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SANTRUMPOS

DC — dendritinés Igstelés.

CD36 — membraninis baltymas, randamas daugelio stuburiniy gyviiny lasteliy pavirSiuje.

NK — granuliuoti limfocitai.

TLR2 — receptorius atpazjstantis jvairius Gram teigiamus bakterinius elementus.

TLR9 — receptorius prisijungiantis prie virusy bei bakterijy DNR ir siunciantis signalus
imuninei sistemai.

GPI — glikozilfosfatidilinozitolis.

RBC — raudonieji kraujo kiineliai.

IRBC — uzkrésti raudonieji kraujo kiineliai.

Sekvestracija — mirusio audinio atsidalijimas.



IVADAS

Hemospordiniai pirmuonys (Apicomplexa: Haemosporida) yra kosmopolitiniai pauksciy,
ropliy bei zinduoliy endoparazitai. Haemosporida biirio atstovai turi sudétingg dviejy Seimininky
gyvenimo cikla. Lytinis dauginimasis vyksta vektoriuose, kuriais tampa kraujasiurbiai vabzdziai, jie
parazito dauginimasis (Valkitinas, 2005).

Hemosporidiniy parazity infekcijy poveikis buvo tiriamas ir fiksuojamas koreliaciniais bei
ekspermentiniais tyrimais, kuriais jrodyta, kad Siy parazity keliamos infekcijos gali neigiamai
paveikti pauks¢iy reprodukcinj potencialg. (Garvin et al. 2003). Nustatyta, jog Haemosporida
pirmuonys trikdo gimdos funkcijas. (Nakamura et al. 2001). Taip pat tyrimai atskleid¢ dar keleta
infekciniy poZymiy: anemija, svorio kritimas, centrinés nervy sistemos pazeidimai ir netgi mirtis.
(Walther et al. 2016).

TradiciSkai hemosporidiniai parazitai buvo tiriami Sviesiniu mikroskopu, taciau per pastargjj
deSimtmet; itin iSplito molekuliniy tyrimy taikymai, kurie praplatino galimybes Sioje tyrimy srityje
(Santiago-Alarcon et al. 2012). Polimerazés grandininés reakcijos (PGR) principu hemosporidiniy
parazity aptikimo metodai naudojami itin placiai. Taikant Sig diagnosting priemone, buvo atrasta
nepaprastai didelé hemosporidiniy parazity genetin¢ jvairoveé (Bernotien¢ et al. 2016). Taip pat
patobulé¢jo ir mikroskopavimo galimybés. Nustatyta, jog geriausia naudoti molekulinius bei
tradicinius mikroskopavimo metodus kartu, norint gauti patikimesnius rezultatus (Santiago-Alarcon
et al. 2012).

Triksta informacijos S$altiniy apie skirtingas hemosporidiniy parazity gentis. Plasmodium
gentis yra labiausiai iStirta, jos aktualumas didziausias dél sukeliamos maliarijos. Maziausiai
zinoma apie Fallisia genties atstovus, nes Sie pirmuonys aptinkami tik Piety Amerikos pauks$¢iuose
(Fecchio et al. 2020). Ypac truksta duomeny apie parazity paplitimg bei jvairove plésriuosiuose
pauksciuose, daugiausia tyrimy vykdoma su zvirbliniais pauks¢iais.

Todél Sio darbo tikslas yra iStirti pléSriy paukséiy ir smulkiyjy maSaly uzsikrétima

hemosporidiniais parazitais remiantis molekuliniais ir miksrokopijos metodais.



Tikslas — nustatyti plésriyjy paukséiy (Buteo buteo — paprastasi suopis) ir smulkiyjy masaly

uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais, jy gausuma bei rasis.

UZdaviniai:
1. Nustatyti paprastojo suopio (Buteo buteo) uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais.
2. Istirti smulkiyjy masaly uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais.
3. Palyginti hemosporidiniy parazity jvairove smulkiuosiuose masaluose ir suopio
jaunikliuose.
4. Nustatyti hemosporidiniy parazity gausumg ir palyginti skirtinguose lizduose

esanciuose suopio jaunikliuose.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Burio Haemosporida sistematika ir filogenija

Iki DNR sekvenavimo metody atsiradimo, biirys Haemosporida buvo Klasifikuojamas
pasitelkiant parazity morfologija, vystymosi ciklo ypatumais bei nustatant tarpinius ir galutinius
Seimininkus. Pradzioje visi hemosporidiniai parazitai, produkuojantys pigmenta hemozoing, bet
nevykdantys Sizogonijos stuburinio Seimininko raudonuosiuose kraujo kiineliuose, buvo priskirti
Haemoproteus genciai. Véliau pasitlyta atskirti dvi gentis: Haemoproteus (jy vektoriai yra
Hippoboscidae Seimos atstovai) ir Parahaemoproteus (vektoriai yra Culicidaec Seimos uodai).
Molekuliniai tyrimai parodé, kad Sios dvi gentys nutolusios viena nuo kitos (Pacheco et al. 2020).
Nepaisant jvairiy tyrimy, vis dar nesutariama dél taksonominio Haemoproteus statuso. Vieni
mokslininkai siiilo §j taksong skirti j dvi pogentis, kity analizés rodo, kad tai parafiletiné grupé.

Plasmodium genties parazitai vykdo sizogonijg stuburinio seimininko raudonuosiuose kraujo
kuneliuose bei produkuoja pigmenta hemozoing, todél si grupé buvo atskirta kaip monofiletiné.
Like parazitai neturintys siy dviejy bruozy priskirti Leucocytozoon genciai (Hernandez-Lara et al.
2018).

Taciau siais filogenetiniais skirstymais buvo abejojama dar pries molekulines DNR analizes.
Morfologiniai pozymiai stebimi sviesiniu mikroskopu gali bati iskreipti, nes néra matoma trimaté
parazito forma. Gyvenimo ciklo bruozai kaip hemozoino produkavimas ar Sizogonijos tipai
seimininko lastelése gali bati paaiskinami konvergentine evoliucija (Borner et al. 2016). Todél
mokslininkai sutaria, kad molekuliniai tyrimai ir morfologiné parazity analizé turi buti atlikti
paraleliai, norint siuos parazitus identifikuoti teisingai (Duc et al. 2020).

Tradicin¢je kalsifikacijoje Leucocytozoon taksonas yra laikomas
Haemoproteus/Parahaemoproteus ir Plasmodium genciy suformuotos klados protéviu (Hernandez-
Lara et al. 2018). 1.1 paveiksle nurodomos $e$ios mokslininky kurtos, hemosporidiniy parazity,

filogenetiniy medziy hipotezes.
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1.1 pav. Sesios skirtingos Haemosporida biirio filogenetinés hipotezés. Filogenetinis medis
sudarytas remiantis: (A) morfologinémis ypatybémis; (B) mitochondrine DNR (cyt b, col, cox3,
mtDNR); (C) morfologinémis ypatybémis ir mtDNR; (D) morfologija bei gyvenimo ciklo bruozais;
(E) branduolio (23 genai), mitochondrine ir apikoplasto (clpc) DNR; (F) branduolio DNR (21 genu)
koreguojant bazinés sudéties skirtumus. Leu — Leucocytozoon; Aki — Akiba; Hae — Haemoproteus;

Par — Parahaemoproteus; Pla — Plasmodium (Hernandez- Laraa et al., 2018).

Pagal dabartine sistematikg hemosporidiniai parazitai priklauso Haemosporida biiriui, kuris
priskiriamas Apicomplexa tipui ir Alveolata anttipiui.

Haemosporida biirio pirmuonys yra iSskiriami ] keturias Seimas: Haemoproteidae,
Plasmodiidae, Leucocytozoidae ir Garniidae. Kiekvienoje Seimoje yra viena gentis ir viena arba
kelios pogentys. Siuo metu daugiausia tyrinétos ir pripazintos yra Haemoproteidae, Plasmodiidae ir
Leucocytozoidae Seimos, taciau rySiai tarp Siy grupiy vis dar mazai Zinomi. Ypac¢ nedaug
informacijos yra pateikiama apie Garniidac Seimg bei visus hemosporidinius parazitus, Kkurie
aptinkami ropliuose, kol kas $i grupé liecka maziausiai iSanalizuota (Santiago-Alarcon and Marzal,

2020). Zemiau pateikiama hemosporidiniy vienalaséiy taksonomija.

Anttipis Alveolata (Cavalier-Smith, 1991)
Tipas Apicomplexa (Levine, 1970)
Potipis Sporozoa (Leuckart, 1879)

Klasé Coccidea (Leuckart, 1879)

Biirys Haemosporida (Danilewsky, 1885)



Seima Haemoproteidae (Doflein, 1916)
Gentis Haemoproteus (Kruse, 1890)
Pogentis Parahaemoproteus (Bennett, Garnham, and Fallis, 1965)
Pogentis Haemoproteus (Kruse, 1890)
Seima Plasmodiidae (Mesnil, 1903)
Gentis Plasmodium (Marchiafava and Celli, 1885)
Pogentis Haemamoeba (Grassi and Feletti, 1890)
Pogentis Giovannolaia (Corradetti, Garnham, and Laird, 1963)
Pogentis Novyella (Corradetti, Garnham, and Laird, 1963)
Pogentis Bennettinia (Valkiunas, 1987)
Pogentis Huffia (Corradetti, Garnham, and Laird, 1963)
Seima Garniidae (Lainson, Landau, and Shaw, 1971)
Gentis Fallisia (Lainson, Landau, and Shaw, 1974)
Pogentis Plasmodioides (Gabaldon, Ulloa, and Zerpa, 1985)
Seima Leucocytozoidae (Fallis and Bennett, 1961)
Gentis Leucocytozoon (Berestneff, 1904)
Pogentis Leucocytozoon (Berestneff, 1904)
Pogentis Akiba (Bennett, Garnham, and Fallis, 1965), (Valkitnas, 2005).

