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STRESZCZENIE

Zjawisku pasozytnictwa i zalezno$ci migdzy dwoma organizmami w ukladzie pasozyt—
zywiciel poswiecono wiele badan zaréwno obserwacyjnych, jak i eksperymentalnych.
Jednak zwierzeta czgsto s3 w tym samym czasie zarazone przez pasozyty reprezentujgce
rézne taksony. Zjawisko to nosi nazw¢ wspotpasozytnictwa. Pasozyty z réznych taksonow
moga wplywac¢ zaréwno na organizm zywiciela, jak i1 na siebie nawzajem. Ksztattujacy sie
w ten sposob uktad zywiciel-spolecznos¢ pasozytow stanowi mikrosrodowisko, w obrebie
ktérego zachodza rozne procesy wptywajace zardwno na przebieg zarazenia przez pasozyty
z poszczegblnych taksondw, jak 1 na dostosowanie zywiciela. Charakter zalezno$ci mi¢dzy
wspotwystepujacymi pasozytami w obecnie dostgpnej literaturze byt okreslany przewaznie
na podstawie danych z jednego punktu czasowego, co utrudnialo okreslenie kierunku
zalezno$ci miedzy pasozytami oraz mechanizméw odpowiedzialnych za inwazje kolejnych
pasozytow w obrebie jednego zywiciela. Natomiast wplyw pasozytnictwa na dostosowanie
zywiciela czesto badany byt w uktadach, w ktérych rozpatrywano zarazenie przez pasozyty
z jednego taksonu, pomimo powszechnego wspotpasozytnictwa w warunkach naturalnych.
Szczegolnie interesujacy i istotny moze by¢ wplyw wspotpasozytnictwa w kluczowym
etapie zycia zywiciela, jakim jest okres rozrodczy, ze wzgledu na fakt, ze rozrod jest
kosztowny energetycznie. Wspotwystepujace pasozyty moga wplywac na sukces rozrodczy
zarazonych zywicieli, jednakze obecnie dostgpne informacje dotycza przede wszystkim
wplywu pasozytow tylko z pojedynczych taksonow pasozytniczych. Jednocze$nie niewiele
jest danych na temat momentu zarazenia osobnikdw na poczatkowych etapach zycia, przez
co rowniez informacje na temat wspotpasozytnictwa w tym okresie sg znikome.

Celem niniejszych badan bylo zbadanie zaleznosci zachodzacych miedzy
pasozytami wewnetrznymi wystepujacymi powszechnie we krwi ptakoéw gniezdzacych sig
w dziuplach — modraszki Cyanistes caeruleus i bogatki Parus major, a takze okre$lenie
wplywu tych pasozytow na elementy biologii lggowej zywiciela od poczatkowych etapow
cyklu gniazdowego po pierwsze tygodnie po wylocie mlodocianych osobnikow z gniazda.
Badania byly przeprowadzone na dwoch populacjach sikor — populacji modraszki
wystepujacej na Gotlandii (Szwecja) oraz populacji bogatki wystepujacej w Lesie
Sekocinskim (Polska).



Streszczenie

Populacja modraszki zostata poddana zabiegowi eksperymentalnemu, ktéry mial na
celu zréznicowanie kondycji samic w okresie legowym. Miato to na celu uwypuklenie
zalezno$ci pomiedzy wspolwystepujacymi pasozytami jak réwniez wzmocnienie réznic w
parametrach sukcesu rozrodczego pomiedzy samicami zarazonymi pasozytami
reprezentujagcymi minimum dwa taksony oraz samicami niezarazonymi i zarazonymi
pasozytami reprezentujacymi jeden takson. W tym celu okre§lono status zarazenia
pasozytami krwi w dwoch punktach czasowych — podczas inkubacji oraz 14 dni po
wykluciu si¢ pisklat.

Populacja bogatki byla monitorowana w celu uzyskania podstawowych informacji
dotyczacych legu oraz zaobraczkowania pisklat na etapie gniazdowym. Nastepnie
przeprowadzono chwytanie mtodocianych osobnikow kilka tygodni po opuszczeniu przez
nie gniazda w celu okreslenia statusu zarazenia pasozytami krwi, czynnikdéw zwigzanych z
rozwojem zarazenia a takze zbadanie zalezno$ci migdzy wspotwystepujacymi pasozytami
w tym okresie zycia zywiciela.

Otrzymane wyniki potwierdzaja wystgpowanie roznych zaleznosci wsrdd
wspotwystepujacych pasozytdw krwi: synergistycznych, antagonistycznych i neutralnych
na ktorych charakter wptywaja przede wszystkim rodzaje pasozytéw dokonujacych inwaz;ji.
Jednak nie stwierdzono wptywu zrdéznicowanej kondycji zZywiciela na inwazje pasozytéw
krwi, jak 1 charakter zalezno$ci wystepujacych migdzy nimi. Wspodlpasozytnictwo nie
wptywato w znaczacym stopniu na poszczeg6dlne parametry biologii legowej z wyjatkiem
sukcesu klucia, ktory byl istotnie nizszy w przypadku koinwazji pasozytow
reprezentujacych trzy taksony. Zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden takson miato
istotny wptyw tylko w dwodch przypadkach: szybsze przystepowanie do lggu samic
zarazonych Trypanosoma oraz mniejszg wielko$§¢ zniesienia u samic zarazonych
Haemoproteus. Eksperymentalna manipulacja infestacji gniazd przez pchly nie wptyneta w
istotnym stopniu na kondycj¢ samic. Natomiast analiza zarazenia mtodocianych bogatek
wykazala, ze w przypadku pasozytow z rodzajow Plasmodium, Leucocytozoon i
Trypanosoma do zarazenia dochodzi prawdopodobnie juz po wylocie pisklat z gniazda,
poniewaz prawdopodobienstwo zarazenia wzrastalo u osobnikéw schwytanych pdzniej w
sezonie legowym. Zaobserwowano réwniez zalezno$ci miedzy wspotwystepujacymi

pasozytami podobne do tych obserwowanych u osobnikéw dorostych i u modraszek.



Streszczenie

Przeprowadzone badania okre$laja zalezno$ci pomigdzy jednymi z najpospolitszych
pasozytow wewnetrznych wystepujacych u dorostych i1 mlodocianych dziuplakow.
Ponadto, przedstawiaja wplyw wspodtpasozytnictwa na parametry biologii legowe]
zywiciela, poczynajgc od wczesnych etapow okresu gniazdowego, oraz wskazuja, jakie
czynniki sa powigzane z prawdopodobienstwem wystapienia inwazji na wezesnych etapach

zycia zywiciela.



ABSTRACT (streszczenie w jezyku angielskim)

The parasitism and interactions between organisms in the parasite-host system have been
the subject of many studies, both observational and experimental. Importantly, animals are
often simultaneously infected with parasites from different taxa, and this phenomenon is
known as co-parasitism. Parasites representing different taxa may influence the host
organism and each other. The host and the parasite community form a microenvironment
within which various processes occur, affecting both infection by parasites from different
taxa and host fitness. Up until now, the type of interactions between co-existing parasites
was mostly determined by data from a single time point. This made it difficult to reliably
determine how parasites from different taxa interact as well as the mechanisms behind the
outcome of infection with new parasites invading an already parasitized host. On the other
hand, the influence of parasitism on host fitness has often been studied in systems where
infection by parasites from only one taxon was considered, despite the common presence of
co-parasitism in nature. Particularly interesting and important may be the impact of co-
parasitism during the crucial stage of the host's life — the breeding period — due to the high
energetic costs of reproduction. Co-existing parasites may affect the reproductive success
of infected hosts. However, the currently available information mostly relates to the impact
of single parasitic infections. At the same time, there is little data on the occurrence of
infection at the early stages of the host's life, and therefore, data on co-parasitism in this
period is also scarce.

The aim of this study was to examine the type of interactions between endoparasites
commonly found in the blood of hole-nesting birds — the blue tit Cyanistes caeruleus and
the great tit Parus major — as well as to determine the impact of these parasites on the
parameters of breeding biology of the host beginning from the early stages of the nesting
period, as well as patterns of infection during the first weeks post-fledging. The research
was carried out on two populations of tits: the blue tit population in Gotland, Sweden, and
the great tit population in the S¢kocin Forest, Poland.

The blue tit population was subjected to an experimental treatment aimed at
diversifying the condition of females during the breeding season. This treatment aimed to
highlight the relationship between co-existing parasites and enhance differences in the

parameters of breeding biology between females infected with parasites representing
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Abstract (streszczenie w jezyku angielskim)

several taxa and females uninfected or infected with parasites representing a single taxon.
To accomplish this, the infection status with blood parasites was determined at two time
points — during incubation and 14 days after hatching.

The great tit population was monitored to collect data on parameters of breeding
biology and to mark nestlings for identification during the post-fledging period. Juveniles
were captured a few weeks after fledging to determine their blood parasite infection status,
factors associated with the occurrence of infection, and to identify the type of interactions
between co-existing parasites during this phase of the host’s life.

The results of presented studies show that blood parasites from four different taxa
may interact with each other either synergistically, antagonistically, or neutrally. The type
of the interaction is primarily driven by the genus of infecting parasites. No effect of the
experimentally manipulated host condition on the probability of parasite infection or on the
type of interactions between the co-existing parasites was found. However, experimental
manipulation of nest infestation by fleas did not significantly affect the condition of
females. Co-infecting parasites did not significantly affect the parameters of breeding
biology, except for hatching success, which was significantly lower in the case of co-
infection with parasites representing three taxa. Females carrying a single infection differed
from uninfected females only in two cases: infection with Trypanosoma resulted in a
delayed onset of egg-laying and infection with Haemoproteus led to the laying of fewer
eggs. The study on blood parasite infection in juvenile great tits showed that in the case of
parasites from the genera Plasmodium, Leucocytozoon and Trypanosoma, individuals
become infected after they leave the nest, as the probability of infection increased in
individuals caught later in the breeding season. The types of interactions between parasites
from different taxa infecting great tit juveniles were the same as those identified in adult
great tits and blue tits.

The presented research determines the type of interactions between some of the
most common endoparasites of adult and juvenile hole-nesting birds. Additionally, it
examines the effect of co-parasitism on the parameters of the host’s reproductive biology,
beginning from the early stages of the nesting period, and identifies the factors associated

with the probability of parasitic infection in the early stage of the host's life.
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1. WPROWADZENIE W TEMATYKE ROZPRAWY

1.1. Zjawisko pasozytnictwa i wspolpasozytnictwa

Wszystkie organizmy eukariotyczne posiadaja zdolno$¢ rozpoznawania obcych komorek i
organizméw wnikajacych do ich wnetrza, badz korzystajacych w inny sposéb z ich
zasobow, co umozliwia okreslenie dwoch strategii przezycia — pasozyta i zywiciela (Goater
1 wsp. 2014). Z jednej strony znajdujg si¢ organizmy pasozytnicze, ktére starajg si¢
skutecznie pozyskaé zasoby konieczne do przetrwania. Natomiast z drugiej jest organizm
zywiciela, ktory stara si¢ obroni¢ przed niepozadang utrata zasobow. Na przestrzeni lat
definicja pasozytnictwa ulegata zmianom. Wedlug ,,Stownika Parazytologicznego”
pasozytnictwo oznacza zjawisko bytowania jednego organizmu (pasozyta) na/w organizmie
innego gatunku (zywiciela) oraz wykorzystywania go jako $rodowisko zycia i
pozyskiwania pokarmu (Zlotorzycka 1998). Podobna definicja jest przedstawiona w
,Dictionary of Parasitology”: ,,Bliska zalezno$¢ migdzy dwoma organizmami, w ramach
ktorej jeden (pasozyt) osigga korzy$¢ kosztem drugiego (zywiciel), zazwyczaj w postaci
pokarmu lub miejsca bytowania” (z ang. ,,Intimate relationship between two organisms in
which one (the parasite) derives benefit from the other (the host), usually to obtain food or
physical support”’; Gosling 2005). Pomimo pewnych réznic w definiowaniu pasozytnictwa,
wszystkie definicje pozostajg zblizone do zaproponowanej przez Leuckarta w 1852r.,
mowiacej, ze pasozyt — organizm ,,stabszy” nie mogac zabi¢ swej ofiary, zyje jej kosztem
(Kazubski 2000).

Ze wzgledu na przeciwstawne cele organizmow tworzacych uklad pasozyt—
zywiciel, dochodzi migdzy nimi do ,wyscigu zbrojen”. Sita 1 przebieg inwazji
pasozytniczej oraz jako$¢ obrony zywiciela przed zarazeniem lezg u podstaw ogromnej
zmienno$ci w poziomie patogeniczno$ci oraz ksztattujg proces koewolucji w tym ukladzie
(Goater 1 wsp. 2014).

Glowng cechg pasozytnictwa jest generowanie kosztow ponoszonych przez
zywiciela, co z jego perspektywy ksztaltuje charakter oddzialywan w uktadzie pasozyt—
zywiciel jako negatywny. Koszty moga powstawa¢ w wyniku bezposredniego
negatywnego oddziatywania pasozyta na zywiciela, jak i w wyniku dziatan jakie podejmuje

zywiciel w celu zniwelowania skutkéw obecnosci pasozyta (Atkinson 1 wsp. 2009). Do
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podstawowych mechanizmow powstawania negatywnych skutkow obecnosci pasozyta
naleza: 1) uszkodzenie tkanek i narzadow oraz koszty z tym zwigzane, ktére moga
prowadzi¢ do nieprawidiowego funkcjonowania innych ukladow w organizmie, np.
zmniejszajac wydolnos$¢ ukladu trawiennego lub moczowego, lub powodujac problemy
lokomocyjne, 2) rywalizacja o zasoby pomig¢dzy pasozytem i zywicielem (ma miejsce
kiedy pasozyt pochtania cze¢$¢ pokarmu zywiciela), 3) koszty inwestycji w obrong przed
pasozytami, np. inwestycja w uktad odpornosciowy (Atkinson 1 wsp. 2009).

Wedlug metafory zaproponowanej przez Wobesera (2009), organizm zywiciela
stanowi wyspe skladajaca si¢ z nisz dostarczajacych zasoby dla przybywajacych
pasozytow. Pasozyty dokonujac inwazji na taka ,,wyspe” zasobow moga napotka¢ opor
srodowiska — w tym wypadku strategie obronne zywiciela np. odpowiednie zachowanie lub
dziatanie uktadu odpornosciowego. W takim $rodowisku moze dochodzi¢ réwniez do
oddziatywania i tworzenia si¢ sieci zalezno$ci pomigdzy samymi pasozytami.

Pasozytnictwo jest w naturze powszechne. Wedlug szacunkow poloweg wszystkich
taksonéw zwierzecych mozna sklasyfikowa¢ jako pasozytnicze (Price 1980). Grupa
kregowcow, ktorej poswiecono duzo uwagi jako zywicielom roznego rodzaju pasozytow sg
ptaki. Biorac pod uwage liczbg opisanych gatunkéw ptakdéw oszacowano, ze moga by¢ one
zywicielami co najmniej 58 000 gatunkow pasozytow (Crompton 1997). Jednak te
oszacowanie sporzadzono zaktadajac, ze kazdy gatunek ptaka (pod uwage wzigto 9 672
gatunki wedlug Sibley 1 Monroe (1990)) jest zywicielem co najmniej 6 réznych taksonow
pasozytniczych. Liczby te moga by¢ znacznie niedoszacowane zwlaszcza biorgc pod uwage
réznorodno$¢ gatunkowa pasozytow w klimacie tropikalnym oraz samg liczbe gatunkow
ptakow. Obecnie wyodrebnia si¢ ponad 11 000 gatunkéw ptakdw, ale przypuszcza sig, ze
liczba ta moze sigga¢ 18 000 (Barrowclough i wsp. 2016, Lees 1 wsp. 2022).

