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IVADAS

Hemosporidiniai parazitai (Apicomplexa: Haemosporida) yra protisty,
parazituojanéiy roplius, pauks¢ius ir Zinduolius grupé (Valkitnas, 2005). Siy organizmy
kraujasiurbiai uodai (Culicidae), smulkieji (Ceratopogonidae) ir upiniai masalai (Simuliidae),
briedmusés (Hippoboscidae) (Santiago-Alarcon et al., 2012). Pauks¢iy hemosporidijos jau
daugiau kaip $imtg mety yra naudojamos kaip modeliniai organizmai (Perkins, 2014): siekiant
iStirti parazity ir jy Seimininky tarpusavio rysius, koevoliucijos mechanizmus bei vienos i$
pavojingiausiy zmoniy ligy — Plasmodium genties hemosporidijy sukeliamos maliarijos —
vystymosi ciklus, transmisijos biidus, nustatant galima plitima, prisitaikyma ir prevencija.
Pauksc¢iy hemosporidiniai parazitai sulauké didelio mokslininky susidoméjimo ir dél to, kad,
daugelio mokslininky manymu, tai yra vieni pagrindiniy laukiniy ir naminiy pauk$éiy
populiacijy gausuma kontroliuojandiy veiksniy. Sie parazitai gali biti itin pavojingi nykstandiy
ar nelaisvéje laikomy riisiy pauksciams.

Hemosporidijos yra aptinkamos visame pasaulyje, iSskyrus Antarktida
(Valkitnas, 2005), tad daug mokslininky démesio yra skiriama siekiant nustatyti atskiry
hemosporidijy rasiy paplitimag bei istirti, kokiy pauks¢iy hemosporidiniy parazity transmisija
vyksta skirtingose teritorijose. Geriausiai istirta pauks¢iy hemosporidiniy parazity gentis yra
Plasmodium (Clark et al., 2014), ta¢iau apie kity dviejy hemosporidijy genciy (Haemoproteus
ir Leucocytozoon) parazity vektorius ir transmisijos ypatumus informacijos yra surinkta kur
kas maziau. Daugeliu atvejy néra aiSku, kurie parazitai yra perneSami pauks¢iy peréjimo
vietovese, o kuriais pauksc¢iai uzsikrec¢ia ziemodami Afrikoje ar piety Europoje. Be to, nustatyta
atvejy, kai uzsikrétimas peréjimo vietovése nevyksta, nors tam reikalingi veiksniai (parazitai,
vektoriai) egzistuoja (Chagas et al., 2019). Taip pat Siuo metu yra surinkta nepakankamai
informacijos apie hemosporidijy vektorius, jy ekologinj prisitaikyma, parazity specifiSkuma
jiems. Si informacija yra itin svarbi vertinant galimus hemosporidiniy parazity sukelty ligy

protriikius Siaurés Europos laukiniy pauk$¢iy populiacijose.

Darbo tikslas:
Nustatyti zyliniy (Passeriformes: Paridae) ir kai kuriy musinukiniy
(Passeriformes: Muscapidae) pauksciy uzsikrétima hemosporidijomis (Haemosporida),

iSaiskinti parazitus, kuriy transmisija vyksta Kursiy nerijoje bei nustatyti galimus jy perneséjus.



Darbo uzdaviniai:

1.

Istirti zyliniy (Paridae) ir musinukiniy (Muscicapidae) Seimoms priklausanciy
suaugusiy pauksciy, sugauty Kursiy nerijoje 2016, 2018 ir 2019 metais, uzsikrétima
pauksciy hemosporidiniais parazitais.

Istirti zyliniy ir musinukiniy pauks$¢iy jaunikliy, sugauty Kursiy nerijoje 2016, 2018 ir
2019 metais, uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais.

Isaiskinti, kokioms smulkiyjy masaly (Diptera: Ceratopogonidae) rasims priklausantys
kraujasiurbiai vabzdziai yra aptinkami Kursiy nerijoje (Kaliningrado srityje) ir nustatyti
Siy vabzdziy nattiraly uzsikrétimg pauks¢iy hemosporidiniais parazitais.

Palyginti zyliniy ir musinukiniy Seimoms priklausan¢iy pauks$éiy jauniklivose ir

smulkiuosiuose masaluose nustatytus parazitus.



1. LITERATUROS APZVALGA

Sioje baigiamojo magistro darbo dalyje apzvelgiama mokslingje literatiiroje
pateikiama informacija apie trijy genciy: Plasmodium, Haemoproteus ir Leucocytozoon
pauksciy hemosporidinius parazitus. Analizuojama informacija apie §iy parazity gyvenimo
cikla, vieta sistematikoje, paplitimg pasaulyje, virulentiskuma ir keliamas grésmes. Taip pat,
hemosporidijas perne$an¢ius vabzdzius (vektorius) ir §iy parazity transmisija. Sioje dalyje taip
pat apzvelgiami ir tyrimo metu tirty pauks¢iy biologija, paplitimas KurSiy nerijoje, Zzinomas

uzsikrétimas pauks¢iy hemosporidiniais parazitais.

1.1.HEMOSPORIDINIAI PAUKSCIU PARAZITAI

Sistematikai pauk$¢iy hemosporidinius parazitus yra priskyr¢ nesuranguotai
taksonominei grupei SAR (Stramenopiles+Alveolates+Rhizaria), kuri priklauso Eukarijy
domenui (Burki et al., 2007). Parazitologai visas pauk$¢iy hemosporidijas yra suskirste j tris
gentis: Plasmodium, Haemoproteus ir Leucocytozoon (Valkitinas, 2005; Atkinson and van
Riper 111, 1991). Sios gentys mokslininky yra i$skirtos pagal morfologines parazity savybes,
sutinkamas skirtingose vystymosi stadijose bei Siek tiek skirtingus vystymosi ciklus, tarpiniy
bei galutiniy Seimininky sistemating padétj (Martinsen et al., 2008). Nustatyta, kad skiriasi ir
skirtingy genciy hemosporidijy patogeniSkumas bei paplitimas pasaulyje: pavyzdziui,
Plasmodium genties hemosporidijos dazniau aptinkamos S$iltesnio klimato zonose, o
Leucocytozoon ar Haemoproteus genciai priskiriamos hemosporidijos — vidutinio klimato
zonose (Santiago-Alarcon et al., 2012).

Pirmosios hemosporidiniy parazity riiSys buvo apraSytos stebint morfologinius
skirtumus skirtingose parazity vystymosi stadijose, pirmiausiai pauks$¢iy eritrocituose
(Valkitnas, 2005). Tiriant tik pauk$¢iy eritrocituose esanciy parazity vystymosi stadijy
morfologines savybes buvo isskirta daugiau kaip du Simtai skirtingy parazity rasiy (Martinsen
et al., 2006). Po to, kai hemosporidiniy parazity identifikacijai buvo pasitelkti molekulinés
biologijos metodai, buvo pastebéta, kad Siy parazity mitochondrijy membraninio baltymo
citochromo b geno fragmento nukleotidy seka daZniausiai skiriasi tarp rasiy, todél tai greitai
tapo placiai paplitusiu ir naudojamu parazity identifikacijos bidu (angl. DNA barcoding)
(Bensch et al., 2009; Waldenstrom et al., 2004). Visgi, pradéjus placiai naudoti DNR seky
analize paremtus identifikacijos metodus tapo aisku, kad mitochondrinio citochromo b geno
fragmenty sekos gali varijuoti ir rasies viduje, todél remiantis Siais atradimais parazitologai

sukaré paukséiy hemosporidiniy parazity klasifikacijos sistemg, paremta ne tik parazito
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priskyrimo konkreciai riisiai, bet ir genetinés linijos identifikacija. 2014 metais buvo atrasta ir
suskaic¢iuojama daugiau kaip 1300 skirtingy pauks¢iy hemosporidiniy parazity genetiniy linijy
(Clark et al., 2014), o MalAvi* duomeny bazéje (Bensch et al., 2009) dabar pateikiama
informacija apie 2775 unikalias pauk$¢iy hemosporidiniy parazity genetines linijas.
Mokslininky teigimu, dar daugiau nei 10 000 genetiniy linijy gali buti dar neaprasytos (Bensch
et al., 2009; Bensch et al., 2004). Visgi, svarbu atkreipti démesj, kad $iuo metu mokslininkai,
tiriantys hemosporidiniy parazity sistematika, susiduria su isSukiu, jog iki genetinés linijos
pagal citochromo b geno fragmentg identifikuoti hemosporidiniai parazitai yra priskiriami
konkreéiai parazity genciai (Haemoproteus, Plasmodium ar Leucocytozoon), taciau jy
identifikacija iki rusies daznai néra atlickama arba atliekama neteisingai (Valkitinas, Atkinson,
et al., 2008). Tokia situacija yra susidariusi dél to, kad pastaruoju metu hemosporidijy
identifikacijai yra pla¢iai naudojami molekuliniai tyrimo metodai, tac¢iau morfologijos ziniy
trikumas ir nepakankamas mokslininky démesys tradiciniams identifikacijos metodams, t.y.
mikroskopavimui ir morfologijos tyrimams, neleidzia susieti molekuliniais metodais gautos
informacijos apie genetines linijas su konkrec¢ia hemosporidijy rasimi (Valkitnas, Atkinson, et
al., 2008). Mokslininkai teigia, kad norint uztikrinti, kad kuo maziau hemosporidiniy paukséiy
parazity genetiniy linijy likty nepriskirtos konkrecioms raSims, biitina ne tik atlikti tradicinius
morfologinius tyrimus (Bensch et al., 2009; Palinauskas, 2009), bet ir duomeny bazése prie
deponuoty parazito DNR seky priskirti atitinkamus morfologinius pavyzdzius bei i§saugoti

parazity rusj laiduojancius preparatus (Valkitnas, Atkinson, et al., 2008).

1.2 HEMOSPORIDINIU PARAZITU GYVENIMO CIKLAS

Siekiant suprasti pauk$¢iy hemosporidiniy parazity transmisijg ir keliamg pavojy
tiek pauksciy, tiek kraujasiurbiy vabzdziy populiacijoms svarbu suprasti §iy parazity vystymosi
cikla. Visy hemosporidiniy parazity gyvenimo ciklas skiriasi ne tik tarp skirtingy genciy
hemosporidiniy parazity, bet ir tarp skirtingy rasiy individy (Valkitnas, 2005). Si ypatybé yra
svarbi siekiant isaiskinti hemosporidijy patogeniskumga skirtingy riisiy paukséiams. Moksliniai
tyrimai atskleidzia, kad pauks¢iai yra maziau atspartis hemosporidijy infekcijoms, jei jos yra
pauksciui naujos, iSgyvena kitokias, pauksciui nejprastas, vystymosi stadijas (Ilgtinas et al.,
2019). Principinis hemosporidijy gyvenimo ciklas mokslininky yra i3aiskintas (pav. 1). Sie

parazitai batinai bent kartg savo vystymosi ciklo metu privalo pakeisti Seimininka, skirtinguose

! http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?reportl1=Grand+Lineage+Summary Prieiga per
internetg [2020 m. vasario 8 d.]
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Seimininkuose iSgyvena skirtingas vystymosi stadijas ir pakeicia reprodukcijos buda
(Valkianas, 2005; Huijben et al., 2007).

1 pav. Pauks¢iy maliarijos sukéléjo Plasmodium relictum vystymosi ciklo
schema. DesSinéje puséje atvaizduojamas nelytinis parazito dauginimosi budas: 1)
kraujasiurbiui vabzdziui maitinantis j paukséio kraujotakg patenka sporozoitai; 2) susiformuoja
kriptozoitai; 3) infekuojamas makrofagas; 4) susiformuoja metakriptozoitai; 5) infekuojamas
eritrocitas; 6) susiformuoja eritrocitiniai merozoitai; 7) infekuojamos kapiliary endotelio
lgstelés; 8) susiformuoja fanerozoitai; 9) subresta vyriSki ir moteriski gametocitai; A raide
pazymétas pirminis egzoertirocitinis ciklas, B — eritrocitinis ciklas, C - antrinis
egzoeritrocitinis ciklas. Kairéje paveikslo puséje atvaizduojamas lytinio dauginimosi ciklas
galutiniame Seimininke (vektoriuje): 10) vyriskos ir moteriskos gametos patenka j vabzdj
kraujo siurbimo metu; 11) jvyksta apvaisinimas ir susiformuoja zigota; 12) subrendusi ookineté
prasiskverbia per zarnos sienele; 13) susidariusioje oocistoje subresta sporozoitai (Huijben et
al., 2007).

Kaip ir buvo minéta anksCiau, skirtingy pauk$ciy hemosporidiniy parazity
vystymosi stadijos gali zenkliai skirtis, taCiau svarbiausi vystymosi etapai, svarbis
hemosporidijy transmisijai prasideda nuo nelytinio dauginimosi stadijos, vykstancios

tarpiniuose Seimininkuose — paukscéiuose. IS | pauks¢io kraujotaka kraujo siurbimo metu



inokuliuoty sporozoity formuojasi merozoitai, kurie paplinta visame Seimininko organizme.
Véliau paukscio eritrocituose pradeda bresti ir formuotis lytinio dauginimo lgstelés —
gametocitai. Gametocitai cirkuliuoja kraujyje ir kartu su krauju gali bati jsiurbiami j parazito
galutinio Seimininko — kraujasiurbio vabzdzio zarnyng. Patek¢ j vabzdi gametocitai pilnai
subresta ir prasideda lytinio dauginimosi stadija, kurios metu susiliejusios gametos suformuoja
zigotg, pradeda bresti ookineté, kuriai subrendus ir prasiskverbus per zarnos sienelg
susiformuoja oocista. Siame darinyje subresta sporozoitai, kuriems patekus j kraujasiurbio
vabzdzio seiliy liaukas Seimininkas pakartotinai siurbdamas krauja gali infekuoti kitg paukstj
ir ciklas prasideda i$ naujo (Valkitanas, 2005; Huijben et al., 2007).

Siekiant identifikuoti hemosporidiniy parazity vektorius ir nustatyti jy paplitimg
pasaulyje svarbu atkreipti démesj ne tik j parazity gyvenimo cikla, bet ir salygas, reikalingas
§iy parazity vystymuisi. Svarbiausi faktoriai, svarbiis daugelio hemosporidijy vystymuisi, yra
vidutiné temperattra (Valkitnas, 2005; Loiseau et al., 2013) ir temperatiiros svyravimai paros
metu (Paaijmans et al., 2010). Nors skirtingy rtsiy parazity optimali vystymosi temperatira
gali stipriai skirtis, visgi mokslininkai yra nustate, kad klimato kaita ir vidutinés temperattiros
pokyciai bei mazéjantys paros temperatiiros svyravimai gali biiti pakankamai svarbiu veiksniu,
leisian¢iu pauksciy hemosporidiniams parazitams paplisti ] teritorijas, kurioSe jy iki Siol
nebuvo (Loiseau et al., 2012; Zamora-Vilchis et al., 2012). Tai reiskia, kad mokslininky
atliekami hemosporidiniy parazity vektoriy ir parazity paplitimo tyrimai skirtinguose pasaulio
regionuose yra kaip niekada svarbiis, siekiant uzkirsti kelig galimiems hemosporidiniy parazity

sukelty infekcijy protritkiams ir apsaugant laukiniy ir naminiy pauks$¢iy populiacijas.

1.3.PAUKSCIU HEMOSPORIDINIU PARAZITU VIRULENTISKUMAS IR
KELIAMOS GRESMES

Pauks¢iy hemosporidiniai parazitai didelio mokslininky susidoméjimo sulaukia
ne tik dél ypatingo gyvenimo ciklo, ta¢iau ir dél pavojaus, kurj sukelia $iy parazity infekcijos,
laukiniy ir naminiy pauk$¢iy populiacijose, o taip pat ir jtakos daromos kraujasiurbiy vabzdziy
populiacijoms. Nors anks¢iau buvo manoma, kad laukiniy pauks$¢iy populiacijoms
hemosporidijy infekcijos yra salyginai nepavojingos ir zema (chroning) infekcija i§sivysto gana
daznai, mat parazituojamo pauk$¢io mirtis daznai reiSkia ir paciy parazity mirtj, o
hemosporidijos parazituoti Seimininkg gali beveik visg jo gyvenimg, nesukeldamos rimtesniy
patologijy (Valkitnas, 2005). Mokslininkai pastaruoju metu teigia, kad tokie duomenys gali

biiti netikslis dél paprastai tyrimy metu naudojamos metodikos: laukiniai pauksciai yra



gaudomi tinklais, j kuriuos daZniau patenka sveiki, laisvai skraidantys pauksciai, todeél
tinkluose retai aptinkami pauksciai, kuriems hemosporidiniy parazity infekcija pasireiské
stipriau (Westerdahl et al., 2005; Zhang et al., 2014; Niebuhr et al., 2016). Tokias iSvadas taip
pat gali patvirtinti ir laboratorijos, kontroliuojamomis saglygomis atlickami pauks¢iy maliarijos
tyrimai, kurie atskleidzia, kad hemosporidijy infekcijy sukeltos organy pazaidos gana daznai
itin sumazina pauksc¢iy iSgyvenimo galimybes ar net sukelia mirtj (Palinauskas et al., 2015).
Biitent dé¢l Sios priezasties hemosporidijy paplitimo pasaulyje, specifiSkumo pauksciams ir
kraujasiurbiams vabzdziams, virulentiSkumo bei transmisijos tyrimai yra itin svarbds ir
siekiant prognozuoti $iy parazity sukeliamy infekcijy protrikius. Ypatingai svarbis $ie tyrimai
yra ir vykdant biologinés jvairovés iSsaugojimo programas, kadangi nykstancioms ar
endeminéms pauks¢iy rasiy populiacijoms $iy parazity sukeltos infekcijos gali biiti praziitingos
(Asghar et al., 2011; Lachish et al., 2011).