1.2. Haemosporida biirio bendras apraSymas

Hemoproteidiniai parazitai yra kosmopolitiné pirmuoniy grupé, kurios atstovai buvo aptikti
visose pauksciy kladose ir zoogeografiniuose regionuose, iSskyrus Antarktidg. Visi pauksciy
hemosporidiniai parazitai yra perneSami dvisparniy vektoriy (Insecta, Diptera) (Valkitinas, 2005).

Hemosporidiniy pirmuoniy gyvenimo ciklas susideda i§ lytinio dauginimosi dvisparniuose
vektoriuose ir nelytinio dauginimosi stuburiniuose S$eimininkuose (paukséiuose). Pauks¢iuose
gyvenimo ciklas skirstomas ] eritrocitines ir egzoeritrocitines stadijas (Fecchio et al. 2020).

Hemosporida biriui priklausancius organizmus galima atpazinti pagal jiems biidingus
poZymius: tai obligatiniai parazitai, kurie dalinasi merogonijos biidu Seimininko kraujo lastelése
ir/arba fiksuotame stuburiniy audinyje; gametocitai vystosi ir lokalizuojasi kraujo lastelése; lytinis
dauginimasis ir sporogonija vyksta krauja siurbian¢iuose dvisparniuose vabzdZiuose; gametogeneze
vyksta lasteliy iSoréje; mikrogametocitas produkuoja aStuonias mikrogametas, o makrogametocitas
vieng makrogameta; zigota tampa judria ookinete; oocistos dydis pasikei¢ia, taciau ji neturi spory;
sporozoitai telkiasi vektoriaus seiliy liaukose; stuburinis Seimininkas uzkreCiamas per krauja

siurbiantj vektoriy (Santiago-Alarcon and Marzal, 2020). Taip pat Siuos parazitus galima atskirti



nuo kity Apicomplexa tipui priklausanciy pagal ultrastruktiiros iSsidéstyma: ookinetése randamas
konoidas, o sporozoituose jo néra (Santiago-Alarcon and Marzal, 2020).

Tyrimai apie pauk$¢iy hemosporidinius parazitus yra netolygiis. Daugiausia démesio skiriama
Plasmodium ir Haemoproteus gentims, manoma, kad taip yra dél didesnio jy paplitimo laukinése
pauks¢iy bendruomenése. Maziau duomeny randama apie Leucocytozoon genties atstovus, kadangi
jie daugiausia paplite vidutinio ir borealinio klimato regionuose. Fallisia gentis buvo rasta ir
analizuota tik Piety Amerikos pauksciuose (Fecchio et al. 2020).

Tyrimy stoka rodo, kad praktiné hemosporidijy svarba néra tinkamai jvertinta. Reikia
pabrezti, kad daugelis naminiy pauksCiy irgi yra paveikiami $iy parazity, o tai kelia jiems grésme,
nes mazina gyviiny produktyvumg bei gali sukelti mirtj (Valkitnas, 2005).

Taip pat hemosporidijy ruSys sukelia sunkias ligas ir pauks€iuose, ir kraujg siurbianciuose
vabzdziuose. Misrios hemosporidiniy parazity infekcijos (skirtingos parazity riiSys ar genetinés
linijjos) tame pafiame organizme daznai yra ypac patogeniSkos. Skirtingi tyrimai rodo, jog misris

pauksc¢iy uzkrétimai paplite daugelyje laukiniy paukséiy visame pasaulyje (Bernotiené et al. 2016).

1.3. Hemosporidiniy parazity gyvenimo ciklas

Hemosporidiniy parazity gyvenimo ciklas yra gana sudétingas. Vystydamiesi jie keiCia
Seimininkus, dauginimosi btidus, formuoja jvairius vystymosi etapus. Parazitai vystosi dviejose
Seimininky grupése — stuburiniuose (pauks¢iuose) ir kraujasiurbiuose vabzdziuose (Insecta:
Diptera). Lytinis procesas vyksta vektoriuose, kurie yra galutiniai Seimininkai. Tarpiniais
Seimininkais tampa pauksciai, kuriuvose vyskta nelytinis dauginimasis (Valkitinas, 2005). Visy
hemosporidiniy parazity gyvenimo ciklas yra panasus, taciau kiekviena gentis turi savo isskirtinius
procesus, kurie pastebimi nelytinio dauginimosi metu, tarpiniame Seimininke (Santiago-Alarcon et

al. 2012).

1.3.1. Genties Haemoproteus gyvenimo ciklas

Haemoproteus genties parazitai yra perneSami kraujasiurbiy vabzdziy priklausanciy Seimoms
Ceratopogonidae bei Hippoboscidae. Sporozoitai yra perduodami pauks¢iams, kuomet vektorius
maitinasi jy krauju. Pilnas gyvenimo ciklas pateiktas 1.2 paveiksle, kaip pavyzdys pasirinkta

Haemoproteus mansoni rasis.
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1.2 pav. Haemoproteus mansoni gyvenimo ciklas. Vir$ linijos pavaizduota ciklo dalis vyksta
vektoriuje, apatiné pauk$¢iuose. 1 — sporozoitai endotelio lgstelése; 2, 3 — pirmoji karta
egzoeritrocitiniy meronty su pailgais merozoitais; 4 — merozoitai endotelyje; 5, 6 — augantys ir
subrend¢ megalomerontai skeletiniuose raumenyse; 7 — merozoitai eritrocituose; 8 — subrende
gametocitai; 9 — merozoitai bluznies Igstelése; 10, 11 — augantys ir subrende merontai bluznyje; 12
— merozoitai eritrocituose; 13 — subrende gametocitai; 14 — makrogameta; 15 — mikrogametos
eksflageliacija; 16 — zigotos susidarymas; 17 — ookineté besiskverbianti j peritrofing zarnos
membrang; 18 — jauna oocista; 19, 20 — sporogonija; 21 — sporozoitai esantys seiliy liaukose
(Valkitinas, 2005).

Pra¢jus mazdaug penkioms dienoms nuo sporozoity patekimo j krauja, paukscio organuose
formuojasi egzoeritrocitiniai merontai. Jie keliauja j jvairius organus: kepenis, §irdj, plaucius,
inkstus ir kitus organus (Valkitinas, 2005). Merontai organuose formuoja bent dvi kartas. Pirmoji
karta vystosi kapiliary endotelyje ir miofibroblastuose. Toliau merontai produkuoja merozoitus.
Pailgi merozoitai inicijuoja antrgjj merogonijos ciklg, formuojasi megalomerontai, kurie pilnai
subresta po mazdaug 17 dieny nuo infekcijos pradzios. Juose vystosi apvaliis merozoitai. Subrende
merozoitai sverbiasi | eritrocitus, kuriuose prasideda gametocity stadija (Ilgiinas et al. 2019).

Prag¢jus dvejoms — SeSioms dienoms gametocitai inicijuoja gametogenez¢. Toliau ciklas tesiasi
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vektoriaus organizme: subrende¢ gametocitai patenka j dvisparniy kiing per maitinimasi uzkrésto
paukscio krauju (Duc et al. 2020). Gametocitai vektoriaus zarnyne tampa apvaliis ir iStruksta i$
eritrocity. Susiformuoja mikro bei makrogametos, vyksta makrogametos apvaisinimas ir ji tampa
zigota, i§ kurios vystosi ookineté. Si parazito forma keliauja j vektoriaus Zarnyna, jsitvirtina po
pamatine lamina ir ima produkuoti oocistas. Prasideda sporogonijos etapas, dazniausiai
suformuojama iki Simto sporozoity. Sporogonijos etapas trunka iki deSimties dieny, Siam laikui
praéjus, parazitas keliauja j vektoriaus seiliy liaukas. Pirmuonims nukeliavus j dvisparniy seiliy

liaukas ciklas prasideda i$ naujo (Khan, 2019; Cepeda et al. 2019).

1.3.2. Genties Leucocytozoon gyvenimo ciklas

Kraujasiurbiai masalai (Diptera: Simuliidae) yra Leucocytozoon genties parazity vektoriai. Sie
pirmuonys neiSskiria hemozoino, egzoeritrocitiné merogonija vyksta kepeny hepatocituose,
makrofaguose ir kitose retikuloendotelinése lgstelése, jskaitant ir endotel] bei kapiliarus.
Merogonija nevyksta kraujo Igstelése, o gametocitai vystosi eritrocituose, eritroblastuose ir
leukocituose (Valkitinas, 2005; Samour, 2016; Ziegyté, Bernotien¢, 2022). Leucocytozoon

gyvenimo ciklas nurodytas 1.3 paveiksle, kaip pavyzdys pasirinkta Leucocytozoon simondi rasis.
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1.3 pav. Leucocytozoon simondi gyvenimo ciklo diagrama. Vertikalaus bruk$nio apacioje,
vaizduojama ciklo dalis, vyksta tarpiniame $eimininke, o virSutiné dalis — vektoriuje: 1 —
sporozoitai ir merozoitai hepatocituose; 2 — 4 — merontai kepeny Igstelése; 5 — merozoitai
eritrocituose; 6 — gametocitai; 7 — syncytium arba merozoitai retikuloendotelinése lgstelése; 8 —9 —
megalomerontai; 10 — merozoitai leukocituose; 11 — gametocitai; 12 — makrogameta; 13 —
mikrogamety eksflageliacija; 14 — makrogametos apvaisinimas; 15 — ookineté; 16 — nesubrendusi

oocista; 17 — 18 — sporogonija; 19 — sporozoitai vektoriaus seiliy liaukose (Valkitinas, 2005).