W przypadku pasozytow ptakow wiekszo$¢ taksonéw nie zostala jeszcze opisana
(Moore 1 Clayton 1997). Rozwdj badan parazytologicznych 1 taksonomicznych
poszczegbdlnych pasozytow jest znacznie szybszy, jezeli dany pasozyt lub gatunki z nim
blisko spokrewnione wystepuja takze u ludzi, powodujac duzg zachorowalno$¢ lub
smiertelnos¢. Wigzeg sie to z dazeniem do opracowania srodkéw przeciwdziatajacych lub

zapobiegajacych takim inwazjom pasozytniczym u ludzi (Valkitinas 2005). Z tego wzgledu
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szeroko badang grupa pasozytow u ptakow s3a Protozoa, ktérych cze$¢ stadiow
rozwojowych przebywa we krwi zywiciela (Atkinson i wsp. 2009).

Zwierzeta moga by¢ w tym samym czasie zywicielami pasozytow z wielu réznych
taksonoéw (Petney 1 Andrews 1998, Cox 2001, Telfer i wsp. 2008, Bordes i Morand 2011).
Takie jednoczesne zarazenie przez pasozyty z wigcej niz jednego taksonu nosi miano
wspotpasozytnictwa, wspotwystepowania pasozytow lub koinwazji (Ztotorzycka 1998).
Wspolwystepowanie w jednym organizmie zywiciela roznych pasozytow jest u zwierzat
zjawiskiem powszechnym i nierzadko obserwuje si¢, ze brak inwazji pasozytniczej lub
inwazja przez pasozyty reprezentujace jeden takson wystepuja w populacji zywiciela
rzadziej niz wspotpasozytnictwo (Petney i Andrews 1998). Wspotwystepujace pasozyty
moga wpltywaé na swoja wirulencje, oddzialywanie na dostosowanie zywiciela, czy tez
rozprzestrzenianie si¢ w populacji zywiciela (Cox 2001, Read i Taylor 2001, Cattadori i
wsp. 2008, Bordes i Morand 2011), przy czym stopien skomplikowania zalezno$ci
wystepujacych migdzy pasozytami wzrasta wraz ze wzrostem liczby pasozytow w
organizmie zywiciela (Dobson 1985). W zwiazku z tym badania nad pasozytnictwem
powinny by¢ prowadzone w uktadzie zgrupowanie pasozytdéw—zywiciel a nie pasozyt—
zywiciel, przy czym zawsze nalezy bra¢ pod uwage indywidualny charakter
rozpatrywanego uktadu, czyli jakie taksony zalicza si¢ do pasozytow danego gatunku
zywiciela. Wynika to z faktu, ze nawet blisko spokrewnione gatunki mogg petni¢ role
zywiciela dla organizméw reprezentujacych odlegte taksony oraz rdézne strategie

pozyskiwania zasobow zywiciela.

1.2. Oddzialywania pomiedzy wspolwystepujacymi pasozytami

Oddzialywania pomiedzy wspotwystepujacymi pasozytami mozna zaklasyfikowaé do
jednej z trzech kategorii: 1) synergistyczne, 2) antagonistyczne lub 3) neutralne, przy czym
charakter oddziatywan nie musi by¢ dwukierunkowy, w zwigzku z czym skutki
wspotwystepowania pasozytow moga by¢ widoczne tylko u jednego z nich. Do
powstawania okre$lonego charakteru oddzialtywania pomigdzy pasozytami z dwodch
taksonow moze dochodzi¢ bezposrednio lub posrednio (Pedersen i Fenton 2007). Do
pierwszej kategorii zalicza si¢ m.in. konkurencj¢ o przestrzen, a drugiej — konkurencj¢ o

zasoby oraz immunosupresj¢. Poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie
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oddziatywan miedzy pasozytami oraz charakteru tych oddzialywan moze mie¢ znaczenie
dla przewidywania oddziatywan pomiedzy taksonami pasozytow (Rynkiewicz i wsp.
2015).

Oddzialywania synergistyczne wystepuja w przypadku, gdy obecno$¢ pasozytow z
jednego taksonu wptywa pozytywnie na przebieg inwazji przez pasozyty z innego taksonu.
Moze to prowadzi¢ do zwigkszenia patogeniczno$ci jednego lub obydwu pasozytow i tym
samym zwigkszenia negatywnego wptywu na zywiciela. Synergistyczna zalezno$¢ moze
by¢ rowniez spowodowana oportunistyczng strategia jednego z pasozytéw, w ktorej
zarazenie rozwija si¢ w przypadku, gdy u zywiciela wystepuje juz inny gatunek pasozyta.
Uktad odpornosciowy zywiciela jest obcigzony odpowiedzia immunologiczng na
pierwszego z pasozytoOw, wobec czego nie moze wytworzy¢ silnej odpowiedzi na inwazje
drugiego z nich (Van Rooyen i wsp. 2013).

Oddzialywania antagonistyczne wystepuja, gdy obecno$¢ jednego pasozyta wptywa
negatywnie na przebieg inwazji innego pasozyta. Taki efekt moze powsta¢ w wyniku
oddziatywania bezposredniego, gdy np. jeden pasozyt zabija innego pasozyta lub
oddziatywania posredniego — w wyniku konkurencji o zasoby pomiedzy pasozytami.
McQueen i McKenzie (2006) zasugerowali, Ze antagonistyczna zalezno$¢ migdzy
pasozytami reprezentujagcymi rozne taksony moze by¢ réwniez spowodowana silniejsza
reakcja obronng organizmu zywiciela na zarazenie jednym ze wspolwystepujacych
pasozytow. W takiej sytuacji drugi pasozyt, nie charakteryzujacy si¢ wysoka wirulencja,
rowniez staje si¢ celem odpowiedzi immunologicznej, podczas gdy wystepujac bez
wspotpasozytow, nie wzbudza je;j.

Jezeli nie zaobserwowano bezposrednich lub posrednich oddziatywan pomiedzy
pasozytami reprezentujacymi rézne taksony to charakter zaleznosci zachodzacych
pomiedzy nimi jest neutralny — w takim przypadku pasozyty wspotwystepujace u jednego
zywiciela nie wplywaja na siebie w zaden sposob. Moze to wynika¢ z niewielkiej
patogenicznos$ci poszczego6lnych pasozytdw lub rozbieznych nisz.

Poznanie charakteru oddziatywan migdzy pasozytami wymaga podejscia
eksperymentalnego. Jednak wickszo$¢ badan okreslajaca prewalencjg, czyli czgstose
wystepowania koinwazji oraz oddzialywania migdzy wspotwystepujacymi pasozytami, ma

charakter opisowy 1 skupia si¢ na jednym punkcie czasowym (Pedersen i Fenton 2007).
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Zbadanie zagadnienia wspolpasozytnictwa i charakteru oddziatywan mi¢dzypasozytniczych

w roznych punktach czasowych, zwigksza szanse zrozumienia tego zjawiska.

1.3. Pasozyty krwi

Pasozyty wewnetrzne z taksonu Protozoa wystepuja u réznych grup zwierzat, w tym
rowniez u ptakow (Atkinson i wsp. 2009, Goater 1 wsp. 2014). W niniejszych badaniach
skupiono si¢ na pasozytach nalezacych do rodzajow: Haemoproteus, Plasmodium,
Leucocytozoon; grupa Haemosporidia, typ Apikompleksa oraz Trypanosoma; typ
Euglenozoa (Adl 1 wsp. 2019). Ze wzgledu na fakt, ze wiekszo$¢ swojego cyklu zyciowego
organizmy te spedzajag w uktadzie krwiono$nym zywiciela, nazywa si¢ je powszechnie
pasozytami krwi (Gosling 2005) 1 pod tym terminem beda opisywane w dalszej czesci
rozprawy. Na wzrost liczby prac poswigconych pasozytom krwi u ptakoéw (Rycina 1) i
dynamiczny rozwd¢j tej dziedziny mial wplyw rozwoj technik molekularnych oraz
opracowanie starterow namnazajacych sekwencje DNA tych pasozytow (Bensch 1 wsp.
2000, Sehgal 1 wsp. 2001, Hellgren i wsp. 2004, Waldenstrom i wsp. 2004).

W nastgpnych podrozdziatach (1.3.1. i 1.3.2.) przedstawiono opis cyklow
zyciowych pasozytow z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon i
Trypanosoma. Szczegdtowy opis ma na celu przyblizenie istotnych réznic migdzy tymi
rodzajami pasozytow. Moga one ttumaczy¢ réznice w przebiegu zarazenia oraz roznice we

wplywie na zywiciela.

1.3.1. Cykle zyciowe Haemosporidia (na podstawie Valkitinas 2005)

Do grupy Haemosporidia nalezg obligatoryjne pasozyty z czterech rodzin Haemoproteidae,
Plasmodiidae, Garniidae oraz Leucocytozoidae. Pasozyty z tej grupy charakteryzuja si¢
brakiem organelli zewngtrznych umozliwiajacych poruszanie si¢, z wyjatkiem czg$ci
stadiow ptciowych (Goater 1 wsp. 2014). Haemosporidia wystepuja u dwoch grup zywicieli
— kregowych i1 bezkregowych. Do rozmnazania bezpiciowego dochodzi podczas obecnosci
w zywicielu posrednim (ptaki), natomiast rozmnazanie ptciowe ma miejsce w zywicielu

ostatecznym (muchowki), ktory petni jednoczes$nie role wektora pasozytow.
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Rycina 1. Liczba publikacji o pasozytach krwi u ptakéw w latach 1911-2022 wedtug

wyszukiwania w Web of Science Core Collection hasta ,,blood parasite®* AND bird*”.

Podczas zerowania wektorow stadia inwazyjne pasozytéw (tzw. sporozoity) przedostajg si¢
do organizmu ptaka, gdzie dochodzi do namnazania stadidw bezptciowych, wystepujacych
poza erytrocytami (merontéw) w komorkach zywiciela. W wyniku wielokrotnego podziatu
tych stadiow powstajg stadia jednojadrowe (merozoity), ktore rozprzestrzeniaja si¢ w
organizmie zywiciela. Zazwyczaj kilka pokolen po kolejnych podziatach powoduje nagly
wzrost zarazenia w pordwnaniu do poczatkowego etapu. Wystepujace poza erytrocytami
meronty indukuja nowy cykl podziatéw lub prowadza do rozwoju stadidow, z ktoérych
powstanie gameta (gametocytow) w komoérkach krwi. Gametocyty po wniknigciu do
organizmu wektora przeksztatcajg si¢ w gamety.

W przebiegu zarazenia ptasiego zywiciela mozna wyodrebni¢ nast¢pujace etapy: 1 —
prepatentny, kiedy pasozyty wystepuja poza krwioobiegiem, 2 — ostry — charakteryzuje si¢

pojawieniem si¢ pasozytow we krwi i1 ostrym wzrostem parazytemii, 3 — szczyt
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parazytemii, 4 — chroniczny, 5 — ukryty, gdy liczba pasozytow zmniejsza si¢, a zarazenie
moze zosta¢ wyeliminowane pod wptywem odpowiedzi immunologicznej zywiciela.
Najczesciej po pierwszym zarazeniu pasozyty utrzymuja si¢ w zywicielu posrednim
przez wiele sezonow lub cate jego zycie, jednoczes$nie bedac zrédtem zarazenia wektorow
zerujacych na zywicielu, ktére moga przenie$¢ pasozyty na inne osobniki w populacji
zywiciela. Nawroty parazytemii wystepuja podczas okresu legowego zywiciela, co sprzyja
dalszemu zarazeniu innych osobnikoéw, zwtaszcza miodych, gdy wektory moga przenies¢
pasozyty z osobnikoOw dorostych na piskleta. Podczas zerowania wektora na zarazonym
ptaku, gametocyty pasozytow przedostaja si¢ do organizmu wektora razem z pobrang
krwiag. W zoladku wektora (zywiciela ostatecznego) rozpoczyna si¢ gametogeneza (proces
powstawania gamet), ktora prowadzi do plciowego procesu oogamii. Dochodzi do
flagellacji  (produkcji form  wiciowych), podczas ktorej makrogametocyty i
mikrogametocyty produkuja odpowiednio makrogamety i mikrogamety. Utworzona zygota
przeksztatca si¢ w ruchliwe stadium ookinety, ktora pdzniej penetruje Sciane zotadka
wektora. Nastepnie ookineta zagniezdza si¢ pod blaszkami podstawnymi nablonka i
nieruchomieje (stadium oocysty). Nastepuje wtedy podziat, podczas ktérego tworzone sg
jednojadrowe formy inwazyjne — sporozoity, ktdre nast¢gpnie przemieszczaja si¢ do
hemocelu i penetruja $linianki wektora. Transmisja nast¢puje podczas zerowania wektora,
gdy sporozoity przenikajg do krwioobiegu ptaka razem z wydzielinami $linianek wektora.
W poszczegolnych rodzinach w obrgbie grupy Haemosporidia cykle zyciowe rdznig
si¢, wiec ponizej doktadniej omowione sg cykle zyciowe rodzin, do ktérych nalezg rodzaje

pasozytow krwi badane w niniejszej pracy.

Haemoproteidae (na podstawie Valkiiinas 2005)

Pasozyty z rodzaju Haemoproteus s3 przenoszone przez muchowki z rodzin
kuczmanowatych Ceratopogonidae 1 narzepikowatych Hippoboscidae. Po wniknigciu
sporozoitow do organizmu krggowca rozwoj stadiow bezpiciowych (merontoéw) wystepuje
najczesciej w phlucach, §ledzionie, watrobie i nerkach, a czasami (megalomeronty) takze w
miofibroblastach migsni szkieletowych oraz migéniu sercowym. Jedynym stadium
wystepujacym wewnatrz erytrocytow sg gametocyty, ktore rozwijaja si¢ po wniknigciu do

tych komorek poprzedniego stadium — merozoitow. Okres prepatencji u wiekszosci
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gatunkow Haemoproteus wynosi od 11 dni do kilku tygodni. Po wniknigciu do erytrocytu
gametocyty zdolne to gametogenezy pojawiaja si¢ w ciggu 2—6 dni.

Gametocyty w zotadku wektora wydostaja si¢ z erytrocytow juz po kilku minutach
od zerowania. Gametogeneza, zaptodnienie, a nastgpnie rozwoj zygot i ookinet nastepuje
wedlug wspolnego schematu dla wszystkich Haemosporidia, natomiast sporogonia w
zaleznos$ci od wektora (kuczmanowate lub narzepikowate) jest rozna. Wiekszos¢ gatunkow
Haemoproteus o poznanym przebiegu cyku rozwojowego jest przenoszona przez
kuczmanowate. Tworzenie sporozoitow przewaznie trwa okoto 10 dni, co odpowiada
krotkiemu cyklowi gonotroficznemu u wektorow — dojrzewaniu jajnikow zgodnie z
procesem trawienia pokarmu. Do czasu nastgpnego zerowania wektora sporozoity
przemieszczaja si¢ do S$linianek. Sporogonia u gatunkdéw rozwijajacych sie u
narzepikowatych jest dtuzsza. Ten niezsynchronizowany z zywicielem typ rozwoju wynika

ze sposobu zerowania wektora, ktory czesto spedza na swoim zywicielu dluzszy czas.