Turbiit vienas 1§ ryskiausiy ir geriausiai iStirty pavyzdziy, susijusiy su
hemosporidiniy parazity sukelty infekcijy jtaka endeminéms paukséiy populiacijoms, yra
mazdaug 1990-siais prasidéj¢s masinis pauksciy nykimas Havajuose (Boyer, 2008). Ekologai
yra nustate, kad mazdaug 75 procentams endeminiy Havajy pauksciy rusiy yra kilusi grésmé
isnykti. Sio nykimo priezastimis mokslininkai yra nustate gyvenamuyjy teritorijy mazéjima,
konkurencija su ne vietiniy pauks¢iy riisiy atstovais, taciau kaip pagrinding pauksciy nykimo
priezastj mokslininkai jvardina hemosporidiniy pauks¢iy parazity sukeliamy infekcijy plitima
(Atkinson et al., 1995). Véliau atlikti tyrimai atskleidé, kad $iy infekcijy plitimui Havajuose
itin didelj poveikj turéjo XIX amziuje kartu su kroviniais atgabenti Culex quinquefasciatus
rusies kraujasiurbiai uodai, kurie ir tapo pagrindiniais pauks¢iy maliarija sukelianéiy parazity
vektoriais Havajuose (Samuel et al., 2011). Vieni i§ labiausiai Siy uody ir jy perneSamy
hemosporidiniy parazity paveikti paukséiai buvo iviai (Vestiaria coccinea). Nustatyta, kad
masinj Sios rasies pauks¢iy nykimag 1émé uzsikrétimas Plasmodium relictum rtsies parazitais.
Atlikti tyrimai atskleidé, kad apie 90 procenty parazitais infekuoty pauksc¢iy Zista, 0 daugiau
kaip 30-yje procenty visy zuvusiy pauks$¢iy eritrocity yra aptinkami hemosporidiniai parazitai
(Atkinson et al., 1995). Visgi, tokie auksti mirtingumo rodikliai ir intensyvios parazitemijos
paprastai pauksciy populiacijose néra aptinkamos. Manoma, kad tokius rezultatus lémé tai, jog
Havajuose iki §ios infekcijos protrikio hemosporidiniai parazitai ir kraujasiurbiai uodai, jy
vektoriai, nebuvo paplite, tad, jiems atsiradus, pauks¢iuose nebuvo iSsivystes efektyvus
imuninis atsakas Siems parazitams. Nustatyta, kad tokiais atvejais Plasmodium genties
hemosporidijy infekcijos gali biti itin pavojingos (Yorinks and Atkinson, 2000). Mokslininkai

teigia, kad beveik visos endeminés pauksciy ruSys, gyvenancios Zemiau, nei vieno dviejy
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kilometry aukstyje vir§ jaros lygio, Havajuose yra iSnykusios dél Plasmodium parazity. Jeigu
Plasmodium parazity vektoriai prisitaikys prie Zemesniy temperatiiry ir galés gyventi aukséiau
kalnuose — likusioms pauksc¢iy rasims Havajuose taip pat gresia iSnykimas.

Hemosporidiniy parazity tyrimai yra svarbis siekiant i$saugoti ir nelaisvéje
laikomus paukscius. Nustatyta, kad hemosporidiniai pauk$¢iy parazitai gali tapti pauksciy,
laikomy zoologijos soduose ar paukStynuose, zities priezastimi. Tokie, mokslininky patvirtinti
atvejai yra pasitaike visame pasaulyje: 2010-aisiai dél Haemoproteus minutus parazity sukelty
infekcijy Vokietijos ir Sveicarijos zoologijos soduose Zuvo trijy skirtingy risiy papigos (Olias
et al., 2011), Pekino zoologijos sode hemosporidiniy parazity sukeltos infekcijos padaré itin
didele Zala ten auginamoms gervéms (Jia et al., 2018). Tyrimy metu nustatyta, kad
Leucocytozoon genties hemosporidijos daznai sukeldavo $iy gerviy jaunikliy zatj (Jia et al.,
2018). Nors $iy parazity jtaka pauks¢iams ir jy populiacijoms yra gerai jrodyta, pagrindiniu
atlikus yra galima veiksminga parazity kontrol¢ ir nelaisvéje gyvenanciy pauks¢iy apsauga.

Svarbu atkreipti démesj, kad nuo hemosporidiniy pauksciy parazity sukelty
infekcijy zati gali ne tik pauksciai, taCiau ir Siuos parazitus perneSantys kraujasiurbiai
vabzdziai. Nustatyta, kad vabzdziai, infekuoti hemosporidiniais parazitais sunkiau skrenda,
reiau maitinasi (Santiago-Alarcon et al., 2012), organuose susiformavusios ookinetés,
migruodamos per organizma, sukelia organy pazeidimus todé¢l tai gali tapti ir kraujasiurbiy
vabzdziy zuties priezastimi (Valkiunas et al., 2014; Bukauskaite et al., 2016). Eksperimentiskai
nustatyta, kad poveikis kraujasiurbiams vabzdziams yra tiesiogiai susijes su parazitemijos
lygiu paukséio, nuo kurio vektorius maitinosi, kraujyje (Valkiunas et al., 2014). Tai reiskia,
kad didesnis parazitemijos lygis pauk$¢iy organizme taip pat yra pavojingas ir kraujasiurbiy

vabzdZiy 1§gyvenimui.

1.4 HEMOSPORIDINIU PARAZITU SPECIFISKUMAS PAUKSCIAMS

Pastaruoju metu atlickami pauk$¢iy hemosporidiniy parazity molekuliniai
tyrimai atskleidzia, kad skirtingy hemosporidijy gen¢iy parazitai skiriasi ir skirtingu
specifiSkumu savo Seimininkams. Skirtingy genciy hemosporidijose $i savybé pasireiskia
skirtingai, o $ie skirtumai gali bti svarbiis tiriant parazity evoliucija ir aiSkinantis plitimo bei
pernesimo mechanizmus, nustatant galimus vektorius (Reeves et al., 2015).

Plasmodium genties hemosporidijos dazniau pasizymi specifiSkumu savo

galutiniams Seimininkams, kraujasiurbiams uodams (vektoriams), taciau gali parazituoti labai
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platy spektra paukséiy rasiy (Ramey et al., 2012; Ziegyté and Valkitinas, 2014; Reeves et al.,
2015). Tai reiSkia, kad skirtingus Plasmodium genciai priklausanciy genetiniy linijy parazitus
gali pernesti tik specifiniy rasiy kraujasiurbiai uodai, taciau parazitai gali vystytis daugelio
rasiy pauksciuose. Pavyzdziui, MalAvi duomeny bazés duomenimis Plasmodium relictum
rasiai priklausancios genetinés linijos pSGS1 parazitai yra nustatyti parazituojantys 129-iy
skirtingy rasiy paukséius. Sios 129-i0s riisys priskiriamos 33 eimoms pasiskirs¢iusioms po 11
pauksciy buriy.

Kitaip nei Plasmodium, Haemoproteus genties parazitai yra specifiSkesni savo
tarpiniams Seimininkams — pauk$¢iams (Zhang et al., 2014). Nustatyta, kad Haemoproteus
genties hemosporidijos, aptiktos zgsiniuose pauks¢iuose (Anseriformes) labai retai aptinkamos
parazituojancios kitiems taksonams priskiriamus paukséius (Wood et al., 2013). Tai reiskia,
kad Haemoproteus genties skirtingoms genetinéms linijos priklausancios hemosporidijos yra
prisitaikiusios parazituoti tik specifinius pauks$cius, o patekusios j kity rasiy paukséiy
organizmus paprastai ziista dél neprisitaikymo jveikti Seimininko imuninj atsaky. Visgi, Sie
parazitai yra daug adaptyvesni savo vektoriams, todél jy perneSimas gali vykti plac¢iau.
Palyginimui su Plasmodium, Haemoproteus majoris rtsies genetinés linijos hPARUS1
parazitai yra aptikti tik 24-iy skirtingy rasiy pauksciuose, priklausanéiose aStuonioms paukséiy
Seimoms, priskiriamoms tik Zvirbliniy pauksc¢iy bariui (MalAvi duomeny bazés duomenys).
Visgi, naujausi mokslininky tyrimai atskleidzia, kad skirtingy biiriy pauks¢iams gyvenant itin
arti vienas kito net ir labai savo Seimininkams specifisky Haemoproteus parazity Seimininky
pakeitimas yra galimas (Reeves et al., 2015).

Leucocytozoon genties hemosporidiniy parazity tyrimai, susije su $iy parazity
specifiSkumu konkre¢ioms pauks¢iy riisims, atliekami retai, todél misy zinios apie $iy parazity
specifiSkumg yra gana ribotos. Visgi, mokslininkai mano, kad panasiai kaip ir Haemoproteus
atveju Sios hemosporidijos yra stipriai specifiskos savo tarpiniams Seimininkams (pauks§¢iams)
ir dazniausiai tos pacios genetinés linijos parazitai aptinkami tik giminingy rasiy pauksc¢iuose
(Yoshimura et al., 2014). Kaip ir Haemoproteus parazity atveju, pavyzdziui, zgsiniuose
pauksciuose aptikti parazitai kitiems taksonams priklausan¢iuose paukséiuose aptinkami itin
retai (Wood et al., 2013).

Mokslininkai mano, kad §is specifiSkumas pauksc¢iams yra susidares dél skirtingo
hemosporidiniy parazity produkuojamo apikalinio membraninio baltymo (apical membrane
antigen, toliau — AMA) koduojanc¢io geno AMAL variabilumo skirtinguose parazituose.
Kadangi Sis baltymas yra svarbus prasiskverbimui ] eritrocitus parazity vystymosi metu

(Peterson et al., 1989), didesnis $io geno polimorfizmas reiskia ir didesnes parazito galimybes
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iSvengti prasiskverbimg ] eritrocitus inhibuojanciy antiktiny, produkuojamy Seimininko
imuninés sistemos (Lauron et al., 2014). Nustatyta, kad Plasmodium genties parazituose
skirtingyg AMAL geno variacijy galima rasti ir tai paciai genetinei linijai priklausanciuose
parazituose (Lauron et al., 2014). Manoma, kad §is geny polimorfizmas Plasmodium genties

hemosporidijose yra pagrindiné prisitaikymo parazituoti daugelio rasiy paukscius priezastis.

1.5.PAUKSCIU HEMOSPORIDINIU PARAZITU VEKTORIAI -
KRAUJASIURBIAI VABZDZIAI

Atliekant hemosporidiniy pauksciy parazity tyrimus ir siekiant iSsiaiskinti
skirtingas parazity, cirkuliuojan¢iy tiriamose teritorijose, riiSis svarbu suprasti ir iy parazity
vektoriams reikalingas ekologines salygas bei jy paplitimg, kadangi parazitai gali bati
perneSami tik ten, kur vystosi ir yra aptinkami jiems specifiskai tinkantys vektoriai.

Pastaruoju metu skiriant didesnj démes] ne tik patiems hemosporidiniams
parazitams, bet ir jy vektoriams — dvisparniams vabzdziams, buvo nustatyta, kad skirtingoms
gentims priklausantys hemosporidiniai parazitai yra perneSami skirtingoms Seimoms
priklausanciy kraujasiurbiy vabzdziy (Santiago-Alarcon et al., 2012; Pacheco et al., 2018).
Plasmodium genties hemosporidijy perne$éjais yra vabzdziai, priklausantys Phlebothomidae
bei Culicidae (poseimiai Culicinae ir Anophelinae) seimoms (Valkitnas, 2005; Njabo et al.,
2011), Haemoproteus genciai priskiriamy parazity perne$éjais yra vabzdziai, priklausantys
Ceratopogonidae ir Hippoboscidae seimoms (Bukauskaite et al., 2016), Leucocytozoon
perneséjais yra vabzdziai, priklausantys Simuliidae Seimai (Valkitnas, 2005), taciau yra
nustatyta, kad Leucocytozoon caulleryi transmisijoje dalyvauja Culicoides genties smulkieji
masalai (Yu and Wang, 2001). Pavyzdziui, eksperimentiniais tyrimais nustatyta, kad
paprastasis uodas (Culex pipiens) yra Plasmodium genties parazity vektorius, taciau jis
nedalyvauja Haemoproteus genties hemosporidijy transmisijoje (Gutiérrez-Lopez et al., 2016).

Sis parazity specifiskumas galutiniams Seimininkams igkélé hipoteze, jog
skirtingy hemosporidijy genciy atsiradimas yra susijes su ko-evoliuciniais parazity bei jy
tarpiniy (paukséiy) ir galutiniy (vabzdziy) Seimininky rysiais. Sia hipoteze patvirtina moksliniy
tyrimy duomenys, kuriais jrodyta, jog parazity rasiy ir genc¢iy filogenetinis issiskyrimas
priklauso nuo parazita pernesanciy vabzdziy bei galutiniy Seimininky evoliuciniy pokyciy
(Pacheco et al., 2018). Seimininky imuninés sistemos raida, plitimas pasaulyje, naujy risiy
atsiradimas ir kiti faktoriai 1émé ir tokios didelés pauk$¢iy hemosporidiniy parazity jvairoves

atsiradima.
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Nors pauks$¢iy migracija yra svarbus veiksnys, prisidedantis prie hemosporidiniy
parazity paplitimo ir ekologinio prisitaikymo pasaulyje (Santiago-Alarcon et al., 2011), visgi
§iy parazity paplitimui pasaulyje daug svarbesni yra jy vektoriai. Vabzdzio ekologiné nisa yra
svarbus veiksnys, leidziantis nuspéti, kokie parazitai gali buiti perneSami tam tikrose teritorijose
(Kimura et al., 2010; Santiago-Alarcon et al., 2012).

Vektoriai, kurie dazniau maitinasi zinduoliy, ropliy, bet ne paukséiy krauju yra
daug maziau efektyviis pauks$ciy hemosporidijy vektoriai (Hellgren et al., 2008). Be to, dalies
moksliniy tyrimy rezultatai atskleidzia, kad kai kuriy ornitofiliniy rasiy kraujasiurbiai
vabzdziai, pavyzdziui Simuliidae upiniai masalai, maitinasi tik specifiniy pauks¢iy krauju ir
taip gali bati apribotas hemosporidiniy parazity plitimas (Hellgren et al., 2008). Visgi,
Simuliidae seimos masalus tyrinéjantys mokslininkai teigia, kad upiniai masalai kaip ir kiti
kraujasiurbiai vabzdZziai néra labai specifiski, pasirinkdami savo mitybos S$altinius, 0
specializacija vyksta klasés lygmenyje (Adler et al., 2004). Tokie kraujasiurbiai vabzdziai
generalistai, kurie gali maitintis daugelio pauks¢iy krauju gali biti svarbiu veiksniu itin
efektyviam parazity plitimui. Ypac, jei perneSamas parazitas yra taip pat prisitaikes parazituoti
platy spektra paukséiy ir Siuose Seimininkuose vyksta sékmingas uzkreciamy parazity formy
vystymasis (Martinez-de la Puente et al., 2011).

Kaip ir minéta anks$¢iau, placiausiai tiriama hemosporidiniy parazity grupé yra
Plasmodium genties parazitai, todél mokslinéje literatiiroje daugiausiai informacijos galima
rasti ir apie Sios genties parazity vektorius. Skirtingi Phlebothomidae bei Culicidae seimoms
priklausantys vektoriai yra prisitaikg gyventi ir vystytis jvairiomis saglygomis, todél yra placiai
paplite visame pasaulyje.

Phlebothomidae Seimos vabzdziai yra vieni i§ nedaugelio vabzdziy, kurie gali
maitintis tiek zinduoliy, tiek ropliy ir pauks¢iy krauju. Nors Sie vabzdziai dazniausiai yra
aptinkami Siltesnio klimato zonose (pietinéje Europoje, Azijoje, Afrikoje, Australijoje,
Centringje ir Piety Amerikoje), taciau jy paplitimo arealas siekia ir Siauriau esancias teritorijas.
Jie aptinkami ir Siaurinéje vakary Europos dalyje, Mongolijoje, Kanadoje (Lewis, 1982; Young
and Perkins, 1984). Visgi, Kursiy nerijoje ir visame Baltijos jliros pietrytiniame regione $ios
Seimos vabzdziai néra aptinkami, tad Plasmodium genties hemosporidijy pernesima Siose
vietovése galéty vykdyti tik Culicidae Seimos uodai.

Culicidae seimos uodai yra didziausia ir labiausiai paplitusi kraujasiurbiy
vabzdziy grupé. Jy vystymuisi tinkami jvairGs vandens telkiniai ar vandens sankaupos, tad Siy
vabzdziy paplitimo arealas itin platus: aptinkami visame pasaulyje, iSskyrus Antarktida

(Harbach and Kitching, 1998). Siuo metu mokslininkai yra identifikave daugiau kaip tris
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tukstanc¢ius $iy uody rasiy. Visgi, nustatyta, kad tik nedidelé $iy uody dalis gali pernesanti
Plasmodium genties parazitus. Pavyzdziui, Anophelinae poseimyje yra beveik penki Simtai
aprasyty uody rasiy. Siy uody paplitimo arealas taip pat apima beveik visa pasaulj, tad
manoma, kad jie yra itin svarbtis Plasmodium parazity vektoriai, taciau, i$ jy tik apie dvideSimt
rusiy visame pasaulyje Siuo metu moksliniais tyrimais yra nustatytos kaip galincios natiiraliai
pernesti Plasmodium genties parazitus (Santiago-Alarcon et al., 2012). MalAvi duomeny bazés
duomenimis? Europoje tik astuonios Culicinae poseimio uody riigys: Culex pipiens, C. theileri,
C. modestus, C. pereziquus, Aedes vexans, A. albopictus, Culiseta annulata, Ochlerolatus
caspius yra zinomos kaip Plasmodium genties parazity vektoriai. Svarbu atkreipti démesj, kad
paskutiniyjy keturiy risiy uody dalyvavimas hemosporidijy transmisijoje buvo nustatytas tik
kelis kartus. Dazniausiai kaip Plasmodium genties hemosporidijy vektoriai yra minimi Culex
pipiens riisies uodai. Zinoma, kad $ie uodai gali dalyvauti net 59-iy skirtingy Plasmodium
genetiniy linijy parazity transmisijoje (MalAvi duomeny bazés duomenys).

