25° C pfi svételném rezimu 16:8h. Kousky kury byly broukim
poskytovany kazdé dva dny ad libitum.

Infikovani brouci byli pitvani 5., 10., 15., 20., 25. a 30. den. Pitvali se i vSichni
brouci, uhynuli béhem pokusu, stejné jako uhynuli brouci v kontrole, aby se vyloucila
moznost infekce kontrolnich broukt virem. Pitva infikovanych brouku probihala vyse
uvedenym zpusobem. Infikovana stfeva se fixovala pro potfeby morfologickych a
vyvojovych studii, nebo se stfeva pouzila jako zasobarna viru pro dalsi infekéni
pokusy. Virem infikovana stfeva, vypitvana z nakazenych brouku, se uchovavala
v mikrocentrifuga¢ni zkumavce (Eppendorf) v roztoku BIS pfi - 18° C az do doby

daldiho pouziti. Virus je udrZzovan na lykozroutech v laboratofi od roku 2006 a do
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soucasné doby je infekéni bez jakychkoliv problému, souvisejicich s dlouhou dobou

skladovani.

4. 6. Hostitel

VSechny pokusy s virovou infekci probihaly na dospélych broucich lps typogra-
phus. Brouci byli pouziti ve stadiu zZlutych, hnédych i ¢ernych brouk, sbiranych na
mistech, kde nebyl zaznamenan vyskyt entomopoxviru. Zluti brouki byli sbirani hned
po vylihnuti z kukel z pod kdry napadenych stroma, stejné jako hnédi a &erni brouci.
Cerni brouci byli navic vybirani z feromonovych lapagu, které byli umisténé v lese.
Brouci, sbirani v dobé letu a rojent, byli pouziti ihned na pokusy. Zluti brouci, sbirani
na podzim, byli vybrani z pod kiry a s hrabankou a Supinami kiry dani do chladnicky,

odkud byli vybirani k infekénim pokusim.

4. 7. Mikrosporidie

Morfologii a vyvoj se také sledoval u laboratorné pfenosné mikrosporidie C. ty-
pographi. Infekéni material byl ziskan z pfirodné nakazenych brouku. Postup ziskani
Cistého materidlu byl stejny jako v pfipadé purifikovaného vzorku viru. Material pro
infekéni pokusy se fedil na vyslednou koncentraci 102 cyst/ml roztoku BIS. Kousky
kiry o velikosti 0.5 x 0.5 cm se ponofovaly do suspenze cyst a davaly broukim.
Infekéni pokusy probihaly stejné, jako pokusy s virem. Pitvy, fixace, zpracovani in-
fek€nich stfev a uchovavani probihalo stejnym zplsobem jako v pfipadé infekce
ITEV. Brouci byli krmeni a uchovavani béhem pokusu za stejnych podminek, jako v

pfipadeé viru.

Béhem studia se podafilo zachytit dvé nové mikrosporidie, které infikovaly stfevo

lykozroutd. Jedna mikrosporidie byla zachycena u lykozroutl z okoli Rychnova nad
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Malsi, druha z oblasti Velkého Boru u Netolic. Tyto mikrosporidie nebyli k infekénim
pokusum pouzity, pouze se infek&ni material zpracoval rutinnimi postupy, uvedenymi

vyse, pro potfeby svételného a eletronového mikroskopu.
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5. Vysledky

Soucasti vysledkl je obrazova pfiloha, ktera se nachazi na konci prace v kap.
8. Vysledky jsou ¢lenény do logickych a souvisejicich blokl, které postupné popi-
suji pozorovani, ktera byla ucinéna pfi studiu ITEV béhem laboratornich infekci .

smrkoveho a vyvojového cyklu a ultrastruktur mikrosporidie Ch. typographi.

5.1. Vyvoj a morfogeneze Ips typographus EV

Entomopoxvirus z . smrkového byl obecné popsan Wegensteinerem a Weise-
rem (1995), kdy bylo zjiSténo, ze popsany virus sice patfi do skupiny poxvirQ, ale v
nékterych pfipadech se liSi od typového materidlu entomopoxviru z larev chroustu.
Protoze se ITEV vyviji pouze ve stfevé po pozieni infekénich sféroidd, detailni popis

viru zavisi na ziskani materialu ze zivych infikovanych brouku.

Schématicky vyvoj ITEV je vyobrazen na obr. 1. Infekce zaCina po pozfeni
sféroidu s infek€nimi viriony (obr. 2.), které se rozpoustéji v alkalickém prostfedi
stfeva a uvolnéné virové Castice vstupuji do epitelu pfedni ¢asti stfeva hostitele.
Infikované epitelialni buriky (obr. 3) se objevuji ve skupinach v prfednim stfevé, tvofi
se v nich nové sféroidy a poni¢ené stfevni buriky uvolfiuji okluze do stfevni dutiny
a spole¢né s trusem a obsahem stfeva odchazeji okluze ven z téla hostitele (obr.
27, 28). S nasledujici regeneraci bunék se hustota infekce méni. Okluzni téliska z
mrtvych bunék jsou uvolfiovana a zustavaji v prostoru mezi epitelem a peritrofickou
membranou vrchni ¢asti stfeva. S peristaltickymi pohyby stfeva a pasazi potravy jsou
okluzni téliska posunovana stfevem dolu. Pfesto, Ze jsou virové ¢astice okludovany
ve sféroidu, nékteré viriony vycnivaji z okluze a béhem pohybu stfevniho obsahu
dolu stfevem jsou virové Castice uvolfiovany a jsou tlaGeny k povrchu epitelialnich

bunék.
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Ne kazda bunka na cesté sféroidu mezi peritrofickou membranou a sténou
stfeva je infikovana (obr. 3, 4). Tato sporadicka infekce epitelialnich bunék je dana
faktem, Ze ¢ast virovych ¢astic, uvoliovanych ze sféroidu, nemusi byt infekéni. Pro
uspésnou infekci jsou kvalifikovany pouze virové ¢astice, které vyCnivaji ze sféroidu
nebo, pokud je okluzni télisko rozpusténé, viriony skryté v hlubSich ¢astech uvnitf

okluze.

Rozvoj infekce, postupujici doli stfevem lykoZzroutd, je ovliviiovan zejména Cer-
stvymi viriony v nové formovanych sféroidech v tom samém hostiteli. Z polotenkych
fezl je zfejmé, ze rozvoj infekce dolu stfevem v hostiteli je zplsoben hlavné viriony
vlastni populace a ne novymi viriony pozfenymi pozdéji. Na fezech stfedni casti
intestiny (obr. 2d, e) je viditelné, ze jsou infikované buriky ve skupinach. Produkce
sféroidl je v rizném stadiu vyvoje a z pozorovani infikované tkané nevyplyva, ze

existuje ¢ast stfevniho epitelu, kde je infekce koncentrovana (obr. 3, 4).

Regeneracni noduly stfevniho epitelu nejsou infikovany. Masivné napadend
stfeva v laboratorné infikovanych broucich se objevuji v prvni plice stfeva, pred
del8i coekou, okluzni téliska jsou v centralni a distalni ¢asti stfeva v dlouhych a

kratkych coekach.

Jak je vidét z fezu pro TEM, tvofici se okluzni téliska jsou velmi specifického
tvaru, ktery se liSi od Siroce ovalného sféroidu a vfeten typového druhu MMEYV,
a od tvaru okluznich télisek dalSich ¢leni podceledi Entomopoxvirinae. Okluzni
téliska ITEV jsou dvou hlavnich typl: plochy, polStarkovity sféroid a polokulovita
("Cepicovita”) okluze (obr. 3, 4, 19). Podlouhly, Siroky, ¢tyfuhelnikovity, polStarkovity
sféroid méfi v priméru 8 - 12 x 3 - 7 x 5 um, polokulovity sféroid s jednou rovnu
bazi méfi 8 - 10 x 3 - 5 ym. Sféroidy - okluzni téliska - ITEV se tvarové diferencuji
jiz pfi prvni syntéze sféroidinu v infikovanych burikach (obr. 4, 8). Sféroidin, hlavni

protein tvofici okluzni téliska, produkuje okluze bud jednoho, nebo druhého tvaru do
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jednotné velikosti. Sféroidy nemaji Zadnou povrchovou membranu nebo podobnou

strukturu, jsou v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské bunky (napf. obr. 5, 13).

5. 1. 1. Lokalizace virové replikace

Na fezech z TEM byl sledovan vyvoj ITEV v mnoha epitelialnich burkach
stfeva v ruzné fazi vyvoje. Virus se vyviji v cytoplazmé infikovanych bunék bez
kontaktu s jadrem. Ale v nékterych bunkach neni jadro vidét (obr. 3, 4, 8). Pfi malém
zvétSeni jsou ve stfevnim epitelu vidét bunky, které "ztratily” své jadro a pouze u
nékterych bunék mizeme sledovat vliv viru na hostitelskou buriku (obr. 3, 16). V
bunkach se zbytky jadra nejsou vidét znaky zadnych reakci infikovanych bunék
na vyvoj individualnich virion. V nékterych pfipadech je evidentni fragmentace
jaderné membrany, ktera se rozpada in situ do kratkych segmenta, které nerespektuji
jaderné péry, a Casem mizi do formy nerovhomeérné fady elektron - denznich granuli
a prazdnych globull. Jinym pfipadem dezintegrace jaderné membrany je jadro s
neporusnou membranou, které ma ale vnéjsi vrstvu membrany Siroce oddélenou od

membrany vnitini (obr. 6).

V nékterych burikach je zfejmé, Ze prostor, kde se tvofi a postupné roste sféroid,
je byvala oblast jadra a ze tedy muze byt vyvoj viru lokalizovan v misté jadra
(obr. 8, 16). Pokud je jadro zachovano, koncentruje se uvnitf chromatin ve formé
nepravidelnych elektron - denznich vrstev (obr. 6, 10). Oblast reprodukce viru je pak

v okoli jadra, kde jsou lokalizovana centra vyvoje viru (obr. 6).

V kazdém dokonceném sféroidu je obvykle 200 - 500 virovych ¢astic. Z toho
plyne, Ze kazdy proces produkce virionu musi byt opakovan v kazdé burice nejméné
200x. Pocet jednotlivych individudlnich stadii ve vyvoiji virovych ¢astic zavisi na ¢asu
vyvoje jednotliveho stédia. Jedno stadium trva kratkou dobu, vyskytuje se v bunce

s mensi Cetnosti, nez stadium, kterého vyvoj trva béhem morfogenez déle. Napf.
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viriony fagocytované hostitelskou membranou, nebo stadium rozbalovani virionu byly

ve zkoumaném materialu vzacné.

Vyzkum replikace viru by mél zahrnovat individualni faze zZivotniho cyklu ITEV
podle pozorovani, ktera jsou Castd a opakovana a ktera je mozné povazovat za
obvykly krok Zivotniho cyklu viru. Prvnim takovym krokem, ktery je vychozim stadiem

zivotniho cyklu ITEV, je struktura, ktera je zde popisovana jako mezistadium.

5. 1. 2. Mezistadium

V infikovanych burnikach lykoZrouta jsou tato stadia vyvoje distribuovana bez
jakéhokoliv fadu (obr. 5, 7, 15). Pfesto se ale zd4, Ze se jedné o zacinajici stadium
cyklu vyvoje ITEV. U vySetfovaného materialu je tato struktura pfitomna a provizorné

je pojmenovana jako mezistadium (obr. 31) (viz kap. 5. 2.).

Jedna se o kulovité télisko, pfiblizné 500 nm v primeéru obalené jemnou mek-
kou membranou, 20 nm tlustou. Uvnitf téliska je rlzny pocet globularnich ¢astic,
150 - 200 nm v praméru. Jejich pocet kolisa od jedné globule, s postupujicim vy-
vojem mezistadia dochazi ke zvySovani poctu téchto globull. Globuly maji tenkou
membranu, uvnitf je elektron - denzni granulovany materidl, identicky s materialem
volnych globull, ktery byl pozorovan v dal$i fazi vyvoje (viz dalSi kapitoly) (napf. obr.
5, 15). Celé mezistadium je vyplnéno témito globuly a zda se, ze po fragmentaci

membrany mezistadia jsou uvolhovany do cytoplazmy hostitelské buriky (obr. 15).

5. 1. 3. Viroplazma - virogenni stroma

Viroplazma (virogenni stréma -VS) je charakteristicka pro BV a poxviry (jako viro-
plazma) a je charakterizovana jako "cytoplazmaticka oblast elektron - denzni amorfni
hmoty popf. roztrouSené shluky granularniho materidlu s kulovitymi vacky” (Gra-

nados, 1973b). V pozorovaném materidlu ITEV ve stfevnim epitelu ma VS formu
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klastrd elektron - denzniho materialu, ktery se nachazi v rlznych ¢astech buriky,
podle faze vyvoje viru (obr. 8, 10, 12, 16). V nékterych pfipadech je mozné VS najit v
cytoplazmé infikovaneé buriky, jinde je nékolik VS na raznych koncich buriky, nékde je
VS v blizkosti tvoficiho se sféroidu (obr. 10). VS, vyskytujici se u ITEV, je evidentné
odlisné od materialu, tvoficiho okluzni télisko, a je analogické VS bakulovird. Je
tvofeno fibrilarnim a granularnim materialem, ktery se uc€astni tvorby viriona. Tento
material tvofi centralni houbovitou masu rizné velikosti. V nékterych pfipadech je
VS tvorfeno z jemného vidknitého materialu spolecné s drobnymi elektron - denznimi
Casticemi. Tyto ¢astice jsou pozdéji inkorporovany do membrany budoucich virionu.

Detaily struktury VS jsou dobfe patrné na obr. 12.

5. 1. 4. Replikace DNA

V cytoplazmé hostitelské bunky se oddélené od VS vyskytovaly skupiny drob-
nych elektron - denznich ¢astic. Jsou uspofadané v nerovnomérné mase a kazda
Castice je pozdéji béhem dalSiho vyvoje uzaviena v membrané a tvofi globule (obr.
6, 7). Uvnitf globule je nerovnomeérné zrnity elektron - denzni material, zfejmé DNA
(obr. 7, 12). Tyto globule tvofi ohniska v cytoplazmé, kde dochazi k replikaci DNA -
tzv. replikaCni zény (obr. 10, 16), tvofené vétsim mnozstvim téchto globuld, v nékte-
rych pfipadech jich maze byt az 500 a vice. Tyto replikaCni zény jsou v ur&itém stadiu
vyvoje ITEV ve vS8ech burnkach. Prekurzorem téchto globulll jsou ploché membra-
nové struktury bez adherovanych globuli. Pocet globull v replikaénich zénach klesa
s postupuijici tvorbou nezralych viriont (1V), které se objevuji v cytoplazmé infikované

bunky s postupujici infekci (obr. 11, 18).

5. 1. 5. Srpkovita membrana (crescent - shape)

Mezi viriony v rlizném stupni maturace jsou v cytoplazmé srpkovité (mésicko-

vité) membrany s adherovanym elektron - denznim materialem (obr. 6, 11, 17). Zda
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se, ze je identicky s hmotou, tvofici VS. SrpkovitA membrana je tvofena jemnou
polokruhovitou vnéjS§i membranou, na kterou zevnitf nasedaji jemna vlakna VS (obr.
12). Vnéj8i membrana roste a srpkovitd membrana se zakulacuje, az vznika kulovita
struktura s membranou po celém povrchu (obr. 12, 21). Vnitfni sténa je tvofena tlus-
tou vrstvou materialu VS s jemnym povrchem. V tomto stadiu dochazi k vyplriovani
srpkovité membrany globularnimi strukturami, které se dostavaji dovnitf neuzavre-

nou ¢asti membrany (obr. 12, 17, 18). Po uzavieni membrany vzniké kulovity IV.

5. 1. 6. Tvorba virionu

Béhem dalSiho vyvoje viru dochazi k transformaci IV (obr. 11, 13, 17). Sténa IV
se rozpousti do mékké vinité membrany. V nékterych pfipadech se sténa srpkovité
membrany déli do tfi vrstev, s jednou délici mezivrstvou a jemnym povrchem na
vneéjsi vrstvé (obr. 21). Uvnitf se zaCind tvofit kulovity prostor s jemnym povrchem a
denznim materialem, ktery vznika rozpadem globularniho metrialu (obr. 12, 21). Po-
stupné se dokoncuje vyvoj kulovitého téliska s tenkou vnéjsi membranou a jemnym
granularnim materidlem uvnitf (obr. 12). Uprostfed se tvofi ovalna, elektron - denzni

struktura se ztlustlou membranou, budouci nukleoid zralého viru (MV) (obr. 22).

5. 1. 7. Nukleoid a obal nukleoidu (core, core sac)

Nové utvofeny denzni nukleoid ma ovalny tvar, v priméru 450 - 500 x 300 -
350 nm, a je uzavieny ve vaku (core sac) s 20 - 30 nm tlustou sténou, tvofenou
jemnym uniformnim granuldrnim materidlem (obr. 12). Vak se na dlouhé ose svymi
konci dotykd mebrany virionu. Nukleoid obsahuje elektron - denzni DNA, vzniklou
kondenzaci nerovhomérnych globuli, ktera pozdéji béhem zrani virionu tvofi jedno
dlouhé viakno DNA, které tvofi v prostoru uvnitf nukleoidu jedno dlouhé smotané

viakno DNA (obr. 22). Nukleoid se tvofi spojovanim jednotlivych DNA fragmentu,
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které vznikaji v jednotlivych individalnich globularnich obalech v cytoplazmé hosti-

telské bunky.

5. 1. 8. Nezraly virion (IV)

Vnéjsi membrana IV je 20 - 30 nm tlust4 a na jejim povrchu je tenk& zvinéna
vnejsi vrstva do 5 nm tlustd. Vnéjsi obal je transformovany material ze srpkovi-
tych membran. Vnéjsi elektron - lucentni obal poskytuje ochranu virionu v matrix
sféroidinu okluzniho téliska. Lateralni télisko, které je u ITEV mezi nukleoidem a
povrchovym obalem virionu, nema v této fazi vyvoje zadny ohraniCeny tvar a je

odliSitelné pouze jako granularni masa ve virionu (obr. 13, 17).

Detaily struktury poxviru jsou obvykle méfeny a popisovany na zakladé fixova-
ného nebo vysudeného materidlu. Za téchto podminek se tvorba nukleoidu a vnéj-
Sich membran méni a pfitomno je rlizné mnozstvi membran a povrchovych obalu.
Béhem okluze zivého viru ve sféroidech jsou virové Castice mékké a Siroce ovalné
a v tomto stavu jsou schopny prezivat. V tomto stadiu jsou viriony uchovavany ve
formé mékké membrany jako sféricka téliska, uzaviena ve vinité vnéjsi membrané.
Jejich struktura, jejich "tvrdost” se méni po kontaktu sféroidu nebo volného virionu

se vzduchem nebo novym typem prostfedi (obr. 24, 25, 26).

5. 1. 9. Sféroid - okluzni télisko

Okluzni télisko (sféroid, OB) obsahuje viriony. Ma €epicovity (polokulovity) nebo
polstarkovity tvar (obr. 19). Kone¢na velikost a tvar okluzniho téliska je pro ITEV
konstatni. Jeho aktualni velikost je vysledkem produkce viru. Protein tvofici okluzi
- sféroidin - neni uloZzen a syntetizovan v 2adné oddélené struktufe nebo organele.
Zda se, ze se syntetizuje v burice z jednoho centra (obr. 9). Viriony jsou zalenény
do masy proteinu ktera je tvofena bez jakéhokoliv vrstevnatého usporadani nebo

orientace. Viriony na hranici sféroidu jsou orientovany radialné, na povrchu jsou



50

mlads§i viriony, smérem do stfedu sféroidu postupné dozravaji a uvnitf jsou uz plné
dozralé viriony (obr. 20, 24). Sféroid nema zadnou povrchovou membranu, vrstvu

nebo strukturalni odliSnost.

Sféroidy s virovymi ¢asticemi jsou jednotlivé v infikovanych burkach, tvofi se
uprostied bunky ale neexistuje zadné prostorové usporadani mezi tvoficimi se viri-
ony a produkovanou masou sféroidinu. Hustota okludovanych viriont se pfipad od
pfipadu méni. V nékterych sféroidech jednotna populace viriond vyplfiuje celé té-
lisko, v jiném je to smés vieten a virionl v rizném poméru (obr. 14, 24). Zaclenéné
inkluze jsou zralé Céastice, které jsou blizko sebe v povrchové ¢asti, prodlouzené a
organizovangjsi hloubéji ve sféroidu (obr. 26). Viriony jsou v mase proteinu inkluze

oddélené tenkym elektron - lucentnim prostorem.

Sféroid ITEV ma na styku s cytoplazmou hostitelské bunky hladky povrch. Kromé
virionl jsou okludovany a vnoreny i vietena (microspindles) (obr. 25). Povrch vietena
zustava elektron - lucentni tenkou vrstvou oddélen od masy sféroidinu, stejné jako je
tomu v pfipadé viriont. Mikrovfetena jsou uvolfiovana na povrchu okluzniho téliska

stejnym zplasobem (obr. 17, 22), jako viriony.

Na fezovych preparatech je slozité najit dobfe orientované fezy, ale Cepicovity
tvar okluzniho téliska je dobre identifikovatelny. Distribuce virion( a vieten na fezech
u tohoto typu okluzniho téliska je stejna jako u polstarkovitého typu téliska. Hustota
virionl v obou typech okluznnich télisek je podobna a to samé plati o velikosti u

obou typu.

5. 1. 10. Vietena (microspindles)

Mikrovietena ITEV se liSi od vieten jinych poxvird véetné vieten, produkova-
nych béhem vyvoje MMEV. V infikovanych burkach se objevuji spole¢né s tvoficimi
se viry (obr. 5, 7, 8). Jejich morfologie je pomérné rozmanita. Jsou to malé (40

- 250 nm), elektron - denzni trojuhelnikové nebo &tvercové (bipyramidalniho nebo
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krychlového tvaru) Castice, které zustavaji Caste¢né volné, zaclenéné ne zcela celé
do okluzniho téliska (obr. 13, 14). Jsou tvofeny nezavisle na tvorbé sféroidu. Mik-
rovietena jsou uzaviena v membrané, pochazejici z membran endoplazmatického
retikula, na jejimz povrchu jsou adherovany ribozomy (obr. 5, 13). Mikrovietena se
tvofi po celou dobu vyvoje viru, prvni zndmky syntézy sféroidinu jsou vidét pfi tvorbé
srpkovitych membran, v dobé kompletace novych viriona v cytoplazmé infikované
bunky. Syntéza mikrovfeten pokracuje do konce tvorby sféroidu, kdy jsou v bunkach
vidét sféroidy s okludovanymi mikrovieteny a viriony, a néktera nasyntetizovana mi-
krovfetena jsou volna v okolni cytoplazmé. Jestli jsou okludovana do kompletniho

sféroidu, nebo zlstavaji neokludované, neni jasné (obr. 29, 30).

5. 2. Mezistadium

Kazdy novy virion, ktery vstupuje do bunky je uzavien v membrané. O puvodu
této membrany je mozné spekulovat (viz diskuze), ale ve studovaném materialu
infekce ITEV ve stfevé |. smrkového byla zaznamenana nékolikrat pfitomnost kulovi-
tych Gtvar(i, obalenych membranou, uvnitf kterych byly znamky probihajiciho vyvoje
(obr. 31). ZaCatkem této faze vyvojového cyklu je kulovity virion obaleny membra-
nou typu mékké plazmalemy. Virion ma na svém povrchu dvoijité ¢astice v oddélené
membrané. Uvnitf nukleoidu (core) virionu je kompletni dlouhé vliakno, smotané v
dfefiovém vaku (core sac). Elektron - denzni dvojita ¢astice je spojena s nukleoidem

v misté lateralniho téliska.