Plasmodiidae (na podstawie Valkitinas 2005)

Krwiopijne komary Culicidae sa wektorami pasozytow z tej rodziny wystepujacych u
ptakow. Jedynie samice zeruja na krggowcach i w zwiagzku z tym tylko one biorg udzial w
przenoszeniu pasozytow. Sporozoity wnikajace do krwioobiegu kregowcdéw dajg poczatek
pierwszemu stadium (tzw. kryptozoity), rozwijajagcemu si¢ w wielu ré6znych narzadach, np.
Sledzionie, ale rowniez w skorze. W kryptozoitach dochodzi do tworzenia kolejnych
stadidw, ktore maja na celu rozpowszechnienie pasozyta w organizmie zywiciela, gdzie po
nastepnych podziatach pasozyty uzyskuja zdolno$¢ wnikania do erytrocytow. Na tym
etapie liczba pasozytow wystepujacych we krwi jest niewielka. W czerwonych krwinkach
dochodzi do rozmnazania bezptciowego. Obecno$¢ stadiow bezptciowych — merontow —
ma wplyw na tatwo$¢ zarazenia krggowcow przez inokulacje zarazong krwia. Podczas gdy
niektore stadia bezplciowe tworzg w erytrocytach gametocyty, pozostate z nich wnikaja do
roznych narzadéw, co powoduje ostry wzrost parazytemii. Obecnos$¢ pasozytow w réznych
cze$ciach organizmu zywiciela ma znaczenie podczas chronicznego stadium zarazenia i jest
odpowiedzialna za nawroty zarazenia. Okres, kiedy wykrywalna jest zwigkszona liczba
pasozytow we krwi (stadium ostrego zarazenia) wynosi od tygodnia do kilku tygodni. Po

czym nastepuje spadek parazytemii prowadzac do stadium chronicznego, gdy tylko kilka
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pasozytow wystepuje we krwi. Chroniczne stadium czgsto poprzedza stadium ukryte, kiedy
to pasozyty calkowicie znikaja z krwioobiegu. W takich przypadkach pasozyty przewaznie
przebywaja w narzagdach wewnetrznych. Warto zauwazy¢, ze nawroty sg zbiezne z okresem
legowym ptakow, co jest wazne dla zarazenia potomstwa zywiciela (przenoszenie
pasozytow przez wektory z osobnikow dorostych na pisklgta) i utrzymaniu wystepowania
Plasmodium w $§rodowisku.

Po zerowaniu wektora na zarazonym ptaku, w jego zoladku dojrzale gametocyty
wydostaja sie z erytrocytow. Po utworzeniu gamet nast¢puje zaptodnienie i rozwija si¢
ookineta. Ookineta przemieszcza si¢ do blaszek podstawnych nabtonka, gdzie przeksztalca
si¢ w oocyste. W niej rozwijajg si¢ sporozoity podczas sporogonii. Po peknieciu dojrzalej

oocysty sporozoity przemieszczajg si¢ do slinianek.

Leucocytozoidae (na podstawie Valkiiinas 2005)

Pasozyty z rodzaju Leucocytozoon sa przenoszone przez muchowki z rodziny
meszkowatych Simuliidae, chociaz stwierdzono, ze gatunek Leucocytozoon caulleryi jest
przenoszony przez kuczmanowate (El-Azm i wsp. 2022). Po wniknigciu sporozoitow do
organizmu ptaka, rozmnazanie bezplciowe zachodzi w hepatocytach w watrobie, w
makrofagach oraz komodrkach tkanki tacznej. Gametocyty rozwijaja si¢ w erytroblastach,
erytrocytach oraz w jednojadrowych leukocytach. Stopniowa penetracja sporozoitow w
hepatocytach jest jednym z powodoéw asynchronicznej merogonii (podziatu merontu na
merozoity) w watrobie, natomiast nie jest w ogole stwierdzana w erytrocytach. Merozoity
po przedostaniu si¢ do krwi penetrujg niedojrzate i dojrzate erytrocyty, gdzie tworza
gametocyty. Mlode gametocyty powoduja hipertrofi¢ i deformacje komorek zywiciela.
Scyntia (fragment hepatocytowego merontu z kilkoma nukleusami) dostaje si¢ do krwi 1
rozprzestrzenia do réznych narzadow, gdzie jest pochtaniana przez makrofagi i inne
komorki dajac poczatek drugiemu pokoleniu merontéw — megalomerontom. Merozoity
pochodzace z megalomerontow penetrujg limfocyty i inne jednojadrowe leukocyty dajac
poczatek gametocytom. Gametocyty zostaja pochlonigte przez wektora razem z krwig
zywiciela. Nastepnie w zoladku wektora cykl przybiera charakter typowy dla catej grupy

Haemosporidia — powstata z potaczenia gamet zygota tworzy ookinete, a nastepnie oocyste.
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W wyniku podzialow powstaja inwazyjne sporozoity, ktére po przemieszczeniu do

$linianek (lub hemocelu) oczekuja na zerowanie wektora na kolejnym ptaku.

1.3.2. Cykl zyciowy Trypanosoma

Trypanosoma — rodzaj pasozytniczych $widrowcow z gromady Kinetoplastidia — skupia
organizmy jednokomodrkowe posiadajace wic, ktore charakteryzuja si¢ duza roznorodnoscia
wzgledem zywicieli oraz drog zarazenia (Goater i wsp. 2014). Obligatoryjnie posiadajg one
dwa rodzaje zywicieli — krggowe i1 bezkregowe. Jednakze wcigz jest wiele niejasno$ci
dotyczacych biologii tych pasozytow, a takze przenoszenia poszczegdlnych gatunkow
miedzy zywicielami. Cykle zyciowe i charakterystyka zarazenia sg opisane tylko w kilku
pracach (Baker 1956, Bennett 1970, Baker 1976, Votypka i Svobodova 2004, Votypka i
wsp. 2012). Wektorami Trypanosoma moga by¢é muchoéwki z rodzin narzepikowatych,
kuczmanowatych, meszkowatych, komarowatych, a takze roztocza z rodziny
Dermanyssidae. Do zarazenia ptakoéw najczesciej dochodzi poprzez odchody wektora,
wydalane w okolicach $luzowki lub naruszonej skory podczas zerowania, w ktorych
znajduja si¢ inwazyjne formy pasozyta (metacykliczne). Innymi potwierdzonymi drogami
transmisji s3: zjedzenie wektora oraz wstrzyknigcie pasozytéw przez wektora podczas
zerowania (razem z wydzielinami S$linianki; Bennett 1961, Baker 1976, Votypka i
Svobodova 2004, Votypka 1 wsp. 2012). W cyklu rozwojowym wystepuje przemiana
pokolen bezplciowych o zmiennych formach morfologicznych, co wiaze si¢ z
przystosowaniem do pasozytowania w réznych $rodowiskach. Moze wystapi¢ pig¢ form
morfologicznych pasozyta: 1 — trypomastigota, 2 — epimastigota, 3 — amastigota, 4 —
promastigota oraz 5 — sferomastigota, ktore réznig si¢ ksztalttem lub obecnoscia
poszczegbdlnych organelli (Kurnatowska 1 Kurnatowski 2002). W przypadku zarazenia
wektora pasozyty wydostajg si¢ z przerwanej blony peritroficznej w odzwierniku, po czym
nastepuje intensywne namnazanie. Utworzone zostajg mniejsze epimastigoty, ktore
przyczepiaja si¢ do oskorka w jelitach. Nastgpnie kontynuujg namnazanie dajac poczatek
krotkim, pekatym inwazyjnym (metacyklicznym) trypomastigotom. Pasozyty wyksztatcaja
dlugie wici 1 przemieszczajg si¢ pomigdzy mikrokosmkami wnikajac w zaglebienia jelita.
Liczne podziaty w jelitach powoduja znaczny wzrost liczebnosci pasozytéw w wektorze.

Pasozyty sa nast¢pnie wydalane razem z odchodami. Proces namnazania w wektorze trwa
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do 48 h i pierwsze trypomastigoty — inwazyjne dla ptaka, sa obecne 60—72 h od zarazenia
wektora. Taki okres rozwoju zwigzany jest z czasem zerowania wektora, podczas ktorego
wydalane sg formy inwazyjne. Cykl zyciowy charakteryzuje si¢ intensywnym
namnazaniem pasozytow w organizmie wektora oraz nielicznym namnazaniu w organizmie
ptaka (Bennett 1970). Po =zarazeniu ptaka okres prepatencji (wystgpowania poza
krwiobiegiem) wynosi 24—48 h. Po wniknigciu do organizmu ptaka pasozyty przenikaja do
naczyn limfatycznych, gdzie rozwijaja si¢ wicksze formy (Baker 1956). Pasozyty w okresie
zimowym wycofujg si¢ z krwioobiegu. Wystepuja wtedy gtownie w szpiku kostnym, ale
mozna je réwniez spotka¢ w innych narzadach zywiciela (Baker 1956). Podczas
przebywania w krwiobiegu pasozyty przemieszczaja si¢ w osoczu, co odrdznia je od

pasozytow z grupy Haemosporidia, przebywajacych w komorkach krwi.

1.4. Histopatologiczne objawy inwazji pasozytow krwi u ptakow

Zmiany patologiczne moga wystgpi¢ zardwno na skutek obecnosci stadiow pasozyta w
komorkach krwi, jak i w r6znych narzadach organizmu zywiciela (Valkitinas 2005). W
poczatkowej fazie zarazenia kregowego zywiciela negatywny wplyw pierwszego pokolenia
bezplciowych stadidw (tzw. merontéw), ktore rozwijaja si¢ poza komoédrkami krwi, jest
niewielki (poza kilkoma wyjatkami), a wieksze zmiany patologiczne moga powodowac
dopiero kolejne pokolenia (Valkitinas 2005). Jednak charakter tych zmian moze znacznie
rézni¢ si¢ pomigdzy taksonami pasozytow w obrebie Haemosporidia. W przypadku
Haemoproteus mansoni juz pierwsze pokolenie merontéw moze powodowac nekroze
sasiednich widkien migsniowych. Niektore stadia w cyklu rozwojowym Plasmodium moga
zmniejsza¢ przepustowos¢ naczyn wtosowatych i prowadzi¢ do niedotlenienia komodrek w
roznych narzadach, co w szerszej perspektywie prowadzi do nekroz lub porazenia
moézgowego (ang. cerebral paralysis) w przypadku zablokowania naczyn wlosowatych
mozgu (Valkitinas 2005). Zmiany patologiczne wywolane przez Leucocytozoon sa
zwigzane z obecnoscig jednego ze stadidéw pasozyta w roznych narzadach, np. watrobie,
sledzionie, ptucach, sercu, mézgu i innych i moga si¢ objawia¢ powickszeniem tych
narzadow oraz wystgpowaniem nekroz. Powigkszenie narzadow oraz nekrozy wynikajg z
duzego nagromadzenia stadiow pasozyta, ktore po uwolnieniu z komorek zywiciela

powoduja krwotok (Valkitinas 2005).
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Jednak najpowazniejsze zmiany patologiczne wywolane sg przez stadia pasozytéw
wystepujace w krwi obwodowej, ze wzgledu na niszczenie komorek krwi oraz anemie
(Valkitinas 2005). Anemia wynika z likwidacji zarazanych komorek krwi zywiciela przez
uktad fagocytarny m.in. w watrobie 1 $ledzionie, co w przypadku ostrego etapu zarazenia
powoduje przewage w ubytku erytrocytow nad produkcja nowych erytroblastow
(Valkitinas 2005). W przypadku zarazenia Plasmodium zaobserwowano zmiany w skladzie
chemicznym krwi, ktére moga przyspieszac¢ niszczenie erytrocytow. Wzrost parazytemii
skutkuje obnizeniem pH osocza i wzrostem stezenia biatek we krwi, co powoduje
obnizenie zdolnosci hemoglobiny do wigzania tlenu i zmniejszenie efektywnosci krazenia
w naczyniach wlosowatych. Zarazenie Leucocytozoon prowadzi rowniez do zwiekszonego
niszczenia erytrocytow, ktore nie zawierajg pasozyta oraz hemolizy (przechodzenie
hemoglobiny do osocza krwi na skutek niszczenia erytrocytow), co jest czestsze niz w
przypadku zarazenia innymi rodzajami Haemosporidia (Valkitinas 2005).

Pomimo opisania blisko 100 gatunkéw Trypanosoma wystepujacych u ptakéw,
cykle zyciowe, wektory czy patogeniczno$¢ tych pasozytow pozostaja stabo poznane
(Votypka 1 wsp. 2012). W pracy przegladowej na temat biologii ptasich Trypanosoma
Baker (1976) wskazuje na wysoka $miertelnos¢ ptakéw, u ktorych stwierdzono wysoka
intensywno$¢ zarazenia (liczba pasozytow dorownywata liczbie erytrocytow). Niewiele jest
prac opisujacych zmiany patologiczne wywolywane przez Trypanosoma u ptakow (Joshua
1983, Molyneux 1 wsp. 1983). U eksperymentalnie zarazonych kur domowych nie
stwierdzono powigkszenia $ledziony i innych organdw, natomiast zauwazono znaczny
wzrost liczby tzw. osrodkow rozmnazania (skupisk proliferujacych limfocytéw) w
sledzionie u zarazonych osobnikéw (Joshua 1983). Zmiany histopatologiczne stwierdzono
u eksperymentalnie zarazonych kanarkow Serinus canaria w $ledzionie 1 sercu. U
osobnikéw zarazonych $ledziona byta trzykrotnie wigksza niz u osobnikow zdrowych, co
wynikato z licznych nagromadzen limfocytéw w grudkach limfatycznych. Stwierdzono
réwniez uszkodzenia tkanki w migs$niu sercowym 1 nasierdziu, co odpowiada zmianom

patologicznym obserwowanym u ssakéw (Molyneux i wsp. 1983).
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1.5. Wspolwystepowanie pasozytow krwi u ptakow
1.5.1. Oddzialywania miedzy pasozytami krwi

Wigkszo$¢ prac dotyczacych zalezno$ci miedzy pasozytami krwi dotyczy gatunkow
wystepujacych u cztowieka i innych ssakéw (Richie 1988, Cox 2001, de Roode i wsp.
2005, Bell 1 wsp. 2006), natomiast prace poswigcone tej grupie pasozytow u ptakow
przewaznie skupione sa na wptywie pasozytdw na organizm zywiciela, a nie na charakterze
samych zaleznos$ci/oddziatywan miedzy pasozytami (Davidar i Morton 2006, Marzal 1 wsp.
2008, Palinauskas 1 wsp. 2011, van Rooyen 1 wsp. 2013, Meixell i wsp. 2016, Reis 1 wsp.
2021, Pigeault i wsp. 2022, Svobodova i wsp. 2023).