Kursiy nerijoje atliekant kraujasiurbiy vabzdziy tyrimus buvo identifikuota
SeSiolika uody rasiy: Anopheles maculipenis, Aedes cinereus, A. vexans, Coquillettidia
richiardi, Culex pipiens, Culiseta mositans, C. ochroptera, C. alaskaensis, Ochlerotatus
geniculatus, O. annulipes, O. beningi, O. centans, O. cataphylla, O. excrucians, O. intrudens,
O. rusticus (Bernotiené, 2006, 2012). Zinoma, kad astuoniy i§ $iy $eiolikos rasiy uodai
maitinasi ir pauksc¢iy krauju: A. cinereus, A. vexans, C. pipiens, O. annulipes, O. cantans, O.
cataphylla, O. excrucians ir O. intrudens (Bernotiené, 2012), tad galima manyti, kad Sios rasys
galéty buti Plasmodium parazity vektoriai Kursiy nerijoje.

Placiausiai KurSiy nerijoje paplitusiy, Haemoproteus genties, hemosporidijy
pernes$img mokslininky teigimu vykdo dvi kraujasiurbiy vabzdziy Seimos: Ceratopogonidae
(Culicoides) ir Hippoboscidae. Sios $eimos jungia daugiau kaip penkiems tiikstanéiams rasiy
priklausancius kraujasiurbius vabzdzius (Mogi, 2007).

Hippoboscidae Seimos briedmusés, kuriy pasaulyje suskaiCiuojama apie 200
rasiy (Dick, 2006), yra labiausiai paplitusios tropinése ar subtropinése pasaulio zonose ir tik
maza dalis jy aptinkama ir Siauriau (Maa, 2007). Didziosios dalies Siy kraujasiurbiy vabzdziy
i8gyvenimui yra reikalinga maitintis tik pauks$ciy krauju, tad jie gali buti pakankamai efektyviis
ir gerai prisitaike hemosporidiniy parazity vektoriai. Sie vabzdziai buvo vieni pirmyjy, kurie

buvo identifikuoti kaip galintys vykdyti Haemoproteus genties hemosporidijy transmisija,

2 http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?report3=Vector+Data+Table Prieiga per internetg
[2020 m. geguzés 2 d.]
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taCiau mokslininkai teigia, kad dél nedidelio vabzdziy paplitimo Europoje jie negali bati
pagrindiniu parazity plitimg Europoje reguliuojanc¢iu veiksniu (Valkianas, 2005).

Mokslininky teigimu pagrindiniai Haemoproteus genties hemosporidijy vektoriai
Europoje ir ypaé vidurio ir $iaurinéje jos dalyje yra Culicoides masalai (Valkitinas, 2005). Siuo
metu pasaulyje yra identifikuota apie 1400 skirtingy smulkiyjy masaly rasiy (Meiswinkel et
al., 2004). Sie vabzdziai yra prisitaike vystytis labai skirtingomis salygomis, tad aptinkami
visame pasaulyje, iSskyrus teritorijas, esancias toli uz poliarinio rato ir Naujaja Zelandija,
Islandija, Havajus (Mellor et al., 2000). Smulkiesiems masalams vystytis reikalingos jvairios
vandens sankaupos, kuriose padedami kiauSiniai. Lervos vystosi vandens pavirsiuje,
prisikabinusios prie augaly ar kity substraty, tad Sie masSalai gali buti aptinkami jvairiose
buveinése, tadiau netoli nuo vietoviy, kuriose galé¢jo vystytis $iy dvisparniy lervos, kadangi
suaugéliai paprastai neskrenda toli nuo i$siperéjimo vietos (Mellor et al., 2000). Nustatyta, kad
daugelio raisiy smulkieji masalai vidutinio klimato juostose pasirodo pavasario pabaigoje, dalis
$iy vabzdziy iSlieka ir per visg vasarg (Blanton and Wirth, 1979). DidZiausia smulkiyjy masaly
jvairové Kursiy nerijoje taip pat yra fiksuojama pavasario pabaigoje — vasaros pradzioje
(Trukhan et al., 2003). Mokslininkai yra nustat¢, kad smulkieji masalai aktyviausiai krauju
maitinasi vakarais, pradéjus temti, bei rytais, Svintant (Blanton and Wirth, 1979; Young and
Perkins, 1984).

Tyrimy metu KurSiy nerijoje buvo identifikuoti trylikos rasiy Culicoides
kraujasiurbiai masalai: Culicoides obsoletus, C. impunctatus, C. punctatus, C. albicans, C.
festivipennis, C. reconditus, C. segnis, C. pallidicornis, C. pictipennis, C. impunctatus ir C.
salinarius, C. fascipennis, C. stigma, taiau pastarosios trys nuo 1993 mety KurSiy nerijoje
aptiktos nebuvo (Glukhova and Valkitinas G., 1993; Liutkevicius, 2000b; Trukhan et al., 2003;
Bernotiene, 2006).

Nors Culicoides masalai yra itin placiai paplitg ir manoma, kad yra pagrindiniai
pauksciy parazity vektoriai, $iuo metu, atliekant tyrimus Europoje, tik dvylikos Culicoides
rasiy masaluose yra aptiktos pauksciy hemosporidijos (Bobeva et al., 2013, 2014; Synek et al.,
2013; Bernotiené et al., 2019; Bukauskaité et al., 2019). Visgi, vis dar néra aiSku, ar visy
dvylikos riisiy masSalai gali dalyvauti Haemoproteus genties parazity transmisijoje, nes tai
duomenys gauti tyrimy, kuriuose buvo naudojamas tik PGR metodas, metu, tad gali buti, kad
aptikty parazity sporogonija masaluose nevyksta, o parazitai j masalg pateko jam besimaitinant
pauksciy krauju (Valkitnas et al., 2013). Mokslininkams tiriant Kursiy nerijoje ir Verkiy
regioniniame parke vykstancig Haemoproteus parazity transmisija yra pavyke nustatyti

septynias rtsis, aptinkamas Siose teritorijose ir galimai galincias pernesti Haemoproteus
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genties hemosporidijas: Culicoides circumscriptus, C. festivipennis, C. kibunensis, C.
pictipenis, C. segnis, C. scoticus ir C. impunctatus (Bernotiené et al., 2019). Gausiausi i§ $iy
Kursiy nerijoje yra Culicoides impunctatus masalai ir literatiiroje galima rasti informacijos, jog
eksperimentiskai nustatyta, kad $i0S riisies masalai gali pernesti trylikos Haemoproteus genties
genetiniy linijy parazitus (Ziegyté et al., 2017). Nors iki §iol buvo manoma, kad biitent C.
impunctatus masalai yra svarbiausi Haemoproteus genties hemosporidijy vektoriai KurSiy
nerijoje (Valkidinas et al., 2002; Ziegyté et al., 2017), tadiau abejoniy dél ios riisies vaidmens
Haemoproteus parazity perneSime jaunikliams kelia tai, jog C. impunctatus masaly pasirodymo
laikas (apie birzelio 10 d.) gali nesutapti su laiku, kai aptinkami hemosporidijomis uzsikréte
pauks¢iy jaunikliai, o taip pat Sie masalai Kur$iy nerijoje yra paplite gana lokaliai ir aptinkami
gana trumpai (Liutkevicius, 2000a; Truchan, M. et al., 2001), tad neturéty buti laikomi
svarbiausiais Haemoproteus hemosporidijy vektoriais Siame regione. Siekiant iSaiskinti
Haemoproteus genties hemosporidijy perneséjus Kursiy nerijoje reikty atkreipti démes; j kitus,
daug maziau istirtus ir literatiroje aptariamus Culicoides genties smulkiuosius masalus.

Leucocytozoon genciai priklausancius parazitus perneSantys upiniai masalai
(Simuliidae seima) yra didelé grupé, apjungianti daugiau kaip 1800 vabzdziy rasiy (Adler et
al., 2004). Sie dvisparniai vabzdziai taip pat yra paplite visame pasaulyje, o didZiausias
aptinkamy rasiy skaiCius yra registruojamas Paleartinéje zonoje. Upiniai maSalai krauju
maitinasi i$skirtinai tik dienos metu. Sie vabzdziai aptinkami besimaitinantys visos dienos
metu, tik itin saulétose ir jkaitusiose vietose gali bti stebimas maitinimosi ciklo pasikeitimas
j rytinj ir vakarinj (Adler et al., 2004).

Upiniams masalams vystytis yra reikalingas tekantis vanduo (Bernotien¢, 2003;
Adler et al., 2004), todé¢l yra manoma, kad tam tikrose teritorijoje, pavyzdziui, Kursiy nerijoje,
kur néra upiniy masaly vystymuisi reikalingy salygy, Siy vabzdziy perneSamy parazity
transmisija vykti neturéty (Valkiainas, 2005). Visgi, yra duomeny, kad upiniai masalai gali bati
aptinkami ir KurSiy nerijos Siauringje dalyje (aplink Juodkrante), taciau pie€iau Juodkrantés
upiniy masaly neaptinkama (duomenys nepublikuoti). Taip pat, verta atkreipti démesj, kad
mokslininkai teigia, jog upiniams masalams yra gana jprastas plitimas véju, tokiu biidu Sie
kraujasiurbiai vabzdziai gali jveikti didelius atstumus (Adler et al., 2004) ir patekti j teritorijas,
kuriose néra lervy vystymuisi tinkamy salygy.

Informacijos apie tai, kuric upiniai masalai gali vykdyti konkreciy
Leucocytozoon genties hemosporidijy transmisija néra daug. Tyrimai, atlikti Siaurés
Amerikoje nustaté, kad vieni pagrindiniy Simuliidae upiniy masaly, atsakingy uz

hemosporidiniy parazity transmisijg centringje Jungtiniy Amerikos Valstijy dalyje, yra
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Simulium silvestre rasies masalai (Murdock et al., 2015). 46,2 procenty visy tirty Sios rasies
upiniy masaly buvo uzkrésti Leucocytozoon hemosporidijy infekcijomis. IS viso S. silvestre
risies masaluose buvo nustatytos 24 skirtingy genetiniy linijy hemosporidiniai parazitai
(Murdock et al., 2015). Visgi, $ie $ios rasies kraujasiurbiai vabzdZiai yra aptinkami tik Siaurés
Amerikoje ir mazose teritorijose Skandinavijos Siaurinéje dalyje, tad Europoje paplitusiy
Leucocytozoon genties parazity vektoriai yra kiti Simuliidae Seimos dvisparniai.

MalAvi duomeny bazés duomenimis® Europoje yra nustatytos tik dvi Simuliidae
Seimos masSaly raSys, kuriy atstovai gali dalyvauti hemosporidiniy pauksciy parazity
transmisijoje: Simulium vernum yra placiai Europoje paplitusi upiniy masaly rasis, $ios rasies
masalai taip pat aptinkami ir Lietuvoje, pernesa penkiy Leucocytozoon genetiniy linijy (IBT2,
IEUSE2, INEVEO1, IPARUS4 ir IPARUS25) parazitus; S. securiforme dalyvauja IEUSEL ir

ISTURL1 genetinéms linijos priskiriamy parazity transmisijoje.

1.6.PAUKSCIU HEMOSPORIDINIU PARAZITU TRANSMISIJA IR
PAPLITIMAS PASAULYJE

Nors mokslininkai yra iSaiSkine, kokioms Seimoms priklausantys vektoriai
dalyvauja skirtingy genciy parazity pernesime, taciau vis dar yra surinkta pakankamai mazai
informacijos apie konkreciy vabzdziy rii$iy vaidmenj tam tikty riSiy ar genetiniy linijy parazity
transmisijoje. IS visy pasaulyje cirkuliuojanciy paukséiy hemosporidiniy parazity MalAvi
duomeny bazés duomenimis® tik 197-iy genetiniy linijy parazitai turi nustatytus ir patvirtintus
vektorius. Kaip hemosporidiniy parazity vektoriai nustatyti 64-ios rasiy Kraujasiurbiai
vabzdziai (1 lentel¢). Taip pat néra visiSkai aiSkus ir konkreéiy rusiy ar genetiniy linijy
hemosporidiniy parazity paplitimas pasaulyje.

Dél specifisko hemosporidiniy parazity gyvenimo ciklo pauksciai Siais parazitais
uzsikresti gali tik tose teritorijose, kuriose konkretus parazitas yra perneSamas t.y. teritorijos,
kuriose gyvena ir tam parazitui pernesti reikalingi vabzdziai. Suauges ir Siltuosiuose krastuose
jau ziemojes paukstis gali uzsikrésti tose teritorijose paplitusiomis hemosporidijomis, taciau
grizes 1 peréjimo teritorijas parazitas nebiitinai bus perneStas kitiems paukSciams. Dél Sios
priezasties mokslininkams tiriant tik pirmameciuose, ziemoti dar neiSskridusiuose,

jaunikliuose aptinkamus hemosporidinius parazitus galima nustatyti, kokiy riisiy ir genetiniy

3 http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?report3=Vector+Data+Table Prieiga per internetg
[2020 m. balandzio 12 d.]

4 http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?report3=Vector+Data+Table Prieiga per interneta
[2020 m. balandzio 12 d.]
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linijy parazitai yra paplit¢ ir perneSami atitinkamose teritorijose, taip pat nustatyti tose
teritorijose gyvenanc¢ius vektorius, jy uzsikrétimg hemosporidiniais parazitais bei taip

identifikuoti skirtingy genetiniy linijy parazitus pernesancius vabzdzius (Dunn et al., 2017).

1 lentelé. Kraujasiurbiy vabzdziy Seimos ir Sioms Seimoms priklausanciy
Kraujasiurbiy vabzdziy, identifikuoty kaip hemosporidiniy pauk$éiy parazity vektoriai,
skai¢ius. Duomenys gauti remiantis MalAvi duomeny bazés duomenimis®.

Kraujasiurbiy vabzdziy Seima Riisiy, nustatyty kaip hemosporidiniy
parazity vektoriai, skai¢ius

Ceratopogonidae 9

Culicidae 42

Hippoboscidae 1

Simuliidae 12

Antroje lenteléje (2 lentelé) pateikiama MalAvi duomeny bazéje registruoty
Kursiy nerijoje aptikty paukséiy hemosporidiniy parazity sarasas, ta¢iau mokslininkams vis dar
triiksta duomeny apie tai, kurie i$ parazity $iame regione cirkuliuoja ir yra perneSami, o kuriais
pauksciai uzsikrété ziemodami pietinéje Europos dalyje ar Afrikoje ir Siuose regionuose buvo
identifikuoti tik suaugusiuose pauksciuose.

MalAvi duomeny bazés duomenimis (2 lentelé¢) KurSiy nerijoje esancioje
ziedavimo stotyse yra sugauti pauksciai, uzsikréte Plasmodium ashfordi rasiai priklausanciu
(genetinés linijos pPGRWO02) parazitu, taciau, mokslininkai yra nustate, kad $iai genetinei linijai
priskiriamy parazity pernesimas vyksta tik Afrikoje, o Europoje $ios genetinés linijos parazitai
yra aptinkami tik suaugusiuose paukséiuose (Mendes et al., 2013). Svarbu atkreipti démes;,
kad net ir tos pacios riiSies parazitai gali biiti perneSami visiSkai skirtingose teritorijose.
Pavyzdziui, Plasmodium relictum parazity, priskiriamy pGRWO04 genetinei linijai, transmisija
vyksta Afrikoje (Waldenstrom et al., 2002), o tos pacios rasies pSGS1 genetinés linijos
parazitai yra perneSami tiek Afrikoje, tiek Siaurinéje Europos dalyje (Krizanauskiene et al.,
2006; Hellgren et al., 2007).

Nustatyta, kad didesnis hemosporidiniy parazity sukeliamy infekcijy skaicius yra
fiksuojamas vietovése, kuriose pauksciai turi nuolatinj kontaktg su kraujasiurbiais vabzdziais.
Tokie pavyzdziai yra aprayti su Plasmodium genties parazitais Siaurés Amerikoje (Medeiros

et al., 2015), taip pat, Leucocytozoon hemosporidijomis Piety Amerikoje, kur buvo isaiskinta,

5 http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?report3=Vector+Data+Table Prieiga per internetg
[2020 m. balandzio 11 d.]
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kad daugiau Leucocytozoon parazitais uzsikrétusiy pauksciy yra auk$¢iau nuo juros lygio
esanciose platumose, kuriose veisiasi daugiau $iuos parazitus perne$anc¢iy upiniy masaly (Lotta
et al., 2016). Remiantis $iais duomenimis, galima padaryti dvi iSvadas. Pirmiausiai, atlickant
hemosporidiniy parazity tyrimus pauk$ciy jaunikliuvose KurSiy nerijoje, galima tikétis
identifikuoti ty genetiniy linijy parazitus, kuriy vektoriai yra placiai paplite Siame regione.
Antra, identifikavus didelj kiekj konkrec¢ios hemosporidiniy parazity riisies ar genetinés linijos
individy, galima tikétis, kad Siy parazity pernesime dalyvauja daznai toje vietovéje atitinkamu

laiku aptinkami kraujasiurbiai vabzdziai.

2 lentele. Pauksciy hemosporidiniy parazity genetiniy linijy, aptinkamy KurSiy
nerijoje, sarasas pagal parazity gentis. Duomenys gauti i§ MalAvi duomeny bazés®.