Sporozoitai patenka j pauk$¢io (tarpinio Seimininko) organizma, kuomet uzkréstas masalas
maitinasi jo krauju. Tarpiniui Seimininkui perduoti sporozoitai gali vystytis tik kepeny
parenchiminése lastelése. LaipsniSkas sporozoity skverbimasis ] Seimininko Ilgsteles lemia
nevienodg merogonijos pradzig kepenyse. Sporozoitai produkuoja pirmaja meronty kartg, jiems
augant pradeda didéti citoplazmos turis, dalinasi branduolys. Susidaro citomeros, kuriose taip pat

didéja citoplazmos turis ir dalinasi branduolys. ISsivysto vienbranduoliai merozoitai. Tuo paciu

13



metu, i§ citoplazmos fragmenty, kuriuose gausu branduoliy, formuojasi sincytija (Syncytia).
Meronty susiformavimas kepenyse trunka 4 — 5 dienas (Samour, 2016).

Ciklas tgsiasi merozoitams patekus j eritrocitus, kuriuose produkuoja gametocitus. Jie pilnai
subresta per dvi dienas. Sintycija taip pat patenka j kraujg ir i$plinta po daugelj Seimininko organy.
Juos fagocituoja makrofagai bei kitos retikuloendotelinés sistemos lastelés, i§ to kyla antroji
meronty karta — megalomerontai. Sios lastelés gali migruoti po $eimininko organizma, ta¢iau
didziausios jy sankaupos aptinkamos bluznyje bei limfmazgiuose. Megalomerontai subresta per 4 —
5 dienas ir produkuoja Simtus tikstaniy merozoity. Jie jsiskverbia ] limfocitus ir kitus
vienbranduolius leukocitus, juose vystosi gametocitai (Valkitinas, 2005).

Kita ciklo dalis vyksta vektoriuje, kuomet masSalo maitinimosi metu yra perduodami
gametocitai. Vektoriaus Zarnyne vystosi gametos, ookinetés ir vyksta sporogonija. Zigota
susiformuoja mikrogametai apvaisinus makrogametg. Per 6 — 12 valandy zigota virsta mobilia
ookinete. Ji keliauja ] vidurinés Zarnos epitelines Iagsteles, pasiekia bazaling laming ir
transformuojasi j oocistg. Prasideda sporogonijos procesas, trunkantis 3 — 5 dienas, o kiekvienoje
oocistoje susiformuoja iki Simto sporozoity. IS oocistos iStrike sporozoitai keliauja j vektoriaus

seiliy liaukas, vystymosi ciklas pradedamas i§ naujo (Ziegyté, Bernotien¢, 2022).

1.3.3. Genties Plasmodium gyvenimo ciklas

Kraujasiurbiai uodai (Diptera: Culicidae) yra Plasmodium genties parazity vektoriai. Siy
protisty vystymasis pauksciuose yra iSskiriamas ] pirmin¢ merogonijg (prieseritrociting), antring
merogonijg (posteritrociting) ir gametocity formavimasi. Pirminé egzoeritrocitiné merogonija
formuoja dvi meronty kartas, kurios vadinamos kriptozoitais ir megakriptozoitais. Antrinés
merogonijos metu vystosi keletas meronty karty, vadinamy fanerozoitais (Valkitinas, 2005; Soulard

et al. 2015). Plasmodium relictum gyvenimo ciklas nurodytas 1.4 paveiksle.
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1.4 pav. Plasmodium relictum gyvenimo ciklas. Vertikalaus briik$nio virSuje ciklas vyksta
vektoriuje, apatin€je dalyje — tarpiniame Seimininke: I, Il — pirminé egzoeritrocitiné merogonija; I11
— eritrocitiné merogonija; IV — antriné egzoeritrocitiné merogonija; 1 — Sporozoitas
rektikuloendotelinéje lgsteléje; 2, 3 — kriptozoitai; 4 — merozoitas makrofage; 5, 6 —
metakriptozoitai; 7 — merozoitai eritrocituose; 8 — gametocitai; 9 — merozoitas eritrocite; 10, 11 —
eritrocitiniai merontai; 12 — merozoitai kapiliary endotelinése lgstelése; 13, 14 — fanerozoitai; 15 —
merozoitai eritrocituose; 16 — gametocitai; 17 — makrogameta; 18 — mikrogametos eksflageliacija;
19 — makrogametos apvaisinimas; 20 — ookinete; 21 — nesubrendusi oocista; 22, 23 — sporogonija;

24 — sporozoitai vektoriaus seiliy liaukose (Valkitinas, 2005).

Vektoriui perduodant sporozoitus paukséiui, formuojasi pirmoji egzoeritrocitiniy meronty
(kriptozoity) karta. Jie vystosi jungiamajame audinyje. Kriptozoitai produkuoja antros kartos
egzoeritrocitinius merontus (metakriptozoitus), kurie vystosi daugelio organy makrofaguose
(Valkitinas, Iezhova, 2017). Viena dalis merozoity formuoja sekanias metakriptozoity ir

fanerozoity kartas, o i$ kitos dalies vystosi nelytinés stadijos ir gametocitai, kurie keliauja i krauja.
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Merozoitai kile i§ metakriptozoity inicijuoja nelytinj vystymasi eritrocituose (Valkitinas, 2005).
Parazitai raudonuosiuose kraujo kineliuose produkuoja trofozoitus. Sioje stadijoje pirmuonys
virskina hemoglobing, kurio Salutinis produktas yra maliarijos pigmentas — hemozoinas. Vyksta
nelytinis parazito dauginimasis (dalinasi branduolys), to rezultate merozoitai virsta eritrocitiniais
merontais (Soulard et al. 2015) . Dalis, eritrocitiniuose merontuose besiformuojanciy merozoity,
inicijuoja eritrociting merogonija, formuojasi gametocitai. Kita dalis skverbiasi j jvairiy organy
kapiliary endotelines Igsteles ir vykdo antring egzoeritrociting merogonija (vystosi fanerozoitai)
(Venugopal et al. 2020).

Vektorius maitinasi uzkrésto pauk$c¢io krauju, eritrocitai patenka j moskito zarnyng, kuriame
subrend¢ gametocitai iStriksta i§ kraujo lasteliy (Soulard et al. 2015). Formuojasi gametos, vyksta
apvaisinimas ir susidaro judrios ookinetés. Jos juda link vidurinés Zarnos epiteliniy lgsteliy, pasiekia
bazaling laming ir formuojasi j oocistas, kurios yra apsupamos ]} kapsule panaSia sienele. Vyksta
sporogonija, vystosi sporozoitai. I§ oocisty iStriikg sporozoitai keliauja j vektoriaus seiliy liaukas ir

ciklas prasideda i§ naujo (Valkiiinas, 2005).

1.4. Haemosporida parazity specifiSkumas pauks¢iams

Paprastai Haemosporida parazitai gali uzkrésti tam tikrg skai¢iy Seimininky (nuo vieno iki
daugelio), tai vadinama Seimininko specifiskumu (HS). HS taip pat gali buti kiekybiSkai jvertinta
kaip parazito uzkreCiamy Seimininky rusiy taksonominé arba filogenetiné jvairové. Skirtingos
hemosporidiniy parazity raSys gali uzkrésti labai jvairiy pauk$éiy rusiy skaic¢iy (Ellis, Bensch,
2018). Specifiskumas vystosi dél atsirandan¢ios Seimininko ir parazito koevoliucijos (Medeiros et
al. 2013).

Tikimybe, kad potencialus Seimininkas uzsikrés Haemosporida birio parazitu, lemia jo

ekologiniai bruozai: gyvenimo istorija, judéjimo modelis, teritoriSkumas, mityba, socialinis elgesys,
bendra populiacijos gausa, tarpopuliaciniai rySiai bei paukscio vidiniai fiziologiniai veiksniali
(Okanga et al. 2014).
Labai selektyviy parazity (specialisty) sékmé yra glaudziai susijusi su vienos pageidaujamos
Seimininko r@i§ies prieinamumu ir pasiskirstymu, todél Haemosporida specialisty parazity
paplitimas daznai yra netiesioginis $eimininko ekologinis atspindys. PrieSingas scenarijus matomas
kuomet parazito sekmé priklauso nuo jo gebéjimo uzkrésti kuo jvairesnius Seimininkus. Tokie
parazitai vadinami generalistais (Okanga et al. 2014).

Ankstesni  hemosporidiniy pirmuoniy Seimininko specifiSkumo tyrimai atskleidé didelj
lankstuma, atsizvelgiant | jy parazituojamy pauksciy rusiy skai¢iy. Plasmodium ir Haemoproteus

pasizymi kintamomis specialisty ir generalisty savybémis. Haemosporida biurio skirtingy tyrimy
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rezultatai nurodo konfliktuojancias nuomones dél parazity specifiskumo. Dalis darby konstatuoja,
kad pirmuonys yra mazai specifiSki, kiti tyrimai sprendzia, jog parazitai pasizymi didesniu
selektyvumu Seimininkams (Medeiros et al. 2013).

Haemosporidiniy parazity specifiSkumo laukiniams pléSriesiems pauks$c¢iams pavyzdziai

nurodyti 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Sakalinius (Falconiformes) bei pelédinius (Strigiformes) pauks¢ius parazituojancios

Haemosporida birio rasys (Valkitinas, 2005)

Tarpinis Seimininkas Parazito rusis

Haemoproteus tinnunculi
H. elani
H. buteonis
H. janovyi
H. nisi
Sakaliniai (Falconiformes) H. brachiatus
Plasmodium relictum
P. fallax
P. circumpflexum
P. polare
P. elongatum
Leucocytozoon toddi

Haemoproteus noctuae
H. syrnii
Plasmodium subpraecox

Pelédiniai (Strigiformes) P. fallax
P. gundersi
P. hexamerium
P. elongatum
Leucocytozoon danilewskyi

1.1 lentelés duomenys atskleidzia haemosporidiniy parazity specifiSkumg tarpiniams
Seimininkams. Galima pastebéti, jog sakalinius bei pelédinius pauks€ius parazituoja skirtingos trijy
genCiy raSys ir Sios dvi Seimininky grupés neturi nei vieno bendro hemosporidinio parazito.
Sakalinius paukScius daugiausia uzkrecia Haemoproteus gentis, o pelédiniuose labiau paplitusi
Plasmodium. Tuo tarpu Leucocytozoon genties atstovai yra maziausiai dominuojantys.