Béhem dalSiho vyvoje se virova Castice rozpousti, neni vidét zadny zbytek
nukleoidu s viaknem DNA, zadny zbytek dfefiového vaku. VnéjSi membrana je v této
fazi vyvoje 15 - 20 nm silnd. Membrana je stejného typu, jako v pfedchozim pfipadé,
a cely obsah 400 x 500 nm velkého téliska je zménén v elektron - denzni granularni

masu se stopami budouciho usporadani ¢astic.
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DalSi struktura pfedstavuje stejny typ struktury s dvéma kulovitymi objekty, uza-
vienymi v oddélenych membranach. Jeden ma strukturu pozustalou z virionu (obr.
31), a jeho membrana je uzaviena a dotyka se vnéjsi stény plazmatické membrany.
Druha vnitfni struktura je kulovity objekt, uzavieny v tenké membrané, ktera je spo-
jend s vnéjSi membranou ¢astice "mostem”, ktery je zbytkem kanalu, spojujiciho
objekt s vnéjSim prostfedim. Zbytek kulovité struktury je vyplnén malymi, elektron -
denznimi granulemi, uzavienymi v mékkém, nepravidelném obalu. Nova struktura je
jemn@, pravidelna ovalna vakuola, ktera pfiseda k vnéj§i membrané, uvniti s jemnymi

granulacemi.

Nasledujici struktura je Siroké, 500 x 600 nm velké, kulaté stadium v pevné
plazmatické membrané. Na fezu je cely vnitfek vypInén globularnimi télisky (cca 30)
s elektron - denznim materialem uprostfed. V jedné ¢asti je vnéjSi membrana roz-
pusténa a globuly maji otevienou cestu ven do cytoplazmy hostitelské bunky. Stejna
struktura byla pozorovana na nékterych dalSich fezech. Kulaté struktury obalené
membranou jsou vyplnény vétSim mnozstvim globulG rizné elektronové hustoty.
Uvnitf téliska mohou byt tyto globuly jenotlivé, nékdy je obsah délen nepravidelnymi
vhitfnimi membranami. Ve vnéjS§i membrané stadia je otvor, kterym se globuly do-
stavaji ven z mezistadia. Membrana stadia maze byt rozpusténa na vice mistech a
globuly mohou vnikat do cytoplazmy na vice mistech. Po¢et globulll v mezistadiu,

které bylo mozné spocitat, kolisal mezi 30 - 40 a vice globuly.

Detaily této faze vyvoje ITEV, tak jak byly pozorovany, mohou byt interpretovany
mnoha zpUsoby, ale v zdsadé potvrzuji hlavni mySlenku, ze obsah virionu se méni
ve fazi mezistadia na jednotlivé globuly, které se vyskytuji v replikacnich zénach
v cytoplazmé hostitelské bunky a které nasledné vstupuji do srpkovitych membran

budoucich virionu.

Studie materialu, ktery byl k dispozici, nenabidl zatim perfekini detaily této faze

replikace ITEV a identifikace RNA a DNA struktur ve vyvoji ITEV zlstava prozatim
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oteviena. Globuly, které jsou nepravidelného tvaru a velikosti, jsou na preparatech
pro TEM dobfe zachovalé. Je nutné dalsi studium entomo- a chordopoxvirQ v ranych
fazich replikace, aby bylo mozné identifikovat podobné analogické procesy ve vyvoiji

a cytoplazmatické organizaci, spole¢né pro obé skupiny poxvird.

5. 3. Vyvoj a morfogeneze mikrosporidie Chytridiopsis typographi

Béhem vyzkumu vyvoje mikrosporidie Ch. typographi (obr. 32, 33) v laboratorné
infikovanych broucich se ukazaly nové poznatky o vyvoji Ch. typographi a byl ziskan
doplriujici material k popisu vyvoje, publikovaného pfed 30 lety. Ukazalo se, ze Ch.
typographi pouziva ve svém vyvoji proces odstépovani vegetativnich stadii, a tento
proces byl podrobné popsan a publikovan (Tonka et al., 2010) (viz pfiloha). Poznatky,
ziskané o morfogenezi a sporogonialnim vyvoji jsou také nové, a nebyly dfive nikdy
publikované. V sou¢asné dobé se pfipravuje molekularni analyza Ch. typographi tak,
aby bylo mozné zaradit tuto mikrosporidii do systému nejenom na zékladé vyvoje a

ultrastruktur, ale i na zakladé analyzy genomu.

Vyvoj, resp. ultrastruktury jednotlivych vyvojovych stadii mikrosporidie Ch. typo-
graphi jsou schematicky znazornény na obr. 33. Ve vyvoji této mikrosporidie vznikaji
dva typy spor dvéma rliznymi vyvojovymi procesy, které jsou nasledné podrobnéji

popsany.

5. 3. 1. Vegetativni stadia

Vegetativni stadia u mikrosporidii vznikaji v procesu, ktery se nazyva mero-
gonie, a stadia meronti. Hlavnim cilem této faze vyvoje je namnozit co nejvétsi
mnozstvi infekénich stadii v cytoplazmé hostitelské bunky. Ve vyvoji mikrosporidii .

Chytridiopsis nebyla merogonie popsana, stejné jako stadium merontu. Proto je v
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dizertaci termin meront pouzivan pouze provizorné, pro popis stadii pfedchazejicich

sporogonii.

Stadia, povaZzovana za meronty, jsou v infikovaném stfevé velmi ¢asta (obr.
34). Maji ovalny tvar s méné denzni cytoplazmou, nez je cytoplazma hostitelské
buriky. Vyviji se do mnohojaderného ovélného stadia s tenkou plazmalemou, 20
- 25 pm v priméru (obr. 35). V posledni fazi tohoto (merogonialniho) vyvoje se
jednotlivi meronti odstépuji a produkuji sesterské meronty (obr. 36). Oba meronti
rostou a prfechazeji do sporogonie. Vyvoj merontt konéi tvorbou dvou typl sporontd,
tenkosténného a tlustosténného. Tlustosténny sporont je uzavien v cysté podobném

sporoformnim méchyrku.

Prvni kroky sporogonie jsou, zda se, identické pro oba typy vyvojového cyklu.
V8echna stadia se vyvijeji v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské buriky, s
jadrem a mitochondriemi hostitele. Jsou uzavfiena v parazitoforni vakuole, ktera je

pozdéji béhem sporulace lemovana oddélenou membranou.

5. 3. 2. Tlustosténna sporogonie

Prvnim stadiem tlustosténné sporogonie je mnohojaderné plazmddium. Jadra
se déli a jsou soustfedéna v centralni ¢asti buriky, pozdéji jsou shromazdéna v jedné
¢asti Siroce ovalného stadia sporonta. Jadra maji dvojitou membranu s péry (obr.
35). Uvnitf jader jsou elektron - denzni jaderné plaky (obr. 35, 38, 39). Jsou ulozeny
v jaderné sténé a béhem mitdzy lehce vy&nivaji z povrchu jadra. Mikrotubuly spo-
jené s jadernym plakem jsou vzacné. Béhem dalSiho vyvoje se jaderna membrana
rozpousti a pouze jaderny plak akumulaci elektron - denzniho materialu naznacuije

pozici jadra. Jaderné plaky jsou velmi Casté ve vSech stadiich sporogonie.

Béhem dalSiho vyvoje a zrani se ve vyvoji Ch. typographi vyskytuji struktury,
které nejsou u jinych mikrosporidii obvyklé: jedna se o systém vakuol pod plazmatic-

kou membranou (obr. 35), vakuoly s vnitfnim granularnim materialem (obr. 38, 40) a
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systém dvojitych membran, mezi kterymi jsou sekre¢ni granulace (obr. 38, 40). Tato

struktura pfipomina Golgiho systém u jinych mikrosporidii.

Pozdeéji béhem vyvoje se plazmatickd membrana ztlustuje a vyviji se jemny
sporoforni méchyfek (obr. 40). Granularni cytoplazma plazmédia s mnoha volnymi
ribozomy kondenzuije a ztlustujici se sténa méchyrku se volné ohyba do parazitoforni

vakuoly.

Po depozici materialu do stény sporoforniho méchyrku se uprostred plazmddia
tvofi vakuola, ve které se objevuji prstovité sporoblasty. Zbytek plazmédia adheruje
ke sténé (obr. 40). Golgiho aparatu podobny sytém je seskupen do kompaktni sité a
dvojita membrana uzavira tvofici skupinu sporoblasti. Granularni sekrece zUstavaji

ve vystelce plazmédia.

Zbytky plazmaodia poté tvofi vrstvu adherovanou ke ztlustlé sténé sporoforniho
meéchyfku a centralni vakuola je volna pro vy&nivajici sporoblasty (obr. 41). Jednotlivé
sporoblasty jsou uvolfiovany dovnitf vakuoly a tam nalézaji sva polova vladkna, ktera
jsou ve vakuole produkovana separatné, kazdé ve svém pélovém vaku. Pozdéji jsou
vSechny zakomponovany do jednotlivych sporoblastl a vrstva cytoplazmy u stény
je redukovana a meéni se v systém cytoplazmatickych spojeni, fixujici individuélni

sporoblasty. Granularni material zistava vné sporoforniho méchyrku (obr. 41).

V dal8im procesu zrani je sporoforni méchyfek vyplnén sporoblasty (obr. 42,
43) se smotanym polovym vidknem. Primitivni kotvici disk je tvofen jako denzni
struktura (cap) na konci pélového vidkna (obr. 42). Na nékterych fezech se v centralni
vakuole nachazela "montazni” centra, podporovana strukturami Golgiho aparatu,
ktera jsou aktivni v morfogenezi individualnich ¢asti spory (obr. 43). Plazmaticka
vrstva, vystylajici sténu plazmatické membrany, je rozpusténa do masy granuli, ktera
se pozdeéji redukuje po dozrani spory do jednotlivych povrchovych membran (obr.

46).
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5. 3. 3. Tlustosténné spory

Zralé tlustosténné spory byly studovany v TEM jiz béhem plvodnich popist
této mikrosporidie, ale zde studovany material pfinasi detailngjSi popis téchto stadii.
Zadni vakuola spory se nachazi na opacném poélu spory, nez jadro (obr. 44). 1zofilarni
(o stejném pruméru) poélové viakno je smotano do 3 zavitli, uzavienych pdlovym
vakem. Polovy vak je podlouhle smotana trubice. VIakno je fixovano vrstvou malych
dutych kulovitych struktur, 40 - 50 nm v primeéru, natlaGenych k sobé a tvoficich
plastvovitou strukturu. Tyto struktury jsou tvofeny systémem Golgiho membran v

zadni vakuole.

Kotvici disk adheruje ke sténé spory (obr. 45). Je oddéleny od pblového vaku a
s vlaknem je spojen plochou ¢asti. Pdlové vlakno je jemné, tenké, sténa vlakna je
v priméru 16 nm silna, trubice vlakna je vyplnéna jemnymi sekrecemi. Cytoplazma
spory je denzni, vyplnéna mnozstvim ribozomu. Sténa sporoforniho méchyrku je
dvojvrstevnd, elektron - denzni vnéjsi vrstvou a méné denzni vnitfni, tvofenou jem-

nymi membrandznimi viakny (obr.46).

Sténa jednotlivych spor ma stejnou strukturu jako sténa sporoforniho méchyrku
s elektron - denzni tenkou exosporou a méné denzni endosporou. Rozdéleni stény
spory na exo- a endosporu probiha béhem zrani spory a endospora je tvorena jako
vnitfni kompaktni struktura. V kazdém tlustosténném sporofornim méchyrku je 16
az 30 spor. Spory, stejné jako sporoforni méchyfek, po obarveni Calcofluorem v UV

mikroskopu neemitoval Zadné zareni.

5. 3. 4. Tenkosténna sporogonie

Vyvoj tenkosténnych spor je u laboratorné pfenosné Ch. typographi odliSny od
tlustosténné sporogonie. Na zaCatku vyvoje musi vzniknout véts§i mnozstvi zarodkd,

uvolnénych z tenkosténnych spor (obr. 34). Stadia merogoniélni faze cyklu se lisi
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od primarnich zarodku, uvolnénych ze spéry. Tato stadia maji denzni kulaté jadro a
denzni cytoplazmu. Prvni meronti maji méné elektron - denzni cytoplazmu s jadrem s

tmavymi elektron - denznimi granulemi, tvoficimi jaderné plaky v jaderné membrané.

Sporonti maji tenkou plazmatickou membranu a vrstvu zplostélych vakuol pod
membranou, tvoficich sit drzici sporont uprostfed (obr. 47). Plazmatickd membrana
sporontu je nalepena ke sténé parazitoforni vakuoly a na fezech neni vidét mem-
brana oddélujici centralni ¢ast. Plazmddium netvofi vrstvu pod plazmatickou mem-
branou a velkou centralni vakuolu. Je zde ale zachycena nova struktura, vakuola s
elektron - denznimi vlakny membran, které vymizi v dobé odstépovani individualnich

sporoblastl (obr. 47).

Tvorba sporoblastl zag¢ina synchronizovanym odstépovanim individualnich spo-
roblast okolo jednotlivych jader. Jednotlivé sporoblasty lezi v centralni ¢asti volng,
jsou od sebe oddéleny pouze plazmatickymi zbytky (obr. 48). Kazdy sporoblast je
oddélen plazmalemou, ktera je podepfena multimembranovymi strukturami. Uvnitf
cytoplazmy sporoblastli je mnoho membran endoplazmatického retikula. Jadra jsou
kulovita s dobfe vyvinutou jadernou membranou a elektron - denznimi misty jader-

nych plaka.

5. 3. 5. Tenkosténné spory

Proces tvorby tenkosténnych spor pokrac¢uje simultannim odstépenim 30 a vice
sporoblastli z plazmaédia uvniti sporofornino méchyrku (obr. 48, 51, 52). Pélové
vlakno je tvofeno uvnitf sporoblastu, ne ve volném pdlovém vaku jako v pfipadé
tlustosténné sporogonie. Sporoblasty maji mékkou plazmatickou membranu nerov-
nomeérné Sifky s jemnymi zahyby, které se dale ve vyvoji vyhlazuji. P6lové viakno je
smotano v 1 - 2 zahybech okolo jadra (obr. 49). Sténa spory je tenka. Sporoforni mé-
chyfek je rozpustén a zUstava pouze v nékterych mistech v omezeném rozsahu. Ve

zralé sporfe je napadné vakuola se z¢asti ztlustlou sténou (obr. 50). Vakuola s funkci
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posterozomu je v na konci pélového vaku. Ten je prazdny, bez znamek plastvovitych

struktur jako je tomu v pfipadé tlustosténné spory.

Exospora spor se vyhlazuje diky ukladani elektron - denzniho materialu, bez
vyztuzeni stény ve formé elektron - lucentni vrstvy. Stavba pdlového vidkna je iden-
ticka se stavbou pdélového vldkna spory tlustosténné, polovy vak je tenky, neslozeny,
kulovité struktury uzavirgjici viakno jsou méné pocetné (obr. 50). Polové viakno je o

stejném prameéru po celém svém povrchu, kotvici disk je maly, kulovity.
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6. Diskuze

V diskuzi jsou diskutovana dvé hlavni témata. Jedno se vénuje problematice
ITEV, druhé problematice mikrosporidie Ch. typographi a jejimu vyvojovému cyklu.
Diskuze o ITEV je rozdélena na nékolik ¢asti. Ziskany material z laboratornich infekci
je natolik bohaty, Ze kazda ¢ast vyvoje a morfogeneze by se dala dlouze diskutovat.
V této Casti se ale bude diskuze zabyvat replikaci viru v tkani hostitele, morfogenezi
nékterych stadii ve vyvoji ITEV a nové popsanym stadiem ve vyvoji viru. Cast diskuze
se vénuje problematice pouziti ITEV v biologické ochrané smr¢in proti I. smrkovému.
V Casti, tykajici se mikrosporidie Ch. typographi , se diskutuje jeji vyvoj. Dalsi nové
poznatky o této mikrosporidii, ziskané béhem vyzkumu, jsou publikovany jako pfilohy

(kap. 11), kde jsou i ziskané vysledky diskutovany.

6. 1. Ips typographus Entomopoxvirus

ITEV je pomérné specificky druh mezi vSemi entomopoxuviry: infikuje a vyviji se
pouze ve tkani stfeva u dospelych broukl (Wegensteiner & Weiser, 1995; Weiser
& Wegensteiner, 1994). Vyvoj ITEV se da rozdélit do nékolika krokl - reprodukce
virionu, tvorba sféroidu (okluzniho téliska) a produkce mikrovreten, které dohromady
zpUsobuji Uhynuti infikovaného jedince. Vyzkum detailt vyvoje ITEV v hostiteli nabizi
pfilezitost prezentovat ultrastruktury tohoto procesu ve srovnani s ostatnimi EV. Z
vysledku ultrastruktur je evidentni, ze morfologie cytoplazmatické organizace vyvoje

ITEV pfinasi bohatou sérii poznatku, které nebyly v jinych popisech objeveny.

Viry podceledi Entomopoxvirinae byly zafazeny do &eledi Poxviridae na za-
kladé morfologie a ultrastruktury virionu (Matthews, 1979). Typovym virem pro rod

Alaphaentomopoxvirus je Melolontha melolontha Entomopoxvirus (MMEV), prvné
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izolovany z chroustu (Hurpin & Vago, 1963), a popsany jako novy virus Vagoia melo-
lonthae (Weiser, 1965). Tento novy virus byl zafazen do systému virt (Weiser & Vago,
1966), nicméné toto usporadani bylo ICTV odmitnuto a v sou¢asné dobé je podéeled
Entomopoxvirinae slozend ze tfi rodl, jednim z nichz je Alphaentomopoxvirus, ktery

infikuje brouky (King et al., 2012).

S rozvojem vyzkumu virll, které se daji kultivovat v tkanovych kulturach, jako
je napf. AMEV, prace, zabyvajici se vyvojem a morfogenezi virl z broukd zustaly
ve fazi prvnich popist ultrastruktury (Bergoin et al., 1971; Goodwin & Roberts,
1975; Goodwin & Filshie, 1975). PozdéjSi studie morfogeneze byly udélany s viry
podCeledi Entomopoxvirinae infikujici motyly, dvoukFidly a rovnokFfidly hmyz (Federici
etal., 1974; Henry et al., 1969; Huger et al., 1970; Roberts & Granados, 1968; Sutter,
1972; Weiser & Vago, 1966). VétSina zastupcu EV, v&etné vir(, napadajicich brouky,
jsou typicti patogeni tukového télesa larvalnich stadii. VSechny EV infikuji hostitele
potravou a musi existovat zpusob, kterym proniknou sténou stfeva a dostanou se
do cilové tkané. Je mozné, Ze u téchto EV dochazi uz k ¢aste¢nému vyvoji ve tkani
stfeva (Granados, 1981) a Zze béhem tohoto pronikani produkuji stadia, analogicka

stadiim ITEV, ktery zUstava ve stfeve a infikuje pouze tuto tkan hostitele.

6. 1. 1. Napadena tkan

ITEV se rozviji jen v jedné tkani, stfevnim epitelu, a primarni napadeni nastava
v Zlaznaté Céasti hned za kardii. Tam dochazi k soustfedéni rozvoje v povrchové
casti dlazdicového epitelu, bez pfiznaku zonace a vytvafeni souvislych napadenych
bunék epitelu (Wegensteiner & Weiser, 1995). Nakaza nepronika do regeneracnich
uzl stfeva a objevuje se v bunkach az kdyz se v tkani stfeva pIné rozvinula. Nékde
jsou ale nakazené bunky s inkluzi ¢asté ve skupiné odloucenych a regenerovanych
bunék. A tady se projevuje charakteristika pfenosu infekce ITEV: odlou¢ené bunky

s virovymi inkluzemi se otiraji o dlazdicovy epitel stfedni Casti stfeva v mistech s
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kratkymi coeky a infikuji bunky virovymi ¢asticemi v tomtéz hostiteli, kde vznikly.
Tento princip se lisi od zasad jinych infekci, napf. mikrosporidii, kde plati, Ze spory
(spory druhého typu, slouzici k pfenosu mezi hostiteli) (lwano & Ishihara, 1991)
se neotviraji dfive, nez v novém hostiteli poté, co prosly expozici na vzduchu. Je
zajimavé, ze tento princip plati i pro poxviry, které vznikaji v tukovém télese larev
a housenek motyld, rovnokfidlych a dvoukfidlych, stejné jako i u MMEV z ponrav

chroustl (Becker & Moyer, 2007).

Ve stievé postupuje infekce ITEV vertikalné z lumenu stfeva. U primarni infekce
dochazi k procesu, kdy se rozpusti jednotlivé sféroidy a uvolfujici se velké skupiny
volnych viriond musi pfekonat peritrofickou membranu a najit cestu k epitelialnim
stfevnim bunkam, a vstoupit do hostitelské burky (Granados, 1973b). Pfedpoklada
se, ze k naruSeni a zesileni infekce u EV slouzi druhy typ sekre¢nich utvart, produ-
kovanych virem béhem vyvoje, které se nazyvaji vietena (spindles - viz dale) (Furuta
et al., 2001; Hukuhara & Wijonarko, 2001; Mitsuhashi & Miyamoto, 2003; Mitsuhashi
etal., 2007; Wijonarko & Hukuhara, 1998). Pomér virion a mikrovieten ve sféroidech
u ITEV je rizny, nicméné v kazdém sféroidu je urcita zdsobarna mikrovieten, kterd,
pokud pfijmeme tezi o naruseni peritrofické membrany, je schopna dezintegraci pe-
ritrofické membrany |. smrkového usnadnit kontakt virion s epitelialnimi burikami

streva.

Z vySe uvedeného popisu tohoto procesu ale neni jasné, jestli volné viriony
vstupuji do bunky splynutim oball pfichycenych virion s membranou mikrovili (Gra-
nados, 1973a), nebo zda se jedna o viropexii, nebo fagocytozu. Z pozorovaného
vyvoje u ITEV se zd3, Ze je situace odliSna. Virus pfichazi z bunék, které byly infiko-
vany béhem primarni infekce v pfedni ¢asti stfeva, a které lyzovaly a vyprodukovaly
sféroidy s viriony a mikrovieteny. Lyzované burky jsou uvolfiovany a nahrazovany
novymi burikami z regeneracnich uzlt (Hakim et al., 2010). Okluzni téliska - sféroidy
jsou volné v lumenu stfeva a pohybuji se doli stfevem v disledku peristaltickych

pohybl stfevni svaloviny pod peritrofickou membranou a jsou tlaéeny k povrchu
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epitelialnich bunék stfevnim obsahem. Viriony, vyénivajici z povrchu sféroidu jsou
tedy adherovany stfevnim obsahem k povrchu mikrovili a tim dochazi k penetraci
novych bunék viriony ITEV. Zda dochazi ke splyvani membran virionu a bunék epi-
telu stfeva, jako je tomu v pfipadé ODV (occlusion derived virus) fenotypu u Celedi
Baculoviridae (Blissard, 1996), neni jasné. Za predpokladu, Ze fagocytoza a dalSi
procesy, vedouci ke vstupu viru do bunky (Blissard, 1996; Mercer et al., 2010),
probihaji rutinné a opakované, da se ofekavat, ze stopy tohoto déje musi zlstat
v kazdé, nebo alespon ve vétsiné infikovanych bunék. Zadné podobné stopy po
vstupu virion nebyly pozorovany (s vyjimkou mezistadia, viz kap. 5. 2.). Hostitelska
buika zUstava aktivni béhem tvorby okluzniho téliska a tvorby reprodukénich zén
pro individalni vyvoj stadii viriona v rizné €asti cytoplazmy bunky, a nedochazi k jeji
degeneraci, popf. apoptéze a dalsim mechanizmim, kterymi se brani stfevni buriky

proti infekci (Hakim et al., 2010).

Infekce, zplsobené EV, probihaji velmi pomalu, ¢asto 30 - 40 tydn(, zejména u
rodu Alphaentomopoxvirus (Goodwin & Roberts, 1975; Hurpin & Robert, 1968; Mil-
ner & Lutton, 1975). Infekce stfevniho epitelu ITEV probiha pfiblizné 4 tydny, prvni
sféroidy ve stfevé a trusu se daji zachytit po 2 tydnech infekce (Tonka & Weiser,
2009), stejné jako je tomu v pfipadé housenek motyll nebo saran¢at kdy doba in-
fekce, koncici uhynutim nakazeného hostitele, trva krat$i dobu, nez je tomu u infekci
viry u larev brouku (Bird et al., 1971; Mitchell & Smith, 1985; Sutter, 1972; Woods
et al., 1992).