Haemoproteus Plasmodium Leucocytozoon
hACDUM1 | hFALSUBO1 | hROFI2 pAEFUNO1 IACNI1
hACDUM?2 hGAGLAO7 | hRW1 pASOTO05 IAEFUNO2
hARW1 hGRWO01 hRW3 pCOLL4 IASOT06
hASOTO03 hHAWF1 hSFC1 pCOLLG6 IASOT1
hASOTO04 hHIICT1 hSFC3 pGRWO02 IASOT3
hCCF1 hHIICT3 hSFC4 pGRW09 ICB1
hCCF2 hHIICT4 hSISKIN1 pGRW11 ISISKIN2
hCCF3 hHIICT5 hSW1 pLZFUSO1 ISTOCCO06
hCCF4 hLULU1 hSW3 pRTSR1 ISTUR1
hCCF5 hLWT2 hSYATO01 pSGS1 ITUMEROQ9
hCCF6 hMWwW1 hSYATO02 pSW2
hCIRCUMO01 | hPARUS1 hSYATO03 pSW5
hCOLL2 hPARUS5 hSYATO07 pSYBORO02
hCOLL3 hPFC1 hSYAT11 pTURDUS1
hCUKI1 hPHSIB1 hSYAT16 pWW15
hCULKIBO1 | hPHSIB2 hSYBORO01
hCWT2 hPHYBORO04 | hSYBORO03
hCWT3 hRB1 hTURDUS2
hCWT4 hRBS1 hww1
hCWT5 hROBIN1 hWWwW2
hCWT7 hROFI1 hWW5

Taciau, mokslininkai yra nustat¢ ir atvejy, kai tinkamy vektoriy pauksciy
peréjimo vietose buvimas nebitinai reiSkia, kad parazity transmisija vyks. Vieni tokiy

pavyzdziy yra Haemoproteus hirundinis ir H. nucleocondensus rtsiy parazity, parazituojanéiy

6 http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?report4=Hosts+And+Sites+Table Prieiga per internetg
[2020 m. balandzio 11 d.]
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langines kregzdes (Delichon urbica) ir didzigsias kraksles (Acrocephalus arundinaceus)
perneSimas. Nustatyta, kad Siais parazitais pauksc¢iai uzsikrecia ziemodami, o Europoje Siy
parazity transmisija fiksuota nebuvo (Bensch et al., 2007; Krizanauskiene et al., 2012). Dél
Sios priezasties buvo manoma, kad $iy parazity pernesimas Europoje nevyksta dél ¢ia nesanciy
tinkamy vektoriy. Visgi, mokslininkams pavyko nustatyti, kad pilng vystymosi ciklg Sie
parazitai gali iSgyventi ir buti perneSami Europoje placiai paplitusiy Culicoides nubeculosus
masaly (Chagas et al., 2019). Tai reiskia, kad viena pagrindiniy sglygy parazity transmisijai
vykti — vektoriai — Europoje yra, taciau perneSimas paukséiy peréjimo vietose nevyksta.
Manoma, kad tam jtakos gali turéti ir kiti su vektoriais susije ekologiniai veiksniai. Viena i$
mokslininky keliamy hipoteziy yra ta, kad abiejy parazituojamy rasiy pauksciai peréjimo
vietose lizdus suka Culicoides maSalams sunkiai pasieckiamose vietose. Pavyzdziui, langiniy
kregzdziy lizdai yra arti zmoniy gyvenamuyjy viety, angos j lizdus yra labai siauros, tad gali
nepritraukti masaly, kraksliy lizdai sukami vietose, kur dazniausiai véjuota, tad tai taip pat
sumazina masaly maitinimosi $iy pauks$¢iy jaunikliy krauju galimybes (Chagas et al., 2019).
Tad gali buti, kad ne tik vektoriy gausumas, bet ir jvairios ekologinés salygos gali daryti jtaka

parazity transmisijai.

1.7.MUSINUKINIAI IR ZYLINIAI PAUKSCIAI KURSIU NERIJOJE

Musinukiniai (Muscicapidae) ir zyliniai (Paridae) pauksciai, priklausantys
zvirbliniy (Passeriformes) biiriui, yra vieni dazniausiai aptinkamy pauksciy Europoje. Taip pat
mokslininkai teigia, kad zvirbliniai pauks$¢iai dazniau nei kity biriy pauksciai uzsikrecia
hemosporidiniais parazitais (Valkitinas, 2005). Siuo metu Zinoma, kad Kursiy nerijoje gali biti
aptinkamos keturiy rasiy musinukiniai pauksciai ir septynioms rasims priklausantys zyliniai
pauksciai.

Musinukiniy Seimos pauksciai yra paplite visoje Eurazijoje ir Afrikoje (del Hoyo
et al., 2006). Kursiy nerijoje yra aptinkamos visy keturiy Lietuvoje aptinkamy rtisiy pauksciai:
Ficedula hypoleuca, Ficedula parva, Ficedula albicollis ir Muscicapa striata (Kurlavicius et
al., 2020). Visy $iy rasiy paukséiai ziemoja Afrikoje arba Azijoje, 0 KurSiy nerijoje ir kitose
Sio klimato zonos dalyse peri. | peréjimo vietas Sie paukSciai grizta balandzio pabaigoje —
geguzés pradzioje. Anksciausiai peré¢jimo vietose pasirodo margasparnés musinukeés (F.
hypoleuca), visos rasys stebimos iki rugpjtcio pabaigos — rugséjo pradzios, tik F. hypoleuca

kartais aptinkama ir spalio ménesj (Kurlavicius et al., 2020).
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Ficedula ir Muscicapa gentims priklausantys pauksc¢iai dazniausiai lizdus krauna
uoksuose, drevése, daznai jsikuria inkiluose. Peréti pradeda geguzés ménesj. Jaunikliai lizdus
palieka po 3-4 savaiciy. Siy rasiy pauks¢iai veda vieng vada per peréjimo sezona (del Hoyo et
al., 2006).

Zyliniai paukséiai paplite visoje Eurazijoje, Afrikoje, Siaurés Amerikoje (Gosler
and Clement, 2007). Kitaip nei musinukiniai, Sie pauks¢iai yra artimi migrantai ir Ziemoti
pasitraukia j pieCiau Europoje esancias teritorijas, ta¢iau dazniausiai Europos zyliniy paukséiy
populiacijos ziemoti j Afrikg ar Azijg neskrenda (Gosler and Clement, 2007; Kurlavicius et al.,
2020). Vienintelé pietrytiniame Baltijos jlros regione aptinkama zyliniy Seimos rasis, Kuriai
priklausantys pauksciai kas metus ziemoja toliau piety Europoje arba Siauringje Afrikos dalyje
yra Gisuotoji zylé (Panurus biarmicus). Sios rii§ies paukséiai Lietuvoje stebimi nuo balandzio
iki spalio ménesio, taciau KurSiy nerijoje sutinkami itin retai (Kurlavicius et al., 2020).
Manoma, kad Saltuoju mety laiku Siame regione sutinkami zyliniai pauks$¢iai yra cia
Ziemojantys, 0 paprastai peri Siaurinéje Europos dalyje.

Lizdus zyliniai pauks¢iai krauna uoksuose, jvairiuose plysSiuose, olose, plésriyjy
pauksciy lizdy niSose, gali peréti ir inkiluose. Sioje klimato zonoje zyliniai pauki¢iai paprastai
peréti pradeda balandzio pabaigoje, jaunikliai lizdus palicka po mazdaug keturiy — penkiy
savai¢iy. Daznai zyliniai pauks¢iai gali vesti dvi vadas jaunikliy per metus (Gosler and
Clement, 2007; Kurlavicius et al., 2020).

Literatiiroje galima rasti Siek tiek informacijos apie S$iy riiSiy pauksciy
uzsikrétima hemosporidiniais parazitais (3 lentel¢), taciau Siuo, kaip ir anks€iau paminétais
atvejais, néra visiSkai aiSku, ar paukSciai uZsikrété parazitais savo peréjimo, ar Ziemojimo
vietose. Sio tyrimo metu bus siekiama nustatyti, kokie hemosporidiniai parazitai gali bati
identifikuojami zyliniy ir musinukiniy pauksciy jaunikliuose, patvirtinant, kad identifikuoty

genetiniy linijy parazitai tikrai cirkuliuoja ir yra vektoriy pernesami Kurs$iy nerijoje.
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3 lentelé. Pauksc¢iy hemosporidiniy parazity genetiniy linijy, identifikuoty
Paridae ir Muscicapidae Seimy paukséiuose KurSiy nerijoje, sgraSas pagal parazity gentis.
Duomeny apie Leucocytozoon genties hemosporidijy parazitus néra. MalAvi duomeny bazés
informacija’.
Pauksciy Parazity genetiné¢ linija
Seima PauksCio rasis Haemoproteus | Plasmodium
hPARUS1
Cyanistes caeruleus hPHSIB1
hPARUS1
hPARUS5
hPHSIB1
Parus major hww?2 pSGS1
Lophophanes cristatus hCCF5
Periparus ater hPARUS1 | pTURDUS1
Poecile montanus hPARUS1
Paridae Poecile palustris hPARUS1
hHAWF1
hCOLL3
hSFC1
Muscicapa striata hSFC4 pSGS1
hCOLL2
hCOLL3 pGRWO09
hPFC1
hPHSIB1 pRTSR1
hSFC3
Muscicapidae Ficedula hypoleuca hww1 pSGS1

Tyrimy metu nustatyta, kad atskiry musinukiniy ir zyliniy pauk$éiy rusiy
populiacijy uzsikrétimas hemosporidiniais parazitais gali siekti net apie 90 procenty visy tirty
pauksciy. KurSiy nerijoje 20-ojo amZiaus pabaigoje atlikti tyrimai atskleideé, kad atskiry
paukséiy rusiy uzsikrétimas hemosporidiniais parazitais gali siekti net ir 100 procenty
(Glukhova and Valkiiinas G., 1993).

Pastaruoju metu Europoje vykdomi tyrimai atskleidzia panaSias tendencijas.
Pavyzdziui, Vokietijoje atliktas tyrimas parode, kad SeSiy daznai Vokietijoje aptinkamy
zvirbliniy pauksciy (Cyanistes caeruleus, Parus major, Periparus ater, Poecile montanus,
Ficedula hypoleuca, Sitta europaea) uzsikrétimas hemosporidiniais parazitais siecké 31.3
procenty Haemoproteus genties hemosporidijomis, 12.5 procenty — Plasmodium ir net 71

procentas Leucocytozoon parazitais (4 lentel¢) (Schumm et al., 2019).

7 http://130.235.244.92/bcgi/malaviReport.cgi?report4=Hosts+And+Sites+Table Prieiga per internetg
[2020 m. balandzio 11 d.]
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4 lentelé. Sesiy pauks¢iy rasiy uzsikrétimas skirtingy genéiy hemosporidiniais
pauksciy parazitais (Schumm et al., 2019).

Pauksciy rusis Uzsikrétimy konkrecios genties parazitais daznis procentais
Haemoproteus Plasmodium Leucocytozoon

Cyanistes caeruleus 32.6 10.3 94.8 (suaugg pauksciai)
ir 0.0 (jaunikliai)

Parus major 40.6 21.9 77.5 (suauge paukséiai)
ir 3.5 (jaunikliai)

Periparus ater 0.0 25.0 25.0

Poecile montanus 10.0 20.0 0.0

Ficedula hypoleuca 21.4 0.0 0.0

Sitta europaea 20.0 0.0 30.0

Svarbu atkreipti démesj, kad toks aukstas uzsikrétimy Leucocytozoon genties
parazitais lygis Vokietijoje buvo nustatytas pirmg kartg (Schumm et al., 2019). Anksciau
atlikty tyrimy rezultatai parodé, kad apie 5-20 procenty pauksCiy gali buti uzsikréte
Leucocytozoon genties hemosporidijomis (Krone et al., 2001; Wiersch et al., 2007; Santiago-
Alarcon et al., 2016). Mokslininkai tai aiskina tuo, kad ankstesni tyrimai budavo atlickami
vietovése, kuriose néra arba yra gerokai maziau tinkamy salygy Leucocytozoon genties
vektoriams — upiniams masalams vystytis (Schumm et al., 2019). Sis teiginys dar karta
patvirtina, kad hemosporidiniy parazity tyrimams yra itin svarbi informacija apie $iy parazity

vektorius, Siy kraujasiurbiy vabzdziy biologijg ir prisitaikyma.
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR NAUDOTI METODAI
2.1.TYRIMO MEDZIAGA

Zyliniy (Paridea) ir musinukiniy (Muscicapidea) Seimoms priklausanciy
pauki¢iy kraujo méginiai Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto P. B. Sivickio
parazitologijos laboratorijos darbuotojy buvo surinkti 2016, 2018 ir 2019 metais Kursiy
nerijoje (Kaliningrado srityje) esancioje Rusijos moksly akademijos Zoologijos instituto
Rybachy (Rasytés) pauksciy ziedavimo stotyje (55°15°N, 20°86°E). Pauksciai buvo sugauti
voratinkliniais tinklais. Dalis margasparniy musinukiy jaunikliy buvo sugauti dar nepalike
peréjimo vietos — lizduose. I§ sugauty individy sparno venos buvo paimamas kraujas: padaromi
du tepinéliai mikroskopavimui ir apie 30ul kraujo uzfiksuojama SET buferyje (0,015 M NaCl,
0,05 M Tris, 0,001 M EDTA; pH = 8,0). Paémus krauja pauksciai buvo paleisti i laisve.
Meéginiai buvo laikomi kambario temperatiiroje, véliau perveZti | laboratorija ir uzsaldyti.

Culicoides genties masaly patelés buvo surinktos i§ paukséiy uzimty inkily (2

pav.) pagal 2008 metais aprasyta metodika (Tomas et al., 2008). Inkilai buvo jtaisyti

medziuose, nevirSijant dviejy metry aukscio.

2 pav. Culicoides masalams gaudyti parengtas inkilas (Tomas et al., 2008). Nuot.
aut. dr. Rasa Bernotiené.
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Petri lékstelés buvo sudrékinamos aliejumi ir pritvirtinamos prie inkilo stogo
vidinés dalies. Tokiu budu j inkilg jskrid¢ maSalai prilimpa prie Petri 1¢kstelés ir taip gali biiti
surenkami. Petri 1ékstelés | inkilus buvo idedamos kelis kartus per savaitg¢ nuo geguzés
pabaigos iki liepos pabaigos. Petri 1ékstelés inkile paliekamos per naktj, o ryte surenkamos ir
i8 jy surenkami Culicoides masalai. Darbe tirta medziaga surinkta Adomo Lekavi¢iaus Neries
regioniniame parke (54°50'N, 24°58'E) 2017 mety geguZzés ir birzelio ménesiais, 0 taip pat dr.
Rasos Bernotienés ir Lenos Platonovos bei dr. Ritos Ziegytés Kursiy nerijoje (Kaliningrado
srityje) 2012, 2018 ir 2019 metais geguzés, birzelio ir liepos ménesiais inkiluose surinkti
Culicoides masalai.

Tiek pauksciy, tieck masaly rinkimo metu kiekvienas surinktas méginys buvo
aprasomas zurnale, kuriame buvo nurodoma visa su méginiu susijusi informacija, o taip pat ir

S0 méginio surinkimo data.

2.2.TYRIMO METU NAUDOTI METODAI

2.2.1. DNR ISSKYRIMAS IS PAUKSCIU KRAUJO MEGINIU

DNR i$skyrimui i§ uzSaldyty suspenduoty kraujo méginiy buvo naudojamas
standartinis DNR iskyrimo Amonio acetatu protokolas (Crouse and Amorese, 1987). Sis
protokolas yra skirtas i§sodinti visg méginyje esan¢ig DNR — tiek parazito, tiek paukscio, taciau
PGR reakcijos metu fragmento padauginimui naudojami pradmenys prisikabina tik prie
parazito mitochondrinio citochromo b geno fragmento, tad visa likusi DNR reik$§mingos jtakos
eksperimentui nedaro.

250 pL kraujo ir SET buferio suspensijos (paimant kaip jmanoma daugiau gli¢ios
masés ar kreSuliy) buvo perpilta | 1,5 mL centrifugin} mégintuvelj ir pridéjus 7 pL 20 proc.
SDS bei 5 uL 20 mg/ml Proteinazés K buvo palikta per nakt] 56°C temperatiiros vandens
vonel¢je skaidyti.

Po nakties ] suspensija buvo pridéti 250 uLL 4M amonio acetato ir visa suspensija
buvo palikta valandai (kas 15-20 min. gerai iSmaisant). Praéjus Siam laikui mégintuvélis buvo
centrifuguojamas 10 min 13000 aps./min. Po centrifugavimo supernatantas buvo nupilamas }
nauja 1,5 mL centrifuginj mégintuvélj, paliekant tirSta masé nepaliesta. | supernatantg jpylus
ImL 100 proc. EtOH ir viska sumaiSius purtykle méginys buvo vél centrifuguojamas 13000

aps./min. 15 min. Po centrifugavimo supernatantas buvo nupilamas, o | mégintuvel; jpilama
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ImL 70 proc. EtOH, kuris 1§ karto iSpilamas. Atidaryti mégintuvéliai paliekami per nakt]
traukos spintoje nudziiiti. Po nudzitivimo } mégintuvélj, kuriame yra iSskirta DNR, jpilama

100uL 1x TE buferio, suspenduoti i§skirta DNR.

2.2.2. DAUGYBINIS GENO FRAGMENTO PADAUGINIMAS (PGR REAKCIJA)

Siekiant i$siaiSkinti Kraujo méginius, kurie yra uzkrésti pauksciy
hemosporidijomis bei nustatyti jy rtsis ir genetines linijas, reikalinga padauginti Siy parazity
mitochondrinio citochromo b geno fragmentg. Daugybiniam Sio geno fragmento padauginimui
buvo naudota lizdiné polimerazés grandininé reakcija (nested PCR). ] 0,2 ml mégintuvél; jpilta:
1§ kraujo méginiy iSskirta 2pl DNR matrica, 12,5 ul MyTaq PGR Red Mix (Bioline) reakcijos
misinio, po lul pradmeny (5 lentelé) bei 8,5 pl distiliuvoto vandens. PGR reakcijos buvo
vykdomos pagal protokolus, numatytus mokslinéje literatiiroje (5 lentelé). PGR reakcijy metu
buvo naudojamas dvi teigiamos kontrolés ir neigiama kontrolé. Teigiamoms kontroléms buvo
naudojami méginiai su zinoma hemosporidiniy parazity infekcija, viename méginyje buvo
zinoma Haemoproteus genties hemosporidijy infekcija, o kitame — Leucocytozoon. Neigiamai

kontrolei buvo naudojamas distiliuotas vanduo.

5 lentelé. Lizdinés PGR reakcijose naudoty DNR pradmeny sarasas su
amplifikacijos reakcijos protokolo literatiiros $altiniais.