Perne$¢jy platinami parazitai daznai gali biiti perduodami neoptimaliems Seimininkams, ypac
labai jvairiose pauks¢iy bendruomenése, pavyzdZziui, neotropiniame regione. Siuo atveju
generalistai gali turéti konkurencinj pranasuma, nes jie sugebés padidinti savo Seimininky
susitikimo daZnj, nepaisant to, kad uzkrés neoptimalius Seimininkus. Pavyzdziui, Ekvadoro miske

Haemoproteus gentis laikoma labiau paplitusia Seimininky atzvilgiu nei vidutinio klimato misky
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Haemoproteus parazitai. Tai jJdomus rezultatas, nes Haemoproteus linijos paprastai laikomos labiau
specifinémis Seimininkams, tafiau Piety Amerikos neotropiniame regione jie rodo bendresnj

Seimininko naudojimo modelj (Lima, Perez-Tris, 2020).

1.5. Hemosporidiniy parazity prisitaikymas iSvengti Seimininko imuninio atsako

Nepaisant stuburiniy gyviny imuninés sistemos sudétingumo, patogenai vis dar kelia didelg
gréesme jy Seimininkams. Parazitai, taip pat, reaguoja ] imuninés sistemos atsaka, todé¢l taiko
daugybe strategijy, kuriomis siekiama iSvengti imuniteto atsako ir tokiu biidu spéti jsitvirtinti
Seimininko organizme (Sorci, 2013). Vieni 1§ sékmingiausiai prisitaikiusiy Protozoa karalystés
atstovy yra maliarijos parazitai, kurie i§vyste raktinius mechanizmus vengiant Seimininko imuninés
sistemos (Morrot, 2020). Norint jsitvirtinti Seimininko organizme, parazitams gali padéti gyvenimo
ciklo stadijos, kurios nuolat keiiasi.

Plasmodium parazitai yra perneSami stuburiniams Seimininkams per uzkrésto moskito
maitinimasi stuburinio krauju. Nedidelé dalis sporozoity patenka j kraujo kapiliarus ar limfmazgius,
taciau didzioji dalis liecka dermyje. Sporozoitai patenka j proksimalinj limfmazgj, dalis jy gali
diferencijuotis j egzoeritrociting stadijg (Delhaye et al. 2018).

Sporozoitai ,,uzpuola“ kepenyse esancius hepatocitus vos per kelias minutes ir bresta
kepenyse mazdaug septynias dienas, priklausomai nuo Plasmodium raiSies. Hepatocity mirtis yra
stabdoma iki merosomy brendimo pabaigos. Tuomet parazitas inicijuoja kepeny lasteliy mirtj ir
iStrilke meorozoitai keliauja j kraujotakos sistema, kurioje bus ,,puolami® eritrocitai ir prasidés

2020). Dalis parazity diferencijuojasi j lytines lgsteles (vyriskus ir moteriskus gametocitus)(Coban

et al. 2007).

Hemozoinas

Maliarijos pigmentas arba hemozoinas (Hz) yra nesuyrantis kristalinis hemoglobino skilimo ir
hemo detoksikacijos parazito produktas, kuris taip pat iSsiskiria Sizogonijos metu (Pham et al.
2021). Besikartojantis parazito gyvenimo ciklas stuburinio kraujyje veda prie hemozoino
akumuliacijos makrofaguose bei leukocituose. Polimeras turi ir prieSuzdegiminiy, ir uzdegiminiy
savybiy ir jo kaupimasis audiniuose koreliuoja su ligos sunkumo lygiu (Pham et al. 2021).
Hemozoinas tampa labai svarbia medZiaga sergant maliarija, nes aktyvuoja makrofagus ir DC, kurie

ima produkuoti jvairius prieSuzdegiminius citokinus ir chemokinus. Maliarijos metu i$skiriamy
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medziagy nuolatiné¢ akumuliacija lemia imuniniy lasteliy paralyzavima, todél rezultate Seimininko
organizmas ima ,,toleruoti“ parazito sukeltg infekcija (Coban et al. 2007).
Hemozoinas taip pat prisideda prie maliarinés anemijos, nes slopina raudonyjy kraujo kiineliy

dauginimasi (Guerra et al. 2019).

Mechaninés strategijos iveikiant pirmajj barjera: oda

Uzkréstas moskitas, maitindamasis krauju, perduoda mazdaug 100 — 200 sporozoity
stuburinio Seimininko organizmui. Nepaisant imuninés sistemos atsako ir didelio sporozoity
mirtingumo patekus ] Seimininko kiing, hemosporidiniai parazitai sugeba iSgyventi ir greitai
daugintis, net kai jy kiekis yra minimalus (Risco-Castillo et al. 2015). Pirmasis hemospordiniy
parazity barjeras Seimininko kiine yra oda. Sporozoitai yra prisitaike jveikti $ig klifitj naudodamiesi
judrumu bei lasteliy transversija. Si parazity stadija turi specialius mechaninius baltymus
padedancius kovoti su imunitetu. Tyrimai rodo, jog sporozoitai, kuriems trikksta SPECT-1
(sporozoity baltymas bitinas lasteliy transversijai vykdyti) ir SPECT-2 (baltymas 1 arba PLP1), yra
blokuojami ir naikinami fagocity dermyje. Todé¢l Sie baltymai yra gyvybiskai reikalingi, norint
parazitui toliau plisti j kepenis (Gomes et al. 2016).

Sporozoitai gali inicijuoti transversija jvairioms lgsteléms, taip pat ir imuninéms. Tokio
mechanizmo naudojimas ,,iSjungia“ imuniniy lasteliy gynybg ir leidzia sporozoitams kirsti barjera
(Taveres et al. 2013).

Kitas baltymas, atsakingas uz sporozoity mobiluma — TRAP (trombospondino baltymas). Si
medziaga yra randama mikronemoje ir sporozoity pavirSiuje. TRAP leidzia parazitui sgveikauti su
Seimininko organizmo molekulémis ir uztikrina judrumga keliaujant i§ dermio. Be to, §is baltymas
leidzia jungtis su sulfatiniais glikokonjugatais, kuriy pagalba parazitas atpazjsta ir keliauja link

hepatocity (Gomes et al. 2016).

Kupfferio lasteliy moduliacija

Sékmingai jveikus odos barjera, toliau sporozoitai keliauja i kepenis. Norint patekti | organa,
pirmiausia reikia kirsti endotelio (ECs) bei imunines fagocitines lasteles (Kupfferio lgsteles (KCs)).
Dabartiniai tyrimai rodo, jog parazitai taiko kelias taktikas plintant j kepenis. Viena jy yra
keliavimas per ECs ir KCs lgsteliy tarpus, tokiu budu parazitai neaptinkami imuninés sistemos

(Guerra et al. 2019).
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Naudojant laboratorines peles buvo pastebéta, jog sporozoitai gali kirsti KCs ir moduliuoti jy
citoking. Mazinant Thl ir didinant Th2 citokiny reguliavimg, parazitai uztikrina saugy barjero

peréjima (Gomes et al. 2016).

Hepatocity moduliacija

Po sékmingo Kupfferio lgsteliy barjero jveikimo, sporozoitai skverbiasi j hepatocitus ir
prasideda kepeny stadija. Kuomet pilnai uZpuolamos hepatocitinés lgstelés, sporozoitai yra
uzdaromi ] parazitoforing vakuole, taip jie yra fiziSkai atskiriami nuo Seimininko citoplazmos ir
iSvengia suirimo. Tokioje vakuoléje parazitas yra apsaugomas nuo lgsteliy gynybiniy mechanizmu:
apoptozés bei selektyvios autofagijos (Gomes et al. 2016).

Parazity peréjimas 1§ kepeny stadijos merozoity ] prading kraujo stadijg yra dar viena svarbi
imuninés sistemos vengimo ciklo funkcija (Taveres et al. 2013). Norint pradéti kraujo stadija,
merozoitai turi iSeiti 1§ hepatocity per kepeny erdves, kur jie yra veikiami nuolatiniy fagocitiniy
Igsteliy, tokiy kaip KC ir DC (Thieleke-Matos et al. 2015). Parazitai apsitraukia specialiomis
membranomis, vadinamomis merosomomis. Sios membranos sudaromos i§ uzkrésty hepatocity,
taip ,,apgaunamas‘ organizmas, nes fagocitai nesugeba atpazinti parazity ir inicijuojama kraujo

stadija (Gomes et al. 2016).

Kraujo stadija

Plasmodium parazitai turi gerai iSvyste imuniteto vengimo strategijas ir kraujo stadijoje.
Kelios tokiy - plataus masto raudonyjy kraujo kiineliy (RBC) pavir§iaus membranos modifikacijos,
gebe¢jimas keisti morfologines bei biochemines uzkrésty raudonyjy kraujo kiineliy (iIRBC) savybes
ir IRBC sekvestracija (Jemmely et al. 2010).

Eritrocituose yra sukuriama tinkama augimui aplinka bei uZtikrinamas imuniteto
nepasiekiamumas, kuomet parazitas modifikuoja raudonuosius kraujo kiinelius. Protistas turi
uztikrinti naujus baltymy eksportavimo kelius Seimininkés lgstelés citoplazmoje, parazito baltymai
perneSami j eritrocito citoplazmg ir j iRBC pavirsiy (Risco-Castillo et al. 2015).