V laboratornich pokusech byla pronikani ze stfeva vénovana jen mala pozor-
nost (Granados, 1973b). Chybi podrobné sledovani pfedani viru po rozpadu he-
mocytu na povrchu tukového télesa. Prfesto je jasné, Ze pfi peroralnim podavani
se nevyskytovala lokélni ohniska infekce ve stfevé (Granados, 1981). Z pozorovani
nekterych dfive popsanych infekci EV plyne, Ze vyvoj viru ve sténé stfeva je spis

nahodnym jevem, nez pravidlem (Bird et al., 1971; Granados, 1973a).
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O rozvoji primarni infekce ve stfevé u hostitelll, kde je sidlo infkece v tukovém
télese, je jen malo udaju (Granados, 1973b; Granados, 1973a). Vzhledem k tomu, ze
prenos vSech EV se déje peroralni cestou, musi existovat zplsob, kterym se infekéni
viriony dostavaji ze sféroidu ve stfevé do susceptibilni tkané. A je velmi pravdépo-
dobné, Ze urcita faze vyvoje probiha ve stfevnim epitelu. U prastevnika Amsacta
moorei dochazi k mirné infekci stfevniho epitelu a virus se nasledné objevuje v he-
mocytech a v tukovém télese. Do tukové tkané pronikaji viriony jiz po 5 - 9 dnech po
infekci potravou. Do 14 dnu nakazené burky lyzuji a jejich obsah s virem se vyleva do
hemolymfy, popf jsou viriony vychytavany hemocyty (Arif, 1995; Granados, 1981).
Po zkuSenostech s roznosem spor mikrosporidii v téle hostitele je evidentni (Da-
vid & Weiser, 1994), ze na pfechodu primarni infekce do tukového télesa se podili
hemocyty. Tento zplsob byl doplnén pozorovanim AMEV-gfp viru v téle housenky
bekyné Lymantria dispar, kde hemocyty byly primarnim mistem vyskytu upraveného

EV. Nasledné se virus objevoval v dalSich tkanich (Perera et al., 2010).

V materidlu ITEV se funkce hemocytl jako dopravniho prostfedku pro nakazu v
fezech stfevni sténou a regenera¢nimi uzly neuplatriuje. Pfipad na obr. 10 ilustruje
pouze fakt, Ze hemocyt je schopen pfijmout nakazu a pfenaset ji po mezerach
ve stfevni sténé. Ale bazalni membrana stfeva, kudy prochazi hemocyty schopné
fagocytozy a roznosu nakazy, neni mistem zretelného vyskytu infikovanych bunék.
Hemocyty s virovou infekci se do télni dutiny nevraci a odchézeji spolu s odlou¢enymi
bunkami stfevniho epitelu. Jak bylo jiz vzpomenuto, viriony vyénivajici z hmoty
sféroidinu hraji Ulohu pfi pfimé autoinfekci v dolni ¢asti stfeva. Virus pocita s tim,
Ze tyto viriony pfi dalSim transportu inkluzi zaschnou a ztrati infekénost. Hmota
sféroidinu je schopna uchovat dostate¢nou kli¢ivost uzavienych viriona i nékolik let,

v mrazicim boxu vice jak 5 let (Robert, 1968; Tonka nepublikovano).

V pozorovaném hemocytu, ve kterém se vyviji infekce ITEV a ktery pronika
do stény stfedniho stfeva, je pozoruhodné napadné mnozstvi riznych stadii ve

vyvoji viru. Tato stadia, ktera vypliuji celou buriku, musi zakonité poskodit putujici
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hemocyt a po jeho lyze jsou pro infekci k dispozici vSechna stadia vyvoje viru
na dotyku se stfevnim epitelem. Otazka, zda se prabéh cyklu uvnitf hemocytu
a uvnitf stfevnich bunék shoduje, zlstava oteviena. Podobna infekce hemocytu,
ve kterych prevazovala stadia replikace viriond, byla pozorovana u MMEV, kde se
témér nevyskytovaly sféroidy (OB), na rozdil od infekce bunék tukového télesa, kde
byl pomér sféroidu ku virionim vyS$Si (Devauchelle et al., 1971). Na rozdil od nami
pozorované infekce hemocytd, ktera je u ITEV synchronni s infekci ve stfevnich
bunkach, v hemocytech larev chrousta se infekce objevila nékolik tydnt pfed infekci

tukového télesa, a podle autorud slouzi k roznosu infekce uvnitf hostitele (viz vySe).

6. 1. 2. Konstrukce a morfogeneze virionu

Mezi prvnimi charakteristikami v popisech EV se hovofi o jejich neobvyklé mor-
fologii, velkém genomu a cytoplazmatickém misté replikace (Granados, 1981), popf.
o cytoplazmatické lokalizaci rozmnozovani EV v cytoplazmé infikovanych bunék (Pe-
rera et al., 2010). U virQ, infikujicich obratlovce, je jejich mistem replikace DNA také
cytoplazma, jak bylo popsano na pfikladu viru vakcinie, kde virus pouziva jaderné
membrany a cytoskelet infikované buriky ke koordinaci ranych krokl svého zivotniho
cyklu (Schramm & Krijnse-Locker, 2005). V pfipadé ITEV se zd4, Ze role cytoskeletu
a jadernych membran je méné vyznamna. Intracelularni zraly virus a dalsi formy
viriond, znamé z vyvoje viru vakcinie, jsou v pfipadé ITEV nahrazeny zralymi viro-
vymi ¢asticemi v cytoplazmeé infikovanych bunék a viriony jsou obaleny sféroidinem
v okluznim télisku - sféroidu, ktery zadnou dal§i membranu, jako je to v pfipadé vak-
cinie, nové vzniklému virionu nepfidava. U CV, zejména u sav€ich virl se zraly virion
transformuje do nékolika forem (King et al., 2012; Moss, 2001). Prvni je zraly virus
(mature virion MV, nékdy intracellular mature virion IMV), ktery je analogicky zralému
virionu ITEV. Ma diferencovany nukleoid s DNA a proteinovym koplexem, lateralni
télisko a povrchovy lipoproteinovy obal. DalSi formy virionu (wrapped virion WV, en-

veloped virion ENV, cell - associated enveloped virion CEV, extracellular enveloped
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virion EEV), znamé z vyvoje u CV (King et al., 2012; Schramm & Krijnse-Locker,

2005), nebyly v pfipadé ITEV pozorovany.

Tvar a morfologie postupné se tvoficih vyvojovych stadii viriont zavisi na druhu
viru a okolnostech jeho vyvoje. Dullezitym faktorem zrani vird jsou abiotické vlivy,
které pusobi na kone¢né stadium vyvoje viru - sféroid, uvolfiované na konci infekce.
Uvnitf hostitele zUstava okludovany virion ve sféroidu v kulovitém tvaru bez jakychko-
liv viditelnych zmén nukleoidu, popf. bez tvarové diferenciace vaku nukleoidu (core
sac), ktera je charakteristicka pro jednotlivé druhy podceledi Entomopoxvirinae (Gra-
nados, 1981). U nékterych EV bylo popsano, Ze viriony dozravaji v hlubSich ¢astech
sféroidu, smérem do stfedu okluze (Milner & Lutton, 1975). V pfipadé infekce ITEV
jsou v bunkach v dokonéenych sféroidech viriony i uprostfed okluze stale kulovité.
Pokud to srovname se sféroidem a viriony uvnitf, ktery byl ziskan z mrtvého I. smrko-
vého, tak zde jiz k deformaci nukleoidu do konkavni formy doslo. Z tohoto pohledu je
ziejmé, ze sféroid musi projit fazi ve vnéjSim prostredi, aby doslo k Uplnému dozrani

virionu.

U ITEV jsou virova téliska zalita sféroidinem znacné plasticka a teprve s usycha-
nim télisek dochazi k formovani vnitfni struktury nukleoidu, vaku nukleoidu, lateral-
niho téliska a povrchovych oball virionU, stejné jako u dfive popsanych EV (Bergoin
et al., 1971; Milner & Lutton, 1975; Perera et al., 2010). Dalo by se pfedpokladat, ze
viriony na stfedu inkluze jsou nedokonéené. Ale fezy inkluzi ukazuji stddia nékolika

stupnl dozravani, nez se virion ponofi do hmoty sféroidinu.

Tvar virionu EV je vétSinou vejCity az cihlovity (Becker & Moyer, 2007; King et al.,
2012; Moss, 2001). Tvar ITEV je Siroce vejCity az kulovity, rozméry 150 - 200 x 300 -
350 nm zapada do velikosti dfive popsanych EV (viz tab. 1). Viriony dfive popsanych
EV z broukd maji lipoproteinovy obal s tubularnimi nebo globularnimi proteinovymi
strukturami na povrchu. Uvnitf obalu je jedno lateralni télisko a vyduty nukleoid s

genomem (Becker & Moyer, 2007; Granados, 1981). U ITEV je na povrchu viriond
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hladka z6na, ktera pokryva lipoproteinovy obal, vybihajici do malych bradavi¢natych

struktur.

Typickym stadiem maturace a zralym virionem ITEV je mékky (soft) virion, sfé-
ricka ¢astice ve vnéjsSi membrané s ovalnym nukleoidem v obalu (core sac), lezicim
v suspenzi jemného granulovani. Pouze s vyschnutim OB je jednostranné nukleoid
stlaceny lateralné a tvofi obdélnikovity nukleoid (core) se samostatnym unilateralnim
téliskem, jako v pfipadé jinych EV (Granados, 1981). VnéjSi membrana je jemn4, ale
uzavfena v tenké mebrané, profilujici se do morusovitého obrysu (Bergoin & Dales,
1971). VoIné virové Castice v cytoplazmé infikované buriky maji béhem pobytu v

originalnim zivém hostiteli tvar sférického mékkého téliska.

Obal nukleoidu (core sac) je u jinych EV tvofen vnitini jednotkovou membranou
a vnéjsi vrstvou, slozenou z podjednotek (Granados, 1973b; Stoltz & Summers,
1972). Pfi tvorbé vnitfni membrany se bocné stlaCuje a v misté konkavy vznka
elektron - denzni lateralni télisko a vnéjSi obal virionu se profiluje do morulovité
(moruSovité) projekce. Obal nukleotidu (core sac) je u ITEV lehce odlisny, tvofeny
jednim materialem bez vnitfni jednotkové membrany a vnéjsi vrstvy podjednotek, jak

bylo popsano dfive (Stoltz & Summers, 1972; Granados, 1973b).

Podle obecné pfijimaného nazoru se mlada stadia viru tvofi ve dvou typech
viroplazmy (virogenniho stromatu) (Goodwin et al., 1990; Hukuhara et al., 1990).
U prvniho typu se jedna o amorfni elektron - denzni masu s volné nahromadénou
granularni hmotou, zatimco typ Il tvofi volné lozena masa granuli (Radek & Fabel,
2000). Na okraji viroplazmy | vznikaji denzni kulovité ¢astice mladych viriond. U
typu Il se tvofi kulovité Castice zpocCatku s Fidkym obsahem, ktery se postupnou

kondenzaci uvniti membrany mladého virionu zahustuje.
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6. 1. 3. Replika¢ni zény

Vznik replikacnich zén v cytoplazmé pro odélené ukladani nové nasyntetizova-
ného materialu, nutného k morfogenezi viriond, byl pozorovan v oddélenych ohnis-
cich cytoplazmy ITEV infikovanych bunék. Ve zkoumaném materidlu byly zazname-
nany dva typy ohnisek replikace. Jedno, shluk elektron - denzni granulované hmoty,
lezici v pfimém kontaktu s cytoplazmou, od které neni oddéleno Zadnou membra-
nou, na rozdil od viru vakcinie (Schramm & Krijnse-Locker, 2005). Na okraji této
hmoty byly na nékterych fezech pozorovany srpkovité membrany, které byly plnény
denznim granulatem, jak bylo popsano jiz dfive (Bergoin & Dales, 1971). Otazka
nazvu této struktury je oteviena. Podobna struktura, kterd ma podobu amorfni elek-
tron - denzni hmoty, na jejimz okraji vznikaji nové viriony, byla popsana u infekci
jadernych polyédrii jako virogenni stroma (Williams & Faulkner, 1997). Definice viro-
genniho stromatu u EV byla podana ve studiich autor(, ktefi studovali replikace viru

MMEYV (Devauchelle et al., 1971; Kurstak & Garzon, 1977).

PfestoZze analogickd zéna reprodukéniho okrsku denzni hmoty v cytoplazmé
byla zaznamenana u viru vakcinie (Cairns, 1960), v sou¢asné dobé se o tomto typu
ohniska hovofi jako o viroplazmeé typu |. U entomopoxvirl existuji dva typy viroplazmy
-typ latyp Il (Granados, 1981). Typ | je dobfe definovana oblast elektron - denzniho
materidlu v cytoplazmé, z jejihoz okraje se materialem z viroplazmy pini srpkovité
¢asti membran a nové viriony se odstépuji z okraje viroplazmy (Bergoin & Dales,

1971), tak jak bylo prezentovano i v materialu ITEV.

Viroplazma typu |l je charakterizovana tvorbou kulovitych méchyiku (globuld) v
cytoplazmé (Goodwin et al., 1991; Kurstak & Garzon, 1977). Napf. u entomopox-
viru ze Svaba Blatella germanica byl typ | charakterizovan jako granularni, elektron -

denzni cytoplazmaticka oblast, kde se tvofily virové ¢astice rizné velikosti a tvaru a
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nahodné i vietena. Viroplazma druhého typu byla v cytoplazmé ve formé malo agre-

govaného materialu s mnozstvim membranovych struktur (Radek & Fabel, 2000).

U nékterych EV se vyskytuje jen jeden typ , u nékterych virl byly pozorovany
oba typy. Viroplazma typu | byla popsana u O. batesi a M. sanguinipes, oba typy
byly popsany u M. melolontha, E. auxiliaris, C. fumiferana, O. alboguttata, A. moorei
infikujici buniky E. acrea, typ Il byl pouze u Ch. attenuatus. Za hlavni zdroj replikace
je typ | povazovan u A. moorei, zatimco u M. melolontha nebo O. alboguttata je za

hlavni zdroj replikace povazovana viroplazma typu Il (Granados, 1981).

Replikace virionll zagina v cytoplazmé hostitelské burky v blizkosti jadra v
kratkych vyklenutych jednotkovych membranach (srpkovité membrany), které se do-
rustanim zakulacuji do kulovitého pouzdra, které uzavira pocate¢ni stadium vyvoje
viru (Bergoin et al., 1968b; Granados & Roberts, 1970). Tyto struktury u viru hou-
senek prastevnika E. acrea tvori "kuliCky”; stejné, které jsou popsané u MMEV jako
micely (micelles) (Bergoin et al., 1969; Granados & Roberts, 1970). U podobnych
atvard byly na povrchu jednotkové membrany popsany jesté povrchové kratké bod-

linky (Kurstak & Garzon, 1977; Stoltz & Summers, 1972).

Z popisu je mozné pouze nedokonale dedukovat o jaké struktury se jedna.
Na nékterych publikovanych snimcich jsou fagocytované viriony obklopeny hustou
srazeninou, a viroplazma a nezralé viry odstépujici se z této viroplazmy nemaji po-
dobu micel (Bergoin & Dales, 1971). Naopak, u infekce virem ITEV se v cytoplazmé
nakazenych bunék tvofi rozsahlé skupiny globull (méchyrkl) s elektron - denzni
stfedovou Castici, ktera mize byt ¢asti DNA. Stfedova denzni ¢astice je centralné
fixovana nepravidelnymi vystuhami. Tyto globule (méchyrky) se tvofi z hoblinovitych
prekurzord. Na nepravidelné zprohybaném povrchu globult nejsou zadné bodlinky,
ani jiné sekrece nebo vystouplé struktury (Stoltz & Summers, 1972). Nékteré mé-

chyfky se spojuji s jinymi méchyrky. Amorfni elektron - denzni masa, popsana u
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jinych EV (Granados, 1981), neodpovida globularni zéné ITEV, ale jedna se o Cast

viroplazmy prvniho typu.

V materialu ITEV se tvofi viroplazma typu | (nukleoidalni, virogenni material)
v nakazenych bunkéch jako kompaktni stfedné elektron - denzni shluky z kratkych
vlaken a drobné granulace (Bergoin & Dales, 1971). Splet vlaken je pomérné husta
a nepruhledna. V nékterych pfipadech bylo u ITEV pozorovano stroma, slozené z
vétSich zrn s vySSi elektronovou hustotou, ktera sousedi se skupinami méchyrku a
je evidentni, ze dochazi ke spojeni s globulemi a vznika dalsi morfologicka jednotka

ve Vvyvoji viru, srpkovitda membréna ("virové kalisky”).

Autofi délici viroplazmu u EV u broukl na | a Il typ jsou presvédCeni, ze
u téchto infekci jsou pfitomny oba typy stromat (Bergoin et al., 1969; Granados,
1981), coz odpovida i pozorovani infekce ITEV u . smrkového. Vyvoj viriond probiha
podle autort tvorbou nukleoidld v uzavienych kulovitych virovych obalech. Za prvni
zfetelné virové struktury na za¢atku morfogenze povazuji, stejné jako napf. Stoltz &
Summers (1972), srpkovité (mésickovité) utvary, oddélujici se z fibrilarniho materialu
viroplazmy, ve kterém lezi velké mnozstvi malych méchyrka, které hraji roli pfi tvorbé

obalt mladych virion(, postupné cely virion uzaviraji a vytvareji dien virionu.

U ITEV se ve zkoumaném materidlu objevuji srpkovité ¢asti membran ("virové
kalisky”), které se tvofi jednotlivé na okraji virogenniho stromatu, stejné jako u typo-
vého druhu MMEV (Bergoin & Dales, 1971; Granados, 1981). Kali§ky maji pevnou
vnejsi membranu a paralelné lezici vnitini membranu (Tolonen et al., 2001). Jed-
notlivé srpkovité membrany ITEV se postupné uzaviraji a pfi tom se na vnéjSim
povrchu oddéluje tenka dvojitd membrana. Do kaliSku se postupné aktivné nahr-
nuji jednotlivé méchyrky (globuly). Membrany se postupné uzaviraji a méni se na
utvar kulovitého tvaru (Schramm & Krijnse-Locker, 2005). Uvnitf se nahromadi malé
mnozstvi méchyfkd. V dalSim vyvoji ITEV se tyto méchyrky uvnitf rozpusti a vznika

stadium se zrnitym, promichanym obsahem, kde se hmota z membrana méchyrku
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usazuje pod vnitfni membranou virionu a pozdéji vytvari sténu obalu nukleoidu (core
sac). Nukleoid se rozestupuje a na stfedu uvolfiuje prostor pro svinuti vidkna DNA.
Ze sledu zmén v nitru virionu Ize pfedpokladat, ze jednotlivé méchyrky obsahuji
¢asti ITEV genomu, které se k sobé navazuji po rozpusténi obalu méchyrkd a da se
predpokladat, Zze konce jednotlivych ¢asti genomu jsou uspofadany tak, Zze na sebe
navazuji v pfedem uréeném poradi. Je zajimavé, Ze se toto poradi nevytvafi zfetelné
jiz pfi vstupu méchyrkl do otevienych srpkovitych membran. Oznacené pofadi maji
ziejmé az ¢asti DNA po rozpusténi méchyrkl. Kone€nym usporadanim této etapy

vyvoje virionu je mlada virova ¢astice.

Granados (1981) popisuje membrany viru, které zvétsuji svij povrch obalenim
nezralych virovych ¢astic. Tento obal nesouvisi s Zzadnou membranou, vzniklou z
organel hostitelské bunky. Tyto srpkovité membrany v jeho praci nejsou vypliiovany
globularnim materialem, jako je tomu v pfipadé ITEV. V ramci popisu viru jsou na
nékterych obrazcich v jeho préaci vidét struktury, pfipominajici globule u ITEV, ale

tyto nejsou v autoroveé popisu vysledku zahrnuty.

U viru vakcinie (Schramm & Krijnse-Locker, 2005) splyvaji cisterny endoplazma-
tického retikula a tvofi tésny obal okolo mista replikaCni zény v cytoplazmé hosti-
telské buriky. Membrany ER uzavfou tato mista a po vzniku srpkovitych membran,
které vznikaji z ER (Tolonen et al., 2001), se obalujici membrany kolem replikaéni
zbny opét uvolni. Tato struktura neni v prezentovaném materialu infekce ITEV vidét,
replikaéni zény lezi volné v cyzoplazmé. Ohniska, kde se syntetizuje material pro
tvorbu novych virionu, byla popsana u nékolika dalSich skupin vir, nejenom DNA

virl (Huang et al., 2006; Netherton et al., 2007; Novoa et al., 2005).

6. 1. 4. Sféroidy - okluzni téliska (OB)

Morfologické znaky zac¢atku produkce sféroidinu jako stavebniho proteinu sféro-

idu (OB) nebyly v TEM pozorovany. Sféroidy EV se tvofi nezavisle na tvorbé volnych
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mikrovfeten v cytoplazmé (Becker & Moyer, 2007). U ITEV jsou mikrovietena men§i
velikosti, tvofena proteinem fusolinem, ktery se syntetizuje uvnitf membran ER s
adherovanou vrstvou ribozomU na povrchu, stejné jako u jinych EV (Becker & Moyer,
2007). Sferoidin okluzniho téliska se syntetizuje volné v cytoplazmé, neni uzavien
v zadné membrané ER a ani ribozomy k jeho povrchu neadheruji. Nikde v cyto-
plazmé béhem replikace a morfogenze viru nebyla pozorovana zadna zéna syntézy
okluzniho proteinu a jeho syntéza probiha evidentné v celé oteviené cytoplazmé

hostitelské buriky.

Ze srovnani ITEV se systémem inkluzi jiného EV ze Svaba vyplyva, Ze i u
nékterych jinych EV se vyskytuji viriony se stejnou vnitfni organizaci a jednim la-
teralnim téliskem, vyc€nivajici z masy sféroidinu okluzniho téliska (Radek & Fabel,
2000). Jeden z publikovanych sféroidl ze Svaba ma na svém povrchu dvouvrstevny
membranozni obal, ktery neni pfitomen u jinych okluzi z infikovaného Svaba a autofi
se domnivaji, ze je vysledkem obranné imunitni rekace Svaba na infekci (Radek &
Fabel, 2000). Tato struktura, ani jiné morfologické znaky obranné rekace hostitele
na infekci ITEV, nebyly ve zkoumaném materialu zachyceny. Matrix sféroidinu okluz-
niho téliska ITEV je tvofena kontinualné s replikaci virioni béhem vyvoje infekce.
Produkce sféroidinu, jako ¢ast produkéniho cyklu viru, je zakladni charakteristikou
druhu ITEV a vSech dalSich EV (Arif, 1995; Becker & Moyer, 2007; Perera et al.,
2010).

Pfipad virové infekce Zaber lososti SGPV nabizi pfipad kombinace struktury CV
a EV (Nylund et al., 2008). Pfipad je dobfe dokumentovan na obrazcich kde se da
najit vétsina stadii mladého viru. Virové Castice jsou tvofeny ve skupinach po 40 a
vice virionech v denznich skupinach. Tyto skupiny jsou vytlaGovany (odstépovany) do
pupenu (bud) na jedné strané infikované bunky. Viriony jsou v membrané vyplnéné
serdzni tekutinou a ¢astice sedimentuji na spodu transportniho vaku. Vak je analogii

okluzniho téliska EV, kde okludujici material neni typem sféroidinu, ale tekutého
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roztoku. Plazmatickd membrana vaku drzi viriony pohromadé a chrani je, stejné jako

sféroidy ITEV (Nylund et al., 2008).

U ITEV tvar virionu zUstava po uzavieni virionu a diferenciaci obalu nukleoidu
(core sac) v plastickém kulovitém tvaru, ve kterém se morfologicky neméni zrnita
struktura nukleoidu kolem viakna DNA a i prostor mezi nukleoidem a povrchovou
membranou zlstava beze zmény. Nevytvari se pevné formované lateralni télisko a
vnejSi obal virionu pfiléha pfimo k hladkému povrchu. V této podobé lezi viriony v
cytoplazmé infikované bunky a ¢ekaji na tvorbu sféroidu (OB). Morfogeneze sféroidu
zacina vylouc¢enim sféroidinu kolem jednoho virionu a postupnym seskupovanim
mékkych viriond do narUstajici hmoty sféroidu. Jednotlivé viriony ITEV jsou od sebe
vzdaleny a mezery mezi nimi jsou pravidelné. Orientace viriond neni uvnitf okluze
jednotna, jako u vétsSiny infekci EV, na rozdil od MMEV a EV infikujiciho larvy
O. batesi (Bergoin et al., 1971; Goodwin & Filshie, 1969). Tvorba sféroidu ITEV
pokraCuje az do obecné jednotné velikosti a tvaru dvou typl - kulovité a Cepicovité

inkluze.