Dane dotyczace wspotpasozytnictwa u ptakéw pochodza przewaznie z jednego
punktu czasowego, co oznacza, ze brak jest informacji o tym, ktéry pasozyt jako pierwszy
wniknal do organizmu zywiciela i1 jaki wplyw miala jego obecno$¢ na prawdopodobienstwo
wystapienia inwazji innych pasozytow (Palinauskas i wsp. 2011, Oakgrove i wsp. 2014,
Svobodova i wsp. 2015, Clark i wsp. 2016). Wyniki badan wykonanych w jednym punkcie
czasowym, wskazuja, ze pomiedzy okre§lonymi taksonami pasozytdéw mozna wyr6dzni¢
dominujacy charakter zaleznosci. Oakgrove 1 wsp. (2014) w badaniach na 47 gatunkach
ptakow wystepujacych na Alasce stwierdzili, ze zarazenie Leucocytozoon jest pozytywnie
skorelowane z zarazeniem Trypanosoma, negatywnie z Haemoproteus, natomiast brak jest
zalezno$ci tych pasozytow z Plasmodium. Synergistyczna zalezno$¢ migdzy Leucocytozoon
1 Trypanosoma zostata réwniez stwierdzona u pisklat i dorostych myszotowow Buteo buteo
1 pisklat krogulca zwyczajnego Accipiter nissus (Svobodova i wsp. 2015), krzyzodzioba
modrzewiowego Loxia leucoptera (Deviche i wsp. 2010), krogulca zmiennego Accipiter
striatus (Kirkpatrick i Lauer 1985) oraz potwierdzona w metaanalizie (Arriero i Meller
2008).

Antagonistyczne interakcje miedzy Leucocytozoon 1 Haemoproteus stwierdzone
przez Oakgrove i wsp. (2014) nie zostaty potwierdzone w innych pracach. Svobodova i
wsp. (2015) stwierdzita pozytywna zaleznosci miedzy tymi pasozytami u pisklat krogulca
zwyczajnego 1 myszolowa. W czesci prac nie stwierdzono istotnej zaleznos$ci pomigdzy
Leucocytozoon 1 Haemoproteus (Wiehn 1 wsp. 1999, Deviche 1 wsp. 2010) lub byta to staba
zalezno$¢ antagonistyczna (Arriero i Meller 2008). Smith i wsp. (2016) w badaniach na

kurakach Galliformes stwierdzili 32 przypadki wspotpasozytnictwa u 342 zarazonych
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ptakow. Stwierdzono wspotwystepowanie Leucocytozoon 1 Haemoproteus (18
przypadkow), Leucocytozoon 1 Plasmodium (14  przypadkéw) oraz brak
wspotpasozytnictwa Haemoproteus 1 Plasmodium. Podobne zjawisko zaobserwowano w
badaniach na 5 gatunkach blaszkodziobych Anseriformes, gdzie u 775 zarazonych ptakow
stwierdzono 196 przypadkéw wspotwystepowania Leucocytozoon i Haemoproteus, 78 —
Leucocytozoon i Plasmodium 1 tylko dwa przypadki wspolpasozytnictwa Haemoproteus i
Plasmodium (Meixell 1 wsp. 2016).

U kosa Turdus merula, u ktorego stwierdzono wysoka prewalencje zarowno
Haemoproteus jak 1 Plasmodium, nie zaobserwowano wystgpowania tych pasozytow
jednoczesnie (Hatchwell i wsp. 2000). Mata liczba przypadkéw wspodtpasozytnictwa
miedzy tymi taksonami moze po czgSci wynika¢é z niedoskonatosci technik
wykorzystywanych w analizie zapasozycenia. Zarazenie Haemoproteus charakteryzuje si¢
przewaznie wyzsza intensywnoscia niz Plasmodium, przez co moze by¢ latwiej
wykrywalne (Valkitinas 2005). Czgstos¢ wspolwystepowania poszczegodlnych pasozytow
moze wynika¢ m.in z przenoszenia pasozytow przez wspolnego wektora (Svobodova i wsp.
2015), odpowiednich warunkow klimatycznych (Sehgal i wsp. 2011, Oakgrove i1 wsp.
2014), ewentualnej konkurencji migdzy pasozytami lub rozwojem odpowiedzi

immunologicznej zywiciela (Hatchwell i wsp. 2000).

1.5.2. Wplyw pasozytéw krwi na parametry rozrodu

Wplyw zarazenia pasozytami z grupy Haemosporidia na rozréd ptakow byt przez dlugi
czas uwazany za nieistotny. Jednak badania na populacjach zywicieli nie majacych
wczesniej kontaktu z takimi pasozytami oraz takie, w ktorych podawano ptakom leki
usuwajace pasozyty lub obnizajace parazytemig¢, wykazaly negatywny wplyw inwazji
pasozytow z tej grupy (Bennett 1993, Atkinson i wsp. 2000, Valkiiinas 2005, Knowles i
wsp. 2010). Ponizej opisano udokumentowany dotychczas wptyw pasozytow krwi, zwykle
rozpatrywany jako wptyw pojedynczych taksonow, na parametry rozrodu u ptakoéw.

Termin przystgpienia do lggu. Zarazenie pasozytami krwi moze opo6zniaé czas
przystapienia do legu. W przypadku zarazenia przez Trypanosoma stwierdzono taki wpltyw
u samcoOw muchotowki zatobnej Ficedula hypoleuca (Réitti 1 wsp. 1993). RoOwniez samice

bogatki Parus major zarazone réznymi pasozytami krwi (gtownie Haemoproteus) znosity
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pierwsze jaja pozniej od samic niezarazonych (Allander i Bennett 1995). Podobne
obserwacje poczyniono u gasiorka Lanius collurio zarazonego Haemoproteus, jednak
odwrotna zalezno$¢ zostata zaobserwowana w przypadku tego pasozyta u muchotowki
zatobnej (Sanz i wsp. 2001b, Votypka i wsp. 2003).

Wielkos¢ zniesienia. Oppliger 1 wsp. (1997) zaobserwowali, ze samice bogatki, u
ktorych stwierdzono Plasmodium w dniu 14 po wykluciu pisklat mialy wigksze legi niz
samice niezarazone tym pasozytem. Taki wzorzec moze by¢ zwigzany z faktem, ze
potencjalnie tylko ptaki charakteryzujace si¢ dobrg kondycja przetrwaty ostre stadium
infekcji. Negatywny wplyw =zarazenia przez Haemoproteus na liczbg jaj zostal
zaobserwowany u oknowki Delichon urbicum 1 muchotowki Zzalobnej (Dale 1 wsp. 1996,
Marzal i wsp. 2005), natomiast nie stwierdzono takiej zaleznosci u jaskotczaka modrego
Progne subis 1 bogatki (Davidar i Morton 1993, Allander i Bennett 1995). W innych
badaniach stwierdzono, ze prawdopodobienstwo zarazenia przez Haemoproteus 1
Leucocytozoon jest nizsze u samic bogatki sktadajacych wicksze lggi (Norte i wsp. 2009).
Natomiast negatywny wplyw zarazenia przez Leucocytozoon na liczbe jaj zaobserwowano
u wilochatki Aegolius funereus, ale jedynie w sezonie z mniejszg iloscig dostepnego
pokarmu (Korpimaki i wsp. 1993).

Wielkos¢ jaj. Informacje dostgpne na temat wplywu pasozytow krwi na wielko$¢ jaj
sg znikome. Norte 1 wsp. (2009) wykazali wieksze prawdopodobienstwo wykrycia
zarazenia Plasmodium u samic bogatki sktadajacych wigksze jaja. Autorzy tej pracy
sugeruja, ze moze to wynika¢ z kompromisu miedzy wydatkami zasobow na reprodukcje i
uktad odpornosciowy — zwigkszone inwestowanie w rozrod moze zwigksza¢ szanse
nawrotu infekcji badz zwigksza¢ podatno$¢ na nowe zarazenia. Negatywny wplyw
zarazenia pasozytami krwi u bogatki zostat stwierdzony dla Trypanosoma, jednak na
niewielkiej probie (Dufva 1996). Co ciekawe w tych badaniach nie zaobserwowano
zwigzku pozostatych pasozytow krwi (Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon,
Hepatozoon) z wielkoscia jaj.

Wigcej jest dostepnych informacji na temat wplywu pasozytow na elementy biologii
legu na pdzniejszym etapie cyklu legowego.

Wykluwalnosé jaj i sukces wylotu. Stwierdzono, ze lggi samic bogatki zarazonych

Trypanosoma charakteryzowaly si¢ nizsza wykluwalnos$cig oraz gorsza kondycja pisklat
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(Dufva 1996). Nizszag wykluwalno$¢ zaobserwowano réwniez w legach muchotowki
zatobnej 1 okndéwki, gdy samica byta zarazona Haemoproteus (Sanz i wsp. 2001a, Marzal i
wsp. 2005). Nizszy sukces wylotu (rozumiany jako procent wyklutych osobnikow, ktore
osiggnely wiek 13 dni lub procent wyklutych osobnikow, ktore opuscily gniazdo)
zaobserwowano w lggach modraszki Cyanistes caeruleus i oknowki, ktorym nie podano
leku przeciwmalarycznego (Merino i wsp. 2000, Marzal i wsp. 2005). Réwniez w legach
trzciniaka Acrocephalus arundinaceus stwierdzono nizszy sukces wylotu, jezeli ptaki
doroste byly zarazone Haemoproteus (Asghar 1 wsp. 2011). Negatywny wpltyw
Plasmodium na sukces wylotu zaobserwowano réwniez u wrony amerykanskiej (Corvus
brachyrhynchos;, Townsend i wsp. 2018). Norte i wsp. (2009) zaobserwowali z drugiej
strony, ze samce, w ktorych lggach sukces wylotu byl wyzszy, mialy wigksze
prawdopodobienstwo bycia zarazonym Haemoproteus. Moze to mie¢ zwigzek z wysokimi
kosztami ponoszonymi przez samce w okresie karmienia pisklat i jedynie osobniki w
najlepszej kondycji wyprowadzajg legi charakteryzujace si¢ wigkszym sukcesem.

Pomimo powszechnego wspotwystepowania pasozytow krwi (Valkitinas 2005, van
Rooyen i wsp. 2013), niewiele jest informacji o wptywie tego zjawiska na rozrod ptakow.
W nielicznych pracach stwierdzono m.in. $miertelnos¢ pisklat puchacza $nieznego Bubo
scandiacus w przypadku wspolpasozytnictwa Haemoproteus i Leucocytozoon czy tez
wczesniejsze sktadanie jaj przez samice oknowki zarazone Haemoproteus 1 Plasmodium
lub dwoma liniami genetycznymi Haemoproteus (Evans i Otter 1998, Marzal i wsp. 2008).
We wspomnianych badaniach na oknéwce, wspotpasozytnictwo byto dodatnio skorelowane
z wielkos$cig lggu u zarazonych osobnikow. Natomiast w badaniach na mucholéowce
zatobnej nie stwierdzono wpltywu wspotpasozytnictwa Haemoproteus 1 Trypanosoma
zard6wno na objetos$¢ jaj, wielko$¢ zniesienia, jak 1 na dat¢ przystgpienia do legu (Sanz 1
wsp. 2001b). Niewielka ilos¢ dostepnych informacji moze czesciowo wynikac z faktu, ze w
wiekszosci badan skupiono si¢ na wpltywie pojedynczych taksondéw pasozytéw, pomijajac
fakt, czy dany zywiciel byt jednocze$nie zarazony przez inne pasozyty. Inng istotng kwestia
jest dostepnos¢ danych przewaznie z jednego punktu czasowego, kiedy brakuje informacji
czy zarazenie danym pasozytem nastgpilo w biezacym sezonie rozrodczym, czy tez
wczesniej, oraz jak zmieniajg si¢ poszczegoOlne parametry rozrodu jezeli w organizmie

zywiciela pojawia si¢ kolejny rodzaj pasozyta. Zmienno$¢ w charakterze wplywu
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poszczegbdlnych pasozytow na siebie nawzajem moze zaleze¢ od gatunku zywiciela i
specyfiki konkretnego uktadu pasozyt—zywiciel. Z tego wzglgdu zbadanie zaleznosci
pomiedzy wspotpasozytnictwem a poszczegdlnymi parametrami biologii lggowej zywiciela
zwicksza szanse zrozumienia zaleznosci wystepujacych w uktadach zgrupowanie
pasozytow—zywiciel. Przykladowo negatywny wptyw jednego z pasozytow moze pojawiac

si¢, jezeli organizm zywiciela jest juz obcigzony inng infekcja pasozytnicza.

1.5.3. Rozwdj zarazenia u mlodocianych ptakéw

Wiek zywiciela jest jednym z kluczowym czynnikdw zwigzanych z wystgpowaniem
zapasozycenia. Dotychczasowe badania nad czestoscig zarazenia oraz bogactwem zespotu
pasozytow prowadzone byly przede wszystkim na osobnikach, ktore osiagnely dojrzatos¢
ptciowa (Clayton i Moore 1997, McCrudy 1 wsp. 1998, Petney i Andrews 1998). Znacznie
stabiej zagadnienie to jest poznane u osobnikdw na wczesniejszych etapach Zzycia.
Tymczasem, biorgc pod uwage rdznice fizjologiczne i behawioralne miedzy osobnikami
mtodymi 1 dojrzatymi plciowo zarazenie przez pasozyty moze ksztaltowac si¢ odmiennie,
przy czym na te roznice moze mie¢ wplyw sposOb transmisji pasozytow oraz ich
zjadliwo$¢ (Frank 1996, Petney i Andrews 1998). Wraz z wiekiem wydluza si¢ czas
ekspozycji zywiciela na wektory pasozytéw krwi, przez co zwigkszajg si¢ szanse zarazenia,
czy tez akumulacji kolejnych pasozytniczych taksonéw w jednym organizmie (Seutin i
wsp. 1994, Bennett i wsp. 1995, Dale i wsp. 1996, Deviche i wsp. 2001). Z drugiej strony u
osobnikdw mlodocianych moze wystapi¢ wyzsza prewalencja pasozytoéw krwi, poniewaz
uktad odporno$ciowy nie jest jeszcze w pelni wyksztatcony (Godfrey i wsp. 1994, Munro i
wsp. 2009, van Oers 1 wsp. 2010).

Ze wzgledu na fakt, ze niektore pasozyty krwi charakteryzuja si¢ dtugim okresem
prepatencji, tzn. czasem od momentu wniknigcia pasozytow do organizmu zywiciela do ich
pojawienia si¢ w krwi obwodowej, wykrywalno$¢ inwazji szczeg6lnie w okresie pisklecym
moze by¢ ograniczona. Dotyczy to przede wszystkim pasozytow z rodzajow Haemoproteus
1 Plasmodium, u ktorych okres prepatencji wynosi $rednio migedzy 11 dni a trzema
tygodniami, ale moze waha¢ si¢ w zakresie od 2 dni do nawet kilku miesigcy w zalezno$ci
od gatunku zywiciela oraz gatunku/linii genetycznej pasozyta (Valkitinas 2005, Palinauskas

1 wsp. 2008). U pasozytéw z rodzaju Leucocytozoon 1 Trypanosoma okres ten jest krotszy
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(wynosi ok. 5 dni, Fallis i Bennett 1961, Baker 1976), w zwiazku z czym wykrywanie
inwazji mozliwe jest juz w niedlugim czasie po wykluciu si¢ pisklat. Ograniczona
wykrywalno$¢ inwazji niektorych pasozytow krwi wystepuje zwlaszcza u gatunkow
ptakow o krotkim okresie gniazdowym, do ktorych zalicza si¢ duza czgs¢ ptakow
wroblowych, ktore sg najliczniej reprezentowana grupa w badaniach dotyczacych ptasich
pasozytow krwi. Okres przebywania pisklat w gniezdzie w tej grupie czg¢sto wynosi tylko
kilkanascie dni (Cramp i Perrins 1993). Dotychczasowe badania wskazuja, ze w
populacjach ptakow wroblowych, w ktorych znaczna cze$¢ ptakow dorostych jest zarazona,
czgstos¢ zarazenia pisklat, szczegdlnie przez rodzaje Haemoproteus 1 Plasmodium, jest
bardzo niska lub inwazje w ogoéle nie s stwierdzane.