Seimininko eritrocity pavir§iaus modifikacijos atlieka tiesioginj vaidmenj imuninés sistemos
vengime, o P. falciparum elektrony tankios membranos i$sikiSimai, zinomi kaip gumbeliai iRBC
pavirSiuje, yra rySkiausia pavirSiaus modifikacija trofozoity ir Sizonty stadijose. Parazitui brestant
nuo trofozoito iki §izonto, gumbeliy tankis did¢ja ir galiausiai apima visg iRBC pavirSiy, o tai rodo

dinamiska procesa, apimantj nuolatinj iRBC membranos sudedamyjy daliy ir baltymy perskirstyma
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ir reorganizavimg. Norint sékmingai pabégti nuo Seimininko imuniteto, protistai ima pernesti
jvairius parazity koduojamus antigenus ] iRBC membranos pavir$iy (Yan Yam and Preiser, 2017).
Roze¢iy formavimas — reiskinys, kuomet IRBC susijungia su daugeliu RBC per parazito
jungianciuosius ligandus ir RBC receptorius. Toks veiksnys biidingas daugeliui Plasmodium genties
atstovy. Rozeéiy formavimas apsaugo iRBC nuo Seimininko imuniniy lgsteliy atsako. Taip pat,
naujai iSleisti merozoitai yra saugomi nuo Seimininko antikiiniy ir sukuriama tinkama aplinka
merozoitams pulti naujus raudonuosius kraujo kuinelius. Keletas klinikiniy tyrimy parodé, jog
rozetés stipriai prisideda prie parazito iSplitimo ir parazitavimo kokybés (Yan Yam and Preiser,

2017).

1.6. Haemosporida biirio patogeniSkumas pauksciams

Nuo tada, kai Danilewsky atrado pauk$ciy hemosporidinius parazitus (1885), jie buvo laikomi
pagrindiniais epizootiniais faktoriais, kontroliuojanciais jvairias laukiniy pauks$ciy populiacijas
(Bennet et al. 2007). Kraujo parazity jtaka jy pauks$¢iams Seimininkams buvo daugelio tyrimy
démesio centre nuo tada, kai Hamiltonas ir Zukas (1982) pirmg kartg pasiilé idéja apie parazity
poveikj plunksny rySkumui ir seksualinei atrankai. Per pastaruosius du deSimtmecius Siy infekcijy
poveikis buvo uzfiksuotas tick koreliaciniais, tiek eksperimentiniais tyrimais, kurie parodé, kad
infekcijos gali neigiamai paveikti pauksciy reprodukcine sékme (Garvin et al. 2003). Nustatyta, jog
Haemosporida pirmuonys pazeidzia gimdos veiklg bei kiauSintakius. Sutrinka kiauSinio luksto
produkavimas, todél uzsikréte paukséiai nebededa kiausiniy (Nakamura et al. 2001).
atsitiktiné atskiry kepeny lgsteliy nekroze, arterioliy endotelio hiperplazija (Garvin et al. 2003),
padidéjusi bluznis, joje atsiradusi nekrozé, Sirdies miocity degeneracija ir nekrozé (Cannell et al.
2013), patinusios raumeny skaidulos, jose aptiktos kalcio nuosédos (Atkinson et al. 1988), taip pat
uzfiksuotas apetito praradimas, kvépavimo problemos, anemija, nusilpimas bei viduriavimas
(Valkitnas, 2005). Retesniais atvejais atsiranda smegeny pazeidimai, deél iSsivysc€iusiy dideliy
fanerozoity, kurie uzkemsa kraujotaka (Ilginas et al. 2016). Neretai parazituojamus paukscius
iStinka mirtis (Garvin et al. 2003).

Atliekant laukiniy pauk3¢iy tyrimus, daznai praneiama apie Haemoproteus riisis. Sios
infekcijos ilga laikg buvo laikomos nepatogeniskomis. Toks klaidingas supratimas 1§ dalies kyla dél
to, kad atliekant tyrimus, siekiant jvertinti jy virulentiSkuma, buvo daugiausia démesio skiriama
nedaugeliui Haemoproteus rasiy, visy pirma dél sunkumy, susijusiy su eksperimentiniu pauksciy
uzkrétimu (Garvin et al. 2003).
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Maziausias démesys skiriamas laukiniams pléSriesiems pauk$ciams. Taciau tyrimai Sioje
niSoje atskleidé dar keleta svarbiy patologiniy pozymiy: sutrikusi skrydzio koordinacija, svorio
kritimas, histopatologiniai pozymiai susij¢ su centrine nervy sistema bei apakimas (Walther et al.
2016). 1.5 paveiksle matomi Haemoproteus parazity infekcijos padariniai (Lee et al. 2018).
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1.5 pav. Haemoproteus genties infekcija baltojoje pelédoje (Bubo scandiacus). (A) Baltoji
peléda dvi dienos iki mirties; (B) kepeny spalvos pakitimas bei padidéjusi tulzies piisle; (C)
kraujavimas proventriculus (liaukiné skrandzio dalis) dalyje; (D) riebaly infiltracija epikarde

(nurodo rodyklés) ir pluostinis uzdegimas (apibrauktas) (Lee et al. 2018).

Tyrimas atliktas su deSimties mety baltosios pelédos (Bubo sacndiacus) patinu. Dvejoms
dienoms iki pauks¢io mirties jam pasireiSké anoreksija, depresija ir letargija. Skrodimas parodé
padidéjusias kepenis, tulZies pasle, inkstus ir antink3¢iy liaukas. Zarnynas buvo praktiskai tuiias.
Epikarde buvo pastebéta pluostiniy medziagy bei riebaly infiltracija, 0 pats epikardas — nelygus.

ISpjovus Sirdj pastebéti padidéje priesirdziai ir skilveliai (Lee et al. 2018).
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1.7. Haemosporida parazity tyrimai

Tradiciskai pauks$¢iy hemosporidijy gyvenimo istorija, morfologija ir klasifikacija buvo
tirlama naudojant $viesinj mikroskopa (Clark et al. 2014). Taciau paskutinio dvideSimtmecio
laikotarpiu smarkiai iSplito molekuliniai tyrimai, kurie atvéré platesnes tyrimy perspektyvas
(Santiago-Alarcon et al. 2012). Polimerazés grandinine reakcija (PGR) pagristi aptikimo metodai
plagiai naudojami laukinés gamtos hemosporidijy tyrimuose. Siy diagnostikos priemoniy taikymas
atskleidé nepaprastag hemosporidiniy parazity geneting jvairove (Bernotiené et al. 2016).
Molekuliniy tyrimy pagalba nustatyta daugiau nei 1300 unikaliy pauk$¢iy hemosporidijy linijy,
todél buvo sukurta duomeny bazé (MalAvi, http:/mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi), duomenims
talpinti. Pavyzdziui, MalAvi pateikti dokumentai atskleidé, kad dominuojanti pauksciy Plasmodium
linjja, randama Havajuose, GRW4, buvo uzfiksuota Seimininkuose, apimanciuose daugybe
pauksciy Seimy ir geografiniuose regionuose nuo zemyninés JAV iki Pranciizijos Polinezijos (Clark
et al. 2014). Mikroskopija taip pat labai stipriai pazengé, nes $iuo metu jmanoma iSskirti parazity
lasteles 1§ kraujo tepinelio, todél galima patikimai priskirti morfologiSkai identifikuotas
Haemosporida rasis prie DNR seky rinkinio (Santiago-Alarcon et al. 2012).

Taciau problema, jog PGR pagristi metodai ypa¢ daznai nejvertina misriy hemosporidiniy
infekcijy, kai egzistuoja genetiSkai panasios parazity linijos. Nustatyta, jog PGR pagrjsti metodai
yra maziau jautriis nei mikroskopinis kraujo tyrimas, nustatant jvairiy hemosporidijy morfy riisiy
misrias infekcijas, ypa¢ pigmentg formuojanéius parazitus, priklausan¢ius Plasmodium ir
Haemoproteus gentims (Bernotiené et al. 2016). Mokslininkai susiejo mitochondrijy citochromo b
sekas su keliomis hemosporidijy morfologinémis ruSimis ir padaré iSvada, kad iSsamiis
morfologijos tyrimai paprastai leidzia patikimai identifikuoti Siuos parazitus. Naudodamas parazity
pavyzdj, kuris buvo nustatytas derinant mikroskopija ir molekulinius metodus, Hellgren pasiilé,
kad Haemoproteus spp. kuriy mitochondrijy citochromo b genetiné diferenciacija yra daugiau nei
5%, gali turéti morfologiskai skirtingas kraujo stadijas, kurias galima nustatyti mikroskopu, o tai
svarbu toliau plétojant $iy parazity taksonomijg (Krizanauskiené et al. 2009). Taciau mikroskopinis
ty paciy kraujo méginiy tyrimas gali biiti maziau jautrus nustatant lengva parazitemija (Bernotiené
et al. 2016). Todél norint uztikrinti patikimus tyrimy rezultatus, patariama naudoti ne viena, bet

kelis metodus kartu.
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimy vieta ir tyrimo medZiagos rinkimas

Smulkiyjy masaly rinkimas

Laukiniai smulkieji masalai buvo gaudomi Utenos (Kemésio miskas) ir Rokiskio (Dusety
giria) rajonuose. Plésriyjy pauksciy lizdai buvo parenkami su tinkamo amziaus paprastojo suopio
(Buteo buteo) jaunikliais (14-40 dieny). Lizdai parenkami Salia drégny viety, vandens telkiniy.
Pirmasis lizdas (Lizdasl) buvo Kemésio miske, antrasis (Lizdas2) — Dusety girioje. Gaudyklés
buvo statomos 2021 mety birzelio 4 ir 10 dienomis. Laukiniai smulkieji masalai buvo gaudomi su
UV Sviesinémis gaudyklémis (smulkieji maSalai gaudyti darbo vadoves). Gaudyklés buvo
kabinamos ant medziy po plésriy paukséiy lizdais. Sugauti vabzdziai transportuojami j laboratorijg
analizei.