Hemosporidijy gentis, kurios atstovy | Naudojami Amplifikacijos
mitochondrinio citochromo b geno | DNR reakcijos protokolo
fragmentai dauginami pradmenys literatiiros Saltinis
I  PGR | Haemoproteus, Plasmodium ir | HaemNFI ir | (Hellgren et al,,
reakcija | Leucocytozoon HaemNR3 2004)
Il PGR | Haemoproteus ir Plasmodium HaemF ir | (Bensch et al., 2000)
reakcija HaemR2
Leucocytozoon HaemFL  ir | (Hellgren et al.,
HaemR2L 2004)

2.2.3. AGAROZES GELIO DNR ELEKTROFOREZE

IS visy kraujo méginiy iSskyrus DNR ir atlikus lizding PGR su mitochondrinio
citochromo b geno fragmentg dauginanciais hemosporidijoms specifiniais pradmenimis (5
lentel¢) buvo atlikta elektroforeze siekiant jvertinti PGR reakcijos rezultatus: paruostas 2
procenty agarozés gelis, panaudotas MidoriGreen dazas (NIPPON Genetics Europe,

Germany). | elektroforezés gelj jnesta po 3ul antrojo lizdinés PGR produkty. Elektroforezé
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vyko 30 min., 100V jtampoje. Po elektroforezés gelis nufotografuotas apsvietus UV spinduliy
lempa. Hemosporidiniais parazitais uzkrésti yra tie méginiai, kuriy elektroforezés gelyje

matomi padauginti specifiniai mazdaug 500 baziy pory ilgio DNR fragmentai (3 pav.). IS Siy

meéginiy iSsodinti PGR produktai buvo siun¢iami sekoskaitai.

3 pav. Elektroforezés gelio nuotrauka. Nuotraukoje matomi dalies 2018 m.
sugauty pauk$¢iy méginiy rezultatai. VirSutingje eilutéje méginiai tiriami su Haemoproteus ir
Plasmodium genciy hemosporidijoms specifiniais pradmenimis, o apatinéje — Leucocytozoon.
Raudonomis rodyklémis pazyméta lokacija, kurioje matosi mazdaug 500 baziy pory ilgio DNR
grandinés fragmentai t.y. §ie méginiai yra uzkrésti hemosporidiniais parazitais. Zalios spalvos
rodykle pazyméta teigiama kontrolé, mélyna — neigiama.

2.2.4. PGR METU GAUTU PRODUKTU PARUOSIMAS SEKOSKAITAI

Lizdinés PGR metu gauty produkty paruosimas sekoskaitai buvo vykdomas pagal
iSsodinimo amonio acetatu protokola (Crouse and Amorese, 1987).

1 0,5mL centrifuginj mégintuveli buvo jpilta 11uL. amonio acetato, 21 uL. PGR
produkty (antrosios PRG, jei amplifikacija vyko lizdinés PGR biidu), 37ul 99 proc. EtOH,
viskas sumaiSyta ir palikta kambario temperattroje. Praéjus 15 min. méginys centrifuguojamas
10000 aps./min. 10 min. Po centrifugavimo supernatantas nupilamas, ] mégintuvelj jpilama
150uL Saldiklyje atSaldyto 70 proc. EtOH, méginys dar kartg centrifuguojamas 10000 aps./min.
5 min. Supernatantas nupilamas, o mégintuvéliai paliekami traukos spintoje per nakt; iSdzitti.
Po to uZpilama 17uL dH20 PGR produktams suspenduoti. Po iSskyrimo méginiai buvo

perpilami i sekoskaitos mégintuvélj ir iSsiunciami sekoskaitai.
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2.2.5. GENO FRAGMENTU SEKOSKAITA

Fragmenty sekoskaita buvo vykdoma nuo 5° galo su HaemF (Haemoproteus ir
Plasmodium gentims priklausanciy parazity atveju) ir HaemFL (Leucocytozoon genciai
priklausanciy parazity atveju) pradmenimis, kaip nurodyta sekoskaitos protokole (Bensch et
al., 2000). Naudojamas Big Dye metodas, o méginiai patalpinti j ABI PRISM TM 3100

kapiliarinj sekoskaitos robotg.

2.2.6. HEMOSPORIDINIU PAUKSCIU PARAZITU IDENTIFIKAVIMAS
NAUDOJANTIS BIOINFORMATINEMIS PROGRAMOMIS

Po sekoskaitos gautos mitochondrinio citochromo b geno fragmento sekos buvo
lyginamos su NCBI® ir MalAvi® duomeny bazése deponuotomis sekomis. Taip buvo
identifikuojama, kokiai genetinei linijai priklausantys hemosporidiniai parazitai buvo aptikti
kraujo méginyje. Sios sekos buvo suredaguotos ir lyginamos naudojantis BioEdit'° programine
jranga (Hall, T., 1999). Misrios infekcijos, kai viename kraujo méginyje buvo daugiau nei
vienai genetinei linijai priskiriamy pauks¢iy hemosporidiniy parazity, buvo identifikuotos

pagal dvigubus nukleotidy pikus gautos DNR sekos elektroferogramoje.

2.2.7. HEMOSPORDINIU PAUKSCIU PARAZITU IDENTIFIKAVIMAS
TRADICINIAIS METODAIS (MIKROSKOPAVIMAS)

Visi 2016, 2018 ir 2019 metais surinkti pauksciy kraujo méginiai buvo jvertinti
mikroskopuojant méginiy kraujo tepinélius. Tepinéliai buvo iSdziovinti ore ir fiksuoti
metanolyje bei nudazyti Gimsa dazais kaip tai numato jy parengimo protokolas (Valkitinas et
al., 2008). Mikroskopavimas buvo atliktas Gamtos tyrimy centro P. B. Sivickio parazitologijos
laboratorijos doktorantés E. Platonovos siekiant uztikrinti molekuliniais tyrimo metodais gauty
duomeny patikimuma. Sio jvertinimo metu gauta informacija buvo sulyginta su PGR metodu

pagrista identifikacija.

& http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST Prieiga per internetg
9 http://130.235.244.92/Malavi/ Prieiga per internetg
10 versija 7.0.5.3.; http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml Prieiga per internetg [2020 m. kovo

5d.]
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2.2.8. PAUKSCIU HEMOSPORIDINIU PARAZITU SMULKIUOSIUSE
MASALUOSE IDENTIFIKAVIMAS MOLEKULINIAIS METODAIS

Pauks$¢iy hemosporidiniy parazity identifikacija Culicoides masaluose buvo
vykdoma naudojant PGR paremtus molekulinius metodus, kaip tai aprasyta anksciau, Sio darbo
3.2.1-3.2.6 skyriuose. Kitaip nei pauks¢iy kraujo méginiy tyrime, DNR isskyrimui buvo
naudojamas ne kraujo méginys, o visas masalas, iSskyrus jo galva ir sparnus, kurie buvo

naudojami morfologinei rasies identifikacijai.

2.2.9. CULICOIDES MASALU IDENTIFIKACIJA PAGAL MORFOLOGINIUS
POZYMIUS

Culicoides smulkieji masalai buvo identifikuoti Gamtos tyrimy centro Ekologijos
instituto Entomologijos laboratorijoje pagal morfologinius Siy masaly pozymius: sparny
démétumg, maksiliy Ciupikliy bei anteny struktiirg. Identifikacija buvo vykdoma Kaip tai
numatoma identifikavimo rakte (Mathieu et al., 2012). Visa identifikuota medziaga buvo

patikrinta Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto Entomologijos laboratorijos specialisty.

2.2.10. CULICOIDES MASALU IDENTIFIKACIJA MOLEKULINIAIS
METODAIS

Tais atvejais, kai Culicoides smulkiuosiuose masaluose buvo identifikuoti
pauksc¢iy hemosporidiniai parazitai, siekiant uztikrinti Culicoides masaly identifikacijos pagal
morfologinius pozymius tikslumg buvo atlieckama §iy masaly identifikacija molekuliniais
metodais. Culicoides masaly identifikacija molekuliniais metodais yra atlickama pagal masalo
mitochondrinés DNR citochromo oksidazés 1 (COI) geno fragmenta. Geno fragmentas buvo
padaugintas PGR metodu, naudojant LCO1490 ir HCO2198 pradmenis ir vadovaujantis
publikuotu protokolu (Folmer et al., 1994). Véliau buvo atlickami veiksmai, aprasSyti $io
skyriaus 2.2.3 — 2.2.5 poskyriuose. Sekoskaitos metu buvo naudojami atitinkamai LCO149 ir
HCO02198 genetiniai pradmenys. Po sekoskaitos gautos COI geno fragmento sekos buvo

lyginamos su NCBI'! duomeny bazéje deponuotomis Culicoides masaly sekomis.

1 http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST Prieiga per internetg
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2.2.11. STATISTINIAI METODAI UZSIKRETIMU PAUKSCIU
HEMOSPORIDINIAIS PARAZITAIS PALYGINIMUI

Suaugusiy pauks$éiy ir pauksciy jaunikliy uzsikrétimo pauks$¢iy hemosporidiniais
parazitais dazniui palyginti ir Statistinj reikSminguma nustatyti buvo atliktas Fiserio tikslusis
testas. Testas buvo atliekamas naudojantis R programine jranga (versija 3.6.1). Visos gautos p
reikSmés yra pateikiamos $io tyrimo rezultatuose. StatistiSkai reikSmingas skirtumas tarp
grupiy buvo laikomas tada, kai nulinés hipotezés tikimybé buvo mazesné nei 5 procentai (p

reikSmé < 0,05).
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3. REZULTATAI

3.1.KURSIU NERIJOJE SUGAUTU PAUKSCIU UZSIKRETIMAS
HEMOSPORIDINIAIS PARAZITAIS

Tyrimo metu buvo isanalizuoti visi 2016, 2018 ir 2019 metais Kursiy nerijoje

sugauty aStuoniy skirtingy pauksciy rasiy (Ficedula hypoleuca, Muscicapa striata, F. parva,

Parus major, Cyanistes. caeruleus, Periparus ater, Poecile palustris ir P. montanus),

priklausanc¢iy Paridae ir Muscicapidae Seimoms, pauksc¢iy kraujo méginiai. 68 pauks¢iy kraujo

méginiai buvo surinkti 2016 metais, 165 — 2018 metais ir 130 — 2019 metais. I§ viso tyrimo

metu buvo i$analizuoti 363 zyliniy ir musinukiniy pauks$¢iy kraujo méginiai, i§ kuriy 104-iuose

méginiuose buvo nustatytas uzsikrétimas pauks$ciy hemosporidiniais parazitais (6 lentel¢). 24

hemosporidiniais parazitais infekuoti méginiai i§ 2016 m. sugauty pauksc¢iy (35,3 proc.), 44 —

i§ 2018 m. Kursiy nerijoje sugauty paukséiy (26,7 proc.) ir 36 pauksciai, kuriy uzsikrétimas

hemosporidiniais parazitais nustatytas 2019 m. (27,7 proc.). Bendras S§iy astuoniy rasiy

pauksciy uzsikrétimo hemosporidiniais parazitais daznis KurSiy nerijoje siekia 28,7 procentus.

6 lentele. Tyrimo metu analizuotos pauk$éiy rasys ir jy uzsikrétimas
hemosporidiniais parazitais Kursiy nerijoje 2016, 2018 ir 2019 metais.

Tirty Tirty  suaugusiy | Hemosporidiniais Hemosporidiniais
Paukscio riisis individy pauksciy / | parazitais uzsikrétusiy | parazitais uzsikrétusiy
skaiCius jaunikliy skai¢ius | individy skaicius individy skaiCius (proc.)
Ficedula 97 57140 31 32,0
hypoleuca
Muscicapa 18 15/3 7 38,9
striata
Ficedula parva 3 3/0 1 33,3
Parus major 107 46 /61 30 28,0
Cyanistes 115 34/81 32 27,8
caeruleus
Poecile palustis 16 3/13 12,5
Poecile montanus 0/1 0,0
Periparus ater 6/0 16,7

Dél nedidelio tyrimo metu sugauty Ficedula parva, Poecile montanus ir Periparus

ater rusims

priklausan¢iy pauksciy

skaiciaus

duomenys apie

Siy rasiy uzsikrétima
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hemosporidiniais pauks¢iy parazitais toliau apraSomuose uzsikrétimy palyginimuose nebuvo
analizuojami.

Tyrimo metu visuose 363-ijuose zyliniy ir musinukiniy pauks¢iy kraujo
méginiuose buvo identifikuoti 20-¢iai skirtingy pauksciy hemosporidiniy parazity genetiniy
linijy priklausantys parazitai. Vienuolika i§ jy priklauso Haemoproteus genciai: keturiy
Haemoproteus majoris, trijy H. pallidus, dviejy H. balmorali ir dviejy nepriskirty konkreciai
Haemoproteus parazity ruSiai genetiniy linijy parazitai. Taip pat identifikuoti septynioms
Plasmodium genties hemosporidijy genetinéms linijoms priklausantys parazitai: dvi
Plasmodium relictum, viena P. ashfordi, viena P. circumflexum rasies ir trys nepriskirtos jokiai
Plasmodium riisiai; bei du Leucocytozoon genties hemosporidiniy parazity genetinés linijos,
nepriskirtos jokiai Sios genties parazity riisiai, parazitai (Priedas 1).

I8 visy 363 pauksciy kraujo méginiy 164 méginiai buvo suaugusiyjy paukséiy ir
199 pauksciy jaunikliy méginiai (6 lentel¢). Kadangi bendras suaugusiy pauksciy ir paukséiy
jaunikliy kraujo méginiy skaiius buvo panaSus toliau darbe Sios dvi grupés buvo

analizuojamos atskirai.

3.1.1. SUAUGUSIU  PAUKSCIU, SUGAUTU KURSIU NERIJOJE,
UZSIKRETIMAS HEMOSPORIDINIAIS PARAZITAIS

Atliekant tyrimg buvo i$analizuoti 164 suaugusiy pauk$éiy kraujo méginiai. 64-iuose
i$ jy buvo identifikuoti hemosporidiniai pauk$¢iy parazitai. 56-iuose meéginiuose buvo aptikti
Haemoproteus genties parazitai (34,1 proc.), 6-iuose — Plasmodium (3,7 proc.) , 2 suauge pauksciai
buvo uzsikréte Leucocytozoon genties hemosporidijomis (1,2 proc.). Pauks¢iy kraujo méginiuose,
kuriuose buvo identifikuoti Leucocytozoon parazitai taip pat pavyko nustatyti ir uzsikrétima
Haemoproteus hemosporidijomis. Dar dviejuose, pilkosios musinukés ir mazosios musinukés,
méginiuose buvo nustatytos misrios Haemoproteus ir Plasmodium infekcijos, ta¢iau dél taikyto
PGR metodo, kuriame naudojami tokie patys pradmenys tiek Plasmodium, tiek Haemoproteus
parazity citochromo b geno fragmento padauginimui, nustatyti konkreéiy genetiniy linijy néra
galimybés, tad Sie méginiai tolimesnéje analizéje nebuvo naudojami.

Uzsikrétimas Plasmodium genties hemosporidiniais parazitais buvo nustatytas
trims rasims priklausanéiuose zyliniy ir musinukiniy Seimy pauksciuose (lentelé 7). Tyrimo
metu suaugusiy paukséiy kraujo méginiuose buvo identifikuotos $esiy Plasmodium genties
hemosporidijy genetiniy linijy parazitai, priklausantys trims Plasmodium parazity raisims: P.
ashfordi — pGRWO?2 linija, P. circumflexum - pTURDUSLI, P. relictum — pGRW 11 bei trijy
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genetiniy linijy, nepriskiriami jokiai Plasmodium rasiai, parazitai - pGRWO09, pRSTR1,
pSYAT24. pGRWO02, pSYAT?24, pTURDUSL ir pGRW11 genetiniy linijy hemosporidijos
MalAvi duomeny bazés duomenimis iki $iol Kursiy nerijoje nebuvo aptiktos parazituojancios

atitinkamy rasiy paukscius (Lentelé 7 ir Priedas 1).

7 lentelé. Suaugusiy pauksciy, sugauty KurSiy nerijoje, uzsikrétimas Plasmodium
genties hemosporidijomis. Paryskintai pazymétos parazity genetinés linijos, kuriy atstovai iki
Siol nebuvo fiksuoti KurSiy nerijoje parazituojantys atitinkamas pauksciy rasis. Kity tyrimo
metu analizuoty rGSiy suaugusiy pauks$ciy kraujo méginiuose Plasmodium genties
hemosporidijos nebuvo identifikuotos.

Pauksciy riisis | Tirty pauksciy | Uzsikrétusiy Uzsikrétusiy Identifikuotos
skaiCius pauksCiy kiekis | pauksS¢iy  dalis | parazity genetinés

(proc.) linijos (kiekis)
Ficedula 57 4 7,0 pGRWO02 (1)
hypoleuca pGRWO09 (1)
pRSTR1 (1)
pSYAT?24 (1)
Cyanistes 34 1 2,9 pTURDUSL (1)

caeruleus

Parus major 46 1 2,2 pGRW11 (1)

Haemoproteus genties hemosporidiniai parazitai buvo identifikuoti penkiy rasiy
suaugusiuose paukséiuose — Ficedula hypoleuca, Muscicapa striata, Parus major, Periparus
ater ir Cyanistes caeruleus (8 lentelé).