Ujinych EV je tvar sféroidl kulovity (Goodwin & Roberts, 1975) nebo vietenity, Ci
Siroce vejCity (Weiser & Vago, 1966). Pokud tvar a velikost zavisi na hustoté a jinych
vlastnostech sféroidinu, ktery je syntetizovan virem, u ITEV je omezeni tvorby inkluze
dano jak kone¢nou velikosti (primérem), tak jejim tvarem. Pfi tom je charakteristické,
Ze generuje dveé rovné plochy u kazdé inkluze (zékladny inkluze). Tato vlastnost se
neda vysvétlit vlastnostmi sféroidinu, jeho hustotou nebo pevnosti cytoplazmatické
membrany. To znamena, Ze sféroidy maji genomem viru pfedepsané smérové a

tvarové ohraniceni.

Tvorba obou typUl inkluzi, sféroid(l a mikrovieten je u ITEV ponékud odlisna od
jinych EV. SpoleCnym znakem vétSiny EV z rodu Alpha-, Beta- a Gammaentomopox-
virus je to, ze se nakaza rozviji ve specifickém prostfedi mimo misto prvniho priniku,

v tukovém télese a tato odliSnost plati i pro typovy druh rodu Alphaentomopoxvirus,
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MMEV. To znamena, Ze u vSech téchto skupin je pfenos, uvolnéni viru do volného
prostfedi a proniknuti potravou do nového hostitele zaji§téno az uhynutim hostitele a
rozpadem kadaveru. Pro tento typ pfenosu je ochrana viriont pfed vyschnutim a dal-
8imi abiotickymi faktory od uhynuti prvniho hostitele velmi vyznamng a je zajisténa
uzavienim viriont do tuhé matrix proteinu sféroidinu, kde jsou nové virony schopny
se uvolnit az plsobenim silnych travicich tav nového hostitele. Sféroidy nékterych
EV maiji periferni ¢ast - tzv. kortikalni - bez virionl a svUj povrch maji jesté vyztuzen
tzv. episféroidni vrstvou (Goodwin & Filshie, 1975; Kurstak & Garzon, 1977; Radek
& Fabel, 2000) nebo fibrilami (Alaoui-lsmaili & Richardson, 1998). Tato struktura

nebyla ve sféroidech ITEV pozorovana.

6. 1. 5. Mikrovretena

U ITEV jsou mikrovietena mala. Mikrovietena ITEV maji tvar jehlanu nebo vie-
tena, velikosti velmi blizka virionim. Jejich poCet je niz8i, nez je pocet virionu ve
sféroidu, v kazdém virionu je nestejny pomér virioni a mikrovfeten. Tvar téchto
struktur v TEM ve stfevé lykozrouta je Ctvercovity nebo trojuhelnikovity, to je ale
zpusobeno rovinou fezu tkané. Mikrovietena ITEV jsou svym tvarem shodna makro-
vietenim, popsanym u jinych EV (Bergoin et al., 1976; Hurpin & Vago, 1963; Weiser,
1965; Weiser & Vago, 1966). Makrovietena ruzné velikosti a tvaru byla popséana u
vétsiny EV, infikujicich brouky (viz tab. 1). Pouze u Dermolepida albohirtum nebyla
vietena popsana (Goodwin & Filshie, 1975). Mikrovietena ITEV jsou tedy jedinym
pfipadem téchto struktur u EV, infikujici brouky, pfesto, ze mikrovietena okludovana
ve sféroidu byla popsana zejména z housenek nékterych obale€u (Choristoneura

spp.) (Bird, 1974; Cunningham et al., 1973; Katagiri, 1973).

Funkce vieten zUstava nejasna. Jsou tvofena jednim proteinem - fusolinem,
ktery neni homologicky se sféroidinem, tvoficim sféroidy (OB) (Dall et al., 1993).

Rozdily v denzité a struktufe sféroidu a mikrovfetene u ITEV jsou na fezech TEM
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zietelné. Zda se, ze obé struktury nejsou identické. V minulych letech bylo proka-
zano, ze pfidani makrovfieten k suspenzi viru Bombyx mori multiple nuclear poly-
hedrosis virus (BmMMNPV) z Eeledi Baculoviridae, zesili u¢inek infekce timto virem; k
zesileni infekce ale staci pouze samotny fusolin, ktery rozpousti nebo dezintegruje
peritrofickou membranu a viriony maji usnadnény pfistup ke stfevnim bunkam. Na-
sledné dochazi ke kontaktu virionu s burikami stfeva s vyssi efektivitou (Hukuhara
et al., 2003; Mitsuhashi & Miyamoto, 2003; Xu & Hukuhara, 1992). Fusolin obsahuje
N-terminalni oblast, ktera je schopna vazat chitin, ktery je soucasti peritrofické mem-
brany, a tim mize dochazet k jejimu rozpadu (Takemoto et al., 2008). Na druhou
stranu jsou nékteré EV - napf AMEV (nema ani gen pro fusolin) nebo u EV z larev
pakomard, které vietena, makro- ani mikrovietena, netvofi. Pfesto u nich dochazi
k uspésné infekci (Bergoin & Dales, 1971; Becker & Moyer, 2007; Federici et al.,
1974; Roberts & Granados, 1968; Stoltz & Summers, 1972; Weiser, 1969). Vyvstava
také otazka, jaka je stabilita makrovieten v pfirodnich ndkazach a jestli v pfirod-
nich populacich jsou hostitelé schopni se nakazit jak sféroidy, tak vfeteny. Pokud
je ve sféroidu mensi pocet mikrovieten a predpokladame, ze se okluze rozpousti
postupné, tak by mikrovietena musela byt na povrchu sféroidu, aby byla schopna
rozpustit peritrofickou membranu u /. typographus. To ale z pozorovanych preparatd
neplyne, mikrovietena, a je jich mensi mnoZstvi nez virion(i, nejsou v povrchové

vrstvé pritomné.

Mikrovietena, ktera se objevuji u ITEV soucasné se sféroidy, zUstavaji v cyto-
plazmé napadenych bunék. Velikosti jsou srovnatelné s viriony. Jde obecné o sterilni
trojuhelnikovité nebo Etvercovité Gtvary bez zfetelného utvarni jako jehlany nebo vie-
tena. Jsou slozena z husté masy vlaken, jejichz konce vyCnivaji ze siluety a vytvareji
volnou zénu, na které lezi souvisla vrstva ribozomu. P¥i produkci sféroidinu jsou do
inkluze okludovana i mikrovietena. Uvnitf sféroidu neni kolem nich zachovana volna
z6na a membrana ER, ve které se syntetizhuji a do sféroidu se nepfenasi. Pocet

vietynek je variabilni, u nékterych sféroidu byl pomér virion a mikrovieten pudl na
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pul. Pomér vieten a virionl je rizny podle druht EV. Napf. u EV z A. tasmaniae
byl popsana pomeér vieten a sféroidd 3 : 1 (Goodwin & Roberts, 1975). U housenek
C. fumiferana, infikovanych EV, se mikrovietena okluduji do sféroidu v poméru 1
vieteno ku 14 virionu, ale vyskytuji se u nich i sféroidy, kde jsou okludovana pouze
mikrovietena (Bird, 1974). Tento pfipad u ITEV nebyl pozorovan, stejné tak i pomér

mezi po¢tem okludovanych viriond a vieten byl vétsi.

6. 2. Mezistadium

Otazka vstupu poxvirl do buriky hostitele neni stale jasné a podrobné prozkou-
mana. Virova ¢astice po vstupu do bunky uvolni svlj genom do cytoplazmy. To je
obecné pfijimana teorie, a plati jak pro CV, tak i pro EV (Schramm & Krijnse-Locker,
2005; Granados, 1981). Granados (1973b) pozoroval fluzi obalovych vrstev virion(
s membranou fasinek epitelu. Po fuzi membran se uvolfioval nukleoid a lateralni
téliska do cytoplazmy bunék. Pokud je EV injikovan do hemocoelu hostitele, vstup
do bunék probihal pomoci fagocytozy (Devauchelle et al., 1971). Po zachyceni vi-
rionu se uvnitf fagocytarni vakuoly dostane virion do cytoplazmy hostitelské buriky.
Autofi se domnivaji, Ze obal nukleoidu uvnitf vakuoly praskne a genom se uvolni do
cytoplazmy, kde zacind replikace viru. Fagocytované viriony, které byly publikovany
Granadosem (1981a), nebyly v materialu ITEV pozorovany. Mohou patrné vznikat
pouze v laboratorné vyvolané infekci AMEV v larvach E. acrea (rod Betaentomo-
poxvirus) a ziejmé zde hraje roli i to, Ze pozorované fagocytované viriony byly v

hemocytech.

Ve zkoumaném materialu ITEV nebyla identifikovana zadna z popsanych cest
vstupu virionu do bunky hostitele (Granados, 1981; Perera et al., 2010). Pozorované
viriony, ulozené v plazmatické membrané napadené bunky, jsou spi§ ndhodnym je-
vem, nez pravidlem, a nebyly ve zkoumaném materialu nikde jinde zachyceny. Prvni

znamkou virové replikace EV jsou samostatna cytoplazmaticka replikacni ohniska



76

(foci) - viroplazmy (Bergoin & Dales, 1971). V téchto ohniscich dochazi k virové repli-
kaci a syntéze materialu, potfebného k replikace genomu a syntéze strukturalnich
proteint (Netherton et al., 2007). V mnoha pfipadech ale byla v ITEV infikovanych
bunkach pozorovana téliska, provizorné nazvana mezistadium, kde jsou struktury
zralého virionu transformovany do podoby enastroju pro replikaci viru: globuly s elek-
tron - denznim stfedovym téliskem, material vnéjSi membrany jednotlivych globult
pro produkci virogenniho stromatu a skupinu globuli s elektron - denzni stfedovou
granuli obsahujici DNA genom. S uvolnénim tohoto obsahu do cytoplazmy infiko-
vané bunky zacina replikace pracovat: produkce materialu obalu nukleoidu (core

sac), viroplazmy (virogenni stroma) a kopirovani genomu v globulech.

U ITEV zfejmé virus pronika do cytoplazmy hostitelské buriky ve formé virionu,
ktery se béhem rané faze vyvoje v hostitelské bufice méni na mezistadium, pfipra-
vujici dva typy struktur, nezbytnych pro replikaci viru: DNA, délici se na jednotlivé
Useky ve formé globull, a viroplazmu (virogenni stroma - VS). Mezistadium nebylo
nikde jinde dfive u virl z Celedi Poxviridae pozorovano. Obecné se pfedpoklada,
Ze poxvirus po splynuti s membranou hostitelské buriky rozpusti svoji membranu a
uvolni nukleoproteinovy komplex (core) do cytoplazmy hostitele. Virovy genom je pak
transportovan v cytoplazmé pomoci mikrotubull na misto replikace a tvorby novych
viriond (Moss, 2001; Traktman, 1996). Tento pfipad nebyl ve studovaném materialu
pozorovan, a je mozné, ze mezistadium slouzi pravé k transportu virového genomu

na misto jeho replikace (viz kapitola 5. 2.).

Genom poxvirl je tvofen linearni molekulou dsDNA s kovalentné ukon¢enymi
konci. Replikace viru probihd uvnitf cytoplazmy. Vstup do bunék u viru vakcinie
(VACV) se lii podle typu virionu - IMV nebo EEV. Po adsorpci virionu k membrané
bunky, IMV vstupuje do bunky pravdépodobné fazi s plazmatickou membranou, po
které uvolriuje genom do cytoplazmy. EEV musi flzovat s endozomalni membranou,
aby doslo k uvolnéni nukleoidu do cytoplazmy hostitelské buriky (Schramm & Krijnse-

Locker, 2005).
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Pro hypotézu, ze mezistddium neni stadiem ve vyvoji ITEV, ale jedna se o
mechanizmus vstupu do bunky endozomalni cestou, hovofi i novéjsi poznatky o me-
chanizmech vstupu virl do buriky (Lozach et al., 2011; Matilainen et al., 2005; Mercer
et al., 2010). U viru vakcinie byl popsan vstup do buriky makropinocytozou (Mercer
& Helenius, 2009; Schmidt et al., 2011). Vyhoda makropinocytozy pfi vstupu poxvirQ
do buniky je v tom, Ze velikost virion( je pfili§ velka, aby byl umoznén vstup jinym me-
chanizmem pfes plazmatickou membranu. Dalsim divodem je, Zze uvnitf pinozomu
je kyselé prostfedi, a virionim poxvirl se pfi niz§im pH zacina rozvolhovat nukleoid
a zacina proces vyvoje virionu uvnitf hostitelské burky (Mercer et al., 2010). DalSim
ddvodem muze byt, ze pinocytarni vakuola pronika hloubgji do cytoplazmy infiko-
vané bunky, nez jiné endozomy, a tim unikd obrannym a jinym reakcim hostitele.
To je pfipad ITEV, kdy tato tzv. mezistadia byla pozorovana hloubégji v cytoplazmé.
Podobné vakuoly byly popsany i u rodu Phlebovirus z Celedi Bunyaviridae, kde byl
virus po vstupu do bunky pozorovan v multivezikularnim endozomu (Lozach et al.,

2010).

Je otazka, do jaké miry se u ITEV muze jednat o pinocytozom. Makropinocytoza
byla popsana u viru vakcinie, resp. formy EEV, ktera ma oproti virionu, ktery se do
bunky dostava splynutim s plazmatickou membranou hostitele, o jednu membranu
navic a nemuze tedy splynout s plazmatickou membranou a uvolnit do cytoplazmy
genom. Pravé makropinocytoza je mechanizmem, jak se tato forma VACV dostava
do bunky. Ve vzniklé pinocytarni vakuole navic dochazi ke snizovani pH a roz-
pousténi extra povrchové membrany. Membrana virionu potom splyva s membranou
endozomu a uvoliuje genom virionu do cytoplazmy (Schmidt et al., 2012). U ITEV
nebyly viriony s extra membranou pozorovany, a je otazka, jestli se jedna o makropi-
nocytarni vakuolu. U ITEV uvnitf endozomu nebylo pozorovano splyvani membran
virionu a endozomu. Zfejmé dochazi k rozpusténi membrany virionu a uvolhovani
genomu virionu po ¢astech v globularnich méchyrkach, kdy se rozvolni membrana

endozomu a globuly vyputuji do cytoplazmy.
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U ITEV je vstup do bunék stfevniho epitelu primarné zprostfedkovan mechanic-
kym vstupem virion(, vy€nivajicich z proteinové masy sféroidu. VyCnivajici virion je
pfitlac¢en na plazmatickou membranu epitelu (viz vyse). DalSi krok - vstup virionu do
bunky pres plazmatickou membranu (Perera et al., 2010; Schramm & Krijnse-Locker,
2005) - nebyl u ITEV pozorovan. Mezistadium, pozorované v cytoplazmé nékterych
ITEV infikovanych bunék, je zfejmé endozom, popf. jiny typ méchyrku (Mercer et al.,
2010; Pelkmans & Helenius, 2003; Tokarev et al., 2009), ve kterém se vstupujici
virion méni a DNA genomu je rozdélena na jednotlivé Useky a zabalena do méchyi-
kovitych globull, uzavienych do membran, zfejmeé vzniklych z obalu nukleoidu (core
sac). Toto stddium ve vyvoji se otevira nepravidelnym otvorem a jednotlivé globuly
s ¢astmi genomu jsou uvolfiovany do cytoplazmy. Z nich se pak vyviji RNA/DNA
replikaci skupiny genomu. Ve stejném Case se obaly nukleoidu mnozi do stejného
mnozstvi, jako je globull a ty obali DNA sekvence a tvofi genom globul. Globuly
ITEV tak mohou byt ochrana ¢asti DNA pred degradacnimi procesy v cytopalzmé
hostitelské bunky (Schramm & Krijnse-Locker, 2005). Masa stromatu je tvofena od-
délené a produkuje srpkovité membrany (mésicky). Soupravy DNA globull pini tyto
srpkovité ¢asti membran (kaliSky) a ty jsou potom uzavfeny a tvofi pre-virova stadia

ITEV.

U viru vakcinie primarni mRNA transkripty reprezentuji asi 50 % genomu, a jsou
puvodné syntetizovany z obou viaken DNA enzymy, které jsou pfitomné v nukleoidu,
vcetné virem kdédované RNA polymerazy. Transkripty jsou uvolnény z nukleoidu pro
translaci na hostitelskych ribozomech. Béhem syntézy ranych proteinu je syntéza
hostitelskych makromolekul inhibovana. V genomu virionu je kédovano pfiblizné 100
mMRNA, které jsou syntetizovany virem kodujici ranou transkrip&ni masinérii, ktera je
soucasti nukleoidu pfi vstupu virionu do buriky. Rana mRNA, vytvofena uvnitf genom
obsahujicim nukleoidu, je potom uvolnéna do cytoplazmy pro translaci (Schramm &

Krijnse-Locker, 2005).
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V pozorovaném materialu ITEV pfi morfogenezi viru nebyly objeveny struktury
ani lokalizovana stadia tvorby nového viru, odpovidajici expresi jednotlivych genu -
ranych, stfednich a pozdnich genu. V lokalizovanych replikaénich zénach, zejména
globularnich, je tfeba nasyntetizovat velké mnozstvi genomu, potfebného k tvorbé
priblizné 200 viriond a nekolika desitek mikrovieten na jeden sféroid. K tomu je
potfeba v rané fazi vyvoje velmi aktivni biochemicky aparat. U AMEV bylo determi-
novano asi 35 strukturalnich proteint, u MSEV okolo 40 strukturalnich protein( (Lan-

gridge & Roberts, 1982; Langridge, 1983b; Langridge et al., 1983; Langridge, 1983a).

U Celedi Picornaviridae (RNA viry) dochazi k replikaci RNA v cytoplazmé a
nasledné enkapsidaci nareplikované RNA a z takto vzniklych nukleopkapsid se na-
sledné tvofi viriony (Richards & Jackson, 2013). U ITEV byla pozorovana, kromé
globuli uvolfovanych z endozomu, i globularni zéna replikace, ktera je ale jiného
typu, nez dfive popsané pfipady (Radek & Fabel, 2000). V méchyfcich mize do-
chazet k obalovani nareplikovanych ¢asti genomu ITEV, kiteré se nasledné spojuji
uvnitf nezralého virionu. Béhem zrani virové Castice se nareplikované useky genomu
spojuji a tvofi kompletni dsDNA genom komplexni ITEV virové Castice. V pfipadé glo-
bull, vyplfiujicich srpkovité membrany, se ale nejedna o nukleokapsidy, ale az uvnitf
membrany virionu vznikaji dvojité membrany obalu nukleoidu a samotny nukleoid s

genomem ITEV.

Rané geny jsou exprimovany z ¢aste¢né rozbalenych viriont pfed transkripci
DNA (Schramm & Krijnse-Locker, 2005). Koduji nestrukturalni proteiny, enzymy
zapojené v replikaci genomu a modifikacich DNA, RNA a proteiny pro neutralizaci
hostitelské imunitni odpovédi. U ITEV nebyly pozorovany hostitelské imunitni rekace
na infekci, ale neznamena to, ze neexistuji. U hmyzu bylo popsano nékolik strategif,
jak se napadené burky hostitele brani virové infekci (Beckage, 1996), Zadny ale

nebyl u ITEV infekce pozorovan.
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6. 3. Pouziti EV pro biologickou ochranu

Entomopatogenni viry jsou v nékterych pfipadech vhodnym prostfedkem bio-
logického boje se Skudci v zemédélstvi a lesnictvi. Jedna se zejména o viry Celedi
Baculoviridae, z nichz pfiblizné 24 je registrovanych k pouziti proti jednotlivym Skad-

cum (Lapointe et al., 2012).

Entomopatogenni poxviry nejsou z hlediska biologické ochrany vhodnym bio-
agens. Jejich pouziti bylo zprvu limitovano podobnosti s CV a obavou z pfenosu EV
na savci, resp. obratlov¢i hostitele. Prvné byl testovan EV z housenek obaleCe Cho-
ristoneura fumiferana a jeho pfenos na malé savce a ptaky (Buckner & Cunningham,
1972). Pokusy s MMEYV a jeho pouzitim v biologické ochrané proti ponravam chroustu
ukazaly, ze se virus da Uspésné introdukovat do populaci chroustl a virus zUstava

infekéni v padé (Hurpin & Robert, 1972).

Stejné jako v pfipadé bakulovir jiz schvalenych a pouzivanych, je pouziti virl
v biologické ochrané zavislé na kvantité a ekonomické rentabilité produkce viru, na
spektru hostitell, které je virus schopen zabit a na dobé infekce od nakazeni po
uhyn hostitele. VSechny tyto aspekty hraji v pfipadé pouziti EV v biologické ochrané
velmi zasadni roli. U EV je doba infekce, zejména u larev brouk, velmi dlouha. Doba
od nakazeni po uhynuti maze trvat podle teploty az 40 tydn( - viz vySe (Goodwin
& Roberts, 1975; Hurpin & Robert, 1968; Milner & Lutton, 1975). Béhem této doby
je larva schopna normalné, alespon v zacatku infekce, Skodit témér stejné, jako

nenakazend larva. Tim se efekt ochrany vytraci.

LepSi situace je u EV z motylu a sarancat. U téchto skupin probiha infekce rych-
leji, v zavislosti na teploté pfiblizné 4 tydny. Existuji ale EV, které naopak prodluzuji
vyvoj housenek. U C. fumiferana infekce EV zabranovala metamorféze a housenky
zUstavaly v jednom stadiu a pfijimaly potravu. U infikovanych larev byla zjiS§téna vyssi

hladina juvenilniho hormonu a niZsi hladina ekdysonu (Palli et al., 2000).



81

Pouziti ITEV v biologické ochrané smrkovych porostd proti I. smrkovému je
limitovano vySe uvedenymi skutec¢nostmi. Pfesto, Ze infekce u I. smrkového, trva
vyrazné krat$i dobu, nez je tomu u infekci u jinych brouku, je doba 4 tydnu, kdy
trva infekce velmi dlouha. Alespon béhem prvnich dna infekce maze brouk létat,
hlodat v lyku, i se zfejmé pafit bez jakychkoliv problémd, protoZze nakazeni brouci se
nachazeli ve feromonovych lapacich (osobni sdéleni dr. Weiser). Az v pokrocilé fazi
infekce, kdy je celé stfevo vyplnéné sféroidy ITEV, jsou brouci v laboratofi viditelné
meéneé aktivni (Tonka & Weiser, 2009). Ve stfevé dochazi také k syntéze feromon(, a
je otazka, zda dochazi k inhibici této syntézy a zejména kdy, pokud je u lykozroutl

vyvolana masivni infekce stfevni tkané.

Pokud budeme predpokladat, ze se da virus pouzit v ochrané smr&in, a nékteré
pokusy v terénu nasvédcuji tomu, Ze Ize indukovat zvySenou infekci ITEV v pfirodni
populaci (Weiser et al., 2000), tak je otadzka, jak virus do populace introdukovat.
Brouci se v pfirodnich populacich nakazi pfedev§im v dobé uzivného Ziru, kdy v
silné napadenych stromech dochazi k masivnimu prfenosu nakaz. Pokud je napadeni
smrku v zakladnim stavu, brouci se béhem Uzivného Ziru vyhybaji chodbam dfive
vyhlodanym. V pfipadé silné nakazy hlodaji i pfes larvalni a matefské chodby a
trusem si pfedavaji nejen virus, ale i jiné patogenni agens. Tomu by nasvédcovalo
poznani, ze ITEV byl u nas nalezen pouze na Sumavé a v Krkonosich, kde probihaly

velké karocové kalamity.

Vypousténi nakaZzenych jedincu je jednim ze zpusobd, jak introdukovat ITEV
do pfirodnich populaci. Lykozrouti ihned po infekci by se vypustili ve smrkovém
porostu a sami by pfenaseli virus v populaci. Podobné pokusy s introdukci viru do
populaci kontaktnimi lapaky byly pouzity v pfipadé bakulovirll u bekyné nebo obale¢e

jable¢ného (stara2002; Svestka & Pultar, 2006).
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6. 4. Chytridiopsis typographi

Vysledky, ziskané z laboratorni (umélé) infekce Ch. typographi ukazuji nékteré
odliSnosti, které nebyly v prvnich popisech této mikrosporidie pozorovany (Purrini
& Weiser, 1984; Purrini & Weiser, 1985). Béhem rané faze vyvoje patogena se v
epitelialni vrstvé stfeva |. smrkového tvofi mnoho vegetativnich stadii. Klasifikace
a terminologie téchto stadii vyZaduje vice komparativnich analyz, ale v ziskanych

pozorovanich se tato stadia provizorné nazyvaji "meronti”.