Tylko sporadycznie prewalencja pasozytow z rodzaju Plasmodium 1 Haemoproteus
osigga u pisklat wartosci zblizone do tych obserwowanych u ptakéw dorostych (Calero—
Riestra i Garcia 2016). Ogolnie, podloty i osobniki mtodociane sg czgéciej zarazone niz
piskleta. Przyktadowo, u namorzynka seszelskiego Acrocephalus sechellensis, prewalencja
Haemoproteus, jedynego wykrytego u tego gatunku zywiciela rodzaju pasozyta z grupy
Haemosporidia, byla ponad 11 razy wyzsza u podlotow i prawie 17 razy wyzsza u
osobnikdw mtodocianych w poréwnaniu z piskletami (Hammers i wsp. 2016). Z powodu
ograniczonej wykrywalno$ci inwazji wywotanych przez pasozyty z rodzajow Plasmodium i
Haemoproteus u pisklat drobnych ptakow wréblowych nalezatoby prowadzi¢ detekcje
zarazenia, gdy ptaki sg starsze, czyli w okresie po opuszczeniu przez nie gniazda. Poniewaz
ich chwytanie w tym okresie jest problematyczne i wigze si¢ z duzymi nakladami
czasowymi, badania tego typu naleza do rzadko$ci (Hunter i wsp. 1997, Krams 1 wsp. 2013,
Hammers 1 wsp. 2016). U wigkszosci gatunkéw ptaki doroste sg znacznie czeséciej zarazone
przez pasozyty krwi niz osobniki miode. Przykltadowo, wyzsze zarazenie u ptakow
dorostych zaobserwowano u trzcinniczka Acrocephalus scirpaceus 1 rokitniczki
Acrocephalus schoenobaenus — odpowiednio 32% dorostych vs 3% mtodocianych i 24%
dorostych vs 5% mlodocianych (Wojczulanis—Jakubas i wsp. 2012). Brak zalezno$ci z
wiekiem zostat z kolei stwierdzony dla zarazenia Plasmodium w badaniach na §wiergotku
polnym Anthus campestris (Calero—Riestra i Garcia 2016).

Na obecno$¢ inwazji pasozytniczych u zywicieli moze mie¢ wplyw wiele

czynnikow, zaréwno tych nie zwigzanych bezposrednio z zywicielem (np. wysoko$¢ nad
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poziomem morza i odlegto$¢ od zbiornikéw wodnych; Ortego i Cordero 2010, Krama i
wsp. 2015, Carlson i wsp. 2018), jak i tych, ktére sa $cisle zwigzane z jego cechami. Do
jednych z najwazniejszych cech zywiciela, ktore moga wplywaé na rozwdj inwazji
pasozytniczych nalezy jego ple¢. U wielu gatunkow ptakow stwierdzono, ze doroste samce
sg czeSciej zarazone przez pasozyty niz samice. Przyjmuje si¢, ze za taki wzorzec
zapasozycenia odpowiada gorzej funkcjonujacy u samcow uklad odpornosciowy, co wigze
si¢ z immunosupresyjnym dzialaniem androgenow (Folstad 1 Karter 1992). Roéznice w
czesto$ci zarazenia stwierdzane sg jednak tylko w czgsci przypadkow. Meta—analiza
wynikow 33 badan wykazata, ze ogdlnie u dorostych ptakéw czgsto§¢ zarazenia przez
pasozyty krwi nie rézni si¢ migdzy samcami i samicami. Jednak inwazje Haemoproteus
(najpowszechniej wystepujacego rodzaju pasozyta w grupie badanych gatunkéw zywicieli)
podczas okresu rozrodczego byty znacznie czestsze u samic niz samcow (McCurdy 1 wsp.
1998). Podobnie w meta—analizie na 96 gatunkach ptakow Valdebenito i wsp. (2020)
stwierdzili, ze brak rdéznic w prewalencji miedzy pilciami w przypadku zarazenia 5
rodzajami pasozytow krwi (m.in. Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon 1
Trypanosoma). W odroznieniu od ptakéw, ktore osiggnety dojrzatos¢ ptciowa, niewiele jest
danych na temat czesto$ci zarazenia przez pasozyty w zaleznosci od pici u pisklat,
podlotéw 1 miodocianych ptakow. Biorac pod uwage fakt, ze przed osiagnieciem
dojrzatosci piciowej nie ma rdznic migdzy samcami i samicami w wielko$ci narzadow
zwigzanych z uktadem odpornosciowym (Meller 1 wsp. 1997, Fargallo 1 wsp. 2002), mozna
byloby oczekiwac podobnej czgstosci zarazenia u ptakéw na wezesnym etapie zycia. Czes$¢
badan wykazala jednak, ze u pewnych gatunkow moga wystgpowac roznice miedzy ptciami
w poziomie immunokompetencji juz w stosunkowo krotkim czasie od momentu wyklucia
(Tschirren 1 wsp. 2003, Dubiec i wsp. 2006). Takie r6znice mogg potencjalnie prowadzic¢
do zroéznicowania czgstosci inwazji pasozytniczych.

Kolejnym czynnikiem, ktéory moze odgrywaé istotng role w ksztaltowaniu
prawdopodobiefstwa rozwoju inwazji pasozytniczych jest aktualne lub przeszie zarazenie
przez inne patogeny (Millott i Cox 1985, Christensen 1 wsp. 1987, Telfer i wsp. 2010,
Knowles 2011). Badania, w ktorych analizowano charakter zalezno$ci miedzy réznymi
patogenami, w tym pasozytami krwi, u dziko zyjacych ptakow dotyczyty prawie wylacznie

ptakow dorostych. Tymczasem ze wzgledu na réznice w fizjologii, w tym funkcjonowaniu
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uktadu odporno$ciowego, miedzy ptakami dorostymi i na wezesnych etapach zycia mozna
oczekiwaé, ze u bardzo miodych organizméw oddzialywania migdzy pasozytami krwi
moga ksztattowac si¢ odmiennie niz u ptakow dorostych. Zagadnienie to jest w chwili
obecnej jednak bardzo stabo poznane. Svobodova 1 wsp. (2015) wykazali, ze u krogulca
zwyczajnego zaleznos¢ migdzy Leucocytozoon i Trypanosoma miata charakter pozytywny
u pisklat i neutralny u ptakoéw dorostych, podczas gdy u myszotowa réznice w charakterze
zalezno$ci miedzy grupami wiekowymi (pozytywna u pisklat i neutralna u ptakow
dorostych) stwierdzono dla Haemoproteus 1 Leucocytozoon. Rdznice miedzy ptakami
mtodymi i dorostymi stwierdzono takze w przypadku zaleznosci miedzy pasozytami krwi a
innymi patogenami. Medeiros 1 wsp. (2014) wykazali, ze doroste ptaki posiadajace
przeciwciala przeciw wirusowi Zachodniego Nilu, byly rzadziej zarazone przez
Plasmodium niz te, ktore przeciwcial nie posiadaty, podczas gdy taka zalezno$¢ nie istniata
u ptakow mtodocianych. O réznicach w charakterze zalezno$ci migdzy pasozytami u
mtodych i dorostych zywicieli moze przede wszystkim decydowa¢ mechanizm, ktory lezy
u podstaw powstawania nielosowego wspolwystepowania pasozytow. Przyktadowo, jesli
negatywna zalezno$¢ wynika z odpornosci krzyzowej, biorgc pod uwage nie w pekni
rozwinigty uktad odpornosciowy u bardzo mtodych ptakoéw, mozna oczekiwaé czgstszego
wspotwystepowania pasozytow, a wigc stabiej wyrazonej negatywnej zaleznosci u mtodych

niz dorostych ptakéw.

2. CELE BADAN

Obecnie wiele dostepnych prac poswieconych pasozytom krwi dotyczy pojedynczych
uktadoéw pasozyt—zywiciel, a jezeli nawet brane sa pod uwage wspotwystepujace pasozyty
to dane pochodza z jednego punktu czasowego, co ogranicza mozliwo$¢ zrozumienia
zalezno$ci wystepujacych miedzy pasozytami. Informacje dostepne na temat wpltywu
wspotpasozytnictwa na rozrod sg znikome, a wiekszo$¢ opublikowanych prac przedstawia
dane z inwazji pojedynczych pasozytow. W przypadku prac dotyczacych pasozytow krwi u
osobnikdw mtodocianych, w wielu nie ma informacji na temat charakteru zaleznoS$ci
miedzy wspotwystepujacymi pasozytami ani poréwnania tych danych z informacjami
dostepnymi dla osobnikow dorostych. W zwigzku z powyzszym badania zaprezentowane w

niniejszej rozprawie miaty nastgpujace cele:
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I. Okreslenie charakteru oddziatywan migdzy pasozytami krwi w populacji modraszki z
uwzglednieniem ewentualnych roéznic mogacych wynika¢ z odmiennej kondycji samic.
Jako czynnik roznicujacy kondycje samic wykorzystano kontrolowang eksperymentalnie
obecnos¢ pchet w gniezdzie.

II. Okreslenie wptywu wspotwystepujacych pasozytow krwi na elementy biologii legowej
modraszki w konteks$cie réznego poziomu infestacji materiatu gniazdowego przez pchty.
III. Okreslenie réznic pomigdzy zespotami pasozytow krwi wystepujacymi u dorostych i
mtodocianych bogatek oraz okre§lenie czynnikdw odpowiedzialnych za rozwdj
poszczegblnych inwazji pasozytniczych i wystepowanie wspotpasozytnictwa.

Badania zostaly przeprowadzone na dwoch blisko spokrewnionych gatunkach
ptakow w dwoéch réznych populacjach. Niniejsza praca zostata podzielona na trzy rozdziaty
odpowiadajace postawionym w pracy trzem celom. W zwiazku z tym, ze rozdziaty I, I 1 II
maja struktur¢ prac naukowych, cze$¢ informacji w nich zawartych powtarza sig.
Szczegblowy opis terenu badan, sposobu prowadzenia badan oraz metod statystycznych,
zawarto w kolejnych podrozdziatach Wstepu. Na koncu pracy znajduja si¢ apendyksy, w

ktorych prezentowane sg dodatkowe dane dotyczace poszczegolnych rozdziatow.

3. MATERIALY I METODY

3.1. Gatunki zywicieli

Badania przeprowadzono na dwoch uktadach pasozyty krwi-zywiciel. W obu przypadkach
badane pasozyty nalezaly do rodzajow Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon i
Trypanosoma, natomiast zywicielami byly dwa gatunki ptakéw wréblowych z rodziny
Paridae: bogatka i modraszka. Oba gatunki ptakow sg gatunkami modelowymi w badaniach
z zakresu biologii ewolucyjnej i prac pos§wigconych dziuplakom (Lambrechts i wsp. 2010).
Badane rodzaje pasozytow krwi zostaly dokladnie scharakteryzowane wcze$niej
(podrozdziaty1.3.1 1 1.3.2), wiec informacje te nie sg juz tutaj powtarzane.

Bogatka 1 modraszka nalezg do dziuplakéw wtornych, tzn. gatunkoéw, ktore
gniezdza si¢ w dziuplach, ale same ich nie wykuwaja. Bardzo ch¢tnie zasiedlajg skrzynki
legowe (Cramp i1 Perrins 1993). Oba gatunki wystepuja powszechnie w zachodniej
Palearktyce. Preferuja Srodowiska lesne, ale czesto spotykane sg takze w $rodowisku

miejskim (Cramp 1 Perrins 1993). Bogatka jest gatunkiem osiadtym w wigkszos$ci
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potudniowej i1 centralnej czgéci zasiggu wystgpowania, z pojawiajacymi si¢ nieregularnie
migracjami z potnocnej czesci zasiggu (Cramp i Perrins 1993). Podobne gwattowne,
nieregularne migracje z potnocnych czesci zasiggu sg obserwowane rowniez u modraszki,
natomiast w potudniowej czesci zdarzajg si¢ przemieszczenia z wyzej potozonych miejsc
legowych (Cramp i Perrins 1993).

U obu gatunkéw brak jest wyraznego dymorfizmu w wielkos$ci ciata, wystepuje
natomiast dymorfizm w charakterystyce upierzenia. U bogatki gtowna cecha odrézniajaca
samce od samic jest szerokos¢ 1 intensywno$¢ wybarwienia pasa czarnych pidr
odchodzacego od gardia az do podbrzusza (u samic jest on znacznie wezszy), natomiast u
modraszki — wielko$¢ 1 intensywnos$¢ ubarwienia czapeczki (u samic jest mniejsza i mniej
intensywnie wybarwiona).

U obu gatunkéw tylko samice uczestniczag w budowie gniazda. Na wigkszo$ci
zasiggu palearktycznego skladanie jaj rozpoczyna si¢ w kwietniu, w tempie jednego jaja
dziennie (Cramp i Perrins 1993). Srednia liczba jaj w legu wynosi 10 u bogatki i 12 u
modraszki (Cramp 1 Perrins 1993). W populacjach, w ktorych prowadzono badania
prezentowane w niniejszej rozprawie wartosci te wynoszg odpowiednio 10 (Harnist 2017) i
11 jaj (dane wiasne). Inkubacja trwa u obu gatunkéw ok. 12—15 dni i uczestniczy w niej
tylko samica (Cramp i Perrins 1993). W karmieniu pisklat uczestnicza oboje rodzice.
Glownym zrodlem pokarmu dla pisklat sg larwy motyli (Cramp i1 Perrins 1993). Piskleta
opuszczaja gniazdo po kilkunastu dniach, zwykle 18-20 u bogatki i 17—-18 u modraszki
(Cramp i Perrins 1993). Po opuszczeniu gniazda mtode ptaki dokarmiane sg przez rodzicéw
jeszcze przez 6—8 dni — modraszki lub do 25 dni po opuszczeniu gniazda — bogatki (Cramp
1 Perrins 1993, Gosler i Clement 2007). Czg$¢ bogatek przystepuje do drugich legow, w
ktorych z reguty jest mniej pisklat, natomiast modraszki sktadajg drugie legi sporadycznie
(Cramp 1 Perrins 1993).

3.2. Teren badan

Badania zostaly przeprowadzone w dwdch lokalizacjach: w potudniowej czgéci szwedzkiej
wyspy Gotlandia (57°10°N, 18°20’E) oraz w Lesie S¢kocinskim, ok. 10 km na potudniowy
zachdd od Warszawy (52°05'N; 20°52'E). W pierwszej lokalizacji przeprowadzono badania

dotyczace zalezno$ci miedzy wspotwystepujacymi pasozytami krwi oraz ich wplywu na

36



Wstep

rozréd modraszki (Rozdziat I i IT), a w drugiej badania dotyczace czynnikow wptywajacych
na zarazenie oraz wspotwystgpowanie pasozytow krwi u mtodocianych bogatek (rozdziat
I11).