Suaugusiuose pauksCiuose i§ viso buvo nustatyti devyniy skirtingy
Haemoproteus genties genetiniy linijy, priskiriamy trims §iy parazity rGsims, parazitai. H.
pallidus genetiniy linijy hCOLL2, hPFC1 bei hSFC3 parazitai buvo nustatytos atitinkamai
Ficedula hypoleuca bei Muscicapa striata kraujo méginiuose. Uzsikrétimas hPFC1 linijos
parazitais buvo dazniausias — i§ 27 F. hypoleuca suaugusiy pauks¢iy, kuriy kraujo méginiuose
buvo nustatyti Haemoproteus genties parazitai, 18-os kraujo méginiuose buvo nustatyti hPFC1
linijos parazitai (66,7 proc.). Taip pat tyrimo metu buvo identifikuotos Haemoproteus
balmorali genetiniy linijy hCOLL3 ir hSFC1 parazitai. Haemoproteus majoris riiSies parazitai
buvo labiausiai paplitg tarp skirtingy pauksciy rasiy ir identifikuoti keturiy rasiy paukséiuose.
Taip pat svarbu atkreipti démesj, kad zyliniai pauksc¢iai buvo uzsikréte tik H. majoris rasiai
priskiriamy genetiniy linijy parazitais. IS viso buvo nustatyti trijy H. majoris genetiniy linijy
parazitai: hPHSIB1, hPARUS1, hWW?2. Taip pat suaugusiuose pauks$ciuose buvo nustatyta

jokiai risiai nepriskiriamos hSFC10 genetinés linijos parazitai (Lentelé 8 ir Priedas 1).
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8 lentelé. Suaugusiy pauks$Ciy, sugauty KurSiy nerijoje, uzsikrétimas
Haemoproteus genties hemosporidijomis. ParySkintai pazymétos parazity genetinés linijos,
kuriy atstovai iki Siol nebuvo fiksuoti KurSiy nerijoje parazituojantys atitinkamas pauksciy
rasis. Kity tyrimo metu analizuoty rusiy suaugusiy pauksciy kraujo méginiuose Haemoproteus
genties hemosporidijos nebuvo identifikuotos.

Pauksciy rusis | Tirty pauksciy | Uzsikrétusiy Uzsikrétusiy Identifikuotos
skaicius pauksciy kiekis | pauksS¢iy  dalis | parazity genetinés

(proc.) linijos (Kkiekis)
Ficedula 57 27 47,4 hCOLL2 (1)
hypoleuca hPFC1 (18)
hCOLL3 (1)
hPHSIB1 (6)
hWw?2 (1)
Muscicapa 15 5 33,3 hSFC1 (2)
striata hSFC10 (1)
hSFC3 (2)
Cyanistes 34 10 29,4 hPARUS1 (9)
caeruleus hWWw2 (1)
Parus major 46 13 28,3 hPARUS1 (9)
hPHSIB1 (2)
hWW?2 (2)
Periparus ater 6 1 16,7 hPARUS1 (1)

I8 visy 164-1y 2016, 2018 ir 2019 metais sugauty suaugusiy pauksciy uzsikrétimy
Leucocytozoon genties hemosporidiniais parazitais atvejy buvo nustatyta tik du. Sie
uzsikrétimai IPARUS4 genetinés linijos parazitais buvo nustatyti Parus major ir Cyanistes

caeruleus rasiy pauksciuose (9 lentelé).

9 lentelé. Suaugusiy pauks$Ciy, sugauty KurSiy nerijoje, uzsikrétimas
Leucocytozoon genties hemosporidijomis. Kity tyrimo metu analizuoty rasiy suaugusiy
pauksciy kraujo méginiuose Leucocytozoon genties hemosporidijos nebuvo identifikuotos.

Pauksciy | Tirty pauksciy | Uzsikrétusiy Uzsikrétusiy Identifikuotos

rusis skaiCius pauksciy kiekis pauksciy dalis | parazity genetinés
(proc.) linijos (kiekis)

Cyanistes 34 1 2,9 IPARUS4 (1)

caeruleus

Parus 46 1 2,2 IPARUS4 (1)

major
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3.12. PAUKSCIU  JAUNIKLIY, SUGAUTYU  KURSIY  NERIJOJE,
UZSIKRETIMAS HEMOSPORIDINIAIS PARAZITAIS

Atliekant tais paciais metais surinkty pauks$¢iy jaunikliy kraujo méginiy tyrimus
buvo nustatyti 40 uzsikrétimy hemosporidiniais parazitai atvejy i$ 199 i$ viso surinkty méginiy.
Bendras pauksc¢iy jaunikliy uzsikrétimy daznis siekia 20,1 procenty. Palyginus §ig informacija
su suaugusiuose pauksciuose nustatytomis parazity infekcijomis buvo nustatytas statistiSkai
reik§mingas skirtumas tarp uzsikrétimy parazitais dazniy (p = 0,0038). Trijuose méginiuose
(du mélynosios ir vienas didziosios zylés jaunikliy méginiai) buvo nustatyta misri
Haemoproteus ir Plasmodium parazity infekcija. Nei viename margasparniy musinukiy
jaunikliy kraujo meéginyje nebuvo identifikuoti jokie hemosporidiniai parazitai.

IS visy 2016, 2018 ir 2019 metais sugauty pauksciy jaunikliy kraujo méginiy
trijuose buvo identifikuotos Plasmodium genciai priskiriamos hemosporidijos. Visy paukséiy
jaunikliy uzsikrétimo daznis Plasmodium hemosporidijomis siekia tik 1,5 procento. Skirtumai
tarp visy suaugusiy pauksciy ir jy jaunikliy uZsikrétimo Siomis hemosporidijomis dazniy
nebuvo statistiskai reik§mingi (p = 0.3107). Sie parazitai buvo nustatyti tik Parus major risies
pauksciy jaunikliy kraujo méginiuose, kuriy tyrimo metu buvo surinkta 61. Bendras Sios riisies
jaunikliy uzsikrétimo Plasmodium genties hemosporidiniais parazitais daznis siekia 4,9
procentus. Statistiskai reikSmingi skirtumai tarp Sios rasies suaugusiy paukséiy ir jaunikliy
uzsikrétimo Plasmodium hemosporidijomis daznio nebuvo fiksuoti (p = 1). Skirtingai nei
suaugusiy pauks¢iy kraujo méginiuose, jaunikliuose Plasmodium genties hemosporidijy
genetiné jvairové buvo nustatyta kur kas mazesné. Kaip jau minéta anks¢iau suaugusiuose
pauksciuose buvo identifikuotos Sesioms genetinéms linijoms priskiriamos hemosporidijos.
Visuose trijuose infekuotuose didziosios zylés jaunikliy kraujo méginiuose buvo nustatyti tos
pacios Plasmodium relictum rasies genetinés linijos pSGS1 parazitai (Priedas 1).

Haemoproteus genties parazitai buvo identifikuoti 34-iuose paukséiy jaunikliy
kraujo méginiuose t.y. 17,1 procenty visy tyrimo metu tirty pauks¢iy jaunikliy. Skirtumai tarp
bendro visy rusiy suaugusiy paukséiy ir jaunikliy uzsikrétimo $iais hemosporidiniais parazitais
daznio yra statistiskai reik8mingi (p = 0,0063). Haemoproteus parazitai buvo identifikuoti trijy

rasiy zyliy ir pilkosios musinukés jaunikliuose (10 lentelé).
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10 lentelé. Paukséiy, sugauty KurSiy nerijoje, jaunikliy uzsikrétimas
Haemoproteus genties hemosporidijomis. ParySkintai pazymétos parazity genetinés linijos,
kuriy atstovai iki Siol nebuvo fiksuoti KurSiy nerijoje parazituojantys atitinkamas pauksciy
rasis. Kity tyrimy metu analizuoty riisiy pauksciy jaunikliy kraujo méginiuose Haemoproteus
genties hemosporidijos nebuvo identifikuotos. p reikSmé nurodo skirtumy tarp tos pacios
pauksciy rusies suaugusiy pauksciy ir jaunikliy uzsikrétimo Haemoproteus parazitais skirtumo
patikimuma.

Pauksc¢iy rasis | Tirty Uzsikrétusiy | Uzsikrétusiy p reik§mé Identifikuotos
pauksciy | pauksciy pauksciy  dalis parazity genetinés
skaiCius | Kiekis (proc.) linijos (kiekis)

Muscicapa 3 1 33,3 1 hPARUSLI (1)

striata

Cyanistes 81 19 23,5 0,6543 hCWT4 (1)

caeruleus hPARUSL (16)

hPHSIB1 (2)

Parus major 61 12 19,7 0,5042 hPARUS1 (5)

hPARUS10 (1)

hPHSIB1 (5)

hww?2 (1)

Poecile 13 2 154 - hPARUSL1 (1)
palustris hPHSIB1 (1)

10-o0je lenteléje galima matyti, kad tarp nei vienos rusies suaugusiy pauksciy ir
jaunikliy uzsikrétimo Haemoproteus genties hemosporidiniais pauksciy parazitais daznio
statistiSkai reikSmingi skirtumai nebuvo fiksuoti. Poecile palustis atveju p reik§mé
neskaiCiuota, nes tyrimo metu nebuvo pagauta Haemoproteus genties parazitais uzsikrétusiy
suaugusiy Sios rusies pauksciy.

Taip pat kaip ir Plasmodium genties parazity atveju jaunikliuose buvo registruota
ir mazesné rasiné Haemoproteus genties hemosporidijy ivairové. Pauksciy jaunikliy kraujo
méginiuose buvo identifikuota vienos, Haemoproteus majoris rasies, keturiy genetiniy linijy
parazitai: hPARUS1, hPHSIB1, hWW2, hCWT4. hPARUSL linijos parazitai tyrimo metu buvo
nustatyti kaip labiausiai paplite tarp paukséiy. Sios genetinés linijos parazitai buvo nustatyti
didZiyjy, melynyjy, paprastyjy pilkyjy zyliy bei viename pilkosios musinukés kraujo méginyje
(ankséiau Kur$iy nerijoje Sios raiSies jaunikliuose $i linija nustatyta nebuvo) (10 lentelé). IS 19
infekuoty mélynyjy zyliy kraujo méginiy net 84,2 procentuose t.y. 16-oje méginiy buvo
nustatyti hPARUSI genetinés linijos parazitai (10 lentelé ir Priedas 1).

Viename 2016, 2018 ir 2019 metais Kursiy nerijoje sugauty pauksciy jaunikliy

kraujo méginyje buvo identifikuoti Leucocytozoon genciai priskiriamos genetinés linijos
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IPARUS15 parazitai (0,5 proc. visy pauk$éiy jaunikliy), Siame méginyje taip pat buvo
nustatytas ir uzsikrétimas Haemoproteus parazitais. StatistiSkai reikSmingi skirtumai tarp
suaugusiy pauksciy ir jaunikliy uzsikrétimy nebuvo nustatyti (p = 0,5924).

Si Leucocytozoon genties parazity infekcija buvo nustatyta Cyanistes caeruleus
rusies paukscio kraujo méginyje. IS viso buvo pagauti 81 Sios rusies pauksc¢iy jaunikliai, Sios
rusies uzsikrétimy Leucocytozoon parazitais daznis — 1,2 procenty. Sio méginio tyrimas taikant
mikroskopija patvirtino, kad kraujo méginyje yra Leucocytozoon parazity. Lyginant Sios rasies
pauksciy uzsikrétimo Leucocytozoon parazitais daznj tarp Suaugusiy ir jauny pauksciy
statistiSkai reikSmingas skirtumas nebuvo nustatytas (p = 0.5106). Iki S$iol duomeny apie

Leucocytozoon parazitus Kur$iy nerijoje sugautuose jaunikliuose nebuvo.

3.2.CULICOIDES MASALU RUSIU SUDETIS KURSIU NERIJOJE IR NERIES
REGIONINIAME PARKE BEI JU UZSIKRETIMAS HEMOSPORIDINIAIS
PARAZITAIS

I$ viso 292 Culicoides smulkiyjy masaly patelés buvo analizuotos $io tyrimo
metu: 126-ios buvo surinktos Neries regioniniame parke ir 166-ios Kursiy nerijoje (11 lentelé)
— 64 Culicoides masalai surinkti 2012 metais, 79 — 2018 metais ir 23 — 2019 metais. I8 inkily
surinktuose smulkiyjy masaly méginiuose buvo nustatytos desimt Culicoides rasiy ir
Culicoides obsoletus rtsiy grupé. Culicoides kibunensis buvo dazniausia masaly rasis Neries
regioniniame parke (52 proc.), Culicoides segnis (37,5 proc. 2012 metais), C. pictipennis (74,7
proc. 2018 metais) ir C. kibunensis (30,4 proc. 2019 metais) skirtingais metais dominavo
Kursiy nerijoje. Svarbu atkreipti démesj, kad 2019 metais KurSiy nerijoje smulkiyjy masaly
kiekis buvo maZesnis, nors masaly gaudymas vyko tuo paciu metu, naudojant tuos pacius
metodus.

Tyrimo metu Culicoides masaluose, priklausancivose keturioms smulkiyjy
masaly rasims: Culicoides kibunensis, C. pictipennis, C. segnis, C. punctatus, buvo nustatytos
penkiy Haemoproteus genties hemosporidiniy parazity genetiniy linijy parazity infekcijos.
Dviejy genetiniy linijy, priklausan¢iy Haemoproteus minutus parazity rasiai ("nTUPHIOL ir
hTURDUS?2) bei po vieng H. lanii (hRB1), H. majoris (hCWT4) ir H. tartakovskyi (hSISKIN1)

riasiy parazitai (11 lentele).
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11 lentelé. 2017 metais Neries regioniniame parke ir 2012, 2018 ir 2019 metais
Kur$iy nerijoje pauks¢iy inkiluose surinkty Culicoides masaly skaiCius pagal rasis ir jy
uzsikrétimas hemosporidiniais pauk$¢iy parazitais. Skliaustuose — nustatyta parazity genetiné

linija.

Culicoides masaly
rusis

Neries regioninis parkas

Kursiy nerija

Hemosporidiniais

Hemosporidiniais

Masaly parazitais y parazitais
e v y Masaly skaicius Y .
skaicius uzsikrétusiy masaly uzsikrétusiy masaly
skaicius skaicius
C. festivipennis 19 4
C. impunctatus 1 6
C. kibunensis 65 | 1 (pSGS1) 35 | 1 (hRB1)
C. obsoletus gr. 12 4
C. pictipennis 7 70 | 5 (hTUPHIO1)
C. reconditus 1 16 | 1 (pSGS1)
. 2 (hSISKINL1,
C. segnis 2 | 1(hCWT4) 26 hTURDUS?)
C. subfascipennis 2
C. sphagnumensis 2
C. punctatus 1| 1(hnTURDUS?)
C. pallidicornis 1
C.sp 17 1
IS viso: 126 166 10

Taip pat dviejuose smulkiuosiuose masaluose (Culicoides kibunensis ir C.

reconditus) buvo identifikuotos Plasmodium genties P. relictum (pSGS1) hemosporidijos.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 KURSIU NERIJOJE IDENTIFIKUOTI PAUKSCIU HEMOSPORIDINIAI
PARAZITAI

Pauksc¢iy hemosporidiniy parazity paplitimas pasaulyje, vektoriai ir transmisija
vis dar yra nepakankamai istirti, todél néra aisku, kokie parazitai gali biiti perneSami peréjimo
vietose, 0 kokiais parazitais pauks¢iai uzsikreCia Ziemodami Siltesnio klimato zonose
(Valkitnas, 2005; Bensch et al., 2007). Dél $ios priezasties Siame darbe didelis démesys buvo
skirtas siekiant atskirai isaiskinti suaugusiuose zyliniy ir musinukiniy pauk$¢iuose bei jy
jaunikliuose aptinkamus hemosporidinius parazitus. Dél specifinio $iy parazity vystymosi ciklo
(Valkitinas, 2005) analizuojant tik jaunikliuose aptiktas pauk$¢iy hemosporidijas galima daryti
iSvadas apie Siy parazity transmisijg konkreciose vietovése, $io tyrimo atveju — Kursiy nerijoje.
Analizuojant  suaugusiy pauks$¢iy ir jaunikliy uZsikrétimg visy genéiy pauksciy
hemosporidiniais parazitais buvo pastebéta, kad lyginant su suaugusiais pauks¢iais statistiSkai
reik§mingai maZesné dalis jaunikliy buvo uzsikrétusi parazitais. Sie duomenys buvo tikétini
(Valkitnas, 2005) dél to, kad jaunikliai uzsikrésti pauk$¢iy hemosporidiniais parazitais turéjo
maziau laiko, tai pat jie uzsikrésti galéjo tik tomis hemosporidijomis, kuriy transmisija vyksta
Kursiy nerijoje, kai suauge pauksciai uzsikrétimui galimybe turéjo ir Ziemojimo vietose piety
Europoje ar Siauringje Afrikoje (del Hoyo et al., 2006; Gosler and Clement, 2007).

Atliekant §j tyrima paukséiy kraujo méginiuose i§ viso buvo identifikuoti
septyniy skirtingy Plasmodium genties hemosporidiniy parazity genetiniy linijy parazitai. Nors
vertinant uzsikrétimo daznius buvo nustatyta, kad statistiSkai reik§Smingy skirtumy tarp
suaugusiy pauksciy ir jaunikliy uzsikrétimo $iais parazitais daznio nebuvo, ta¢iau, kaip ir buvo
galima tikétis, didZioji dalis Plasmodium genties hemosporidijy rasinés jvairovés (identifikuoti
Sesiy skirtingy genetiniy linijy parazitai: pPGRWO02, pGRWO09, pGRW11, pRTSR1, pSYAT24,
pTURDUSL) buvo identifikuotos suaugusiy pauks¢iy, jau ziemojusiy Siltesnio klimato zonose,
kraujo méginiuose (Santiago-Alarcon et al., 2012). Pauksc¢iy jaunikliuose buvo identifikuota
tik vienos P. relictum rasies pSGSL1 linijos parazitai, kuriy transmisija vyksta tiek pauksciy
peréjimo, tiek ziemojimo vietose (Waldenstrém et al., 2002; Hellgren, 2005; Hellgren et al.,
2007; Okanga et al., 2014). Zinomi $ios rii§ies hemosporidiniy parazity vektoriai — Culex
pipiens rasies uodai (Inci et al., 2012; Schoener et al., 2017) yra gana daznai aptinkami ir
Kursiy nerijoje (Bernotiené, 2012), tad jie gali biiti vieni pagrindiniy pPSGS1 genetinés linijos

parazity vektoriy Sioje teritorijoje.
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Tyrimo metu buvo pastebétas skirtumas tarp musinukiniy ir zyliniy suaugusiy
pauksc¢iy uzsikrétimo skirtingoms Plasmodium genetinéms linijoms priskiriamais parazitais.
Zyliniuose pauksciuose buvo nustatyti parazitai, dazniau aptinkami piety ar vidurio Europoje
— Plasmodium circumflexum linija pTURDUSL ir P. relictum pGRW11 (Hellgren et al., 2007;
Cosgrove et al., 2008), tuo tarpu tyrime nustatyti margasparnes musinukes parazituojantys
parazitai (P. ashfordi genetiné linija pPGRWO02, Plasmodium spp. linijos pPGRW09, pRTSR1,
pSYAT?24) daznai aptinkami Afrikoje (Waldenstrom et al., 2002; Beadell et al., 2006). Toks
pasiskirstymas galéty biiti paaiSkinamas skirtinga $iy Seimy pauksciy Ziemojimo biologija.
Zylés dazniausiai ziemoje tik truputj pieciau, nei jy per¢jimo vietos, tad retai palieka Europa,
tuo tarpu musinukiy ziemojimo vietos daznai siekia Siaurés ar net vidurio Afrikg (del Hoyo et
al., 2006; Gosler and Clement, 2007).