Ve studovaném materidlu maji meronti specifickou ¢ast vyvoje, nazyvanou $té-
peni (budding), ktera predchazi stadia vstupujici do sporogonialni ¢asti vyvoje.
Kazdy meront tvofi od$tépenim sestersky meront. Sesterské meronty se vyvijeji
oddélené a nezavisle. Slouzi ke zvySeni (hamnozeni) pocCtu vegetativnich stadii mi-
krosporidie a tento proces, ktery nebyl nikde dfive u mikrosporidii popsan, nahrazuije

merogonialni déleni u ostatnich mikrosporidii.

Tento proces $tépeni nebyl pozorovan u Chytridiopsis trichopterae ani u C. so-
cius, a nebyl popsan ani v pfedchozich popisech Ch. typographi (Larsson, 1993; Ma-
nier & Ormiéres, 1968; Purrini & Weiser, 1984; Purrini & Weiser, 1985). Podobné
struktury s podobnou funkci byly popsany u mikrosporidii Buxtehudea scaniae a u
Nolleria pulicis z blechy Ctenocephalides felis (Larsson, 1980; Beard et al., 1990). V
obou pfipadech se tvofi ze sporogonialnich plazmodii tenkosténné spory. Zacatek
sporogonie a konec merogonialni faze zivotniho cyklu je u téchto dvou mikrosporidii

slozité odhadnout. Netvofi se u nich tlustosténny sporoforni méchyrek.

Béhem presporogonialni faze stejné jako u obou typlu sporogonie (tenko- a
tlustosténné) u mikrosporidie Ch. typographi se na jaderné membrané pfichycuje
dfive akumulovany elektron - denzni granularni material. V pfedes$lych popisech Ch.
typographi nebyly tyto struktury pozorovany, coz muze byt zplsobeno jinym postu-

pem fixace a zpracovanim vzorka pro TEM. U mikrosporidie C. socius byl podobny
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denzni material popsan, stejné jako u mikrosporidie C. trichopterae, kde ale nebyl
elektron - denzni materiél spojen s jadernou membranou (Larsson, 1993; Manier &
Ormiéres, 1968). U mikrosporidie B. scaniae je tento material u jader pouze nékte-
rych vyvojovych stadiich, u N. pulicis je tento typ materialu pfitomen u jader vSech

stadii (Larsson, 1980; Beard et al., 1990).

Funkce téchto struktur neni jasna. U mikrosporidie Ch. typographi ma témér
kazdé jadro tyto granulace od stadia raného meronta (téméf zaCatek vyvoje) az
do stadia pozdniho sporoblastu (pak se tvofi spora, jako kone¢né stadum celého
cyklu). Zda se, Ze tyto skvrny nemaji zadnou specifickou strukturu nebo orientaci,
ale jsou v mistech jaderné membrany a v nékterych pfipadech maji typickou strukturu
jaderného plaku (Vavra, 1986) s membranou uspofadanou do dvou vrstev a s
mikrotubuly namifenymi do centra jadra. V nékterych fazich vyvoje, tak jak byl
pozorovan, je jadro dezorganizovano a tyto elektron - denzni skvrny indikuji umisténi
jadra.

V prabéhu tlustosténné sporogonie se Stépici sporoblasty jako prstovité vybézky
objevuji v centralni vakuole uvnitf sporogoniélniho plazmodia. Zbytek plazmodia
mimo centralni vakuolu vypliuje sténu sporoforniho méchyrku a tvorba sporoblasti
a spor je asynchronni proces. Tento proces byl popsan u mikrosporidie Ch. typo-
graphi jiz dfive (Purrini & Weiser, 1984). U tenkosténné sporogonie se Stépeni

sporoblastlil déje najednou a tento proces je velmi pfesny a synchronizovany.

Tvorba kratkého pélového viakna je charakteristickym znakem vS§em doposud
popsanym druhim Celedi Chytridiopsidae (Larsson, 1993; Manier & Ormiéres, 1968).
Bézny systém polaroplastu a vlakna, ktery je vlastni véem "vy§§im” mikrosporidiim,
je u zastupcu rodu Chytridiopsis silné modifikovan a redukovan na kratké vlakno v
pbélovém vaku. VIakno je fixovano systémem elektron - denznich kulovitych sekreci,

tvoficich plastvovitou strukturu, ktera tvaruje viakno mikrosporidie.
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Pélovy vak tlustosténnych spor je podélné slozena struktura, vyplnéna prazd-
nymi kulovitymi strukturami drzicimi vlidkno. Tyto globuly jsou volné s jemnou mem-
branou. Podobné volné globuly byly pospany v p6lovém vaku u C. socius (Manier
& Ormiéres, 1968). U C. trichopterae systém miniaturnich vakuol tvofi plastvovi-
tou strukturu, kde jsou jednotlivé vakuoly usporadané do sité denzniho materialu a
nejsou oddéleny jemnou membranou (Larsson, 1993). Stejné usporadani poélového
vaku bylo popsano u mikrosporidie Steinhausia brachynema (Richards & Sheffield,
1970). U mikrosporidie N. pulicis jsou kulovité globuly, vypliujici vak uspofadany
jednotlivé (Beard et al., 1990), u B. scaniae je vlakno spor jedné ze sporogonialnich
sekvenci uzavfeno ve spiralné sto¢eném vaku, kde se tvofi sekreCni vlakna (Larsson,
1980). Tlustosténna spora s chitinem vyztuzenou endosporou ma vlakno sto¢ené

zpusobem, typickym pro vy$Si mikrosporidie. Pouze sporam chybi polaroplast.
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7. Zavery

Vysledky, ziskané béhem vyzkumu dvou patogenu /. typographus, se daji roz-
délit na ¢ast virologickou a ¢ast mikrosporidialni. V obou pfipadech se podafilo jak
ITEV, tak mikrosporidii Chytridiopsis typographi s uspéchem prenést do laboratore
a indukovat laboratorni infekci dospélych broukd I. smrkového. V sou¢asné dobé, i
béhem FeSeni tématu, je infekEni pfenos téchto dvou patogenl na imaga lykozrouta

rutinnim procesem s velkym procentem uspésnosti.

V &asti virologické se podafrilo vyprodukovat dostate¢né mnoZstvi materialu pro
infekéni pokusy. Podafilo se zachytit infekci ITEV ve stfevé |. smrkového. Béhem
studia vyvoje viru byly ziskany nové poznatky o morfogenezi viru, které nebyly

publikovany v ptvodnich popisech ITEV.

» Dva typy replikaénich z6n - viroplazma typu | (virogenni stroma) a repli-
ka¢ni z6na s mnozstvim malych globuli (méchyik(). Je mozné se do-
mnivat, ze tyto méchyrky obsahuji ¢ast nové nasyntetizovaného genomu
viru a po vstupu do srpkovitych membran se rozpousti a genom se v
prfesném poradi spojuje a vznika kompletni genom viru.

o Nebyl zachycen vstup virioni do bunék stfevniho epitelu ani prachod
viriond plazmatickou membranou. Nebyly pozorovany formy extracelu-
larniho virionu, kterym se Sifi infekce uvnitf hostitele. Byly naopak pozo-
rovany viriony volné vy¢nivajici z povrchu sféroidu. BE€hem peristaltickych
pohybu stfeva, kde jsou sféroidy vyluCovany lyzovanymi epitelidlnimi buni-
kami, dochazi k pfitlacovani téchto vy&nivajicich viriond ke sténé stfeva
a tyto viriony pronikaji do bunék.

o Poprvé bylo u EV pozorovano tzv. "'mezistadium”, coz je zfejmé forma

endozomu, ktera slouzi k transportu virionu do cytoplazmy hostitelské



buriky. Uvnitf zfejmé probihaji prvni kroky vedouci k replikaci viru, do-
chazi zde vlivem nizkého pH k rozpousténi virionu, uvolnéni genomu
ve formé jednotlivych globul(l a po rozpusténi endozomalni membrany
k uvolnéni téchto partikuli do cytoplazmy, kde zacina prvni ¢ast vyvoje

nového viru.

Na rozdil od prvnich popist byl zaznamenan pribéh syntézy a vzniku
mikrovieten. Byly také poprvé u ITEV pozorovany prvni kroky okluze
virion( do sféroidu, v&etné okluze mikrovieten. Bylo prvné popsano roz-
loZzeni sféroidll ve stfevni tkani a rozlozeni cytoplazmatickych ohnisek

reprodukce uvnitf hostitelské bunky.

Infekce ITEV probiha, na rozdil od v§ech ostatnich EV infekci u larev
brouku, rychleji. Prvni sféroidy se daji ve stfevé zachytit jiz po dvou
tydnech infekce. Na rozdil od typového viru, MMEV, a dalSich EV, se
ITEV vyskytuje ve stfevé dospélych brouka.

Infekce se v hostiteli neSifi hemocyty, jak bylo popsano v nékterych pfipa-
dech u EV nebo mikrosporidii. Infekce hemocytu, ktera je reprodukovana
ve vysledcich, neni infekci, ktera by byla roznaSena po jednotlivych tka-

nich, ale zfejmé se jedna o ndkazu hemocytu jako takovou.

Ziskané vysledky jsou prezentovany ve formé publikace o funkci a struk-
tufe "mezistadia”. Prace bude zaslana do Journal of Invertebrate Patho-

logy a manuskript je pfilohou dizertacni prace.

Dalsi ziskané vysledky budou prezentovany ve formeé publikaci o syntéze
a morfogenezi mikrovieten, a o celém vyvoji a morfogenezi ITEV s tim,
aby se dal ITEV zaradit jako oficialni druh do taxonomie virQ, kde je proza-
tim umistén pouze provizorné. Do budoucna Ize vzhledem k ziskanému
materialu pocitat s molekularni analyzou genomu tohoto viru, ktera by se
tak stala prvni molekularni analyzou genomu EV z broukl. Otazkou ale

je, zda by i nadale patfil tento druh do rodu Alphaentomopoxvirus.
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o Otazka pouziti ITEV v biologické ochrané neni v sou¢asném stavu po-

znani aktualni. Nejprve je tfeba vyfesit otazku introdukce ITEV do pfirod-
nich populaci, az teprve po nalezeni strategie introdukce viru do populace

se muze diskutovat a sledovat otazka pouziti ITEV jako bioinsekticidu.
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Stejné jako v pfipadé ITEV, se v pfipadé mikrosporidie Ch. typographi podafila

uspésna laboratorni infekce a pfenos mikrosporidie na dospélé brouky. Infekce je

v souCasné dobé stejné rutinni, jako v pfipadé ndkazy ITEV. Stejné jako v pfipadé

viru se podafilo najit nékolik novych poznatku, které nebyly publikovany v plvodnich

popisech a které byly poprvé zachyceny az na materialu laboratorni infekce.

o Vysledky, které byly ziskany pfi studiu laboratorni infekce mikrosporidii Ch.

typographi, doplfiuji, a v nékterych pfipadech reviduji znalosti vyvojového

vvvvvv

vvvvvv

laboratofi infikovaného hostitele mikrosporidii Ch. typographi je dobrou
pfilezitosti jak Iépe prozkoumat vyvojovy cyklus této mikrosporidie. Tento
patogen tvofi béhem svého cyklu zde popsané struktury a stadia s rliznou
intenzitou a v rizném mnozstvi, ale neni pochyb o tom, Zze popsana
vegtativni stadia a Stépici se meronti se mohou vyskytovat ve vyvoji
mikrosporidie Ch. typographi , popf. ve vyvoji vSech ostatnich zastupct

rodu Chytridiopsis.

« Poprvé byl u mikrosporidii popsan proces odstépovani vegetativnich stadii

bé&hem vyvoje. Tento proces je u mikrosporidii unkatni a nebyl nikde dfive
pozorovan. Vysledky a popis tohoto jevu byly publikovany v Journal of

Invertebrate Pathology a prace je soucasti pfilohy této dizertace.

Byly popsany utvary, podobné mitozomum, organel dfive popsanych u

nekterych mikrosporidii a prvoku. Tyto vysledky jsou soucasti publikace,



ktera je pfipravena ve formé manuskriptu. Manuskript je ve formé pfilohy

v kap. 11.

Je pfipravena publikace o ultrastruktufe a vyvoji mikrosporidie Ch. ty-
pographi, ktera je také soucasti pfiloh této prace. V soucasné dobé se
zpracovava molekularni analyza genomu této mikrosporidie, ktera bude

soucasti pfipravované publikace.
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8. Obrazova priloha

Obr. 1. Schematicky vyvoj ITEV. A. Volny a vy€nivajici virion (v) z okluzniho
téliska - sféroidu (ob). B. Mezistadium. C. ReplikaCni faze vyvojoveého cyklu viru.
Virogenni stréma (vs), granule a tvorba srpkovitych oball (c - crescent shape). D.
Zrani virionu, kdy se z nezralého viru stdva zraly virion s obalem nukleoidu (cs -
core sac). Dole: Schéma lokalizace virové replikace v burice. Okluzni télisko (ob),
nezraly virion (im), virogenni stroma (vs), globule (g) mikrovietena (microspindles -
spi), srpkovité obaly (c).
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Obr. 2. ITEV ve svételIném mikroskopu. a, b, ¢ Suspenze viru v BIS - sféroidy
(8ipky). d, e Rez infikovanym stfevem s granulemi jednotlivé lezicimi v tkani (Sipky).
Barveno toluidinovou modfi. F. Roztér infikovaného stfeva barveny metodou Giemsa

- Romanovsky. Sféroidy jednotlivé na roztéru (Sipky).
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Obr. 3. Celkovy pohled na stfevo I. smrkového infikovaného virem ITEV. Jednot-
livé sféroidy (ob) po jednom v kazdé bunce stfeva, nékteré sféroidy mozna v procesu

uvolfiovani do stfevniho lumenu. Mikrovili (mv). Bar = 10 zum .

Obr. 4. Jednotlivé sféroidy (ob) v burikach stfeva. Jadra hostitelskych bunék (N).
V nékterych bunkach stfeva dochazi k rané tvorbé virionu, zatim neokludovanych do

sféroidu (Sipky). Bar = 5 um.
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Obr. 5. Okraj sféroidu (ob) s okludovanymi mikrovieteny a viriony. Viriony na
okraji sféoidu ve fazi okluze. Mezistadium (i) ovalného tvaru, zfejmeé ve fazi uvolno-
vani svého obsahu (rozvolnény povrchovy obal). Mitochondrie (M) a ribozémy (r) v
cytoplazmé hostitelské buriky, stejné jako volné nezralé viriony (iv). Jedno Etvercovité
mikrovieteno (spi), uzaviené v tenké vnéjsSi membrané endoplazmatického retikula

(ER).

Obr. 6. Replika¢ni zdéna v cytoplazmé hostitelské buriky. Oteviené polokulovité
kalisky membran (crescent - c), plnici se globularnim materidlem (g) ze zény repli-
kace, nékteré membrany se uzaviraji a vytvareji prvni stadium nezralého virionu
(iv). V blizkosti hostitelského jadra (N) se v membrané endoplazmatického retikula
(ER) tvofi mikrovieteno (spi). Mitochondire (M) hostitelské buriky a membrany endo-

plazmatického retikula. Bar = 1 ym.
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Obr. 7. Replikaéni zéna s globulemi (g) v blizkosti mitochondrii hostitelské buriky.
Mezistadium (i). V cytoplazmé hostitelské bunky se tvofi mikrovietena (spi). Na

dotyku s plazmatickou membranou dva viriony ITEV (v). Bar = 1 um.

Obr. 8. Dvé burnky stfevniho epitelu /. typographus, nakazené virem se zfe-
telnymi replikaCnimi zénami viru (Sipky). Zéna s globulemi a zasoba virogenniho
strbmatu (vs) lezi v cytoplazmé spolu se stadii viriont v rizné fazi zralosti (iv).
V jedné bunce se tvofi uz sféroid (ob). V pravé burice zfetelné membrany endo-
plazmatického retikula (ER). Ani v jedné bunce neni vidét jadro, sféroid v levé burice

se muze tvofit v misté jadra hostitelské burky. Bar = 2 um.
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Obr. 9. Zacatek tvorby sféroidu. Protein sféroidu (ob) za¢ina okludovat maturujici
viriony (iv). V blizkosti sekrece proteinu v cytoplazmeé hostitelské bunky cisterny endo-
plazmatickeho retikula (ER). V blizkosti hostitelské mitochondrie globularni replika¢ni

zona (g). Bar = 500 nm.

Obr. 10. Hemocyt lykozZrouta, vyplnény vyvojovymi stadii viru. V okoli sféroidu
(ob) jsou globularni replikaéni zény (g), na okraji hemocytl se tvofi mikrovietena
(spi). V blizkosti sféroidu je zbytek virogenniho stromatu (vs). Dobfe fixované jadro

hemocytu (N) a mitochondrie (M). Bar = 2 ym.



98




99

Obr. 11. Detail infikovaného hemocytu z pfedchoziho obrazku. V blizkosti sféro-
idu je globulérni replikacni zéna (g). Polokulovita srpkovita membrana (c) budouciho
virionu se plni globulemi z cytoplazmy. V blizkosti replikaéni zény nékolik rizné
zralych viriona (iv). Na okraji buniky se tvofi mikrovietena, néktera jednotlivé v mem-
branach endoplazmatického retikula, néktera po dvojicich uzaviena v membrané

(spi). Mitochondrie (M) hostitelské bunky. Bar = 1 ym.

Obr. 12. DalSi detail cytoplazmy hemocytu. V blizkosti virogenniho strématu (vs)
je vidét globularni zéna (g), srpkovité membrany (c). Nezraly virion (iv) s pocinajici
tvorbou obalu nukleoidu (cs). Mikrovietena v razné fazi syntézy (spi), obklopené

mnozstvim ribozému. Bar = 500 nm.
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Obr. 13. Okraj sféroidu s vyc€nivajicimi viriony (v). Okolo okludovanych viriona
ve sféroidu zfetelny elektron - lucentni oblast (halo). V nékterych virionech je uvnitf
nukleoidu vidét vlakno. V cytoplazmeé v blizkosti vyvijejicich se mikrovieten (spi) je

vidét srpkovita membrana (c) budouciho virionu. Bar = 500 nm.

Obr. 14. Cepicovity sféroid ITEV. Uvnitf mikrovietena (spi) a viriony se zfetelnou
vnitfni strukturou. Nékteré viriony (v) ve fazi okluze. Uvnitf viriona zfetelné viditelny
nukleoid s vnitfni vldknitou strukturou. Mikrovfetena vné sféroidu v membranach
endoplazmatického retikula v cytoplazmé. Fusolin, vytvarejici mikrovietena (spi) a
sféroidin okluznich télisek se liSi hustotou, jak ukazuje rozdil v elektron - denzité.

Bar=1 m.
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Obr. 15. Mezistadium s globulemi (g), které budou uvolnény do cytoplazmy
béhem daléiho vyvoje uvnitt stadia. Cast sféroidu (ob), v jeho blizkosti srpkovita

membrana (c) budouciho virionu. Bar = 500 nm.

Obr. 16. Lokalizace replikace viru v cytoplazmé hostitelské bunky. V bunce je
nékolik virogennich stromat (vs). Replika¢ni globuléarni zéna (g), v okoli replikacnich
mist se tvofi nezralé viriony (iv), v cytoplazmé srpkovité membrany (c) budoucich

viriond, plnéné materidlem z replikaénich zén. Mitochondrie (M). Bar = 2 um.
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Obr. 17. Uvnitf sféroidu (ob) okludované viriony (v). Na okraji okluzniho téliska
mikrovietena (spi). V cytoplazmé hostitelské bunky 4 globularni replikacni zény (g),
ze kterych se plni srpkovité membrany (c) budoucich viriona. V blizkosti hostitelské

mitochondrie (M) mikrovfeteno (spi) a nezralé viriony (iv). Bar = 500 nm.

Obr. 18. Detail globularni replikaéni zény (g). V jejim okoli se pIni srpkovité mem-
brany (c) budoucich viriont a vyvijeji se nezralé viriony (iv). Mitochondrie hostitelské

bunky (M). Bar = 1 um.
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Obr. 19. Nejcastéjsi typy sféroidu - Cepicovity a kulovity (ob). Kazdy sféroid je ve
své burice. V okoli sféroidu je v cytoplazmé jesté malé mnozstvi mikrovieten (spi).

Jadro hostitelské buriky (N). Bar = 10 ym.

Obr. 20. Vnitfek sféroidu (ob) s okludovanymi viriony zralymi (v) uvnitf okluzniho
téliska, na okraji jsou nezralé viriony (iv). Okolo nezralych virionU je elektron - lucentni

halo, které u zralych virion uvnitf okluze neni patrné. Bar = 500 nm.
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Obr. 21. Okraj sféroidu (ob) s dozravajicimi viriony (v). V cytoplazmé nékolik
nezralych viriond (iv) a srpkovité dvojvrstevné membrany (c). Bar = 500 nm. Na
vlozeném obrazku je zrajici virion s tvoficim se nukleoidem (n) a lateralnim téliskem

(Ib), uzavfeny v dvojvrstevné membrané (Sipka). Bar = 200 nm.

Obr. 22. T¥i dozravajici viriony (v) s cihlovitym dfefiovym vakem. Uvnitf se tvofi
vlakno DNA (Sipka). Uvnitf sféroidu (ob) mikrovieteno (spi). Jeden virion v membrané

endoplazmatického retikula (ER). Bar = 200 nm.
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Obr. 23. Cytoplazma infikované bunky, kde se tvofi mladé viriony (iv). Vpravo
nahofe mezistadium (i), kde dochazi k tvorbé globull, v jeho blizkosti membrany
endoplazmatického retikula (ER). Uvnitf membran endoplazmatického retikula se
tvofi i mikrovietena (spi). Vedle mitochondrii (M) je globularni replikacni zéna (g).

Bar =1 m.

Obr. 24. Zralé virové ¢astice (v) uvnitf sféroidu. Jedna se o kone¢né stadium
maturace virionu, ke kterému dochazi uvnitf v hlubSich vrstvach sféroidu. Mezi viriony

mikrovfetena (spi). Zvinéna elektron - lucentni vnéj8i membrana. Bar = 500 nm.
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Obr. 25. Detail virionu uvnitf sféroidu. V mase sféroidinu lezi viriony (v) s elektron
- lucentni membranou (Sipky) a vnéjsi povrchvou vrstvou, ktera dava virionu moru-
Sovity, popf. zvinény vzhled, typicky pro komplexné strukturované viriony poxviru.

Mikrovfeteno (spi). Bar = 200 nm.

Obr. 26. Sféroid ve tkani del§i dobu mrtvého brouka. Tkan stfeva je dezintegro-
vana, v ni lezi mikrovretena (spi). Uvnitf sféroidu jsou uprostfed vidét zralé viriony (v),
zcela strukturdlné zachovalé a schopné infekce. V okrajovych ¢astech jsou nezralé
viriony, které "vypadly” ze sféroidu, a nepfezily uhynuti hostitele. Uvnitf sféroidu také

mikrovfetena (spi). Bar = 2 um.
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Obr. 27. Vnitiek stfeva . smrkového ve SEM. Mezi stfevnim debrisem jsou vidét

uvolnéné, nove vzniklé sféroidy ITEV (ob). Bar = 10 um.
Obr. 28. T¥i sféroidy ITEV ovalného tvaru ve stfevé lykozrouta. Bar = 1 ym .

Obr. 29. Detail sféroidu ve stfevni dutiné lykozrouta. Na povrchu sféroidu jsou

vidét mikrovietena, ktera jsou na jeho povrchu (Sipky). Bar = 1 um.