Na Gotlandii badania przeprowadzono na 23 powierzchniach badawczych o
wielkosci od ok. 1 do 20 ha (tacznie ok. 215 ha, Rycina 2). W sumie, na monitorowanych
powierzchniach znajduje si¢ ok. 1800 skrzynek. Sa one zawieszone na wysokosci 1,5 m.
Skrzynki sg drewniane, z otwieranym dachem i majg nastepujace wymiary: dno (wewnatrz)
11 x 11 cm, odlegtos$¢ od dna do otworu wlotowego — 21 cm, $rednica otworu wlotowego —
3,2 cm. Wigkszos¢ powierzchni zostala utworzona na poczatku lat 80. XX wieku.
Wiekszos¢ wydzielonych powierzchni badawczych stanowig zadrzewienie zdominowane
przez dab szyputkowy Quercus robur oraz jesion wyniosty Fraxinus excelsior, natomiast
podszyt sktada si¢ glownie z leszczyny pospolitej Corylus avellana i gtogu Crataegus sp.
Na kilku powierzchniach duza cze$¢ zadrzewienie stanowi sosna zwyczajna Pinus
sylvestris oraz brzoza omszona Betula pubescens.

W skrzynkach legowych gniezdza si¢ gtownie bogatki, modraszki i muchotéwki
biatoszyje Ficedula albicollis. Sporadycznie skrzynki lggowe zajmowane sg rowniez przez
sosnowki Periparus ater, kowaliki Sitta europaea 1 muchotowki zatobne.

Las Se¢kocinski (52°05'N; 20°52'E) wchodzi w sktad Warszawskiego Obszaru
Chronionego Krajobrazu (Pawlak i1 Teisseyre—Sierpinska 2006), taczac si¢ od wschodu z
Lasami Chojnowskim i1 od zachodu z Lasami Miochowskimi. Na terenie badan zostato
wydzielonych pi¢¢ powierzchni, na ktéorych w latach 2010-2013 zostaly zawieszone
skrzynki legowe (Rycina 3). Na czterech z pigciu wydzielonych powierzchni dominujacym
gatunkiem jest sosna zwyczajna, z domieszka debu szyputkowego i1 bezszypulkowego
Quercus petraea, brzozy brodawkowatej Betula verrucosa oraz grabu pospolitego
Carpinus betulus. Na jednej z powierzchni znaczng cze$¢ drzewostanu stanowig dgby oraz
graby.

Skrzynki rozwieszone s3 na wysoko$ci okoto 2,5 m w wezlach sieci co 50 m.
Lacznie, w sezonach legowych 2015-2016, na terenie badan dostgpnych dla ptakéw byto

ok. 250 skrzynek Skrzynki sg drewniane, z otwierang przednig $ciankg i majg nastepujace
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Rycina 2. Lokalizacja powierzchni badan w poludniowej czesci Gotlandii.

wymiary: dno (wewnatrz) 11 x 11 cm, odlegtos¢ od dna do otworu wlotowego — 21 cm,
srednica otworu wlotowego — 3,2 cm. Wszystkie skrzynki posiadaly zamontowang na
wysokosci otworu wlotowego dodatkowa deseczke, ktora wydtuzala tunel otworu
wlotowego do 3 cm. Ponadto wejscie do otworu wlotowego zabezpieczone bylo metalowg
ptytka. Te dodatkowe wzmocnienia miaty na celu zmniejszenie ryzyka drapieznictwa.

W skrzynkach legowych gniezdza si¢ gtownie bogatki, modraszki i muchotdéwki
zatobne.
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250 m

Rycina 3. Potozenie powierzchni badan w Lesie Sekocinskim.

3.3. Badania terenowe

3.3.1. Uklad pasozyty krwi—-modraszka

Badania przeprowadzono w latach 2013-2015. Prace rozpoczynatly si¢ od zebrania starego
materiatu gniazdowego zawierajgcego pchly (do wykorzystania w eksperymencie majagcym
na celu zréznicowanie kondycji samic poprzez manipulacje poziomu infestacji gniazd przez
pchty) oraz czyszczenia skrzynek legowych, ktoére przeprowadzane byly w marcu. W
wiekszosci skrzynek materiat gniazdowy usuwany byt w poprzednim sezonie lggowym po
wylocie pisklat z gniazda, jednak w przypadku drugich legéw pozostawat on do wiosny
kolejnego roku, kiedy to byt zbierany. Zebrany stary material gniazdowy byl umieszczany
w plastykowych torebkach strunowych, ktore byty nakluwane w celu zapewnienia dostgpu
powietrza, a nastgpnie umieszczane w niskiej temperaturze. Skrzynki byty czyszczone przy
pomocy drucianych szczotek, w miar¢ mozliwosci w szczelinach miedzy $cianami, aby

usung¢ pchly przebywajace wewnatrz skrzynki. Pchly kurze Ceratophyllus gallinae
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przeczekuja okres zimowy zamkniete w kokonach w starym materiale gniazdowym. Na
wiosne wydostaja si¢ z kokondow i wedruja do otworu wejSciowego skrzynki legowej, w
ktorego okolicy lub na dachu skrzynki oczekuja na ptaki wlatujace do $rodka (Krasnov
2008). Czyszczenie skrzynek bylo prowadzone, aby unikng¢ infestacji ptakéw przez pchly
na poczatku okresu gniazdowego.

Kontrole skrzynek rozpoczynaly si¢ w polowie kwietnia (w badanej populacji
samice modraszek zaczynaja sklada¢ jaja w drugiej potowie kwietnia) 1 byty prowadzone
regularnie w celu okreslenia momentu zakonczenia budowy gniazda, daty zlozenia
pierwszego jaja, wielko$ci legu, dnia klucia (dzien 0 zycia pisklat) oraz liczby pisklat. W
drugim dniu inkubacji wszystkie jaja w legu byly fotografowane w celu okreslenia ich
wielkosci. Po wyjeciu z gniazda jaja byly umieszczane na stojaku sktadajagcym si¢ z
podstawy oraz ramy, do ktérej przymocowany byl, w odleglosci ok. 25 cm, aparat
fotograficzny. Jaja umieszczane byty na podstawie na czarnych podktadkach na tle papieru
milimetrowego (Rycina 4). Zdjecia zawsze wykonywano w zacienionym miejscu, zeby w
miar¢ mozliwosci ujednolici¢ oswietlenie jaj. Zdj¢cia zostaly poddane obrobce w
programie Imagel] (wersja 1.47v) w celu okreSlenia wielko$ci jaj wyrazonej jako
powierzchnia w mm? (Abramoff i wsp. 2004). Oczekiwany dzien klucia wyznaczano na
podstawie dlugosci okresu wysiadywania, ktory u tego gatunku wynosi ok 13—14 dni
(Cramp 1 Perrins 1993). Kontrole klucia zaczynano dzien przed wyliczonym dniem klucia 1
prowadzono codziennie, az do potwierdzenia wyklucia si¢ pisklat.

W celu zréznicowania dobrostanu samic przeprowadzono zabieg zmiany liczby
pchet w materiale gniazdowym. Pchly sa pospolicie wystepujacymi pasozytami ptakow
(Krasnov 2008). Prawdopodobnie najpowszechniejszym gatunkiem zerujagcym na ptakach
w zachodniej Palearktyce jest pchta kurza (Tripet 1 Richner 1997). Bardzo czgsto jest on
spotykany u ptakéw gniezdzacych si¢ w dziuplach, zwtaszcza z rodziny Paridae (Harper i
wsp. 1992). W gniazdach ptakow ma miejsce skladanie jaj oraz dojrzewanie stadiow

larwalnych i poczwarek. Doroste pchly sa pasozytami hematofagicznymi.
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Rycina 4. Zdjgcie pelnego zniesienia modraszki wykonane do analiz wielko$ci jaj.

Poza negatywnym wptywem na zywiciela wynikajagcym ze sposobu ich odzywiania
si¢ (moga powodowa¢ anemie¢, Marshall 1981), zywiciel moze ponosi¢ dodatkowe koszty
zwigzane ze wzbudzeniem odpowiedzi immunologicznej na antygeny obecne w ich §linie.
Wykazano negatywny wptyw pchet na wiele parametrow zwigzanych z sukcesem
rozrodczym ptakow, w tym zwiekszenie szansy porzucenia lggu, zmniejszenie wielkosci
legu 1 wykluwalnos$ci, obnizenie jakosci potomstwa i jego przezywalnosci (Richner i wsp.
1993, Oppliger i wsp. 1994, Merila i Allander 1995). Pchty wptywaja takze na zachowanie
ptakow — zwigkszajac czestos¢ dostarczania pokarmu pisklgtom oraz zmniejszajgc czas snu
ptakow, co moze prowadzi¢ do obnizonej immunokompetencji (Christe 1 wsp. 1996a,
1996b).

Monitorowane legi modraszki zostaly przypisane do jednej z dwoch grup: a) legdw,
w ktorych materiat gniazdowy zostat pozbawiony pchet (grupa kontrolna) oraz b) legow, w
ktorych material gniazdowy =zostat celowo infestowany przez pchly (grupa
eksperymentalna, w ktorej zakladano, ze kondycja samic bedzie pogorszona). W
poczatkowym etapie sktadania jaj (zwykle, gdy w gniezdzie byly 1-3 jaja) wszystkie
gniazda byly zbierane w celu usunigcia pchetl 1 innych bezkregowcoOw wystepujacych w
materiale gniazdowym przy pomocy wysokiej temperatury. Odbywato si¢ to poprzez

poddawanie gniazda dzialaniu mikrofal (700W przez 3 minuty). W celu skompensowania
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strat wody spowodowanych przez jej parowanie podczas tego zabiegu, kazde gniazdo
uprzednio spryskano 4 ml wody. Ze wzgledow logistycznych gniazda byly umieszczane w
innych skrzynkach niz te, w ktorych zostaly wybudowane. W kazdym sezonie lggowym w
kilku pierwszych legach umieszczano ,sztuczne” gniazda, do ktorych budowy
wykorzystano torfowce Sphagnum. W grupie lggdw eksperymentalnych, drugiego dnia
inkubacji dodawano do materiatu gniazdowego 40 dorostych pchet, a drugiego dnia po
wykluciu pisklat — dalsze 60 pchel. Pchly byly losowo wybierane ze starego materiatu
gniazdowego. Ograniczenie liczby pchet do 40 na etapie inkubacji wynikato z faktu, ze
umieszczenie zbyt duzej liczby pchet mogtoby spowodowaé porzucenie lggu przez samice
(Oppliger i wsp. 1994). Aby utrzymac jak najnizszy poziom infestacji gniazd przez pchty w
grupie kontrolnej, gniazda byly ponownie poddawane dziataniu wysokiej temperatury w
drugim dniu inkubacji i drugim dniu zycia pisklat. Legi byly przypisywane do grup wraz z
rozwojem sezonu naprzemiennie w celu kontrolowania zmienno$ci $rodowiskowej i
fenotypowej ptakéw. Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ zabiegu eksperymentalnego, w 14 dniu
po wykluciu pisklat, gniazda byly zbierane w celu okreslenia liczby pchet. Gniazda byty
umieszczane w temp. ok. —20 °C przez co najmniej 24 h, a nastepnie material byt doktadnie
przeszukiwany pod katem obecnosci dorostych pchet.

Drugiego dnia po wykluciu piskleta byly wazone oraz pobierano od nich krew do
analizy pici. Krew (ok. 20-30 pl) byta pobierana z zyly na skoku poprzez naktucie sterylng
igla (wymiary 0,45 X 23 mm), a nast¢pnie zebranie wyptywajacej krwi do kapilary, ktora
nastgpnie umieszczano w probowce z 99,8% alkoholem etylowym. W 14. dniu Zycia
piskleta byly ponownie wazone oraz mierzono im dtugos¢ skoku (Svensson 1992).

W celu okreslenia statusu i intensywnos$ci zarazenia przez pasozyty krwi dorostych
ptakow w przypadku samic krew pobierano dwukrotnie — w 10 dniu inkubacji i 14 dniu po
wykluciu pisklat. W zwigzku z trudno$ciami w schwytaniu samcoéw na etapie inkubacji,
krew pobrano od nich tylko jeden raz — w 14 dniu po wykluciu pisklat (dane nie
prezentowane). Podczas inkubacji ptaki chwytano na gniezdzie zblizajac si¢ do skrzynki w
sposob minimalizujacy hatas, ktéry mogitby spowodowac ucieczke samicy, a nastepnie
zatykajac otwor wlotowy. Modraszki moga by¢ bezpiecznie chwytane na péznym etapie
inkubacji, w zwigzku z niewielka liczba porzucen legéw u tego gatunku (Merila 1

Andersson 1999). Pod koniec okresu gniazdowego ptaki chwytano za pomocag sieci
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ornitologicznych rozstawionych przed skrzynka lub putapek z zapadka umieszczanych
wewnatrz skrzynki. Po schwytaniu oprocz pobrania krwi ptaki byty wazone oraz mierzono
im dhugos¢ skoku, a takze okreslono ich wiek, na podstawie cech ubarwienia upierzenia,
jako jednoroczne lub co najmniej drugoroczne (Svensson 1992). Zaréwno u ptakdéw
dorostych, jak i pisklat, mas¢ okreslano z doktadnoscig do 0,1 g, a dlugos$¢ skoku — z
doktadnoscig do 0,1 mm (Svensson 1992). Dwukrotny pobdr krwi u samic umozliwit
przesledzenie ewentualnych zmian w statusie i1 intensywno$ci zarazenia ptaka w ciagu
okresu gniazdowego, poniewaz na etapie inkubacji wektory pasozytow krwi nie sg jeszcze
obecne w $rodowisku. W zwigzku z tym osobniki, u ktérych stwierdzono zarazenie na
etapie inkubacji, zostaty zarazone w poprzednim roku. Natomiast stwierdzenie zarazenia
jedynie pod koniec okresu gniazdowego oznacza nowo nabytg infekcje. Krew (ok. 50 ul)
pobierana byta z zyly skrzydtowej po naktuciu iglg do szklanej bezheparynowej kapilary.
Przed wlozeniem kapilary z krwig do 99,8% alkoholu etylowego, kroplg krwi umieszczano
na szkietku podstawowym i1 wykonywano rozmaz (2 rozmazy na osobnika). Rozmazy krwi
byly w dniu ich wykonania utrwalane metanolem oraz barwione przy pomocy zestawu

Hemacolor (Merck Millipore) zgodnie z instrukcja producenta.