Surinkti 594 smulkieji masalai. 101 — 300 (méginiy nr.) méginiai sugauti prie pirmojo lizdo, o

301 — 695 (méginiy nr.) surinkti prie antrojo lizdo.

Kraujo méginiy rinkimas i§ paprastojo suopio jaunikliy

Plésriy pauksciy jaunikliy kraujas buvo imamas i§ sparno poraktinés venos su insulininiu
Svirk§tu. Mazdaug 100 pl kraujo paimta ir daromi kraujo (trys kraujo preparatai i§ kiekvieno
individo) tepinéliai parazity gausumo analizei. Likes kraujas fiksuojamas SET buferyje
molekuliniams tyrimams. Kraujo méginius rinko darbo vadové, leidimas dirbti su paprastojo suopio
jaunikliais pateikiamas pirmame priede.

Pirmieji trys méginiai (méginiy nr. 70-72) imti i§ pirmojo lizdo (Lizdasl), jauniklio
(Jauniklisl), 73-75 nr. — pirmojo lizdo (Lizdasl), antrojo jauniklio méginiai (Jauniklis1), 76 -78 nr.

—antrojo lizdo (Lizdas2) pirmojo jauniklio (Jauniklisl).

2.2. Masaly atrinkimas ir parazito preparaty paruoSimas

I§ surinkty smulkiyjy maSaly méginiy, laboratorijoje atrenkamos bent karta kraujo gérusios
patelés (jy pilvelis biina rausvas), pavaizduotos 2.1 paveiksle.

ParuoSus visus méginius, likusios perneséjo dalys yra fiksuojamos 96% etanolyje ir
naudojamos molekuliniams tyrimams norint patvirtinti hemosporidiniy parazity rusj (pilvelis,

kratinélés liekanos) ir morfologiniam smulkiyjy masaly biidinimui (sparnai, galva).
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2.1 pav. Smulkiyjy masaly patelé gérusi kraujo.

Vabzdziai buidinami pagal morfologinius pozymius ir molekulinius metodus (Bukauskaité et
al., 2018).

2.3. Kraujo méginiy mikroskopavimas

Kraujo méginiai buvo mikroskopuojami naudojant elektroninj mikroskopa (Olympus BX41),
preparatai stebéti 100x padidinimu su imersiniu aliejumi. Fotografijoms naudota Olympus DP-12
kamera. Nuotraukos tvarkytos Olympus DP soft 3.2 programa.

Norint nustatyti Haemosporida parazity gausumg kraujo méginiuose mikroskopuojant kraujo
preparatus 15 — 20 minu¢iy 100x padidinimu, pasirinkti deSimt skirtingy, tarpusavyje
nesusikertan¢iy laukeliy.. Laukeliuose suskaiCiuoti matomi parazitai ir i§vedamas parazity vidurkis
(Valkitinas, 2005).

2.4. Molekuliniai metodai ir filogenetiné analizé

Siekiant iSsiaiSkinti kraujo méginius, kurie yra uzkrésti pauks¢iy hemosporidijomis bei
nustatyti ju rasis ir genetines linijas, naudojami molekuliniai metodai. Parazito DNR i$skiriama

naudojant amonio acetato metoda.
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2.4.1. DNR isskyrimas naudojant amonio acetatg (NH4AC)

Parazito DNR i$skyrimui naudotas innuPREP Blood DNA Mini Kit (Analytikjena, Berlynas,

Vokietija) rinkinys bei i§skyrimo su amonio acetatu protokolas, nurodytas zemiau.

1. Vabzdziai perkeliami j SET buferj ir pridedama 7 ul 20% SDS bei 5 ul 20
mg/ml Proteinazés K. Méginys supurtomas ir centrifuguojamas.

2. Méginys paliekamas 56°C temperatiiros vandens voneléje per naktj.

3. Ipalama 250 pl 4M amonio acetato ] mégintuvel], supurtoma ir paliekama

kambario temperatiiroje valandg laiko purtykléje.
4. Meéginys centrifuguojamas 13000 aps/min. 10 minuciy.
5. Suspensija atsargiai perpilama j nauja 1,5 ml mégintuvelj, kad visos

nuoseédos likty senajame.

6. Iki mégintuvélio virSaus pripilama 100% EtOH, gerai supurtoma.
1. Mégintuvélis centrifuguojamas 13000 aps/min. 15 minuciy.
8. Atsargiai iSpilama suspensija ir palieckamos tik nuosédos. Jos praplaunamos 1

ml 70% EtOH.

9. Atidarytas mégintuvélis paliekamas traukos spintoje dziiiti per naktj.

10. Ipilama 50 pl distiliuoto vandens, suplakama ir palickama Saldytuve (4°C)
per naktj (Bernotiené et al., 2019).

2.4.2. Polimerazés grandininé reakcija

Atlikta lizdiné polimerazés grandininé reakcija, naudotos dvi poros pradmeny. Amplifikuoti
citochromo b genui naudoti pradmenys nurodyti 2.2 lentelé¢je. Reakcijoms mégintuvéliuose
paruoSiami 25 ul miSiniai, jiems naudotos medziagos ir kiekiai nurodyti 2.1 lenteléje. Teigiamai
kontrolei buvo parinktas méginys su hemosporidiniu parazitu, neigiamai kontrolei naudojamas

vanduo. 2.3 lenteléje nurodytos salygos kuriomis vyko I ir IT PGR.

2.1 lentelé. Vienam miSiniui paruosti naudotos medziagos ir jy kiekiai

Medziaga Kiekis pl
IS kraujo iSskirta DNR 2

Tag master mix 12,5

H20 8,5
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Tiesioginis pradmuo

Atvirkstinis pradmuo

2.2 lentelé. Polimerazés grandininei reakcijai naudoti pradmenys

| PGR Il PGR
PRADMENYS

Plas 1F 3760 F

Haem NR3 Haem JR4

2.3 lentelé. I bei II PGR naudotos salygos

Temperatiira, °C Trukmé Cikly skaicius
94°C 3 min
94° C 30s 20 (I PGR)/
50°C 30s 35 (I1 PGR)
72°C 45s
72°C 10 min

Antrajam PGR naudota 2 pul méginio i§ pirmojo PGR produkto bei visos medZziagos nurodytos

2.1 lenteléje, taip pat II PGR pradmenys, nurodyti 2.2 lentel¢je.

2.4.3. Elektroforezé

IS galutinio PGR produkto paimti 3 pl meéginio, kurie naudoti elektroforezei 2% agarozes
gelyje. Kontrolei naudota teigiamas bei neigiamas méginiai.

2% 300 ml agarozés geliui paruosti naudojama: 6g agarozés, 285ml dH20, 15ml 10xTBE.
Misinys pakaitinamas ir maiSomas iki vientisos masés. DNR elektroforezé vykdoma 2% agarozés
gelyje panardintame j TBE buferj, naudojant 10VV/cm jtampg (Cleaver Scientific Ltd). SumaiSoma 2
ul PGR produkto ir 1 pl dazo (6x MassRuler (DNA Loading Dye ImL) ir pipetés pagalba misinys
jleidZiamas j agarozés gelyje esancius Sulinélius. Elektroforezé vyko 30 min., 100V jtampoje. Gelis
analizuojamas ultravioletin¢je sviesoje naudojant Cleaver Scientific Ltd transiliuminatoriy su
vaizdo kamera.

Teigiami méginiai siunciami sekvenuoti j Vilniau Universiteto Biotechnologijos Instituta.
Gautos sekos analizuojamos ir sulyginamos naudojant BioEdit programa.
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1.Hemosporidiniy parazity nustatymas paprastojo suopio (Buteo buteo) kraujyje

Mikroskopo pagalba iStyrus trijy paprastojo suopio jaunikliy kraujg, buvo nustatyta, jog visi

trys méginiai uzsikréte Haemosporida parazitais. Pirmojo tirto jauniklio kraujo (buvusio pirmajame

lizde) méginyje rasti gametocitai nurodyti 3.1 paveiksle.

oo
Sy

5 =

3.1 pav. Raudonomis rodyklémis nurodyti Haemosporida birio parazity gametocitai aptikti

paprastojo suopio kraujo méginyje.

Visuose devyniuose kraujo preparatuose aptikti hemosporidiniy pirmuoniy gametocitai.

3.2. Hemosporidiniy parazity nustatymas smulkiuosiuose masaluose

I§ viso buvo surinkti ir molekuliniy metody pagalba istirti 594 smulkieji masalai, 1§ kuriy 24
buvo teigiami (uZsikréte¢ hemosporidiniais parazitais). Toks teigiamy méginiy skaicius sudaré
4,04 % visy tirty individy. Pirmame lizde (Lizdas1) nustatyti $esi teigiami méginiai (3 % visy tirty
individy). Antrajame lizde (Lizdas2) nustatyta 18 teigiamy meéginiy (4,6 % visy tirty individy).

Uzsikrétusiy smulkiyjy masaly numeris bei lizdo numeris pateikiami 3.1 lenteléje.
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3.1 lentelé. Teigiamy smulkiyjy masaly méginio numeris

Lizdasl Lizdas2

Méginio nr. Méginio nr.

105 303 493

186 319 536
209

216 365 553

218 435 638

300 444 647

456 656

473 672

477 686

491 695

Viso teigiamy méginiy
6 18

Visy teigiamy smulkiyjy masaly rasis buvo Culicoides pictipennis.
Antrajame lizde 1§ smulkiyjy masaly nustatyta tris kartus daugiau teigiamy méginiy, taciau

po Siuo lizdu buvo surinkta 95 méginiais daugiau, o tai galé€jo turéti jtakos rezultatams.