Obr. 30. Dalsi detail sféroidu, kde jsou mikrovietena ¢asteCné zalita uvnitf

sféroidu, nékterd vietena jsou na povrchu okluzniho téliska (Sipky). Bar = 1 um.
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Obr. 31. Mezistadium. A. Virion s perfektné strukturovanym obalem nukleoidu
uzavien v membrané (Sipka). B. V. membrané se vSechny struktury - obal nukleoidu,
lipoproteinovy obal a nukleoid - uvnitf rozpustily do masy jemnych elektron - denznich
casteCek. Membrana stadia neni nikde oteviend. C. DalSi vyvoj uvnitf stadia. Vnitrek
se diferencoval na globule a méchyrky rizného tvaru, velikosti a organizace. D.
Membrana mezistadia se otevira, aby uvolnila jednotlivé globuly. Vnitfek stadia
je tvofen neorganizovanou masou membran, méchyrkd a globuli rizného tvaru.
E. Struktura stejného typu, jako v prfedchozim obrazku. Je vyplnéna vice nez 40
globuly. Obsah stadia je rozdélen nerovnomérné membranami. VnéjSi membrana
je na jednom misté prerusend a globuly se tim smérem uvolfuji do cytoplazmy
hostitelské buriky. F. Stejné je membrana pferuSena i v tomto stadiu, ve kterém
je uvnitf vice jak 30 globuli oddélenych od sebe membranami. G. Detail stadia,
kde vnitfni diferenciace globulll a méchyrk( pfedchazi tvorbu globull a otevieni

povrchové membrany stadia.
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Obr. 32. Ch. typographi ve svételném mikroskopu. Cysty mikrosporidie (Sipky).
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1. Ranny vyvoj jadra (N). Tmavé jadro, méné denzni vakuolovana cytoplazma. 2. Prvni
stddia merogonie. 3. Typicky meront s jaddrem (N) s depozitem denzni hmoty v misté
budouciho jaderného plaku, velkd vakuola v cytoplazmé (v). 4. Cdst merontu s jadrem a
jadernym plakem (sp) v misté jadra. S. Meront s jadry na strané jedné (N) a s vakuolou
na opaéné strané v misté pozd&jsiho od§tépovani nové buiiky. 6. Stépici se meront (Bm) se
4 jadry (N). Buniky se oddé€luji v misté izkého pésu (c), kde je vytlaCovana cytoplazma a
vznikd odSt€pend burika (b). 7. Dalsi stddium Stépeni, kde matefsky meront (Bm) uzavira
misto St€peni systémem vakuol (v) a pokracuje ve svém vyvoji jako sporont v tenkosténné
sporogonii. Odstépenad ¢ast zahajuje jako sestersky meront (b) tvorbu jadra. 8. Ob¢ buiiky jsou
kompletné oddélené (Bm, b). Matetsky meront zraje do stddia sporontu se sporoblasty (Sb) a
zbytkem vakuol. Sesterska burika roste do stddia merontu. 9. Pod plazmatickou membranou
se tvoii vakuoly (v). 10. Uvnitf sporontu se tvoii asynchroné skupina sporoblasti (Sb). Jadra
jsou redukovana do formy jadernych plaki. Systém vakuol (v). 11. Identické sporoblasty
(Sb), v kazdém jedno jadro. Vakuoly se rozplynuly, ziistaly po nich pouze stopy jemnych
plazmatickych zbytka. 12. V kazdém sporoblastu (Sb) zacina tvorba pélového vldkna v misté
zadni vakuoly (posterozém) (v). Plazmatickd membrana sporontu se rozpousti a skupiny
rannych spor jsou spole¢né v parazitoforni vakuole. 13. St€na sporontu zesiluje v disledku
ukladani denzniho materidlu, ziistava ale plastickd a zvinénad (W). Uprostied se tvoii jednotlivé
sporoblasty (Sb), odstépujici se ve vakuole. 14. Jednovrstevna st€na sporoforniho méchytku
zesiluje a vyhlazuje se (W). Uprostied ve vakuole je shluk volnych sporoblastl a vldken,
které se vyvijeji nezavisle a azZ béhem nésledujiciho vyvoje se spojuji a tvoii jednotlivé mladé
spory (S). Nektera volna vldkna (F) zistavaji v pélovém vaku v centrdlni hmoté a ¢ekaji na
oddéleni novych sporoblastti z plazmddia, obalujiciho sténu sporoforniho méchyiku (pr). 15.
Vldkno mladych spor (S) je omotdno okolo jadra. Celd masa plazmddia je transformovana
do sporoblastii a spor. Zbytky, nepotfebné pro tvorbu stadii, jsou uvoliiovany do prazitoforni
vakuoly (pv). 16. Uvnitf zralého sporoforniho méchyfku jsou tlustosténné (w) zralé spory (S)
s jadrem (N). VIdkno (F) je uzavieno v pélovém vaku. Zbytky plazmatické vrstvy plazmddia,
kterd je téméf celd pouzita pro tvorbu spor, zistavaji ve formé jemné membrany, kterd
fixuje pozici spor v dozravajicim sporofornim méchyrku. 17. Béhem zrani tenkosténné spory
je vldkno (F) prodluZovano a tvofi pélovy vak (ps) s vldknem, vyztuZenym méchyiky (h).
Apikdlni ¢4st vldkna je zakoncena kotvicim diskem (A), zadni konec vychdzi ze zadni vakuoly
(v). V cytoplazmé je velké jadro (N). 18. Prifez pélovym vlaknem (F) se zndzornénymi
méchyiky (h), obalené poélovym vakem (ps). 19. Apikalni ¢ast vlakna s kotvicim diskem. 20.
Apikalni ¢4st vldkna (F) u tlustosténné spory. Kotvici disk (A) priléha ke sténé spory (E).
Disk ma plochou centrdlni ¢ést, kterou je zakonceno vldkno. Pod povrchem pélového vaku
(ps) jsou méchytky (h). 21. Pricny fez vlaknem (F) u tlustosténné spory. V1dkno je na priufezu
identické s tenkosténnou sekvenci (méchyiky - h), ale pélovy vak (ps) podélné tvoii 10 - 12
zahybu (f). 22. Prifez tlustosténnym sporofornim méchyikem (sv). Uvnitf pod plazmatickou
membrinou (psp) je Cast zralé spory s kotvicim diskem (A), pfiléhajicim k plazmatické
membrané spory (p) a ke sténé spory (E). Pélové vldkno (F) je spojené s p6lovym vakem (ps),
obalujicim méchytky (h). VIdkno je zakon¢eno plochym vi¢kem (1). Na povrchu sporoforniho
méchyiku jsou depozita sekreci (s). 23. Dvé tenkosténné spory v parazitoforni vakuole (pv).
Jadro (N) pfiléha ke sténé spory, tvorené jako plazmatickd membrana (p), na opacné strané
je posterozém (v). VIdkno (F) je spojené s kotvicim diskem (A) ve formé& denzniho tmavého
kalisku.
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Obr. 33. Schématicky vyvoj a ultrastruktury mikrosporidie Ch. typographi. 1 - 8
merogonie. 9 - 12 tenkosténna sporogonie, 13 - 16 tlustosténna sporogonie, 17 -
23 spory a jejich organely. Vysvétlivky a popis viz str. Stadia jsou znazornéna bez

ohledu na méfitko a velikosti jednotlivych struktur (© Dr. J. Weiser).
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Obr. 34. Celkovy pohled na stfevo |. smrkového s rliznymi vyvojovymi stadii
Ch. typographi, pfedev§im meronty (M) rGzné velikosti, néktefi se Stépi (Bm) a
od matefské burniky se oddéluji sesterské burky (b). Dva tlustosténné sporoforni
meéchyrky (SV) uvnitf se sporoblasty. Stfevni buriky jsou vidét s povrchovymi microvilli

(mv). Bar =10 um.

Obr. 35. Meront s péti jadry (N) s elektron - denznim jadernym plakem (sp) v ja-
derné membrané. Nékolik vacuol (v) v zadni ¢asti ve velmi vakuolizované cytoplazmé
s mnoha ribozémy. Plazmatickd membrana (p) je v tésném kontaktu s parazitoforni

vakuolou (PV). Mitochondrie hostitelské buriky (m) a jadro (hn). Bar =2 um.

Obr. 36. Stépici se meront se 4 jadry (N) s jadernym plakem (sp) a od$tépujici

se ¢asti (b). Bar = 2 um.

Obr. 37. Meront s vakuolizovanou (v) ¢asti membrany v cytoplazmé pod plazma-
tickou membranou. Dvé jadra (N) s jadernym plakem (sp) v jaderné membrané. Jadro

hostitelské buriky (hn). Bar = 1 um.
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Obr. 38. Pozdni meront ve fazi pfechodu do stadia sporontu s povrchové vaku-
olizovanou cytoplazmou (v), s denznim jadernym plakem (sp) v misté jadra buriky.
Seda sekre¢ni zéna (g) adheruje k parazitoforni vakuole vné merogonialniho stadia.
Uprostied je prstenec dvojité membrany (G) vyplnény denznimi sekrecemi prodlou-
Zenymi na povrch merontu. Tlustosténny sporoforni méchyrek (SV) se sporoblasty

(Sb). Mitochondrie hostitelské burnky (m). Bar = 2 ym.

Obr. 39. Rané stadium tlustosténné sporogonie. Plazmatickd membrana (p)
je zesilovana uklddanim depozitniho materidlu. Jadro je reprezentovano malymi

denznimi ¢asticemi jaderného plaku (sp). Parazitoforni vakuola (PV). Bar = 2 um.

Obr. 40. Tlustosténny sporoforni méchyrek se ztlustlou rigidni dvojvrstevnou
sténou (SV), obsahuijici zbytky plazmddia (pp) a velka centralni vacuola (V) s prsto-
vitymi sporoblasty (Sb) s jednim jadrem (N). Sekrece zUstavaji uvniti vakuoly (g). V
centralni vakuole je Golgimu podobna sitovina (G) membran a dvojitych membran.

Bar =1 m.

Obr. 41. Béhem tlustosténné sporogonie se vyviji nékolik sporoblastd (Sb) uvnitf
sporoforniho méchyrku (SV). Zbytky plazmédia (pp) pfiléhaji ke sténé méchyrku a
jednotlivé sporoblasty se tvofi uvnitf centralni vakuoly. Vakuola je vyplnéna plazma-
tickymi zbytky, Golgimu podobnymi strukturami (G) a volnymi polovymi vldkny (F),
uzavienymi v polovém vaku (PS). V prostoru mezi sporofornim méchyrkem (SV) a

parazitoforni vakuolou (PV) jsou jemné sekrece (d). Bar = 2 um.
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Obr. 42. Sporoforni méchyrek (SV) tlustosténné sporogonie s plazmatickou
vystelkou (pp) a 4 sporoblasty (Sb) v centralni vakuole (V). Dokonovany sporoblast
s jednim jadrem (N) a vlaknem (F) v tenké plazmatické membrané. Volny prostor je
vyplnén plazmatickymi zbytky. Velmi dobfe viditelné denzni membranové struktury
uvnitf sporoblastu jsou €asti budouciho kotviciho disku viakna (AD). mitochondrie

hostitelské buriky (m). Bar = 1 xm.

Obr. 43. Dalsi tlustosténny sporoforni méchyrek s redukovanymi zbytky plazma-
tické vystelky (pp). 10 tvoficihc se sporoblastl (Sb) a centralni zéna, kde se tvofi
vldkna (F) s disky (AD). Tmava masa je produktem Golgimu podobnému systému

(G) a je vyuzivana pfi tvorbé vlakna. Stfevni mikrovilli (mv). Bar = 2 um.

Obr. 44. Zralé spory mikrosporidie Ch. typographi. Vnéjsi tlusta exospora (ex)
a svétlejsSi endospora (en) tvofi sténu spory. Jedno jadro (N) je na opacné strang,
nez zadni vakuola (pv), ktera je rozdélena na nékolik ¢asti. V cytoplazmeé jsou volné
ribozémy. Pélové vliakno (F) tvofi 3 zavity a je uzavieno v podlouhlém pdélovém
vaku (PS). V meziprostoru okolo vldkna jsou kulovité granulace tvofici plastvovitou
strukturu. Spory jsou uzavreny ve sporofornim méchyrku (SV) na jehoz povrchu jsou

sekrec¢ni tubuly (t). Bar = 200 nm.

Obr. 45. Zrala spora se strukturami popsanymi na obr. (11.), ale s viditelnym

kotvicim diskem (AD), ktery se dotyka stény spory. Bar = 200 nm.
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Obr. 46. Sporoforni méchyrek se zralymi sporami Ch. typographi. Zrala spora
(S) s jadrem (N), zadni vakuolou (pv) a vlaknem (F) v pdélovém vaku. Spory jsou
uzavieny v membrané (mb), ktera je pavodem z vystelky vakuoly, kde se tvofily
sporoblasty. Tubularni sekrece () na povrchu méchyrku. Bar = 1 ym. Uvnitf: Detil
dvojvrstevné stény sporoforniho méchyrku - vnitfni vrstva (il), vnéjsi vrstva (ol) a

povrchové sekrece (t).

Obr. 47. Tenkosténny sporont se dvéma jadry (N) s jadernym plakem (sp), s
vakuolami (v) pod plazmatickou membranou (p). V cytoplazmé je vakuola se shlukem

membran (C). Bar = 2 um.

Obr. 48. Synchronizovany vznik jednojadernych (N) sporoblasti s tenkou
plazmatickou membranou (p) a zarodky vlakna, vyvijejici se v pélovém vaku (PS).
Kone¢na vakuola (FV) s koncem vlakna (F) vyrustajiciho z této vakuoly. Sténa

sporoforniho méchyrku je rozpusténa stadia jsou volné. Bar = 2 ym.

Obr. 49. Zrala tenkosténna spora s jadrem (N) a dvéma prirezy vlaknem (F) v
pélovém vaku (PS). Konec vldkna je uprostfed kone¢né vakuoly (FV), zatimco zadni
vakuola je mald (pv). V blizkosti jadra jsou cisterny endoplazmatického retikula (er).

Bar = 500 nm.
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Obr. 50. Mlada ténkosténna spora s vlaknem (F) uvnitf pélového vaku (PS)
s dutymi kulovitymi strukturami v plastvovitém usporadani. Konec pélového vaku
je spojen s kone¢nou vakuolou (FV). Kotvici disk je pfipojen ke konci vlakna s je

oddélen od pdlového vaku. Bar = 500 nm.

Obr. 51. Mladé spory tenkosténné sporogonie. Polové vldkno (F) v blizkosti

jadra spory (N). Polovy vak (PS). Bar = 1 yum. (© Prof. J. Vavra)

Obr. 52. Spory tenkosténné sporogonie (S) se zfetelnymi vlakny (F) ve stfevé v

blizkosti mikrovili (mv) ve sporofornim méchyrku. Bar =5 ym. (© Prof. J. Vavra)

Obr. 53. Stfevo lykozrouta po infekci mikrosporidii Ch. typographi. Je silné
vakuolizované, s rozruSenou tkani, ktera je vysledkeem lyze stfevnich bunék. Bar =

5 um.



131




132

9. Seznam literatury

Adlung, K., Schicke, P., & Osvath, J. 1986. Analysis of an investigation to control the
spruce bark beetle (lps typographus) by means of pheromones. 1. Planning and
evaluation of the individual trial. Zeit. Pflanzenkrank. Pflanzenschutz - J. Plant Dis.

Protect., 93: 462 - 478.

Afonso, C. L., Tulman, E. R., Lu, Z., Oma, E., Kutish, G. F., & Rock, D. L. 1999. The

genome of Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus. J. Virol., 73: 533 - 552.

Alaoui-lsmaili, M. H. & Richardson, C. D. 1998. Insect virus proteins (FALPE and

p10) self-associate to form filaments in infected cells. J. Virol., 72: 2213 - 2223.

Anderbrant, O. 1990. Gallery construction and oviposition of the bark beetle Ips ty-
pographus (Coleoptera, Scolytidae) at different breeding densities. Ecol. Entomol.,

15:1 - 8.

Arif, B. M. 1995. Recent advances in the molecular biology of entomopoxviruses. J.

Gen. Virol, 76 (Pt 1): 1 - 13.

Austara, O., Annila, E., Bejer, B., & Ehnstrom, B. 1984. Insect pests in forests of the

nordic countries 1977 - 1981. Fauna Norv. Ser. B., 31: 8 - 15.

Bakke, A. 1992. Monitoring bark beetle populations - effects of temperature. J. App.
Entomol. - Zeit. Angew. Entomol., 114: 208 - 211.

Balbiani, G. 1882. Sur les microsporidies ou psorospermies des articulés. C. R.

Acad. Sci., 95: 1168 - 1171.

Bawden, A. L., Glassberg, K. J., Diggans, J., Shaw, R., Farmerie, W., & Moyer,
R. W. 2000. Complete genomic sequence of the Amsacta moorei entomopoxvirus:

Analysis and comparison with other poxviruses. Virology, 274: 120 - 139.



133

Beard, C. B., Butler, J. F., & Becnel, J. J. 1990. Nolleria pulicis n. gen., n. sp.
(Microsporida: Chytridiopsidae), a microsporidian parasite of the cat flea, Ctenoce-

phalides felis (Siphonaptera: Pulicidae). J. Protozool., 37: 90 - 99.

Beckage, N. 1996. Interactions of viruses with invertebrate cells. In Séderhéll, K.,
Iwanaga, S., & Vasta, G., editors, New directions in invertebrate immunity, pages

375 - 399. SOS Publications. Fair Haven, NJ.

Becker, M. N. & Moyer, R. W. 2007. Subfamily Enfomopoxvirinae. In Mercer, A. A.,
Schmidt, A., & Weber, O., editors, Poxviruses, pages 253 - 271. Birkhauser Verlag

Basel/Switzerland.

Becker, M. N. & Moyer, R. W. 2008. Entomopoxviruses. In Mahy, B. W. J. &
van Regenmortel, M. H. V., editors, Encyclopedia of Virology, pages 136 - 140.

Academic Press, Oxford, Oxford.

Bergoin, M. & Dales, S. 1971. Comparative observations on poxviruses of inverte-
brates and vertebrates. In Maramorosch, K. & Kurstak, E., editors, Comparative

Virology, pages 361 - 386. Academic Press. New York and London.

Bergoin, M., Devauchelle, G., Duthoit., J.-L., & Vago, C. 1968a. Etude au microscope
electronique des inclusions de la virose a fuseaux des coleopteres. C. R. Acad.

Sci., Serie D, 266: 2126 - 2128.

Bergoin, M., Devauchelle, G., & Vago, C. 1968b. Observations au microscope
électronique sur le développement du virus de la maladie a fuseaux du coléoptére

Melolontha melolontha L. C. R. Acad. Sci. Paris, 267: 382 - 385.

Bergoin, M., Devauchelle, G., & Vago, C. 1969. Electron micrscopy study of the pox-
like virus of Melolontha melolontha L. (Coleoptera, Scarabaeidae). Arch. gesammte

Virusforschung, 28: 285 - 302.



134

Bergoin, M., Devauchelle, G., & Vago, C. 1971. Electron microscopy study of
Melolontha poxvirus: The fine structure of occluded virions. Virology, 43: 453 -

467.

Bergoin, M., Devauchelle, G., & Vago, C. 1976. Les inclusions fusiformes associées
a I'Entomopoxvirus du coléoptére Melolontha melolontha. J. Ultrastr. Res., 55: 17 -

30.

Bird, F. T. 1974. The development of spindle inclusions of Choristoneura fumiferana
(Lepidoptera: Tortricidae) infected with entomopox virus. J. Invert. Pathol., 23: 325

- 332.

Bird, F. T., Sanders, C. J., & Burke, J. M. 1971. A newly discovered virus disease of
the spruce budworm, Choristoneura biennis, (Lepidoptera: Tortricidae). J. Invert.

Pathol., 18: 159 - 161.

Birgersson, G., Schlyetr, F., Bergstrom, G., & Lofqvist, J. 1988. Individual variation
in aggregation pheromone content of the bark beetle, lps typographus. J. Chem.

Ecol., 14: 1737 - 1762.

Blissard, G. W. 1996. Baculovirus - insect cell interactions. Cytotechnology, 20: 73
- 93.

Bombosch, S. & Dedek, W. 1994. Integrierter Pflanzenschutz gegen lps typographus
(L.). Kombination von Pheromonen und dem systemischen Insektizid Methamido-

phos (IPIDEX). Zeit. Pflanzenkrank. Pflanzenschutz, 101: 508 - 518.

Bridges, J. R. 1987. Prevalence of Unikaryon minutum (Microsporidia: Nosema-
tidae) infection in outbreak populations of the southern pine beetle (Coleoptera:

Scolytidae). J. Invert. Pathol., 49: 334 - 335.

Buckner, C. H. & Cunningham, J. C. 1972. The effect of the poxvirus of the spruce
budworm, Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae), on mammals and

birds. Can. Entomologist, 104: 1333 - 1342.



135

Bulla jr., L. A. & Cheng, T. C. 1976. Comparative pathobiology Vol. 1. Biology of

microsporidia. Plenum Press, New York, London.

Burjanadze, M. & Goginashvili, N. 2009. Occurrence of pathogens and nematodes
in the spruce bark beetles, Ips typographus (Col., Scolytidae) in Borjomi Gorge.
Bull. Georgian Nat. Acad. Sci., 3: 145 - 150.

Byers, J. A. 1993. Simulation and equation models of insect population-control by

pheromone-baited traps. J. Chem. Ecol., 19: 1939 - 1956.

Byers, J. A. 2000. Wind-aided dispersal of simulated bark beetles flying through
forests. Ecol. Modell., 125: 231 - 243.

Byers, J. A. & Lofqvist, J. 1989. Flight initiation and survival in the bark beetle Ips
typographus (Coleoptera, Scolytidae) during the spring dispersal. Holoarct. Ecol.,
12: 432 - 440.

Cairns, J. 1960. The initiation of vaccinia infection. Virology, 11: 603 - 623.

Canning, E. U. & Lom, J. 1986. The microsporidia of vertebrates. Academic Press,

London.

Cavalier-Smith, T. 2001. What are fungi? In McLaughlin, D. J., McLaughlin, E. G., &
Lemke, P. A., editors, Systematics and Evolution Part A The Mycota VII, pages 3 -
37. Springer-Verlag Berlin Heidelberg.

Corradi, N. & Keeling, P. J. 2009. Microsporidia: a journey through radical taxonomi-

cal revisions. Fungal Biol. Rev., 23: 1 - 8.

Cunningham, J. C., Burke, J. M., & Arif, B. M. 1973. An entomopoxvirus found
in populations of the large aspen tortrix, Choristoneura conflictana (Lepidoptera:

Tortricidae) in Ontario. Can. Entomologist, 105: 767 - 773.

Curgy, J.-d., Vavra, J., & Vivares, C. 1980. Presence of ribosomal RNAs with
prokaryotic properties in Microsporidia, eukaryotic organisms. Biol. Cellul., 38:

49 - 52.



136

Dall, D., Sriskantha, A., Vera, A., Lai-Fook, J., & Symonds, T. 1993. A gene encoding
a highly expressed spindle body protein of Heliothis armigera entomopoxvirus. J.

Gen. Virol., 74: 1811 - 1818.

David, L. & Weiser, J. 1994. Role of hemocytes in the propagation of a microsporidian

infection in larvae of Galleria mellonella. J. Invert. Pathol., 63: 212 - 213.

Devauchelle, G., Bergoin, M., & Vago, C. 1971. Etude ultrastructurale du cycle de
replication d’'un entomopoxvirus dans les hémocytes de son héte. J. Ultrastruct.

Res., 37: 301 - 321.

Dippel, C., Heidger, C., Nicolai, V., & Simon, M. 1997. The influence of four different
predators on bark beetles in European forest ecosystems (Coleoptera: Scolytidae).

Entomol. Gener., 21: 161 - 175.

Duelli, P., Studder, M., & Naef, W. 1986. The flight of bark beetles outside of forest
areas. J. Appl. Entomol., 102: 139 - 148.

Eck, R. 1990. The parasitic hymenoptera associated with Ips typographus in the
period of progradation spectrum of species and mortality rates by parasites in
some forests of the former GDR (East Germany). Entmol. Abh. (Dresden), 53: 151
-178.

Edlind, T. D., Li, J., Visvesvara, G. S., Vodkin, M. H., McLaughlin, G. L., & Katiyar,
S. K. 1996. Phylogenetic analysis of s - tubulin sequences from amitochondrial

protozoa. Mol. Phylogenet. Evol., 5: 359 - 367.