3.3.2. Uklad pasozyty krwi—bogatka

Badania przeprowadzono w latach 2015-2016. Od potowy kwietnia wszystkie skrzynki
byly regularnie kontrolowane w celu wyznaczenia daty rozpoczecia lggu (data ztozenia
pierwszego jaja), liczby jaj w zniesieniu, daty klucia (dzief 0) oraz liczby podlotow. Dane
te zostaly zebrane zarowno dla pierwszych, jak i1 drugich legdéw. Niektére legi byty
najprawdopodobniej legami powtarzanymi, czyli ztozonymi po porzuceniu pierwszego legu
(na terenie badan nie zaobserwowano przypadkow strat lggdw spowodowanych przez
drapiezniki). Poniewaz we wszystkich przypadkach do porzucenia legu doszto przed
schwytaniem ptakow dorostych, nie bylo mozliwe jednoznaczne przyporzadkowanie legow
do kategorii legéw porzuconych. W 2015 r. za dat¢ klucia przyjeto dzien, w ktorym w
momencie kontroli gniazda piskleta wykluty si¢ z ponad 50% jaj, natomiast w 2016 r. —
dzien, w ktorym w momencie kontroli w gniezdzie znajdowato si¢ co najmniej jedno
piskle. W 14 dniu po wykluciu piskleta wazono (doktadno$¢ 0,1 g), mierzono dlugosc
skoku (doktadnos$¢ 0,1 mm) i dtugos¢ skrzydta (doktadnos¢ 0,1 cm). W tym samym dniu,
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lub w przypadku chwytania zakonczonego niepowodzeniem takze w kolejnych dniach,
chwytano ptaki doroste. Do chwytania uzywano dwoch metod: siatki ornitologicznej
ustawionej w Dbliskiej odlegtosci od skrzynki lub putapki zapadkowej umieszczane]
wewnatrz skrzynki. U schwytanych ptakow oznaczano pte¢, wiek (na podstawie roznicy w
wybarwieniu pierwszo— i drugorzedowych lotek, Svensson 1992), dokonywano pomiarow
biometrycznych (rodzaj i sposob wykonania pomiaréw, jak u 14—dniowych pisklat
modraszki) oraz pobierano probke krwi. Krew (ok. 20-30 pl) byta pobierana do kapilary po
nakluciu igla zyly skrzydiowej. Niewielka ilos¢ krwi zostala wykorzystana do
przygotowania rozmazoéw (po dwa na osobnika), a pozostala ilo$¢ zostata umieszczona w
99,8% alkoholu etylowym do p6zniejszych analiz molekularnych zarazenia przez pasozyty
krwi. W dniu ich wykonania rozmazy krwi byly utrwalane za pomocg metanolu, a
nastepnie barwione, zgodnie z instrukcjg producenta, z wykorzystaniem zestawu
barwnikéw Hemacolor (Merck Millipore).

W kazdym z sezondéw zostal przeprowadzony zabieg eksperymentalny: w 2015 r.
zabieg zmiany poziomu inwestycji ptakow dorostych (samic) w budowe gniazda, a w 2016
r. zabieg dokarmiania cze¢s$ci pisklat w legu majacy na celu zmiang ich stanu odzywienia.
Ze wzgledu na fakt, ze obydwa zabiegi nie mialy wplywu na prawdopodobienstwo
wystapienia inwazji lub wielko§¢ proby uniemozliwiata wiarygodng oceng jego wptywu
(dane nie prezentowane), zabieg eksperymentalny nie zostal wziety pod uwage przy
tworzeniu modeli statystycznych. Z tego tez wzgledu pomini¢to szczegotowy opis, w jaki
sposob kazdy z tych zabiegéw zostat przeprowadzony.

Osobniki mtodociane byty chwytane przez okres 4-5 tygodni rozpoczynajac odlowy
ok. 3 tygodnie od wylotu pisklat z najwczesniejszych legow. U bogatki podloty przebywaja
z rodzicami jeszcze przez okres do 25 dni po opuszczeniu gniazda (Gosler i Clement 2007).
W tym czasie przemieszczaja si¢ wraz z dorostymi na obszarze $rednio 8 ha wokot
skrzynki legowej (Naef-Daenzer i Griiebler 2008). W celu utatwienia chwytania ptakoéw
mtodocianych wyznaczono kilka stanowisk, na ktorych w polowie czerwca zostaty
zawieszone karmniki (automatyczny, napetliany od gory, z szybka na przedniej $cianie,
wys. 40 cm szer. 20 cm, model KA1 producent Ptasie Ogrody). Stanowiska zostaly dobrane
tak, aby byly zlokalizowane w poblizu skrzynek, z ktorych wyleciaty juz podloty bogatki.

Jednocze$nie unikano wieszania karmnikow w poblizu skrzynek, w ktérych wciaz
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przebywaly piskleta. W 2015 roku zawieszono tacznie 5 karmnikow, a w 2016 — 8
karmnikow. Karmniki rozwieszono tak, aby przypadaly w miar¢ réwnomiernie na
powierzchnie badan. Karmniki zostaly przymocowane do pni na wysokosci 2,5-3 m. Do
napetnienia karmnikow uzyto nasion stonecznika, ktore z powodzeniem wykorzystywane
byly w dotychczasowych badaniach uwzgledniajacych odlowy mtodocianych bogatek
(Dhondt 1979, Dingemanse i wsp. 2002, Krams i wsp. 2013). Jednorazowo wsypywano do
karmnikoéw ok. 0,5 kg tuskanych nasion. W przypadku ubywania, nasiona byty regularnie
dosypywane. Miejsca chwytania wyznaczono w poblizu karmnikéw, a dodatkowo
chwytanie prowadzono w kilku stalych miejscach, w okolicy ktérych przebywaty
mlodociane bogatki. W ciagu jednego dnia prowadzono chwytanie w kilku z
wyznaczonych miejsc. Na jednym stanowisku przebywano okoto godziny lub dtuzej, jezeli
w poblizu przebywaty podloty. Na wyznaczonym miejscu rozstawiano sie¢ ornitologiczng
o wymiarach 2,5 x 7 m (Ecotone), najczgséciej okoto 50 cm przed karmnikiem lub przy
zakrzaczeniach na ewentualnej trasie przelotu, ktéra poznano po kilkukrotnym rozstawieniu
sieci. W celu dodatkowego zwabienia ptakow pod siecig umieszczano glosnik, z ktorego
odtwarzano glosy pisklat, podlotéw 1 dorostych bogatek. W przypadku schwytania ptaki
byly wyciagane z sieci i umieszczane w workach ornitologicznych, by nastepnie
przeprowadzi¢ pomiary biometryczne i pobra¢ krew, ktdra zostata nastgpnie wykorzystana
jako zrodto materiatu do molekularnej analizy zarazenia przez pasozyty krwi i oznaczenia
plci. W tym czasie nagranie glosow bylo zatrzymywane. Pobranie pomiarow
biometrycznych oraz pobranie krwi przebiegato tak, jak zostalo to opisane dla pisklat

modraszki.

3.4. Badania laboratoryjne

3.4.1. Molekularna analiza zarazenia przez pasozyty krwi

Do oznaczenia statusu zarazenia oraz identyfikacji linii genetycznych pasozytow krwi
wykorzystano metod¢ molekularng. Jest ona bardziej czuta od tradycyjnej mikroskopii
swietlnej, poniewaz jest w stanie wykry¢ jeden zarazony erytrocyt (w przypadku
Plasmodium/Haemoproteus) na 100 000 (Fallon i wsp. 2003).

Probki krwi umieszczone w etanolu do czasu analiz byly przechowywane w

temperaturze pokojowej. Izolacja DNA z krwi zostata przeprowadzona przy uzyciu octanu

45



Wstep

amonu (Burke i wsp. 1998). Status zarazenia zostal okreslony na podstawie amplifikacji

materiatu DNA z genomu pasozytow wykorzystujac do tego celu zagniezdzong tancuchowa

reakcj¢ polimerazy — PCR. Do wykrycia zarazenia poszczegdlnymi rodzajami pasozytow
wykorzystano nastepujgce rodzaje markerow (szczegdtowy opis warunkow poszczegdlnych

reakcji PCR znajduje si¢ w Apendyksie 1):

o Plasmodium 1 Haemoproteus: fragment (o dlugosci 479 pz) mitochondrialnego
cytochromu b; startery, sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg
protokotu Waldenstroma i wsp. (2004),

e Leucocytozoon: fragment (o dtugosci 480 pz) mitochondrialnego cytochromu b; startery,
sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg protokotu Hellgrena i wsp.
(2004),

e Trypanosoma: fragment genu (o dtugosci 326 pz) kodujacego mniejsza podjednostke
rybosomalng RNA (SSU RNA) pasozyta; startery 1 sktad mieszaniny reakcyjnej wg
protokotu Sehgala i wsp. (2001), a warunki termiczne PCR wg protokotu Zamory—
Vilchis i wsp. (2012).

Produkty PCR zostaly przeniesione na zel agarozowy (2%) 1 poddane
elektroforezie w buforze 1xTBE w nastepujacych warunkach: 5,5 V/cm przez 30 min. Jesli
produkt PCR nie zostat dla danej probki namnozony, analiza byla powtarzana. Jesli
ponownie uzyskano wynik ujemny, uznawano, ze ptak nie byt zarazony, a jesli dodatni,
analiza byla powtarzana po raz trzeci. W takim wypadku za koncowy wynik uznawano ten,
ktory zostal stwierdzony dwukrotnie. Jako$¢ izolatu DNA w przypadku probek, dla ktorych
jako koncowy uzyskano wynik ujemny, sprawdzano na postawie wyniku reakcji PCR
wykorzystujacej startery do oznaczania pici (Griffiths 1 wsp. 1998, szczegdlowy opis
warunkow reakcji znajduje si¢ w podpunkcie pt. ,,Molekularna analiza ptci”). Jesli produkt
PCR zostal w tej reakcji uzyskany, uznawano, ze izolacja DNA przebiegla prawidlowo.

W przypadku stwierdzenia namnozonego materiatu DNA, zostal on
zsekwencjonowany w celu: 1) identyfikacji rodzaju pasozyta (Plasmodium Vs
Haemoproteus) w przypadku zestawu starterow opracowanych przez Waldenstroma i wsp.
(2004) oraz 2) potwierdzenia, ze namnozony materiat DNA reprezentuje rodzaj
Leucocytozoon 1 Trypanosoma w przypadku zestawu starterOw opracowanych przez

Hellgrena i wsp. (2004) oraz Sehgala i wsp. (2001). Przed sekwencjonowaniem produkty
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PCR byly oczyszczane przy pomocy zestawu dwoch enzymow: egzonukleazy i1 fosfatazy
zgodnie z instrukcja producenta (ExoBAP, Eurx, Gdansk, Polska). Dwustronne
sekwencjonowanie byto przeprowadzane metodg Sangera z wykorzystaniem aparatoéw ABI
3730/3730x1 w systemie ptytkowym na ptytce 96—dotkowej (analizy zlecone do wykonania
w Serwisie Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN).
Chromatogramy otrzymane po sekwencjonowaniu byty analizowane w programie
BioEdit (wersja 7.2.5) (Hall 1999). W celu identyfikacji linii genetycznej pasozytow z
rodzajow Haemoproteus, Plasmodium 1 Leucocytozoon odczytana sekwencja nukleotydow
byla poréwnywana z sekwencjami zdeponowanymi w internetowej bazie MalAvi
(http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/about.html, Bensch i wsp. 2009). Jesli uzyskana
sekwencja nie wykazala 100% zgodnoSci z zadng linia w bazie MalAvi byla ona
przyporzadkowywana do rodzaju pasozyta na podstawie tego, z jaka linig genetyczng
wykazywata najwyzsze podobienstwo. Wspotwystgpowanie jednocze$nie co najmniej
dwoch linii genetycznych pasozytow bylo rozpoznawane na podstawie obecnosci
podwdjnych odczytow zasad w chromatogramie. W przypadku 7rypanosoma sekwencje
standardowo identyfikowane byly do gatunku lub rodzaju, na podstawie sekwencji
zdeponowanych w bazie GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). We
wszystkich probkach, dla ktorych startery opracowane przez Sehgala i wsp. (2001)

namnozyty produkt, zostal on zidentyfikowany jako materiat genetyczny Trypanosoma.
3.4.2. Molekularna analiza plci

Analiza plci z wykorzystaniem metod molekularnych jest w przypadku mtodocianych
bogatek konieczna, poniewaz u tego gatunku nie mozna tej cechy w takim wieku oznaczy¢
na podstawie cech morfologicznych oraz ubarwienia upierzenia (Cramp i Perrins 1993).
Metoda ta polega na amplifikacji za pomoca reakcji PCR dwodch zlokalizowanych na
chromosomach ptci homologicznych fragmentéw genu CHD (ang. chromodomain helicase)
roznigcych si¢ dlugoscia. U ptakéw plcig heterogametyczng sa samice (WZ), a
homogametyczng — samce (ZZ). W zwigzku z tym oznaczenie pici nast¢puje na podstawie
liczby stwierdzanych produktow PCR: dwoch w przypadku samic i1 jednego w przypadku

samcow.
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Izolacja DNA z krwi osobnikow mtodocianych byta wykonywana przy uzyciu
octanu amonu (Burke i wsp. 1998). Fragmenty genu CHD zostaly namnozone przy uzyciu
starterow P2 1 P8 (Griffiths 1 wsp. 1998). Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki
termiczne PCR byly zgodne z tymi opisanymi przez Griffiths 1 wsp. (1998). Rozdziat
produktow PCR przeprowadzano na 2% zelu agarozowym stosujac napigcie 7V/cm przez
40 min. Pte¢ mtodocianych bogatek oznaczono na podstawie obecnosci na zelu produktow
PCR: fragmentu CHD-Z o dtugosci 380 par zasad (obecny u obu pici) 1 fragmentu CHD-
W o dlugosci 455 par zasad (obecny tylko u samic) (Griffiths i wsp. 1998).

3.4.3. Analiza rozmazow krwi

Intensywnos$¢ zarazenia przez pasozyty krwi byla okre§lana na podstawie przegladania
rozmazoéw krwi przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (Carl Zeiss Jena JENAVAL). Liczenie
pasozytow z rodzajow Leucocytozoon i Trypanosoma odbywalo si¢ przy 400—krotnym
powigkszeniu, natomiast Haemoproteus 1 Plasmodium przy 1000—krotnym powigkszeniu,
przy uzyciu olejku immersyjnego. Intensywno$¢ zarazenia bylta szacowana poprzez
okreslenie liczby zarazonych erytrocytow przypadajacych na 10 000 erytrocytéw (Godfrey
1 wsp. 1987). W celu okreslenia liczby p6l widzenia koniecznych do przejrzenia, aby
uzyskac¢ taczng sume 10 0000 erytrocytow zliczono doktadng liczbe erytrocytow w kilku
polach i1 wyliczono $rednig liczbe erytrocytoéw przypadajacych na pole widzenia. Ze
wzgledu na zblizong jako$¢ rozmazow oraz podobng liczbg erytrocytéw w polu widzenia
(najczesciej ok. 200) w wigkszosci przypadkéw zliczano pasozyty w 50 polach widzenia.
Analiza rozmazéw krwi dodatkowo pehita role krzyzowego sprawdzenia wynikow analiz

molekularnych zarazenia pasozytami.