3.3. Hemosporidiniy parazity jvairové paprastajame suopyje ir smulkiuosiuose

masaluose

Haemosporida parazity ivairové paprastojo suopio jaunikliuose

Sekoskaitos pagalba pirmojo lizdo jaunikliy parazitai buvo nustatyti iki risies, o antrojo lizdo
jauniklio iki genties. Visuose pauksciuose aptikta Leucocytozoon gentis. Sekoskaitos rezultatai

nurodyti 3.2 lenteléje.
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3.2 lentelé. Suopio jaunikliuose aptikti parazitai

Lizdasl Lizdas2
Jauniklio nr. Aptiktas parazitas Jauniklio nr. Aptiktas parazitas
Jauniklisl Leucocytozoon toddy - Jauniklisl Leucocytozoon sp. -
MK652270 HF543633
Jauniklis2 Leucocytozoon toddy -
MKG652270

Abu jaunikliai i§ pirmojo lizdo uzsikréte Leucocytozoon toddy (genetiné linija BUTBUTO03).

Parazito gametocitai pavaizduoti 3.1 paveiksle. Jauniklis i§ antrojo lizdo uZsikrétes Leucocytozoon
sp. (genetiné linija MILANSO04).

Haemosporida parazity jvairové smulkiuosiuose maSaluose

Sekoskaitos pagalba nustatytos smulkiuosiuose masaluose aptiktos Haemosporida parazity

rasys. Remiantis gautais duomenimis dominavo Haemoproteus gentis. Méginiy numeriai bei juose

aptiktos Haemosporida parazity rasys nurodytos 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Méginio numeris bei jame aptikta Haemosporida parazito riisis

Lizdo Méginio nr. Parazito rusis Parazito genetiné
nr. linija
105 Haemoproteus TURDUS2
minutus
186 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
209 Haemoproteus TURDUS2
Lizdasl minutus
216 Misri infekcija
218 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
300 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
303 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
319 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
Lizdas2 365 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
435 Haemoproteus TURDUS2
minutus
444 Haemoproteus CUKI1
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homominutus
456 Haemoproteus TURDUS2
minutus
473 Leucocytozoon MILANSO4
buteonis
477 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
491 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
493 Haemoproteus TURDUS2
minutus
536 Haemoproteus TUCHRO1
L|Zda32 minutus
553 Haemoproteus TURDUS2
minutus
638 Leucocytozoon MILANSO4
buteonis
647 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
656 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
672 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
686 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus
695 Haemoproteus TUPHIO1
asymmetricus

Nustatytos penkios skirtingos parazity ruSys. Tirtuose smulkiyjy masaly méginiuose
sudaré 54,2 %. Antra pagal gausg riisis Haemoproteus minutus buvo rasta aStuoniuose méginiuose,
tai sudaré 33,3 % bendro skaiCiaus. Viename méginyje aptikta Haemoproteus homominutus rasis
(4,2 %). Kita aptikta gentis buvo Leucocytozoon. Dvejuose méginiuose nustatyta Leucocytozoon
buteonis rasis, sudariusi 8,3 %. 216 méginyje aptikta misri infekcija.

Remiantis gautais rezultatais nustatyta, jog smulkiuosiuose masaluose aptikty riiSiy jvairoveé
yra didesné, nei paprastojo suopio jaunikliuose. Smulkiuosiuose masaluose nustatytos keturios

skirtingos rtiSys, kuriy nei viena nebuvo aptikta paprastojo suopio jaunikliuose.

3.4. Hemosporidiniy parazity gausumas paprastojo suopio jaunikliuose

Mikroskopavimo metu iStyrus visus devynis paprastojo suopio jaunikliy kraujo méginius,

nustatytas hemosporidiniy parazity gausumas, nurodytas 3.4 lentel¢je.
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3.4 lentelé. Haemosporida parazity gausumas paprastojo suopio jaunikliy kraujo méginiuose

Lizdo nr. Jauniklio nr. Meéginio nr. | Parazity gausumas kraujo méginyje

70 1,1

Jauniklisl 71 1,2

Lizdasl 72 0,9
73 1,2

Jauniklis2 74 0,7

75 0,6

76 1,2

Lizdas2 Jauniklis1 77 13
78 1,1

Remiantis 3.4 lentelés duomenimis, pastebéta, jog didziausias hemosporidiniy parazity

gausumas aptiktas 77 meginyje (1,3 gametocity vidurkis), o maZiausias 75 méginyje (0,6

gametocity vidurkis).

Remiantis 3.4 lentelés duomenimis galima nustatyti gametocity gausumg atskiruose

jaunikliuose. Pirmojo lizdo pirmajame jauniklyje nustatytas 1,1 gametocity gausumas kraujyje,

pirmojo lizdo antrajame jauniklyje nustatytas 0,8 gametocity gausumas kraujyje. Antrojo lizdo

jauniklio kraujyje nustatytas 1,2 gametocity gausumas.

Palyginus gausumo rodiklius skirtinguose lizduose, nustatyta, jog Lizdas2 jauniklio kraujyje

buvo daugiau gametocity.
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4. TYRIMU REZULTATU APTARIMAS

Daugelis hemosporidiniy parazity tyrimy buvo atlikta su zvirbliniais pauksciais, taciau Sie
pirmuonys zymiai mazesniu mastu analizuoti plésSriuosiuose pauksciuose, kurie yra labai svarbi
ekosistemos dalis. Vokietijoje 2002-2003 metais buvo tirtas SeSiasdeSimt asStuoniy plésSriyjy
pauksciy kraujas, norint nustatyti uzsikrétimg Haemosporida parazitais. Kraujo méginiai rinkti
rugséjo — spalio, bei birzelio — liepos ménesiais. Molekuliniy tyrimy pagalba aptikta 21,8 %
uzsikrétusiy plésriyjy paukséiy. Didziausias paplitimas buvo Plasmodium genties (11.9 %),
mikroskopavimo metu nustatyta, jog taip pat dominavo Leucocytozoon (10.9%) gentis (Krone et al.,
2008). Siame darbe tirty individy skai¢ius buvo mazas, tadiau visi buvo uzsikréte hemosporidiniais
parazitais, taip pat aptikta vienas gentis — Leucocytozoon. Plasmodium genciai priklausantys
parazitai nebuvo aptikti.

Lyginant su Austrijoje atliktu tyrimu, kurio metu buvo surinkti 183 plésriyjy paukséiy kraujo
méginiai, nustatyta, jog dominuojanti gentis buvo Leucocytozoon (Harl et al., 2022), kuri sutampa
su §io darbo rezultatais. Sio darbo metu nustatyta, jog L. toddi buvo labiausiai paplitusi rasis, tokius
pacius rezultatus gavo ir Austrijoje atlikto tyrimo autoriai.

Ciloglu et al. (2016) Turkijoje iStyré hemosporidiniy parazity paplitimg plésriuosiuose
pauksciuose. Tarp tirty plésriyjy pauksciy buvo ir paprastojo suopio jaunikliai. Autoriams iStyrus 22
plésriuosius paukscius buvo aptikti septyni teigiami kraujo méginiai. Tirti penki paprastojo suopio
kraujo méginiai, i§ kuriy trys buvo teigiami. Trijuose uzkréstuose individuose buvo rastos skirtingos
hemosporidiniy parazity gentys: Plasmodium, Leucocytozoon ir viename individe nustatytos abi
gentys (miksinfekcija).

Surinkti 594 smulkiyjy masaly meéginiai buvo istirti molekuliniy metody pagalba ir nustatyta,
jog 24 individai buvo uzsikréte hemosporidiniais parazitais. Tai sudaré 4,04 % bendro individy
kiekio. Nustatytos keturios skirtingos parazity rasys (H. minutus, H. asymmetricus, H. homominutus
ir L. buteonis), o dominuojanti gentis buvo Haemoproteus. Panasiis rezultatai buvo gauti ir
Lietuvoje vykdyto tyrimo metu. Ziegyt¢ et al. (2021) geguzés — liepos ménesiais, Verkiy
regioniniame parke (Vilnius, Lietuva), surinko 232 smulkiyjy masaly méginius. Molekuliniais
metodais nustatyta 12 teigiamy individy, tai sudaré 5,2 % bendro individy skai¢iaus. Dominuojanti
gentis taip pat buvo Haemoproteus.

Bernotiené ir Valkitinas (2016) Kursiy nerijoje surinko 300 smulkiyjy masSaly. Juos iStyrus
molekuliniy metody pagalba buvo aptikti penki teigiami méginiai. Tai sudaré 1,67 % bendro
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individy skai¢iaus. Dominuojanti gentis buvo Haemoproteus, viename individe rasta Plasmodium
gentis.

Krone et al. (2001) 1996-2000 metais iStyré 1149 laisvai gyvenanciy plésriyjy pauksciy
kraujo méginius. Tyrimas atliktas Vokietijoje. Tirtos net dvideSimt penkios skirtingos pauksciy
rasys, viena i$ jy buvo Buteo buteo. Istirti SeSiasdeSimt du nesubrendg paprastojo suopio individai,
i§ jy keturiolika buvo uzsikréte hemosporidiniais parazitais. Autoriai nustaté, jog hemosporidiniy
parazity gausumas paprastajame suopyje buvo 1.29 (vidurkis) Leucocytozoon genties ir 1,35
Haemoproteus genties. Plasmodium gentis nebuvo aptikta. Siame darbe gauti panasiis rezultatai.
Leucocytozoon genties gausumas pirmojo lizdo jaunikliuose buvo 1,1 (Jauniklisl) ir Siek tiek
mazesnis gausumas pastebétas antrajame jauniklyje (Jauniklis2) — 0,8. Panasiausias rezultatas
gautas antrojo lizdo jauniklio kraujo meéginyje. Jame hemosporidiniy parazity gausumas buvo 1,2.