Tyrimo metu analizuojant suaugusiy pauksciy kraujo méginius buvo nustatytas
uzsikrétimas SeSiolikos skirtingy pauks¢iy hemosporidiniy parazity genetiniy linijy parazitais.
Kaip ir teigiama kity mokslininky darbuose (Santiago-Alarcon et al., 2012), Siose, vidutinio
klimato zonose, labiausiai paplite pauks¢iy hemosporidiniai parazitai buvo Haemoproteus
genciai priskiriamos hemosporidijos. I§ visy suaugusiy pauks$ciy méginiuose nustatyty
genetiniy linijy parazity daugiau kaip pusé (devyni) buvo Haemoproteus genties. Palyginus
Siuos duomenis su pauk$éiy jaunikliy kraujo méginiuose identifikuoty genetiniy linijy
parazitais galima matyti, kad dalis jy: Haemoproteus majoris linijy hPARUS1, hPHSIBL,
hWW?2 parazitai buvo bendri tiek pauks$ciy jaunikliams, tiek suaugusiems pauksc¢iams. Tokie
duomenys patvirtina ir anks¢iau KurSiy nerijoje atlikty pauksc¢iy hemosporidiniy parazity
genetinés jvairovés tyrimy rezultatus (Krizanauskiene et al., 2006). Taciau uzsikrétimy
Haemoproteus parazitais atveju skirtumy tarp identifikuoty genetiniy linijy suaugusiuose
pauksciuose ir jy jaunikliuose taip pat buvo. Tyrimo metu pastebéta, kad panasi tendencija kaip
ir su Plasmodium spp. hemosporidijomis atsispindi ir atliekant Haemoproteus genties genetiniy
linijy parazity analiz¢. Zyliniy Seimos suauge pauksciai ir jaunikliai buvo uzsikréte ty paciy
Haemoproteus majoris rasies genetiniy linijy parazitais. Tuo tarpu tolimesni migrantai,
Ficedula ir Muscicapa genciy suauge pauksSciai, buvo uzsikréte dazniau Afrikoje
identifikuojamy genetiniy linijy parazitais. Pavyzdziui, margasparniy musiniy suauge
pauksciai buvo uzsikréte ir H. pallidus, H. balmorali risiy genetiniy linijy hCOLL2, hCOLL3
parazitais. Sios hemosporidijos Europoje bei Kursiy nerijoje buvo aptiktos ir ankséiau, tadiau
tik suaugusiuose pauksc¢iuose (Krizanauskiene et al., 2006; Hellgren et al., 2007). Yra Zinoma,

kad Siy parazity transmisija vyksta Siltesnio klimato zonose pietin¢je Europoje ar Afrikoje.
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Jdomu, kad kitos Haemoproteus pallidus genetinés linijos hPFC1 parazity
suaugusiuose Ficedula hypoleuca pauks¢iuose buvo identifikuota dviejuose tre¢daliuose visy
infekuoty Siy pauksciy kraujo méginiy, taciau jaunikliai Sios linijos parazitais uzsikréte nebuvo,
nors MalAvi duomeny bazés duomenimis $§i linija yra gana placiai paplitusi visoje Europoje
bei ankstesniy tyrimy metu Svedijoje buvo identifikuota ir jaunikliuose (Hellgren et al., 2007;
Radwan et al., 2012), tad galima manyti, kad $ios linijos parazity transmisija galéty vykti ir
Kursiy nerijoje. Atliekant tyrimg buvo istirti 40 F. hypoleuca pauks¢iy jaunikliy. Ficedula.
hypoleuca jaunikliai buvo vieninteliai tyrimo metu, kuriy kraujas buvo paimtas dviem
skirtingais btudais: nuo liepos 10 d. kraujo méginiai buvo rinkti i$ lizduose aptikty jaunikliy bei
rugpjuicio pradzioje surinkti méginiai i§ jau skraidangiy ir j tinklus patekusiy jaunikliy. Zinoma,
kad hPFC1 genetinés linijos parazity transmisijoje dalyvauja Culicoides kibunensis smulkieji
masalai (Bernotien¢ et al., 2019). Sie masalai Kur$iy nerijoje aptinkami birzelio ménesj
(duomenys nepublikuoti). Gali biti, kad lizduose buvusiy musinukiy jaunikliai galimai turéjo
per mazai kontakty su kraujasiurbiais vabzdziais, tad tuo metu dar nebuvo uzsikréte
hemosporidiniais parazitais. Be to, gali buti, kad uzsikrétimy parazitais nustatymui naudoti
infekcija jauniklio organizme buvo prasidéjusi prie§ kelias dienas (Valkitnas, 2005).
Rugpjucio pradzioje sugauti jau skraidantys F. hypoleuca jaunikliai galimai i$ lizdy isskrido
po to, kai C. kibunensis smulkieji masalai jau nebuvo aptinkami, tad gali biiti, kad pauksciy
jaunikliai neturéjo kontakty su $ios linijos parazity vektoriais ir todél nebuvo uzsikréte hPFC1
parazitais. Panastis duomenys yra stebéti ir anksciau Ispanijoje (Merino and Potti, 1995). Visais
atvejais, siekiant nustatyti tokiy Sio tyrimo rezultaty prieZastis reikéty atlikti papildomus
tyrimus ir patikrinti iSkeltas hipotezes, arba nustatyti papildomus izoliacijos atvejus.

Baigiamojo darbo tyrimo metu jaunikliy kraujo méginiuose taip pat buvo
identifikuoti ir keturiy pauks¢iy hemosporidiniy parazity genetiniy linijy (H. majoris linijy
hPARUS1, hCWT4, hPHSIBI ir jokiai rtsiai nepriskiriama hPARUSI10 genetinés linijos)
parazitai, kurie iki Siol KurSiy nerijoje nebuvo aptikti parazituojantys atitinkamai pilkgsias
musinukes, mélyngsias, paprastgsias pilkgsias ir didzigsias zyles. Trijy i$ $iy linijy parazitai
anksc¢iau buvo aptikti kity pauksciy jaunikliy méginiuose (Hellgren, 2005; Krizanauskiene et
al., 2006; Hellgren et al., 2007; Marzal et al., 2011), tad galima teigti, jog tinkamos salygos
Siy parazity transmisijai Kur$iy nerijoje egzistuoja ir vektoriy tyrimai gali biiti atlickami. Visgi,
vienos, hPARUS10, genetinés linijos parazitai iki $iol KurSiy nerijoje nebuvo fiksuoti nei
suaugusiuose pauksciuose, nei jy jauniklivose. MalAvi duomeny bazés duomenimis $ios linijos

parazitai anksciau yra fiksuoti Suomijoje mélynyjy zyliy kraujo méginiuose.
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Taip pat svarbu atkreipti démesj, kad remiantis MalAvi duomeny bazés
duomenimis, Sio tyrimo metu Ficedula hypoleuca ir Muscicapa striata pauksc¢iuose atitinkamai
aptikti hWW2 ir hPARUSI genetiniy linijy parazitai yra netipiski Siems pauksciams ir todel
turéty buti atliekami papildomi §iy konkreciy genetiniy linijy parazity Vystymosi
(sporogonijos) atitinkamuose pauk$¢iuose tyrimai, Siekiant iSsiaiskinti, ar tai yra anksciau
nefiksuotas abortyvaus parazity vystymosi pauk$¢iuose, parazity prisitaikymo parazituoti
naujus Seimininkus ar Kitokie atvejai.

Iki Siol mokslininkai, atliekantys pauksc¢iy hemosporidiniy parazity tyrimus
Kur$iy nerijoje, daznai neatlikdavo Leucocytozoon genties hemosporidijy tyrimy
(Krizanauskiene et al., 2006), kadangi bendras literatiiroje randamas mokslininky konsensusas
teigia, jog Kursiy nerijoje néra tinkamy salygy Simuliidae genties upiniams masalams, kurie
yra Leucocytozoon parazity vektoriai, daugintis, tad Sios genties hemosporidijomis paukséiy
jaunikliai neturi galimybés uzsikrésti (Atkinson and van Riper 111, 1991; Valkitnas, 2005).
Visgi, §io tyrimo metu buvo atliekami ir §ios genties hemosporidijy jvairovés tyrimai. Kaip ir
buvo galima tikétis, IPARUS4 genetinés linijos parazity buvo aptikta suaugusiy didziyjy ir
mélynyjy zyliy kraujo méginiuose. Sios genetinés linijos parazitai yra pladiai paplite visoje
Europoje, dazniausiai aptinkami paukSciuose, gyvenanciuose miskingose vietovése, Salia
srauniy upeliy, kur gausiai vystosi Simuliidae genties masalai (Hellgren et al., 2007; Van
Rooyen et al., 2013). Taciau, labai jdomu, kad §io tyrimo metu viename mélynosios zylés
jauniklio kraujo méginyje, surinktame 2018 metais, buvo identifikuoti IPARUS15 genetinés
linijos, priskiriamos Leucocytozoon genties hemosporidijoms, parazitai. Tai reiskia, kad Sios
genties hemosporidijos yra perneSamos ir KurSiy Nerijoje. To priezastimis gali buti: dél
stipraus véjo atsitiktinai j KurSiy Nerijg i§ zemyninés Kaliningrado srities dalies (Adler, 2020)
ar Siauriau Kur$iy nerijoje esancios Juodkrantés, kur jie gali buti aptinkami (nepublikuoti
duomenys) atnesti upiniai masalai (Adler et al., 2004), anks¢iau nenustatytas Simuliidae
genties masSaly veisimasis Kursiy Nerijoje, arba dar nenustatyti Leucocytozoon genties
hemosporidijy vektoriai, kurie veisiasi ir Kur$iy Nerijos pietinéje dalyje. Siekiant $iy parazity
vektoriy nustatymo reikty vykdyti tolimesnius tyrimus ir tirti dvisparniy kraujasiurbiy vabzdziy
uzsikrétimg Leucocytozoon genties hemosporidiniais parazitais paukséiy peréjimo vietose

Kursiy nerijoje.
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4.2.CULIDOIDES MASALU UZSIKRETIMAS PAUKSCIU
HEMOSPORIDINIAIS PARAZITAIS

Siekiant nustatyti pauks$¢iy hemosporidiniy parazity vektorius svarbu tirti ne tik
padiuose pauki¢iuose, bet ir kraujasiurbiuose vabzdZiuose aptinkamas hemosporidijas. Sio
tyrimo metu didziausias démesys buvo skiriamas KurSiy nerijoje dazniausiai aptinkamiems
Haemoproteus genties parazitams (Santiago-Alarcon et al., 2012) ir jy vektoriams — Culicoides
genties smulkiesiems masalams (Bukauskaite et al., 2016). Duomenys, surinkti apie smulkiyjy
masaly uzsikrétimus pauksciy hemosporidiniais parazitais buvo surinkti ne tik KurSiy nerijoje,
bet ir Neries regioniniame parke, kadangi riisiné §iy masaly sudétis abejose lokacijose skiriasi
nezymiai.

Siuo metu yra zinoma, kad Haemoproteus genties hemosporidijy vystymasis gali
vykti keturioms Europoje aptinkamoms Culicoides rasims priklausan¢iuose masaluose: C.
impunctatus, C. nubeculosus, C. kibunensis ir C. sphagnumensis. Culicoides impunctatus yra
viena labiausiai paplitusiy ir daugiausiai skirtingoms genetinés linijoms priklausanciy parazity
pernesti galin¢iy Culicoides masaly rasiy Kursiy nerijoje (Glukhova and Valkitinas G., 1993;
Ziegyté et al., 2017). Sio tyrimo metu nebuvo patvirtinta literatiirinéje dalyje aptarta hipoteze,
kad C. impunctatus masalai néra svarbus pauk$¢iy hemosporidijy faktorius, nes Kursiy nerijoje
yra aptinkami tik salyginai trumpai, tad jy aptikimo laikas prasilenkia su pauks$¢iy uzsikrétimo
parazitais laiku. Visgi, ankséiausiai pauks$¢iy hemosporidiniais parazitais uzsikréte jaunikliai
buvo aptikti birzelio 30-3ja dieng, C. impunctatus masalams jau skraidant, mat jiec paprastai
Kursiy nerijoje pasirodo apie birzelio 10-gja (Liutkevicius, 2000a; Truchan, M. et al., 2001).
Visgi, nepaisant to, jog Sios rusies masalai yra laikomi dazniausiais Kuriy nerijoje (Glukhova
and Valkitinas G., 1993), Sio tyrimo metu inkiluose buvo aptikti tik septyni (2,4 proc. visy
surinkty masaly) Sios ruSies masSalai, kuriy nei vienas nebuvo uzsikrétes pauksciy
hemosporidijomis. Tad gali biti, kad C. impunctatus masalai nors ir yra tinkami $eimininkai
Haemoproteus hemosporidijy vystymuisi (Ziegyté et al., 2017), visgi néra grieztai ornitofiliné
rusis, nedaznai auky ieSko pauksciy per¢jimo vietose, todél neturéty biiti laikomi vienu
svarbiausiy pauks¢iy hemosporidiniy parazity transmisijos faktoriy Kursiy nerijoje. Siems
duomenims patvirtinti reikty atlikti atskirus $ios smulkiyjy masaly rasies vabzdziy tyrimus.

Dazniausiai tyrimo metu inkiluose aptiktuose Culicoides genties masaluose C.
kibunensis (34,6 proc. visy masaly) ir C. pictipennis (26,4 proc.) buvo identifikuotos
atitinkamai dviejy hemosporidiniy parazity genetiniy linijy (Haemoproteus lanii linija hRB1 ir
H. minutus linija hTUPHI01) parazitai. Sio tyrimo metu fiksuotas didelis iy Culicoides ragims
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priklausan¢iy masaly daznis patvirtina jy ornitofilinj elgesj ir prisitaikymg dazniau maitintis
pauksc¢iy krauju (Santiago-Alarcon et al., 2012), tad Sie smulkieji masalai gali bati puikas
pauks¢iy hemosporidijy vektoriai Kursiy Nerijoje. Sia hipoteze dar labiau sustiprina tai, kad
atliekant ankstesnius smulkiyjy masaly tyrimus C. kibunensis masaluose buvo identifikuotos
devyniy Haemoproteus genties hemosporidijy genetiniy linijy parazitai: H. minutus linijy
hTURDUS2 ir hnTUPHIO1, H. pallidus genetinés linijos hPFC1, H. tartakovskyi - hSISKINL,
H. parabelopolskyi linijy hNSYATO1 ir hSYATO02, H. pallidulus —hSYATO03 bei Haemoproteus
spp. hCUKI1 ir hSYAT35 parazitai (Santiago-Alarcon et al., 2013; Synek et al., 2013;
Bernotiené et al., 2019), o C. pictipennis masaluose: H. minutus hTURDUS2 ir nTUPHIO1, H.
majoris hWW2, H. pallidulus hSYATO3 bei jokiai Haemoproteus rasiai nepriskiriamos linijos
hSYAT35 parazitai (Bobeva et al., 2013; Santiago-Alarcon et al., 2013; Bernotiene and
Valkiunas, 2016; Bernotien¢ et al., 2019). Sio tyrimo metu identifikuotos hRB1 genetinés
linijos parazitai yra aptinkami nendrinése startose (Emberiza schoeniclus) bei paprastosiose
medSarkése (Lanius collurio) (Hellgren et al., 2007; Dimitrov et al., 2010), o hTUPHIOL yra
strazdus parazituojan¢iy hemosporidiniy parazity genetiné linija (Dimitrov et al., 2010), tad
kaip ir buvo galima tikétis Sio tyrimo metu zyliniuose bei musinukiniuose pauksciuose Sie
parazitai identifikuoti nebuvo. Kaip ir buvo minéta, nTUPHIOI genetinés linijos parazitai
anksciau buvo identifikuoti tiek C. kinunensis, tiek C. pictipennis masaluose, tad apibendrinant
galima teigti, kad Sios masaly rasys gali bati svarbios H. minutus linijos hTUPHIO1 parazity
transmisijai. hRB1 genetinés linijos parazitai anksC¢iau gamtoje buvo identifikuoti C.
nubeculosus masaluose (Chagas et al., 2019). Gali bati, jog Sio tyrimo metu nustatytas C.
pictipennis uzsikrétimas Siais parazitais atskleidzia galimg S§iy maSaly dalyvavimag ir
Haemoproteus lanii risies parazity transmisijoje, taciau tam reikty atlikti detalesnius tyrimus.