Eriksson, M., Neuvonen, S., & Roininen, H. 2008. Ips typographus (L.) attack
on patches of felled trees: "Wind-felled” vs. cut trees and the risk of subsequent

mortality. Forest Ecol. Manag., 255: 1336 - 1341.

ERMA New Zealend 2000. Environmental Risk management authority decision:
application NOC99015. The Horticulture and Fodd Research Institute of New

Zealand Limited.



137

Faccoli, M. 2009. Effect of weather on Ips typographus (Coleoptera, Curculionidae)
phenology, voltinism, and associated spruce mortality in the southeastern Alps.

Environ. Entomol., 38: 307 - 316.

Faccoli, M. & Stergulc, F. 2006. A practical method for predicting the short-time trend
of bivoltine populations of Ips typographus (L.) (Col., Scolytidae). J. Appl. Entomol.,
130: 61 - 66.

Fahse, L. & Heurich, M. 2011. Simulation and analysis of outbreaks of bark beetle
infestations and their management at the stand level. Ecol. Modell., 222: 1833 -

1846.

Fan, M., Kuo, C., & Lu, X. 1987. Tentative study on entomopoxvirus of Dendroctonus
armandi Tsai et Li (Chinese with english summary ). Disinsec. Microorg., 1: 140 -

141.

Federici, B. A., Granados, R. R., Anthony, D. W., & Hazard, E. |. 1974. An entomo-
poxvirus and nonoccluded virus-like particles in larvae of the chironomid Goeldichi-

ronomus holoprasinus. J. Invert. Pathol., 23: 117 - 120.

Forster, B., Meier, F., & Gall, R. 2003. Bark beetle management after a mass attack
- some Swiss experiences. In McManus, M. L. & Liebhold, A. M., editors, Ecology,
survey and management of forest insects, proceedings, volume 311, pages 10 -
15. IUFRO. Conference on Ecology, Survey and Managment of Forest Insects, Agr

Acad, Congress Ctr, Krakow, Poland, SEP 01 - 05, 2002.

Furuta, Y., Mitsuhashi, W., Kobayashi, J., Hayasaka, S., Imanishi, S., Chinzei, Y., &
Sato, M. 2001. Peroral infectivity of non-occluded viruses of Bombyx morinucleopo-
lyhedrovirus and polyhedrin-negative recombinant baculoviruses to silkworm larvae
is drastically enhanced when administered with Anomala cuprea entomopoxvirus

spindles. J. Gen. Virol., 82: 307 - 312.



138

Gebhart, A. A., Holmes, S., & Reardon, R. C. 1997. Bioinsecticides for forest and
shade tree defoliators. Annotated bibliography of nontarget impacts. Forest Health

Technology Enterprise Team, USDA, Morgantown, 183 pp.

Germot, A., Philippe, H., & Le Guyader, H. 1997. Evidence for loss of mitochondria
in Microsporidia from a mitochondrial - type HSP70 in Nosema locustae. Mol.

Biochem. Parasitol., 87: 159 - 168.

Goodwin, R. H., Adams, J. R., & Shapiro, M. 1990. Replication of the entomopoxvirus
from Amsacta moorei in serum - free cultures of a gypsy moth cell line. J. Invert.

Pathol., 56: 190 - 205.

Goodwin, R. H. & Filshie, B. K. 1969. Morphology and development of an occluded

virus from the black - soil scarab, Othnonius batesi. J. Invert. Pathol., 13: 317 - 329.

Goodwin, R. H. & Filshie, B. K. 1975. Morphology and development of entomopo-
xviruses from two Australian scarab beetle larvae (Coleoptera: Scarabaeidae). J.

Invert. Pathol., 25: 35 - 46.

Goodwin, R. H., Miller, R. J., & Beaton, C. D. 1991. Entomopoxvirinae. In Adams,
J. R. & Bonami, J. R., editors, Atlas of Invertebrate Viruses, pages 259 - 285. CRC

Press. Boca Raton.

Goodwin, R. H. & Roberts, R. J. 1975. Diagnosis and infectivity of entomopoxviruses
from three australian scarab beetle larvae (Coleoptera: Scarabaeidae). J. Invert.

Pathol., 25: 47 - 57.

Granados, R. R. 1973a. Entry of an insect poxvirus by fusion of the virus envelope

with the host cell membrane. Virology, 52: 305 - 309.

Granados, R. R. 1973b. Insect poxviruses: pathology, morphology and development.

Misc. Publ. Entomol. Soc. America, 52: 73 - 94.



139

Granados, R. R. 1981. Entomopoxvirus infections in insects. In Davidson, E. W.,
editor, Pathogenesis of Invertebrate Microbial Diseases, pages 101 - 126. Allanheld,

Osmun Publishers.

Granados, R. R. & Lawler, K. A. 1981. In vivo pathway of Autographa californica

baculovirus invasion and infection. Virus, 108: 297 - 308.

Granados, R. R. & Roberts, D. W. 1970. Electron microscopy of a poxlike virus

infecting an invertebrate host. Virology, 40: 230 - 243.

Grodzki, W., McManus, M., Knizek, M., Meshkova, V., Mihalciuc, V., Novotny, J.,
Turcani, M., & Slobodyan, Y. 2004. Occurrence of spruce bark beetles in forest

stands at different levels of air pollution stress. Environ. Pollution, 130: 73 - 83.

Haidler, B. 1998. Pathogene und Parasiten von Fichtenborkenkafer in einem Fich-
tenbestand am Achner Kogel bei Tamsweg. PhD thesis, Formal- und Naturwis-

senschaftliche Fakultat der Universitat Wien, Diploma thesis.

Hakim, R. S., Baldwin, K., & Smagghe, G. 2010. Regulation of midgut growth,

development, and metamorphosis. Annu. Rev. Entomol., 55: 593 - 608.

Handel, U. 2001. Untersuchungen zum Gegenspielerkomplex assoziiert leben-
der Fichtenborkenkafer (Col., Scolytidae) aus naturnahen und sekundaren Fich-
tenbestanden unter besonderer Berucksichtigung der Pathogene. PhD thesis, Uni-

versitat fur Bodenkultur Wien, PhD thesis.

Handel, U., Wegensteiner, R., Weiser, J., & Zizka, Z. 2003. Occurrence of pathogens
in associated living bark beetles (Col., Scolytidae) from different spruce stands in

Austria. Anz. Schédlings., 76: 22 - 32.

Hasegawa, M. & Hashimoto, T. 1999. Phylogenetic position of amitochondriate

protists in the evolution of eukaryotes. Biol. Bull., 196: 369 - 392.



140

Hashimoto, T., Nakamura, Y., Kamaishi, T., & Hasegawa, M. 1997. Early evolution
of eukaryotes inferred from protein phylogenies of translation elongation factors 1«

and 2. Arch. Protistenkd., 148: 287 - 295.

Hedgren, P. & Schroeder, L. 2004. Reproductive success of the spruce bark beetle
Ips typographus (L.) and occurrence of associated species: a comparison between

standing beetle-killed trees and cut trees. Forest Ecol. Manag., 203: 241 - 250.

Henry, J. E., Nelson, B., & Jutila, J. W. 1969. Pathology and development of the

grasshopper inclusion body virus in Melanoplus sanguinipes. J. Virol., 6: 605 - 610.

Holuda, J., Weiser, J., & Pultar, O. 2004. Possibility of using of virus against bark
beetles? Experiences with simulated infection of two bark beetles, Ips typographus
and Ips duplicatus, with three pathogens. In Csdka, G., Hirka, A., & Koltay, A.,
editors, Biotic damage in forests. Proceedings of the IUFRO Symposium (WP 7. 03.
10, Methodology of forest pest and disease survey in Central Europe), Matrafiired,

Hungary, September 12-16, pages 72 - 78.

Holu$a, J., Lukasova, K., Wegensteiner, R., Grodzki, W., Pernek, M., & Weiser, J.
2013. Pathogens of the bark beetle Ips cembrae: microsporidia and gregarines also

known from other Ips species. J. Appl. Entomol., 137: 181 - 187.

Holu$a, J., Weiser, J., & Drapela, K. 2007. Pathogens of Ips duplicatus (Coleoptera:

Scolytidae) in three areas in central Europe. Acta protozool., 46: 157 - 167.

Holu$a, J., Weiser, J., & Zizka, Z. 2006. Larssoniella duplicati n. sp. (Microsporidia,
Unikaryonidae), a newly described pathogen infecting the double-spined spruce
bark beetle, Ips duplicatus (Coleoptera, Scolytidae) in the Czech Republic. J. Pest
Sci., 79: 127 - 135.

Holu$a, J., Weiser, J., & Zizka, Z. 2009. Pathogens of the spruce bark beetles Ips
typographus and Ips duplicatus. Cent. Eur. J. Biol., 4: 567 - 573.



141

Huang, X., Huang, Y., Yuan, X., & Zhang, Q. 2006. Electron microscopic examination
of the viromatrix of Rana grylio virus in a fish cell line. J. Virol. Meth., 133: 117 -

123.

Huger, A., Krieg, A., Emschermann, P., & Goétz, P. 1970. Further studies on Polypoxvi-
rus chironomi, an insect virus of the pox group isolated from the midge Chironomus

luridus. J. Invert. Pathol., 15: 253 - 261.

Hukuhara, T. & Wijonarko, A. 2001. Enhanced fusion of a nucleopolyhedrovirus with
cultured cells by a virus enhancing factor from an entomopoxvirus. J. Invert. Pathol.,

77:62 -67.

Hukuhara, T., Wijonarko, A., Hosokawa, Y., & Iwano, H. 2003. Enhanced infection of
an entomopoxvirus in larvae of the armyworm, Pseudaletia separata (Lepidoptera:

Noctuidae), by a granulovirus. Appl. Entomol. Zool., 38: 255 - 259.

Hukuhara, T., Xu, J., & Yano, K. 1990. Replication of an entomopoxvirus in two

lepidopteran cell lines. J. Invert. Pathol., 56: 222 - 232.

Hurpin, B. & Robert, P. 1967. Sur la spécificité de Vagoiavirus melolonthae. Ento-

mophaga, 12: 175 - 180.

Hurpin, B. & Robert, P. 1968. Experiments on simultaneous infections of the common

cockchafer, Melolontha melolontha. J. Invert. Pathol., 11: 203 - 213.

Hurpin, B. & Robert, P. H. 1972. Comparison of the activity of certain pathogens
of the cockchafer Melolontha melolontha in plots of natural meadowland. J. Invert.

Pathol., 19: 291 - 298.

Hurpin, B. & Vago, C. 1963. Une maladie inclusions cytoplasmiques fusiformes chez
le coléoptére Melolontha melolontha L. Rev. Pathol. Veg. Entomol. Agr. Fr., 42: 115
-117.



142

Hylis, M. 1999. Charakterizace tfi izolatd mikrosporidii (Protista: Microspora) z
bekynée velkohlaveé, Lymantria dispar L. (Lepidoptera: Lymantriidae). PhD thesis,
Pfirodovédecka fak. UK Praha, 163 pp.

Iwano, H. & Ishihara, R. 1991. Dimorphism of spores of Nosema spp. in cultured

cell. J. Invert. Pathol., 57: 211 - 219.

Juha, M., Lukasova, K., Holu$a, J., & Tur€ani, M. 2012. Netradi¢ni zplsoby boje s ly-
kozroutem smrkovym - Ips typographus (Coleoptera: Curculionidae) - certifikovana

metodika. Lesnicky priavodce 3/2012.

Katagiri, K. 1973. A newly discovered entomopoxvirus of Choristoneura diversana

(Lepidoptera: Tortricidae). J. Invert. Pathol., 22: 300 - 302.

Katagiri, K., Kushida, T., Kasuga, S., & Ohba, M. 1975. An entomopoxvirus disease
of the cupreous chafer, Anomala cuprea Hope (in Japanese with English summary).

Jap. J. App. Entomol. Zool., 19: 243 - 252.

Kereselidze, M., Wegensteiner, R., Goginashvili, N., Tvaradze, M., & Pilarska, D.
2010. Further studies on the occurrence of natural enemies of Ips typographus

(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) in Georgia. Acta zool. bulg., 62: 131 - 138.

King, A. M., Adams, M. J., Carstens, E. B., & Lefkowitz, E. J. 2012. Virus Taxonomy.

Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Elsevier Inc.

Knell, J. & Allen, G. E. 1978. Morphology and ultrastructure of Unikaryon minutum sp.
n. (Microsporidia: Protozoa), a parasite of the Southern Pine Beetle, Dendroctonus

frontalis. Acta Protozool., 17: 271 - 278.

Kohlmayr, B., Weiser, J., Wegensteiner, R., Handel, U., & Zizka, Z. 2003. Infection
of Tomicus piniperda (Col., Scolytidae) with Canningia tomici sp. n. (Microsporidia,

Unikaryonidae). Anz. Schédlingskunde - J. Pest Sci., 76: 65 - 73.



143

Kreutz, J., Vaupel, O., & Zimmermann, G. 2004a. Efficacy of Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. against the spruce bark beetle, Ips typographus L., in the laboratory
under various conditions. J. Appl. Entomol., 128: 384 - 389.

Kreutz, J., Zimmermann, G., Marohn, H., Vaupel, O., & Mosbacher, G. 1999. Pre-
liminary investigations on the use of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and other
control methods against the bark beetle Ips typographus (Col., Scolytidae) in the
field. In Mossakowski, D., editor, Communications of the German Soc. General and

Applied Entomol., FEB 2000, volume 12, pages 119 - 125.

Kreutz, J., Zimmermann, G., & Vaupel, O. 2004b. Horizontal transmission of the
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana among the spruce bark beetle, Ips
typographus (Col., Scolytidae) in the laboratory and under field conditions. Biocon-

trol Sci. Technol., 14: 837 - 848.

Krueger, K. & Mills, N. J. 1990. Observations on the biology of three parasitoids of the
spruce bark beetle, Ips typographus (Coleoptera,Scolytidae): Coleoides bostrycho-
rum, Dendrosoter middendorffi (Hymenoptera, Braconidae) and Rhopalicus tutela

(Hymenoptera, Pteromalidae). J. Appl. Entomol., 110: 281 - 291.

Kudo, R. 1924. A biologie and taxonomic study of the Microsporidia. //l. Biol. Monogr.,
9:1 - 268.

Kurstak, E. & Garzon, S. 1977. Entomopoxviruses (Poxviruses of Invertebrates). In
Maramorosch, K., editor, The Atlas of Insect and Plant Viruses, Including Myco-

plasma Viruses and Viroids, pages 29 - 37. Academic Press. New York.

Labbé, A. 1899. Sporozoa. In Butschli, O., editor, Das Tierreich. 5 lief., page 180
pp. Friedlander und Sohn, Berlin.

Lacey, L. A. 1997. Manual of Techniques in Insect Pathology. Academic Press, San

Diego, London, 409 pp.



144

Landa, Z., Hormak, P., Osborne, L. S., Novakova, A., & Bursova, E. 2001. Entomo-
genous fungi associated with spruce bark beetle Ips typographus L. (Coleoptera,

Scolytidae) in the Bohemian Forest. Silva Gabreta, 6: 259 - 272.

Landa, Z., Kfenova, Z., & Vojtéch, O. 2007. Vyuziti houby Beauveria bassiana v

ochrané proti lykoZroutu smrkovému. Lesnicka prace, 86: 646 - 647.

Langridge, W. H. R. 1983a. Detection of amsacta moorei entomopoxvirus and
vaccinia virus proteins in cell cultures restrictive for poxvirus multiplication. J. Invert.

Pathol., 42: 77 - 82.

Langridge, W. H. R. 1983b. Virus dna replication and protein synthesis in amsacta
moorei entomopoxvirus-infected estigmene acrea cells. J. Invert. Pathol., 41: 341 -

349.

Langridge, W. H. R., Oma, E., & Henry, J. E. 1983. Characterization of the dna
and structural proteins of entomopoxviruses from Melanoplus sanguinipes, Arphia
conspirsa, and Phoetaliotes nebrascensis (Orthoptera). J. Invert. Pathol., 42: 327 -

333.

Langridge, W. H. R. & Roberts, D. W. 1982. Structural proteins of Amsacta moorei,
Euxoa auxiliaris, and Melanoplus sanguinipes entomopoxviruses. J. Invert. Pathol.,

39: 346 - 353.

Lapointe, R., Thumbi, D., & Lucarotti, C. J. 2012. Recent advances in our knowledge
of baculovirus molecular biology and its relevance for the registration of baculovirus-
based products for insect pest population control. In Soloneski, S., editor, Integrated
Pest Management and Pest Control - Current and Future Tactics, pages 481 - 522.

InTech.

Larsson, J. I. R. 1980. Insect pathological investigations on Swedish thysanura. Il.

A new microsporidian parasite of Petrovius brevystylis (Microcoryphia, Machilidae):



145

description of the species and a creation of two new genera and new family.

Protistologica, 16: 85 - 101.

Larsson, J. I. R. 1993. Description of Chytridiopsis trichopterae n. sp. (Microspora,
Chytridiopsidae), a microsporidian parasite of the caddis fly Polycentropus flavoma-
culatus (Trichoptera, Polycentropodidae), with comments on relationships between

the families Chytridiopsidae and Metchnikovellidae. J. Euk. Microbiol., 40: 37 - 48.

Lieutier, F. 1978. Fluctuations of nematode populations associated with bark beetles.

Bull. Soc. Zool. Fr., 104: 423 - 434.

Lipa, J. J. 1968. Stempellia scolyti Weiser comb. nov. and Nosema scolyti n. sp.
microsporidian parasites of four species of Scolytus (Coleoptera). Acta Protozool.,

6:69 - 78.

Lipa, J. J. & Bartkowski, J. 1972. A newly discovered poxlike virus disease of dung
beetles, Geotrupes silvaticus (Coleoptera: Scarabaeidae). J. of Invert. Pathol., 20:

218 - 219.

Lozach, P.-Y., Huotari, J., & Helenius, A. 2011. Late-penetrating viruses. Curr.

Opinion Virol., 1: 35 - 43.

Lozach, P.-Y., Mancini, R., Bitto, D., Meier, R., Oestereich, L., Overby, A. K., Petter-
sson, R. F., & Helenius, A. 2010. Entry of bunyaviruses into mammalian cells. Cell

Host & Microbe, 7: 488 - 499.

Lukasova, K. & Holu$a, J. 2012. Patogeny lykozroutt rodu lps (Coleoptera: Curculio-
nidae: Scolytinae): Review. Pathogens of bark beetles of the genus /ps (Coleoptera:

Curculionidae: Scolytinae): Review. Zpravy lesnického vyzkumu, 57: 230 - 240.

Lukasova, K., Holusa, J., & Turéani, M. 2013. Pathogens of lps amitinus: new species

and comparison with lps typographus. J. Appl. Entomol., 137: 188 - 196.



146

Maddox, J. V., Baker, M. D., Jeffords, M. R., Kuras, M., Linde, A., Solter, L. F.,

McManus, M. L., Vavra, J., & Vossbrinck, C. R. 1999. Nosema portugal n. sp.,
isolated from gypsy moths (Lymantria dispar) collected in Portugal. J. Invert. Pathol.,

73:1-14.

Manier, J. & Ormiéres, R. 1968. Ultrastructure de quelques stades de Chytridiopsis
socius Schn., parasite de Blaps lethifera Marsch. (Coleoptera, Tenebrionidae).

Protistologica, 4: 181 - 185.

Marlow, S. A., Billam, L. J., Palmer, C. P., & King, L. A. 1993. Replication and
morphogenesis of Amsacta moorei entomopoxvirus in cultured cells of Estigmene

acrea (salt marsh caterpillar). J. Gen. Virol., 74: 1457 - 1461.

Matilainen, H., Rinne, J., Gilbert, L., Marjomaki, V., Reunanen, H., & Oker-Blom, C.
2005. Baculovirus entry into human hepatoma cells. J. Virol., 79: 15452 - 15459.

Matthews, R. E. 1979. Third report of the international committee on taxonomy of

viruses. classification and nomenclature of viruses. Intervirology, 12: 129 - 296.

Mercer, A. A., Schmidt, A., & Weber, O. 2007. Poxviruses. Birkhauser Verlag

Basel/Switzerland.

Mercer, J. & Helenius, A. 2009. Virus entry by macropinocytosis. Nat. Cell Biol., 11:
510 - 20.

Mercer, J., Schelhaas, M., & Helenius, A. 2010. Virus entry by endocytosis. Annu.
Rev. Biochem., 79: 803 - 833.

Mills, N. J. 1985. Some observations on the role of predation in the neutral regulation

of Ips typographus populations. Z. Angew. Entomol., 99: 209 - 215.

Milner, R. J. & Lutton, G. 1975. The pathogenicity of an entomopoxvirus from
Othnonius batesi [Col.: Scarabaeidae] and its possible use as a control agent.

Entomophaga, 20: 213 - 220.



147

Mitchell, F. L. & Smith, J. W. 1985. Pathology and bioassays of the lesser cornstalk

borer (Elasmopalpus lignosellus) entomopoxvirus. J. Invert. Pathol., 45: 75 - 80.

Mitsuhashi, W. 2002. Further evidence that spindles of an entomopoxvirus enhance

its infectivity in a host insect. J. Invert. Pathol., 79: 59 - 61.

Mitsuhashi, W., Kawakita, H., Murakami, R., Takemoto, Y., Saiki, T., Miyamoto, K.,
& Wada, S. 2007. Spindles of an entomopoxvirus facilitate its infection of the host

insect by disrupting the peritrophic membrane. J. Virol., 81: 4235 - 4243.

Mitsuhashi, W. & Miyamoto, K. 2003. Disintegration of the peritrophic membrane of
silkworm larvae due to spindles of an entomopoxvirus. J. Invert. Pathol., 82: 34 -

40.

Mitsuhashi, W., Sato, M., & Hirai, Y. 2000. Involvement of spindles of an entomopo-
xvirus (EPV) in infectivity of the EPVs to their host insect. Arch. Virol., 145: 1465 -
1471.

Moore, S. & Milner, R. J. 1973. Quick staines for differentiating entomopoxvirus

inclusion bodies. J. Invert. Pathol., 22: 467 - 470.

Moser, J. C. & Bogenschutz, H. 1984. A key to the mites associated with flying Ips
typographus populations. Z. Angew. Entomol., 99: 209 - 215.

Moss, B. 2001. Poxviridae: The Viruses and Their Replication. In Knipe, D. M.,
Howley, P. M., Griffin, D. E., Lamb, R. A., Martin, M. A., Roizman, B., & Straus,
S. E., editors, Fields Virology, 4th edition. Lippincott Williams & Wilkins.

Nageli, C. 1857. Uber die neue Krankenheit der Seidenraupe und verwandte Orga-

nismen. Bot. Ztg., 15: 760 - 761.

Netherton, C., Moffat, K., Brooks, E., & Wileman, T. 2007. A guide to viral inclusions,
membrane rearrangements, factories, and viroplasm produced during virus repli-
cation. In Maramorosch, K., Shatkin, A. J., & Murphy, F. A., editors, Adv. Virus Res.,

volume Volume 70, pages 101 - 182. Academic Press.



148

Novoa, R. R., Calderita, G., Arranz, R., Fontana, J., Granzow, H., & Risco, C. 2005.
Virus factories: associations of cell organelles for viral replication and morphoge-

nesis. Biology of the Cell, 97: 147 - 172.

Nylund, A., Watanabe, K., Nylund, S., Karlsen, M., Saether, P. A., Arnesen, C. E.,
& Karlsbakk, E. 2008. Morphogenesis of salmonid gill poxvirus associated with
proliferative gill disease in farmed Atlantic salmon (Salmo salar) in Norway. Arch.

Virol., 153: 1299 - 1309.

Némec, V., Zumr, V., & Stary, P. 1993. Studies on the nutritional state and the
response to aggregation pheromones in the bark beetle, Ips typographus (L.) (Col.,

Scolytidae). J. Appl. Entomol., 116: 358 - 363.

Okland, B. & Bjornstad, O. N. 2003. Synchrony and geographical variation of the
spruce bark beetle (/ps typographus) during a non-epidemic period. Popul. Ecol.,

45:213 - 219.

Palli, S. R., Ladd, T. R., Tomkins, W. L., Shu, S., Ramaswamy, S. B., Tanaka, Y., Atrif,
B., & Retnakaran, A. 2000. Choristoneura fumiferana entomopoxvirus prevents
metamorphosis and modulates juvenile hormone and ecdysteroid titers. /nsect

Bioch. Mol. Biol., 30: 869 - 876.