Hemosporidiniy parazity nustatymo tyrimus rekomenduojama atlikti kombinuojant kelis
metodus: klasikinius mikroskopavimo ir naujausius molekulinius. Tokiu bidu gaunami patikimesni
rezultatai (Valkitnas, 2005).
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ISVADOS

1. Nustatyta, jog visi tirti paprastojo suopio (Buteo buteo) jaunikliai buvo uzsikréte
hemosporidiniais parazitais. Visuose individuose aptikta Leucocytozoon gentis.

2. Istyrus smulkiyjy masaly uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais nustatyta, jog 4,04 %visy
tirty individy buvo uzsikréte hemosporidijomis. Dominavo Haemoproteus gentis,
dazniausiai aptikta rusis — H. asymmetricus (TUPHIO01).

3. Hemosporidiniy parazity jvairové buvo didesné¢ smulkiyjy masaly méginiuose, rastos
keturios skirtingos rasys (H. asymmetricus, H. minutus, H. homominutus, L. buteonis).
Paprastojo suopio jaunikliuose aptikta Leucocytozoon sp. bei L. toddi.

4. Mikroskopavimo pagalba atlikus plésriyjy pauks$ciy kraujo méginiy stebéjimus, buvo
nustatyta, jog hemosporidiniy parazity gausumas didZiausias antrajame lizde buvusio
jauniklio kraujyje (1,2). Pirmojo lizdo pirmojo jauniklio kraujyje nustatytas panaSus
gausumas, kuris sieké 1,1, o antrojo jauniklio nustatytas 0,8 hemosporidiniy parazity

gausumas.
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HEMOSPORIDINIU PARAZITU [VAIROVES IR GAUSUMO NUSTATYMAS
PLESRIUSIUOSE PAUKSCIUOSE (Buteo buteo — paprastasis suopis)

SANTRAUKA

Haemosporida biirio parazitai priklauso tipui Apicomplexa. Tai kosmopolitiniai
stuburiniy endoparazitai, turintys sudétingg dviejy Seimininky gyvenimo ciklg.

Pasaulyje daugiausia tiriamas zvirblinty pauk$¢iy uzsikrétimas Haemosporida

parazitais, tacCiau labau triksta duomeny apie Siy pirmuoniy paplitimg pléSriuosiuose
pauksciuose. Lietuvoje pirmg kartg atliktas hemosporidiniy parazity paplitimo bei gausumo
nustatymo tyrimas paprastojo suopio jaunikliuose.
Tyrimo tikslas — nustatyti plésriyjy pauksciy (Buteo buteo — paprastasi suopis) ir smulkiyjy
masaly uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais, jy gausumg bei rtsis. Surinktoa medziaga
buvo analizuojama remiantis tradiciniu mikroskopijos metodu ir molekuliniais metodais:
DNR isskyrimas naudojant amonio acetatg, polimerazés grandininé reakcija, elektroforeze
bei sekoskaita. Gautos DNR sekos buvo apdorotos naudojant BioEdit programa,
hemosporidijy rusys nustatytos naudojantis GenBank bei MalAvi duomeny bazémis

Nustatyta, jog visi tirti paprastojo suopio (Buteo buteo) jaunikliai buvo uzsikréte
Leucocytozoon genties parazitais. IStyrus smulkiyjy masaly uzsikrétimg hemosporidiniais
parazitais nustatyta, jog 4,04 %visy tirty individy buvo uzsikréte hemosporidijomis.
Hemosporidiniy parazity jvairové buvo didesné smulkiyjy masaly méginiuose. Paprastojo
suopio jaunikliuose aptikta Leucocytozoon sp. bei L. toddi. Nustatyta, jog hemosporidiniy

parazity gausumas didZiausias antrajame lizde buvusio jauniklio kraujyje (1,2).
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SUMMARY

The parasites of the order Haemosporida belong to the type Apicomplexa. These are
cosmopolitan endoparasites of vertebrate with a complex two-host life cycle.

Infection with Haemosporida parasites is mainly studied worldwide in sparrows, but
data on the prevalence of these protozoa in birds of prey is very limited. For the first time in
Lithuania, a study was performed to determine the prevalence and abundance of
hemosporidian parasites in juvenile common buzzards.

The aim of the study was to determine the infestation of predatory birds (Buteo buteo -
common buzzard) and biting midgets with hemosporidian parasites, their abundance and
species. The collected material was analyzed based on the traditional microscopic method and
molecular methods: DNA extraction using ammonium acetate, polymerase chain reaction,
electrophoresis and sequencing. The obtained DNA sequences were processed using the
BioEdit program, and the hemosporidia species were determined using the GenBank and
MalAvi databases.

All tested juveniles of Buteo buteo were found to be infected with Leucocytozoon
parasites. Examination of the infection of biting midgets with hemosporidial parasites
revealed that 4.04% of all examined individuals were infected with hemosporidia. The
diversity of hemosporidian parasites was greater in the samples of small mosquitoes.
Leucocytozoon sp. and L. toddi. The abundance of hemosporidian parasites was found to be

highest in the blood of the second nest juvenile (1,2).
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PADEKA

Dékoju darbo vadovei D. Bukauskaitei uz suteiktas zinias, konsultacijas, parama ir suteiktas

galimybes tobuléti dominanc¢ioje mokslo srityje.

Finansiné parama

Baigiamasis darbas dalinai finansuotas laiméjus mokslininky grupiy projekty IX kvietimo IV

konkursg. Paraiskos nr. P-MIP-20-217.
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PRIEDAI

1 priedas. Leidimas naudoti saugomas rusis

Elektroninio dokumento nuorasas

APLINKOS APSAUGOS AGENTURA

(leidimq iSdavusios jstaigos pavadinimas)
LEIDIMAS NAUDOTI SAUGOMAS RUSIS

2021-06-  Nr.
(data)

Vilnius
(vieta)

Pagal pateikta Gamtos tyrimy centro (toliau — GTC), j. k. 302470603, Akademijos g. 2, 08412 Vilnius, tel. (8-5) 272 9257
(juridinio asmens pavadinimas, kodas, buveiné; fizinio asmens vardas, pavardé, gyvenamoji vieta)

2021-04-26 praSyma Nr. AS-3209
(praSymo gavimo data) (gavimo registracijos Nr.)

leidZiama GTC
(juridinio asmens pavadinimas arba fizinio asmens vardas, pavardé)

naudoti mokslo tiriamiesiems darbams (vykdant laukiniy pauksciy kraujo parazity planinius tyrimus)
(irasyti, kas leidZiama: paimti i§ gamtos, naudoti mokslo tiriamiesiems darbams, filmuoti, fotografuoti, stebéti, reguliuoti pauksciy
populiacija, Zenklinti ir kt.)

Utenos, Zarasy, RokiSkio, Moléty §Ven€ioniu, Anyks3¢iy rajony miSkai, Ventés rago ornitologiné stotis, Silutés rajonas ir
Juodkrantés ornitologiné stotis, Klaipédos rajonas (Sarty regioninis parkas, Grazutés regioninis parkas, Labanoro regioninis

parkas, AukStaitijos nacionalinis parkas, Birzy girios biosferos poligonas, Simoniy girios biosferos poligonas, AnyksCiy
regioninis parkas, Nemuno deltos regioninis parkas).
(vieta (vietoveé), saugoma teritorija, kurioje bus naudojama saugoma rasis)

Sias saugomas rasis:

360 vnt. vanaginiy (Acctpltrlformes) ir pelédiniy (Strigiformes) pauksciy btriams priklausanciy pauksciy (klekwenos ru51es
Haliaeetus albicilla), mazyj

aeruginosus), pieviniy lingiy (Circus pygarqus), vapsvaedziy (Pernis apivorus).
(saugoma/saugomos rasys, tikslus egzemplioriy skaicius)

paprastyjy viStvanagiy, paprastyjy suopiy, mazujy ereliy reksmu lizdy statyti entomologines gaudykles (CDC UV Sviesinés

gaudyklés).

(btdai, jtaisai ir priemonés)

Saugomy rasiy gyviny naudojimo naudojant medzioklés jrankius atveju:

néra

(medzioklés ploty vienety, kuriuose leidZiama paimti i§ gamtos arba naudoti mokslo tiriamiesiems darbams, pavadinimai ir paémimg i3
gamtos arba naudojima mokslo tiriamiesiems darbams vykdysianciy asmeny duomenys: juridiniy asmeny pavadinimai, kodai arba fiziniy
asmeny vardai, pavardés, medZiotojy biliety Nr.)

1. Vadovautis Saugomy rai§iy naudojimo tvarkos apraso, patvirtinto Lietuvos Respublikos aplinkos ministro 2010 m. liepos
15d. jsakymu Nr. D1-622 ,,Dél Saugomy riiSiy naudojimo tvarkos apraSo patvirtinimo“, reikalavimais;

2. Visi pauks$ciai po méginiy paémimo turi bati paleisti j laisve tose paCiose vietose, kuriose buvo sugauti;

Sviesines gaudykles leid7iama statyti prie ty pauksciy lizdavieciy, kuriose bus imami pauks¢iy kraujo méginiai;

4. Darbus vykdyti leidZiama: dr. Dovilei Bukauskaitei, dr. Rimgaudui Treiniui, dr. Carolina Chagas, Daivai Norkiinienei
Dariui Norkiinui, Nedai Vavilovaitei, Melanie Duc, Margarita Kazak, Vytautui Eigirdui ir Ervin Komar;

5. Uz Leidime numatyty salygy laikymasi atsakingas GTC P. B. Sivickio parazitologijos laboratorijos mokslo darbuotoja
dr. Dovilé Bukauskaité.
(papildomos (rizikos) salygos)

@

Leidimas galioja iki 2021-10-31 nuo jo iSdavimo datos.
Apie vykdytus darbus ataskaitq pateikti per 30 kalendoriniy dieny nuo Leidimo galiojimo pabaigos datos.
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