Atliekant §j tyrima didziausia parazity genetiné jvairové buvo aptikta Culicoides
segnis masaluose. Siy masaly méginiuose buvo identifikuoti i§ viso trijy genetiniy linijy
parazitai: Haemoproteus tartakovskyi rasies hSISKIN1 genetiné linija, H. minutus —
hTURDUS2 parazitai, kurie buvo identifikuoti ir Culicoides punctatus masaluose, bei H.
majoris linijos hCWT4 parazitai. Pastarasis parazitas buvo aptiktas vienoje C. segnis masalo
aptinkami parazituojantys kikilinius, 0 hTURDUS?2 - strazdinius paukscius (Hellgren et al.,
2007). Taip pat, tyrimais nustatyta, kad hSISKINL1 linijos parazitai gali vystytis C. nubeculosus
masaluose, tadiau jy natiraliis vektoriai kol kas néra iSaiskinti (Ziegyte et al., 2016), o
hTURDUS2 genetinés linijos parazitai yra bene dazniausiai smulkiuosiuose masaluose

aptinkamos hemosporidijos ir anks¢iau buvo aptiktos C. impunctatus, C. punctatus, C.
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circumscriptus, C. scoticus, C. pictipennis, C. kibunensis, C. paolae ir C. festivipennis
masaluose (Bobeva et al., 2013, 2014; Synek et al., 2013; Bernotiene and Valkiunas, 2016;
Veiga et al., 2018; Bernotien¢ et al., 2019). Zinoma, kad Culicoides segnis smulkiuose
masaluose anks¢iau buvo aptikti hCUKI1, hTUPHI1, hCCF4, hCWT4, hCIRCUMO1 ir
hROFI1 genetiniy linijy parazitai (Synek et al., 2013; Valaviciaté, 2018). Apibendrinant §iuos
duomenis biity galima teigti, kad C. segnis masalai gali buti gana plataus spektro pauksciy
hemosporidiniy parazity vektoriais, taciau gali buti, kad dalis Siy parazity pateko i masalus
maitinantis pauks$ciy krauju, taciau tolimesnis vystymasis juose nevyksta. Tam nustatyti reikty
atlikti atskirus eksperimentinius tyrimus.

Visgi, bene svarbiausias $io tyrimo metu gautas rezultatas yra C. segnis
masaluose identifikuoti Haemoproteus majoris genetinés linijos hCWT4 parazitai, kurie buvo
aptikti ir mélynosios zylés jauniklio kraujo méginyje. Ankséiau $ios genetinés linijos parazitali
tik vieng kartg buvo fiksuoti smulkiuosiuose masaluose, taip pat kaip ir $io tyrimo metu — C.
segnis rasies kraujasiurbiuose vabzdziuose (Valavicitte, 2018), tad atlikto tyrimo rezultatai
galimai atskleidzia ir patvirtina C. segnis masaly svarba Sios genetinés linijos parazity
pernesime. Sie magalai paprastai Kur$iy nerijoje yra aptinkami nuo geguzés pabaigos iki
rugpjicio (duomenys nepublikuoti), o jauniklis, kurio kraujo méginyje buvo identifikuoti Sie
parazitai buvo sugautas liepos 5 dieng, tad C. segnis masalai galéjo dalyvauti iy parazity
transmisijoje. Parazitais uzsikrétgs C. segnis masalas $io ir anks¢iau minéto tyrimo metu buvo
pauksc¢iy jaunikliai — birzelio 1 dieng, taciau tyrimo metu atskleista sgsaja tarp pauksciy
jaunikliy ir smulkiyjy masaly uzsikrétimo tos pacios genetinés linijos parazitais gali biti svarbi
indikacija atlikti daug specifiSkesnius ir tikslesnius tyrimus siekiant nustatyti H. majoris
genetinés linijos NCWT4 parazity vektorius ir transmisijos kelig.

Taip pat, dar vienos Haemoproteus majoris genetinés linijos hWW?2 parazitai,
kurie $io tyrimo metu buvo identifikuoti didziyjy zyliy jauniklio kraujo méginyje, literattiroje
pateiktais duomenimis ankséiau yra aptikti Culicoides punctatus smulkiuosiuose masaluose,
pagautuose Verkiy regioniniame parke birzelio 2 dieng (Bernotiené et al., 2019). Tad gali bati,
kad $ie, C. punctatus masalai, dalyvauja H. majoris parazity transmisijoje. Siam teiginiui
patvirtinti reikty atlikti tolimesnius C. punctatus masaly uzsikrétimo hemosporidiniais
pauksciy parazitais tyrimus.

Sio tyrimo metu buvo identifikuoti Plasmodium genties hemosporidiniai
parazitai (genetiné linija pSGS1) dviem rasims priklausan¢iuose masaluose: C. kibunensis ir

C. reconditus atskleidzia, kad Sie masalai tikrai maitinasi pauksc¢iy krauju (Lassen et al., 2011;
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Santiago-Alarcon et al., 2012), nes Sie parazitai j vabzdzius gali paklitti tik tokiu badu. Visgi,
nors Sie parazitai galéjo patekti j vabzdZzius maitinimosi krauju metu, ta¢iau mokslininkai
teigia, kad parazitui patekus i netinkamg jam Seimininkg vyksta abortyvus hemosporidijy
vystymasis (Valkitnas et al., 2013), tad Culicoides masalai Plasmodium genties hemosporidijy
transmisijoje nedalyvauja. Zinoma, kad pSGS1 parazitai yra perneSami Culex gendiai
priklausanc¢iy uody (Valkitanas, 2005).

Apibendrinant $io tyrimo rezultatus galima teigti, atliktas tyrimas prisideda prie
bendro supratimo apie pauks¢iy hemosporidiniy parazity paplitima pasaulyje ir jy transmisija.
Nustatyti Kursiy nerijai naujy ir, svarbiausia, jaunikliuose aptinkamy genetiniy linijy parazitai
ir jy sasaja su smulkiuosiuose masSaluose aptiktais parazitais gali padéti atskleisti iki Siol
nezinomus vidutinio klimato juostuose paplitusiy pauks¢iy hemosporidiniy parazity vektorius.
Sis tyrimas atskleidzia, kad siekiant iSaiskinti Kursiy nerijoje vykstantios Haemoproteus
genties hemosporidiniy pauks$¢iy parazity transmisijos vektorius pirmiausiai reikty atlikti

Culicoides punctatus, C. segnis, C. pictipennis smulkiyjy masaly tyrimus.
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ISVADOS

1. IStyrus 164 suaugusiy zyliniy (Paridae) ir musinukiniy (Muscicapidae) pauksciy,
sugauty 2016, 2018 ir 2019 metais KurSiy nerijoje, kraujo méginius 64-iuose buvo identifikuoti
pauksc¢iy hemosporidiniai parazitai. IS jy 87,5 proc. Haemoproteus, 9,4 proc. Plasmodium ir
3,1 proc. Leucocytozoon genties hemosporidinés infekcijos.

2. Suaugusiuose zyliniuose ir musinukiniuose pauksciuose buvo identifikuotos
SeSiy Plasmodium genties hemosporidijy genetiniy linijy (P. ashfordi pGRWO02, P.
circumflexum pTURDUS], P. relictum pGRW11 ir Plasmodium spp. pPGRW09, pRSTR1 bei
pSYAT?24) parazitai, devyniy Haemoproteus genties linijy (H. pallidus hCOLL2 ir hPFC1, H.
balmorali hCOLL3 ir hSFC1, H. majoris hPHSIB1, hPARUS1, hWW?2 bei Haemoproteus spp.
hPFC3 ir hSFC10) parazitai bei vienos Leucocytozoon genties hemosporidijy genetinés linijos
IPARUSA4 parazitai.

3. Istyrus 199 zyliniy ir musinukiniy pauks$¢iy jaunikliy kraujo méginius 40-yje
buvo identifikuoti pauks¢iy hemosporidiniai parazitai. IS jy 85 proc. Haemoproteus, 7,5 proc.
Plasmodium ir 2,5 proc. Leucocytozoon genties hemosporidinés infekcijos.

4. Jaunikliuose nustatyta statistiSkai patikimai mazZesnis nei suaugusiuose
pauksciuose uzsikrétimas parazitais bei mazesné hemosporidiniy parazity jvairové: buvo
identifikuota po vieng Plasmodium (P. relictum genetiné linija pSGS1) ir Leucocytozoon
(IPARUS15) bei penkiy Haemoproteus (H. majoris hPARUS1, hPHSIB1, hCWT4, hwWw2,
Haemoproteus sp. hPARUS10) genetiniy linijy parazitai.

5. Tyrimo metu i§ inkily surinktos 292-i smulkiyjy masaly patelés priklausanéios
10 Culicoides genties rasiy (C. festivipennis, C. impunctatus, C. kibunenis, C. pictipennis, C.
reconditus, C. segnis, C. subfascipennis, C. sphagnumensis, C. punctatus, C. pallidicornis) ir
Culicoides obsoletus raisiy grupei.

6. Culicoides masaluose buvo identifikuoti penkiy Haemoproteus genties (H.
minutus hTUPHIOL ir hTURDUS2, H. lanii hRB1, H. majoris hCWT4 ir H. tartakovskyi
hSISKIN1) bei vienos Plasmodium relictum (pSGS1) genetiniy linijy hemosporidiniai
parazitai.

7. Palyginus pauks¢iy jaunikliy kraujo méginiuose ir Culicoides masaluose
identifikuotus hemosporidinius parazitus nustatyta, kad Haemoproteus majoris genetinés
linijos hCWT4 parazity, aptikty mélynosios zylés jauniklio kraujo méginyje, transmisijoje gali
dalyvauti Culicoides segnis rasies smulkieji masalai, 0 H. majoris linijos hWW2 parazity

transmisijoje — Culicoides punctatus smulkieji masalai.
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Dalis Sio tyrimo rezultaty buvo pristatyti 62-joje tarptautinéje Daugpilio
universiteto mokslinéje konferencijoje (The 62nd International Scientific Conference of
Daugavpils University). Pranesimas: ,,Some Notes on the Transmission of Haemoproteus
Parasites in Eastern Part of Baltic Region”, prane$imo autoriai: Rita Ziegyté, Elena Platonova,

Egidijus Kinderis, Andrey Mukhin, Vaidas Palinauskas, Rasa Bernotiené.

PADEKA

Dékoju Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto P. B. Sivickio parazitologijos
laboratorijai uz suteiktas medziagas bei méginius ir galimybe atlikti baigiamojo magistro darbo
tyrimus, o uz pagalbg atlickant tyrimus laboratorijoje bei konsultacijas ruosiant magistro darbg
— darbo vadovei dr. Rasai Bernotienei ir konsultantui dr. Vaidui Palinauskui.

Taip pat dékoju Gamtos tyrimy centro doktorantei Lenai Platonovai ir dr. Ritai
Ziegytei uz pagalba atlickant kraujo méginiy mikroskopinj vertinima, surinktus Culicoides
masalus ir pagalbg juos identifikuojant.

Sis tyrimas buvo finansuotas Europos socialinio fondo projekto Nr. 09.3.3-LMT-
K-712-02-0047 1é¢Somis.
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SANTRAUKA
Magistro darbas

Zyliniy (Paridae) ir musinukiniy (Muscicapidae) pauks¢iy hemosporidiniai parazitai ir jy

transmisijos tyrimas Kurs$iy nerijoje

Sio darbo metu buvo siekiama nustatyti zyliniuose ir musinukiniuose
pauksciuose Kursiy nerijoje aptinkamy pauks¢iy hemosporidiniy parazity jvairove bei atlikti
Siy parazity transmisijos tyrima, palyginant pauks$¢iy jauniklivose identifikuoty parazity
genetiniy linijy informacija su Culicoides smulkiuosiuose masSaluose identifikuotais
Haemoproteus genties parazitais. I$ viso buvo tirti 164 suaugusiy pauks¢iy ir 199 paukséiy
jaunikliy kraujo méginiai, kuriuose buvo identifikuoti atitinkamai 64 ir 40 parazitais uzkrésti
méginiai. Darbo metu suaugusiuose pauks$ciuose buvo nustatyti SeSiolikos hemosporidijy
genetiniy linijy parazitai: Plasmodium ashfordi genetinés linijos pPGRWO02, P. circumflexum
pTURDUSL, P. relictum pGRW11, Plasmodium spp. pPGRWQ9, pRSTR1 bei pSYAT?24,
Haemoproteus pallidus hCOLL2 ir hPFC1, H. balmorali hCOLL3 ir hSFC1, H. majoris
hPHSIB1, hPARUS1, hWW?2, Haemoproteus spp. hPFC3 ir hSFC10 bei Leucocytozoon sp.
linijos IPARUS4 parazitai. Zyliniy ir musinukiniy pauks¢iy jaunikliuose buvo identifikuotos
septyniy genetiniy linijy parazitai: Plasmodium relictum pSGS1, H. majoris hPARUSL,
hPHSIB1, hCWT4, hWW2, Haemoproteus sp. hPARUS10 bei Leucocytozoon sp. genetinés
linijos IPARUS15 parazitai.

Tyrimo metu i§ 292-y Kursiy Nerijoje ir Neries regioniniame parke pauksciy
inkiluose sugauty Culicoides smulkiyjy masaly dvylikoje buvo nustatyti hemosporidiniai
parazitai: keturioms smulkiyjy masaly rasims (Culicoides kibunensis, C. pictipennis, C. segnis,
C. punctatus) priklausan¢iuose masaluose buvo aptikti Sesiy genetiniy linijy parazitai:
Haemoproteus minutus (hTUPHIO01 ir nrTURDUS?2), H. lanii (hRB1), H. majoris (h\CWT4),
H. tartakovskyi (hSISKIN1). Nustatyti du smulkieji masalai, kuriuose buvo identifikuoti
Plasmodium relictum (pSGS1) parazitai.

Tyrimo metu isaiskinta, kad Haemoproteus majoris genetinés linijos hCWT4
parazity, aptikty meélynosios zylés jauniklio kraujo méginyje, transmisijoje gali dalyvauti C.
segnis rusies smulkieji masalai, 0 H. majoris linijos hWW2 parazity transmisijoje — C.

punctatus smulkieji masalai.
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SUMMARY
Master*s thesis

Haemosporidian Parasites of Tits (Paridae) and Old World Flycatchers (Muscicapidae) in

Curonian Spit and Research of their Transmission

In this study, we aimed to determine the diversity of avian haemosporidian
parasites circulating in the populations of Tits and Old World Flycatchers in the Curonian Spit.
We aimed to determine the transmission of Haemoproteus parasites in the study area by
comparing the genetic lineages of these parasites obtained from the juvenile birds as well as
Culicoides biting midges. A total of 164 blood samples from adult birds and 199 juvenile birds
were tested. We identified 64 and 40 birds infected with avian haemosporidian parazites
respectively. Sixteen different genetic lineages of parasites were identified in adult birds:
parasites of Plasmodium ashfordi genetic lineage pPGRWO02, P. circumflexum pTURDUSL1, P.
relictum pGRW11 and Plasmodium spp. pGRWO09, pRSTR1 and pSYAT24, also
Haemoproteus pallidus hCOLL2 and hPFC1, H. balmorali hCOLL3 and hSFC1, H. majoris
hPHSIB1, hPARUS1, hWW2, Haemoproteus spp. hPFC3 and hSFC10 and Leucocytozoon sp.
parasites of lineage IPARUS4. Parasites of seven genetic lineages of avian haemosporidian
parasites have been identified in juvenile birds of Tits and Old World Flycatchers: Plasmodium
relictum pSGS1, H. majoris hPARUS1, hPHSIB1, hCWT4, hWW?2, Haemoproteus sp.
hPARUS10 and Leucocytozoon sp. IPARUS15.

Total of 292 Culicoides biting midges were collected and investigated from the
nest boxes in Curonian spit and Neris regional park. Twelve of these biting midges were
infected with avian haemosporidian parasites. Six genetic lineages of haemosporidian parasites
(Haemoproteus minutus hTUPHIO1 and hTURDUS2, H. lanii hRB1, H. majoris hCWT4, H.
tartakovskyi hSISKIN1 and Plasmodium relictum pSGS1) were detected in biting midges
belonging to four species: Culicoides kibunensis, C. pictipennis, C. segnis, C. punctatus.

The study revealed that Culicoides segnis biting midges may be involved in the
transmission of Haemoproteus majoris (genetic lineage hCWT4) parasites. C. punctatus

midges may be involved in the transmission of H. majoris (hWW?2) parasites.
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PRIEDAI

PRIEDAS NR. 1

Tyrimo metu skirtingy rasiy suaugusiy pauksciy ir jaunikliy kraujo méginiuose nustatytos pauksciy hemosporidiniy parazity genetinés

linijos pagal gentis. Salia genetinés linijos kodo yra parasyta rsis, kuriai §i linija priskiriama. Paryskintai pazymétos linijos, kurios MalAvi

duomeny bazés duomenimis néra aptiktos Kursiy nerijoje parazituojancios konkre€iy pauksciy rusis. Lenteléje pateikti duomenys apie tas pauksciy

rusis, kuriy méginiuose buvo nustatyti uzsikrétimai hemosporidijomis. Skliausteliuose nurodytas tyrimo metu nustatytas konkrecia linija uzkrésty

meéginiy skaicius.

Paukscio rusis

Haemoproteus genties hemosporidiju

genetinés linijos

Plasmodium genties hemosporidiju
genetinés linijos

Leucocytozoon genties
hemosporidijy genetinés linijos

Ficedula
hypoleuca

Suauge pauksciai

Jaunikliai

Suauge pauksciai

Jaunikliai

Suauge pauksciai Jaunikliai

COLL2 - H. pallidus
@)

PFC1 - H. pallidus (18)

COLL3 H. balmorali
1)

PHSIB1 - H. majoris
(6)

WW?2 - H. majoris (1)

GRWO02 - P.
ashfordi (1)

GRWOQ9 -
Plasmodium sp. (1)

RTSR1 -
Plasmodium sp. (1)

SYAT?24 -
Plasmodium sp. (1)

Muscicapa striata

SFC1 - H. balmorali (2)
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SFC10 -

Haemoproteus sp. (1) PARUSI - H.
. majoris (1
SFC3 - H. pallidus (2) joris (1)
PARUSLI - H.
PARUSL - H. majoris majoris (5)
(©) PARUSI10 -
Haemoproteus sp. ) PARUS4 -
2) . circumflexum (1) 3
( PHSIB1 - H. majoris sp. (1)
(%)
WW?2 - H. majoris (2) WW?2 - H. majoris
Parus major 1)
CWT4 - H. majoris
PARUSL - H. majoris (1)
(9) ] _
PARUSLI - H. GRW11 - P. PARUSA PARUS1S
majoris (16) relictum (1) Leucocytozoon Leucocytozoon
o sp. (1) sp. (1)
Cyanistes WW?2 - H. majoris (1) |'pHgIB1 - H. majoris
caeruleus 2
PARUSLI - H. majoris
Periparus ater @
PARUSLI - H.
majoris (1)
PHSIB1 - H.
Poecile palustis majoris (1)

63