Palmer, C. P, Miller, D. P., Marlow, S. A., Wilson, L. E., Lawrie, A. M., & King, L. A.
1995. Genetic modification of an entomopoxvirus: deletion of the spheroidin gene

does not affect virus replication in vitro. J. Gen. Virol., 76: 15 - 23.

Pechacek, P. 1994. Reaktion des Dreizehenspechts auf eine Borkenkafergradation.

Allg. Forst. Z., page 661.

Pelkmans, L. & Helenius, A. 2003. Insider information: what viruses tell us about

endocytosis. Curr. Opinion Cell Biol., 15: 414 - 422.



149

Perera, S., Li, Z., Pavlik, L., & Arif, B. 2010. Entomopoxviruses. In Assgari, S.
& Johnson, K., editors, Insect virology, pages 83 - 102. Caister Academic Press,

Norfolk, UK.

Pettersen, H. 1978. Chalcid flies (Hymenoptera, Chalcidoidea) reared from Ips
typographus and Pityogenes chalcographus at some Norwegian localities. Norw.

J. Entomol., 23: 47 - 50.

Pultar, O. & Weiser, J. 1999. Infection of Ips typographus with entomopoxvirus in the
forest. 7th Europe Meet. IOBC/IUFRO, Vienna.

Purrini, K. 1975. Zur Kenntnis der Krankenheiten des Grossen Ulmensplintkafers,
Scolytus scolytus F. im Gebiet von Kosovo, Jugoslawien. Anz. Schéadlingskde.,

Plflanzenschutz, Umweltschutz, 48: 154 - 156.

Purrini, K. 1978. Protozoen als Krankenheitserreger bei einigen Borkenkaferarten
(Col., Scolytidae) im Konigsee-Gebiet, Oberbayern. Anz. Schadlingskde., Pflan-

zenschutz, Umweltschutz, 51: 171 - 175.

Purrini, K. & Halperin, J. 1982. Nosema calcarati n. sp. (Microsporidia), a new
parasite of Pityogenes calcaratus Eichhoff. (Col. Scolytidae). Z. Angew. Entomol.,

94:87 - 92.

Purrini, K. & Ormieres, R. 1981. On three new sporozoan parasites of bark beetles

(Scolytidae, Coleoptera). Z. Angew. Entomol., 91: 67 - 74.

Purrini, K. & Weiser, J. 1984. Light- and electron microscopic studies of Chytridiopsis
typographi (Weiser 1954) Weiser 1970 (Microspora), parasitizing the bark beetle
Hylastes cunicularius Er. Zool. Anz. Jena, 212: 369 - 376.

Purrini, K. & Weiser, J. 1985. Ultrastructural study of the microsporidian Chytridiopsis
typographi (Chytridiopsida: Microspora) infecting the bark beetle, Ips typographus
(Scolytidae: Coleoptera), with new data on spore dimorphism. J. Invert. Pathol., 45:

66 - 74.



150

Radek, R. & Fabel, P. 2000. A new entomopoxvirus from a cockroach: Light and

electron microscopy. J. Invert. Pathol., 75: 19 - 27.

Richards, A. L. & Jackson, W. T. 2013. Behind closed membranes: The secret lives

of picornaviruses? PLoS Patog., 9: -.

Richards, C. S. & Sheffield, H. G. 1970. Unique host relations and ultrastructure
of a new microsporidian of the genus Coccospora infecting Biomphalaria glabrata.

Proc. 4th Int. Colloq. insect Pathol., pages 439 - 452.

Robert, P. 1968. Essais de laboratoire sur la conservation de la virulence de

Vagoiavirus melolonthae. Entomophaga, 14: 159 - 175.

Roberts, D. W. & Granados, R. R. 1968. A poxlike virus from Amsacta moorei

(Lepidoptera: Arctiidae). J. Invert. Pathol., 12: 141 - 143.

Rihm, W. 1956. Die Nematoden der Ipiden. Parasitol. Schriftenreihe. Gustav Fischer

Verlag, Jena.

Schmidt, F. I., Bleck, C. K. E., Helenius, A., & Mercer, J. 2011. Vaccinia extracellu-
lar virions enter cells by macropinocytosis and acid-activated membrane rupture.

EMBO J., 30: 3647 - 3661.

Schmidt, F. I., Bleck, C. K. E., & Mercer, J. 2012. Poxvirus host cell entry. Curr.
Opinion Virol., 2: 20 - 27.

Schramm, B. & Krijnse-Locker, J. 2005. Cytoplasmic organization of poxvirus DNA

replication. Traffic, 6: 839 - 846.

Schwenke, W. 1996. Principles of population dynamics and control of the great
spruce bark beetle, Ips typographus (L) (Col, Scolytidae). Anzeiger Schadlings.
Pflanzen. Umwelt., 69: 11 - 15.

Sezen, K. & Demirbag, Z. 2006. A new isolate of Melolontha melolontha entomopo-
xvirus in Turkey: Morphology, infectivity and prevalence in the field. Appl. Entomol.

Zool., 41: 471 - 477.



151

Skuhravy, V. 2002. LykoZrout smrkovy a jeho kalamity. Agrospoj Praha, 196 pp.

Solter, L. F., Becnel, J. J., & Oi, D. H. 2012. Microsporidian entomopathogens. In
Vega, F. E. & Kaya, H. K., editors, Insect Pathology (Second Edition), pages 221 -

263. Academic Press.

Stoltz, D. B. & Summers, M. D. 1972. Observations on the morphogenesis and
structure of hemocytic poxvirus in the midge Chironomus attenuatus. J. Ultrastruct.

Res., 40: 581 - 598.
Sutter, G. R. 1972. A pox virus of the army cutworm. J. Invert. Pathol., 19: 375 - 382.

Svestka, M. & Pultar, O. 2006. Vyzkum vyuziti bakulovir(i v preventivni ochrané lesa
pfed bekyni mnidkou (Lymantria monacha L.). Zpravy lesnického vyzkumu, 51: 121

- 133.

Svestka, M., Hochmut, R., & Jan&atik, V. 1998. Praktické metody v ochrané lesa.

Lesnicka préce, Kostelec n. Cernymi lesy.

Takemoto, Y., Mitsuhashi, W., Murakami, R., Konishi, H., & Miyamoto, K. 2008. The
n-terminal region of an entomopoxvirus fusolin is essential for the enhancement of
peroral infection, whereas the c-terminal region is eliminated in digestive juice. J.

Virol., 82: 12406 - 12415.

Takov, D., Doychev, D., Linde, A., Draganova, S., & Pilarska, D. 2011. Pathogens of
bark beetles (Coleoptera: Curculionidae) in Bulgarian forests. Phytoparasitica, 39:

343 - 352.

Takov, D., Doychev, D., Wegensteiner, R., & Pilarska, D. 2007. Study of bark beetle
(Coleoptera, Scolytidae) pathogens from coniferous stands in Bulgaria. Acta zool.

bulg., 59: 87 - 96.

Takov, D. & Pilarska, D. 2009. Single and mixed infections in Ips typographus (Co-

leoptera: Scolytinae) caused by the entomopathogens Entomopoxvirus typographi



152

(Virales), Gregarina typographi (Sporozoa) and Chytridiopsis typographi (Microspo-
ridia). Acta zool. bulg., 61: 45 - 48.

Takov, D., Pilarska, D., & Wegensteiner, R. 2010. List of protozoan and microspori-
dian pathogens of economically important bark beetle species (Coleoptera: Curcu-

lionidae: Scolytinae) in Europe. Acta zool. bulg., 62: 201 - 209.
Tanada, Y. & Kaya, H. K. 1993. Insect Pathology. Academic Press.

Thong, C. H. S. & Webster, J. M. 1975. Effects of the bark beetle nematode,
Contortylenchus reversus, on gallery construction, fecundity, and egg viability of
the douglas fir beetle, Dendroctonus pseudotsugae (Coleoptera: Scolytidae). J.

Invert. Pathol., 26: 235 - 238.

Tokarev, A. A., Alfonso, A., & Segev, N. 2009. Overview of intracellular compartments
and trafficking pathways. In Segev, N., Afonso, A., Payne, G., & Donaldson, J.,
editors, Trafficking inside cells: pathways, mechanisms and regulation., pages 3 -

14. Landes Bioscience and Springer Science + Business Media.

Tolonen, N., Doglio, L., Schleich, S., & Locker, J. K. 2001. Vaccinia virus dna
replication occurs in endoplasmic reticulum-enclosed cytoplasmic mini-nuclei. Mol.

Biol. Cell, 12: 2031 - 2046.

Tonka, T. & Weiser, J. 2009. Entomopoxvirus in the spruce bark beetle, Ips typogra-
phus and its laboratory management. In Kunca, A. & Zubrik, M., editors, Insects and
Fungi in Storm Areas. Proc. IUFRO WP 7.03.10, September 15-19, 2008, Strbské
Pleso, Slovakia, 92-95.

Tonka, T., Weiser Jr., J., & Weiser, J. 2010. Budding: A new stage in the development
of Chytridiopsis typographi (Zygomycetes: Microsporidia). J. Invert. Pathol., 104:
17 - 22.



153

Traktman, P. 1996. Poxvirus DNA Replication. In DePamphilis, M. L., editor, DNA
replication in eukaryotic cells, pages 775 - 798. Cold Spring Harbor Laboratory

Press.
Vago, C. 1963. A new type of insect virus. J. Insect Pathol., 5: 275 - 276.

Vago, C., Amargier, A., Hurpin, B., Meynadier, G., & Duthoit, J.-L. 1968a. Virose a

fuseaux d’un scarabeidae d’amerique du sud. Entomophaga, 13: 373 - 376.

Vago, C., Monsarrat, P., Duthoit, J.-L., Amargier, A., & Waerebeke, G. M. D. V.
1968b. Nouvelle virose a fuseaux observees chez un Lucanidae (Coleoptera) de

Madagascar. C. R. Acad. Sci. Paris, 266: 1621 - 1623.

Vago, C., Robert, P., Amargier, A., & Duthoit., J.-L. 1969. Nouvelle virose a spheroi-
des et a fuseaux observee chez le coleoptere Phyllopertha horticola L. Mikroskopie,

25: 378 - 386.

Vite, J. P. & Baader, E. 1990. Present and future use of semiochemicals in pest-

management of bark beetles. J. Chem. Ecol., 16: 3031 - 3041.

Vossbrinck, C., Maddox, J., Friedman, S., Debrunner-Vossbrinck, B., & Woese, C.
1987. Ribosomal RNA sequence suggests microsporidia are extremely ancient

eukaryotes. Nature, 326: 411 - 414.

Vossbrinck, C. R. & Debrunner-Vossbrinck, B. 2005. Molecular phylogeny of the
Microsporidia: ecological, ultrastructural and taxonomic considerations. Folia para-

sitol., 52: 131 - 142.

Vavra, J. 1976. Structure of the microsporidia. In a T. C. Cheng, L. A. B., editor,
Compatrative Pathobiology Vol. 1. Biology of microsporidia., pages 1 - 85. Plenum

Press, New York, London.

Vavra, J. 1986. Biologie parazitickych prvoki kmene Microspora. Dizertace. Pfiro-

dovédecka fakulta UK, Praha.



154

Wegensteiner, R. 1994. Chytridiopsis typographi (Protozoa, Microsporida) and other
pathogens in Ips typographus (Coleoptera, Scolytidae). /IOBC/WPRS Bulletin, 17:
39 - 42.

Wegensteiner, R. 2007. Pathogens in bark beetles. In Lieutier, F., Day, K. R.,
Battisti, A., Gregoire, J.-C., & Evans, H. F., editors, Bark and wood boring insects
in living trees in Europe, a Synthesis, pages 291 - 316. Springer, Dordrecht, The

Netherlands.

Wegensteiner, R., Dedryver, C.-A., & Pierre, J.-S. 2010. The comparative prevalence
and demographic impact of two pathogens in swarming Ips typographus adults: a

quantitative analysis of long term trapping data. Agri. Forest Entomol., 12: 49 - 57.

Wegensteiner, R. & Weiser, J. 1995. A new entomopoxvirus in the bark beetle Ips

typographus (Coleoptera: Scolytidae). J. Invert. Pathol., 65: 203 - 205.

Wegensteiner, R. & Weiser, J. 1996. Untersuchungen zum Auftreten von Pathogenen
bei Ips typographus L. (Coleoptera, Scolytidae) aus einem Naturschutzgebiet im

Schwarzwald (Baden-Wirttemberg). Anz. Schadlingskunde, 69: 162 - 167.

Wegensteiner, R. & Weiser, J. 2004. Annual variation of pathogen occurrence and
pathogen prevalence in Ips typographus (Coleoptera, Scolytidae). J. Pest. Sci., 77:
221 - 228.

Wegensteiner, R., Weiser, J., & Fihrer, E. 1996. Observations on the occurrence of
pathogens in the bark beetle Ips typographus L. (Col., Scolytidae). J. App. Entomol.,
120: 199 - 204.

Weiser, J. 1954. Pfispévek k znalosti cizopasniku karovce Ips typographus L., |..

Vést. ¢s. spol. zool., 18: 217 - 224.

Weiser, J. 1955. Pfispévek k znalosti cizopasniki kurovce Ips typographus L., Il..

Vést. ¢s. spol. zool., 19: 374 - 380.



155

Weiser, J. 1961. A new microsporidian from the bark beetle Pityokteines curvidens

Germar (Col., Scolytidae) in Czechoslovakia. J. Invert. Pathol., 3: 324 - 329.

Weiser, J. 1965. Vagoiavirus gen.n., a virus causing disease in insects. J. Invert.

Pathol., 7: 82 - 85.
Weiser, J. 1966. Nemoci hmyzu. Akademia Praha.

Weiser, J. 1968. Plistophora scolyti sp.n. (Protozoa, Microsporidia) a new parasite

of Scolytus scolytus F. (Col., Scolytidae). Folia parasitol, 15: 11 - 14.

Weiser, J. 1969. A pox-like virus in the midge Camptochironomus tentans. Acta

Virol, 13: 549 - 53.

Weiser, J. 1970. Three new pathogens of the douglas fir beetle, Dendroctonus
pseudotsugae: Nosema dendroctoni n. sp., Ophryocystic dendroctoni n. sp., and

Chytridiopsis typographi n. comb. J. Invert. Pathol., 16: 436 - 441.

Weiser, J., Handel, U., Wegensteiner, R., & Zizka, Z. 2002. Unikaryon polygraphi
sp. n. (Protista: Microspora), a new pathogen of the four-eyed spruce bark beetle,

Polygraphus poligraphus (Col., Scolytidae). J. Appl. Entomol., 126: 148 - 154.

Weiser, J. & Pultar, O. 2002. Structure of anthagonistic pathogens in population of the
spruce bark beetle, Ips typographus and in associated Pityogenes chalcographus
in the Sumava area. VIith Eur. Cong. Entomol., Oct. 7-13, 2002, Thessaloniki,

Greece.

Weiser, J., Pultar, O., & Zizka, Z. 2000. Biological protection of forest against bark
beetle outbreaks with poxvirus and other pathogens. IUAPPA Praha 2000 Section:B,
pages 168 - 172.

Weiser, J., Tonka, T., & Zeleny, J. 1999. Distribution of pathogens in populations of /ps
typographus in the Sumava outbreak area. 7th European Meet. IOBC/EPRS/COST,
March 22-26, Vienna.



156

Weiser, J. & Vago, C. 1966. A newly described virus of the winter moth, Operophtera
brumata Hibner (Lepidoptera, Geometridae). J. Invert. Pathol., 8: 314 - 319.

Weiser, J. & Wegensteiner, R. 1994. A new type of entomopoxvirus in the bark beetle
Ips typographus (Coleoptera, Scolytidae) in Czechoslovakia. Zeit. angew. Zool., 80:
425 - 434.

Weiser, J., Wegensteiner, R., & Zizka, Z. 1995. Canningia spinidentis gen. et sp. n.
(Protista: Microspora), a new pathogen of the bark beetle Pityokteines spinidens.

Folia Parasitol., 42: 1 - 10.

Weiser, J., Wegensteiner, R., & Zizka, Z. 1997. Ultrastructures of Nosema typographi
Weiser 1955 (Microspora: Nosematidae) of the bark beetle Ips typographus L.
(Coleoptera: Scolytidae). J. Invert. Pathol., 70: 156 - 160.

Weiser, J., Wegensteiner, R., & Zizka, Z. 1998. Unikaryon montanum sp. n. (Pro-
tista: Microspora), a new pathogen of the spruce bark beetle, Ips typographus

(Coleoptera: Scolytidae). Folia Parasitol., 45: 191 - 195.

Weiss, L. M., Zhu, X., Cali, A., Tanowitz, H. B., & Wittner, M. 1994. Utility of
microsporidian rRNA in diagnosis and phylogeny: a review. Folia Parasitol., 41:

81 -90.

Wermelinger, B. 2004. Ecology and management of the spruce bark beetle Ips

typographus - a review of recent research. Forest Ecol. Manag., 202: 67 - 82.

Wermelinger, B., Epper, C., Kenis, M., Ghosh, S., & Holdenrieder, O. 2012. Emer-
gence patterns of univoltine and bivoltine Ips typographus (L.) populations and

associated natural enemies. J. Appl. Entomol., 136: 212 - 224.

Weslien, J. 1992a. The arthropod complex associated with Ips typographus L.
(Coleoptera, Scolytidae) species composition phenology and impact on bark beetle

productivity. Enfomol. Fenn., 3: 205 - 213.



157

Weslien, J. 1992b. Effects of mass trapping on Ilps typographus L. populations. J.
Appl. Entomol., 114: 228 - 232.

Weslien, J. 1994. Interactions within and between species at different densities of
the bark beetle Ips typographus and its predator Thanasimus formicarius. Entomol.

Exp. Appl., 71: 133 - 143.

Weslien, J., Annila, E., Bakke, A., Bejer, B., Eidmann, H. H., Narvestad, K., Nikula,
A., & Ravn, H. P. 1989. Estimating risks for spruce bark beetle (lps typographus
(L.)) damage using pheromone - baited traps and trees. Scand. J. Forest. Res., 4:

87 - 98.

Weslien, J. & Schroeder, L. 1999. Population levels of bark beetles and associated
insects in managed and unmanaged spruce stands. For. Ecol. Manag., 115: 267 -

275.

Wijonarko, A. & Hukuhara, T. 1998. Detection of a virus enhancing factor in the

spheroid, spindle, and virion of an entomopoxvirus. J. Invert. Pathol., 72: 82 - 86.

Williams, G. V. & Faulkner, P. 1997. Cytological changes and viral morphogenesis
during baculovirus infection. In Miller, L. K., editor, The Baculoviruses, pages 61 -

107. Springer US.

Wittner, M. & Weiss, L. M. 1999. The microsporidia and microsporidiosis. ASM
Press, Washington, D. C.

Woods, S. A., Streett, D. A., & Henry, J. E. 1992. Temporal patterns of mortality
from an entomopoxvirus and strategies for control of the migratory grasshopper

(Melanoplus sanguinipes F.). J. Invert. Pathol., 60: 33 - 39.

Xu, J. & Hukuhara, T. 1992. Enhanced infection of a nuclear polyhedrosis virus in
larvae of the armyworm, Pseudaletia separata, by a factor in the spheroids of an

entomopoxvirus. J. Invert. Pathol., 60: 259 - 264.



158

Yaman, M. & Baki, H. 2011. First record of entomopoxvirus of Ips typographus
(Linnaeus) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) for Turkey. Acta zool. bulg., 63:

199 - 202.

Yaman, M. & Radek, R. 2012. Menzbieria chalcographi, a new neogregarine patho-
gen of the great spruce bark beetle, Dendroctonus micans (Kugelann) (Curculioni-

dae, Scolytinae). Acta Parasitol., 57: 216 - 220.

Zahradnik, P. 1997. Historie kdrovcovych kalamit, prognézy a stanoveni princip
ochrany lesa proti kirovcim. Sbor. ref. z celost. konference "Kurovcova kalamita -

stret nazort”, Pisek., pages 5 - 9.

Zitterer, P. M. 2002. Antagonists of Ips acuminatus (Gyllenhall) with special con-
sideration of pathogens. PhD thesis, Universitat fir Bodenkultur Wien, Diploma

thesis.

Zumr, V. 1982. Flight activity of the spruce bark beetle Ips typographus to pheromone
traps (Coleoptera, Scolytidae). Acta Entomol. Bohemoslov., 79: 422 - 428.

Zumr, V. 1995. LykoZrout smrkovy - biologie, prevence a metody boje. Matice

lesnicka, Pisek.

Zumr, V. & Stary, P. 1992. The occurrence of the large pine weevil, Hylobius abietis

(L.), in individual forest zones. Forest Ecol. Manag., 51: 251 - 258.

Zizka, Z., Weiser, J., & Wegensteiner, R. 2001. Ultrastructures of the Entomopoxvi-
rus Ab in the bark beetle Ips typographus. In Berger, J., editor, Cells Ill., page 244
pp. Kopp Publ. Ceské Budgjovice.



159

10. Abstract

The bark beetle, Ips typographus is economically important pest of spruce standings
across Europe. The knowledge of biology and ecology of bark beetles is important
to protect spruce forests against beetles outbreaks. The research of pathogens of
bark beetles is the main goal to use biological control of bark beetles and replace

chemical or mechanical methods using today.

During the bark beetle outbreak in Sumava mountains three main pathogens showed
up very promising. Microsporidium Chytridiopsis typographi, the virus lps typogra-
phus Entomopoxvirus and negregarine Menzbieria chalcographi were the most occu-
red pathogens attacking beetles in Sumava outbreak area. Transmission of microspo-
ridium and virus have been introduced and propagated in living bark beetles in labo-
ratory. The reaserach of biology, transmission, morphogenesis and ultrastructure of

these pathogens begun in living beetles in laboratory conditions.

Results which were obtained can be divided to virological and microsporidian parts.
In both cases the infection and routine passage have been successful in laboratory
condition and now the infections of microsporidium Ch. typographi nad ITEV are

routinely propagated to purchase infected material.

Twi different replication places has been found in the TEM preparations during the
development of ITEV. Viroplasm type | and a distinct area in the cytyoplasm of
infected cell with minute globules. It seems that these globules contain part of a new
DNA and after they enter crescent-shaped membranes they dissolve and synthetised

parts of new genom are connected to form one new DNA filament.

The enter of virus particle across plasma membrane or extracelular virion has not

been observed. There are virions protruding from the spheroid (occlusion body).
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During the spheroid movement through the host midgut protruding virions are pushed

to the midgut epitehelium wall and enter the cell.

In the laboratory infected bark beetle midgut there were first report of the stage
in the ITEV developmen, provisionally named here as a “interphase stage”. This
membrane bounded vesicle seems to be some kind of endosome. In this vesicle
there are some signs of first steps in development of entering mature virus particle.
Inside the vesicle small membranous globules are formed and after the rupture of

bounding membrane the globules are released in the cytoplasm of host cell.

Unlike the original description of ITEV in laboratory infected beetles the synthesis
and origin of microspindles was described. In TEM the first steps of newly formed
virions occluded into the spheroid were observed, including microspindles occlusion.

The cytoplasmic organisation of ITEV replication was first detected in host cells.

The speed of ITEV infection is faster in bark beetles compared with type species
MMEV and other EV described from coleopteran hosts. ITEV develops in midgut
epithelium of host. The potential use of ITEV in biological control of bark beetles is
not possible with informations we have now. The production of biologicals mut be
of economic importance for potential producers; on the other hand the most crucial
question in biological control of bark beetles is the introduction of biological agents
into the population beneath the bark. First the way how to manage ITEV beneath
the bark must be decided and then the using of ITEV as a bioinsecticide can be

discussed.

The successful infection of Ch. typographi has been managed in laboratory. Obtai-
ned results completed and revised findings which were published in first descriptions.
Purchased results offer a possibility to compare old a new findings concernig this

microsporidium.
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Budding as a unique process of multiplication has been described in microsporidia.
This process is uncommon in microsporidia and has not never been observed. It

acts as a tool to multiple vegetative stages in the life cycle.

Mitosome - like organelles have been described in some stages of the developmental
cycle of microsporidium Ch. typographi. The ultrastructures and complete life cycle

was described in Ch. typographi and the former description was revised.
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11. Prilohy