3.5. Analiza danych

3.5.1. Uklad pasozyty krwi-modraszka

Pochodzace z trzech sezonow legowych 1acznie 193 legi modraszki zostaly
przyporzadkowane do jednej z grup (grupa kontrolna — samice w lepszej kondycji; grupa
eksperymentalna — samice w gorszej kondycji). Ze wzgledu na brak danych wynikajacy z
nastepujacych powodow: porzucenie legu, atak drapieznika, niezaptodnione jaja, brak

probki krwi z jednego lub obu schwytan lub trudno$ci z oznaczeniem pasozytow, z
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koncowych analiz wykluczono 45 legéw. Dodatkowo, w celu uniknigcia problemu
pseudoreplikacji (dane nie sa catkowicie niezalezne od siebie), w przypadku samic, ktore
zostaly wykorzystane w eksperymencie w dwoéch sezonach legowych (n = 10), do analiz
uzyto zestawu danych tylko z jednego sezonu: jesli w pierwszym z dwoch sezondOw samica
zostala przyporzadkowana do grupy eksperymentalnej, do analiz wiaczano zestaw danych z
pierwszego sezonu, jesli do grupy kontrolnej — zestaw danych wybierany byl losowo (z
wykorzystaniem generatora liczb losowych w programie MS Excel, funkcja randbetween).
W sumie, analizy statystyczne przeprowadzono na zestawie danych dla 139 legow: 71 z
grupy kontrolnej i 68 z grupy eksperymentalne;.

Do zbadania charakteru oddziatywania miedzy réznymi rodzajami pasozytow
zastosowano uogolnione modele liniowe (ang. generalized linear models, GLMs) z
dwumianowym typem rozktadu oraz funkcja tgczenia typu logit. Jako zmienng zalezng
wprowadzano kolejno status zarazenia (kodowany jako O dla osobnikow, u ktérych nie
stwierdzono inwazji oraz 1, gdy taka inwazj¢ stwierdzono) przez kazdy z rodzajow
pasozytow pod koniec okresu pisklecego. Jako predyktory wprowadzono rok, wiek samicy,
zabieg eksperymentalny oraz status zarazenia pozostalych rodzajow pasozytow na etapie
inkubacji. Poczatkowy model oprocz efektow gtéwnych zawieral interakcje drugiego rzedu
pomigdzy poszczegdlnymi predyktorami. Interakcje byly krokowo usuwane z modelu, jesli
wartos¢ P > 0,05.

Wszystkie modele zostaly sprawdzone pod katem zgodnosci z zatozeniem
uogo6lnionych modeli liniowych, czyli, ze dane wprowadzone do modelu stanowig zbidr
niezaleznych obserwacji. Ponadto, sprawdzono, czy wsrod predyktorow nie wystgpuje
zjawisko wspotliniowosci (ang. multicollinearity). Ocena wspotliniowosci zostata
przeprowadzona na podstawie wartosci wspotczynnika wspotliniowosci VIF (ang. variance
inflation factor), przyjmujac, ze wartosci VIF < 5 wskazujg na brak wspotliniowosci.

Analizy zostaty wykonane w programie IBM SPSS ver. 19 (IBM Corp. 2010).

3.5.2. Uklad pasozyty krwi—bogatka

W sumie w dwodch sezonach lggowych schwytano 112 mtodocianych bogatek, w tym
siedem osobnikow dwukrotnie. Materiat biologiczny (krew) do analizy zarazenia przez

pasozyty krwi 1 oznaczenia pici dostepny byt dla 111 osobnikéw. Wsrod 111 ptakoéw 45,0%
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stanowily zaobraczkowane na terenie badan jako piskleta (42 osobniki z pierwszych legow
oraz 8 osobnikow z drugich lggdéw), a wigc takie, dla ktorych dostepne byly dane o dacie
klucia oraz dlugosci zycia w momencie schwytania.

W grupie ptakéw zaobragczkowanych jako piskleta 61,2% pochodzito z legow, w
ktérych schwytano co najmniej dwa ptaki (od dwoch do czterech). Biorac pod uwage fakt,
ze migdzy legami réznych samic mogg istnie¢ roznice w presji ze strony wektoréw, a tym
samym roznice w prawdopodobienstwie transmisji pasozytow, aby unikng¢ btedu
pseudoreplikacji (dane nie sg calkowicie niezalezne od siebie), do analiz statystycznych
wlaczono dane, wybrane losowo, tylko z jednego osobnika na lgg. Podobnie, w przypadku
osobnikow schwytanych dwukrotnie wykorzystano dane, wybrane losowo, tylko z jednego
schwytania. W przypadku ptakéw dorostych w sezonach legowych 2015 1 2016 zebrano
144 probki materiatu biologicznego od 110 ptakow. Od 28 osobnikdéw pobrano materiat co
najmniej dwukrotnie, po jednym razie w kazdym z sezonéw lub/i w obrebie tego samego
sezonu, na etapie pierwszego oraz drugiego lggu. W celu uniknigcia btedu pseudoreplikacji
do analiz wlaczono dane, wybrane losowo, tylko z jednego schwytania. Ponadto dane
uzyskane ze schwytan dwoch osobnikow zostaly wykluczone z analiz z powodu braku
pelnych informacji o statusie zarazenia (m.in. z powodu zlej jako$ci chromatogramu, ktory
uniemozliwial jednoznaczng identyfikacje linii genetycznej).

Do zbadania wpltywu rozpatrywanych czynnikéw na prawdopodobienstwo
wystapienia inwazji oraz okreslenia charakteru oddziatywania migedzy r6znymi rodzajami
pasozytow zastosowano uogolnione modele liniowe z dwumianowym typem rozktadu oraz
funkcja taczenia typu logit. We wszystkich modelach zmienng zalezng byt status zarazenia
kodowany jako 0 dla osobnikow, u ktérych nie stwierdzono inwazji danego rodzaju
pasozyta oraz 1, gdy taka inwazje stwierdzono. W przypadku wptywu czynnikéw analizy
przeprowadzono na dwodch zbiorach danych roznigcych sie zakresem dostepnych
informacji: 1) obejmujacych wyltacznie ptaki zaobraczkowane jako piskleta w
monitorowanych skrzynkach legowych (n = 30) oraz 2) ptakach zaobraczkowanych jako
piskleta 1 tych zaobragczkowanych po raz pierwszy jako osobniki mtodociane (n = 91,
wykluczono jednego osobnika, dla ktorego nie byly dostepne dane o dacie schwytania).
Biorac pod uwage fakt, ze dla czgsci ptakow z drugiego zbioru danych (zaobraczkowanych

po raz pierwszy jako osobniki mlodociane) nie byly dostepne informacje z okresu
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gniazdowego, niemozliwe bylo okreSlenie wptywu wieku oraz daty klucia na
prawdopodobiefistwo inwazji. W analizach uwzgledniajacych wytacznie ptaki
zaobraczkowane jako piskleta, jako zmienne niezalezne wprowadzono: rok, pte¢, wiek
(mierzony jako liczba dni od daty klucia do daty schwytania) oraz date klucia. W analizach
uwzgledniajacych wszystkie mtodociane bogatki jako zmienne niezalezne wprowadzono:
rok, pte¢ oraz date schwytania. Ze wzgledu na mozliwe r6znice w fenologii rozrodu migdzy
latami oraz réznice w terminie przeprowadzania odlowow mtodocianych bogatek, dane
dotyczace dat poddano standaryzacji. Standaryzacja polegata na wyliczeniu odchylenia
rzeczywiste] daty od mediany dat w obrgbie sezonu, oddzielnie dla dat klucia i dat
chwytania. Model poczatkowy zawierat wszystkie efekty gtowne oraz interakcje drugiego
rzedu z wyjatkiem interakcji pomiedzy predykatorami cigglymi. Interakcje statystycznie
nieistotne byly usuwane z modelu krokowo, zaczynajac od interakcji o najwyzszej wartosci
P. Model koncowy zawierat wszystkie efekty gtowne oraz interakcje o P < 0,05. W
przypadku modeli, dla ktorych na etapie testowania istotnosci interakcji, pojawial si¢
problem tzw. quasi catkowitego rozdzielenia (ang. quasi—complete separation) a
oszacowania wspotczynnikow i/lub ich btedow standardowych byly obarczone bigdem
(wskazuja na to bardzo wysokie wartos$ci), przetestowany zostal tylko model zawierajacy
efekty gtowne. Wyjatek stanowil model dotyczacy prawdopodobiefistwa zarazenia przez
Leucocytozoon, w  ktorym niewiarygodne oszacowania btedu standardowego
wspotczynnika dotyczyly rowniez predyktora ,,ptec”.

Charakter zalezno$ci miedzy pasozytami zostat przetestowany na dwodch zbiorach
danych: 1) dotyczacych osobnikéw mtodocianych i dorostych (osobniki miodociane: n =
92, osobniki doroste: n = 109) oraz 2) wytacznie osobnikéw mtodocianych (n = 92). Taki
sposoOb przeprowadzenia analiz podyktowany byt bardzo niska prewalencja Trypanosoma u
osobnikéw dorostych (cztery osobniki w jednym z dwoch sezondéw lggowych), co miato
wplyw na wiarygodno$¢ oszacowan wspotczynnikow i ich bledéw standardowych. W
zwigzku z powyzszym zalezno$ci migdzy pasozytami w odniesieniu do grupy wiekowe;j
przeprowadzono wytacznie dla pasozytéw z grupy Haemosporidia. Jako predyktory kazdy
model zawieral rok, wiek (osobnik mtodociany vs dorosty), status zarazenia kazdego z

pozostatych rodzajéw pasozytow oraz interakcje wieku ze statusem zarazenia przez
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poszczegbdlne rodzaje pasozytow. Interakcje statystycznie nieistotne byly usuwane z
modelu krokowo, zaczynajac od interakcji o najwyzszej wartosci P.

Wszystkie modele zostaly sprawdzone pod katem zgodnosci z zatozeniem
uogolnionych modeli liniowych, czyli, ze dane wprowadzone do modelu stanowig zbior
niezaleznych obserwacji. W przypadku modeli zawierajacych zbior danych dotyczacych
ptakow miodocianych zaobraczkowanych jako piskleta i tych zaobraczkowanych po raz
pierwszy jako osobniki mtodociane, warunek ten moze by¢ w pewnym stopniu naruszony,
poniewaz wsrod ptakow, ktore nie zostaty zaobraczkowane jako piskleta, tylko schwytane
po raz pierwszy jako osobniki mlodociane, moga znajdowaé si¢ ptaki pochodzace z tego
samego legu, a tym samym prawdopodobnie wystawione na podobng presj¢ ze strony
wektoréw. Ponadto, sprawdzono, czy wsrdéd predyktoréw nie wystepuje zjawisko
wspotliniowosci. Ocena wspotliniowosci zostata przeprowadzona na podstawie wartosci
wspotczynnika wspotliniowosci VIF, przyjmujac, ze wartosci VIF < 5 wskazuja na brak
wspotliniowosci. Analizy zostaty wykonane w programie IBM SPSS ver. 19 (IBM Corp.
2010).

4. LITERATURA

Abramoff M. D., Magalhdaes P. J., Ram S. J. 2004. Image processing with Imagel.
Biophotonics International 11: 36-42.

Adl S. M., Bass D., Lane C. E. i1in. 2019. Revisions to the classification, nomenclature, and
diversity of eukaryotes. Journal of Eukaryotic Microbiology 66: 4-119.

Allander K., Bennett G. F. 1995. Retardation of breeding onset in great tits (Parus major)
by blood parasites. Functional Ecology 9: 677-682.

Arriero E., Moller A. P. 2008. Host ecology and life-history traits associated with blood
parasite species richness in birds. Journal of Evolutionary Biology 21: 1504-1513.

Asghar M., Hasselquist D., Bensch S. 2011. Are chronic avian haemosporidian infections
costly in wild birds?. Journal of Avian Biology 42: 530-537.

Atkinson C. T., Dusek R. J., Woods K. L., Iko W. M. 2000. Pathogenicity of avian malaria
in experimentally-infected Hawaii Amakihi. Journal of Wildlife Diseases 36:
197-201.

52



Wstep

Atkinson C. T., Thomas N. J., Hunter D. B. 2009. Parasitic diseases of wild birds. John
Wiley and Sons. Ames.

Baker J. R. 1956. Studies on Trypanosoma avium Danilewsky 1885. III. Life cycle in
vertebrate and invertebrate hosts. Parasitology 46: 335-352.

Baker J. R. 1976. Biology of the trypanosomes of birds. W: Lumsden W. H. R., Evans D.
A. (red.). Biology of the Kinetoplastida. Vol. 2. Academic Press Inc. London, s. 131-
174.

Barrowclough G. F., Cracraft J., Klicka J., Zink R. M. 2016. How many kinds of birds are
there and why does it matter?. PloS One 11: e0166307.

Bell A. S., De Roode J. C., Sim D., Read A. F. 2006. Within-host competition in
genetically diverse malaria infections: parasite virulence and competitive
success. Evolution 60: 1358-1371.

Bennett G. F. 1961. On the specificity and transmission of some trypanosomes. Canadian
Journal of Zoology 39: 17-33.

Bennett G. F. 1970. Development of trypanosomes of the 7. avium complex in the
invertebrate host. Canadian Journal of Zoology 48: 945-957.

Bennett G. F., Peirce M. A., Ashford R. W. 1993. Avian haematozoa: mortality and
pathogenicity. Journal of Natural History 27: 993-1001.

Bennett G. F., Squires-Parsons D., Siitkamaki P., Huhta E., Allander K., Hillstrom L. 1995.
A comparison of the blood parasites of three Fenno-Scandian populations of the pied
flycatcher Ficedula hypoleuca. Journal of Avian Biology 26: 33-38.

Bensch S., Hellgren O., Pérez-Tris J. 2009. MalAvi: a public database of malaria parasites
and related haemosporidians in avian hosts based on mitochondrial cytochrome b
lineages. Molecular Ecology Resources 9: 1353-1358.

Bensch S., Stjernman M., Hasselquist D., Hannson B., Westerdahl H., Pinheiro R. T. 2000.
Host specificity in avian blood parasites: a study of Plasmodium and Haemoproteus
mitochondrial DNA amplified from birds. Proceedings of the Royal Society of
London B: Biological Sciences 267: 1583-1589.

Bordes F., Morand S. 2011. The impact of multiple infections on wild animal hosts: a

review. Infection Ecology and Epidemiology 1: 7346.

53



Wstep

Burke T., Bruford M.W., Hanotte O., Brookfield J. F. Y. 1998. Multilocus and single-locus
DNA fingerprinting. W: Hoelzel A.R. (red.) Molecular Genetic Analysis of
Populations: A Practical Approach. IRL Press. Oxford, s. 287-336.

Calero-Riestra M., Garcia J. T. 2016. Sex-dependent differences in avian malaria
prevalence and consequences of infections on nestling growth and adult condition in
the Tawny pipit, Anthus campestris. Malaria Journal 15: 178.

Carlson M. L., Proudfoot G. A., Gentile K., Dispoto J., Weckstein J. D. 2018.

Haemosporidian prevalence in northern saw-whet owls Aegolius acadicus is
predicted by host age and average annual temperature at breeding grounds. Journal
of Avian Biology 49: e01817.

Cattadori I. M., Boag B., Hudson P. J. 2008. Parasite co-infection and interaction as drivers
of host heterogeneity. International Journal for Parasitology 38: 371-380.

Christe P., Richner H., Oppliger A. 1996a. Begging, food provisioning, and nestling
competition in great tit broods infested with ectoparasites. Behavioral Ecology 7:
127-131.

Christe P., Richner H., Oppliger A. 1996b. Of great tits and fleas: sleep baby sleep... .
Animal Behaviour 52: 1087-1092.

Christensen N. ., Nansen P., Fagbemi B. O., Monrad J. 1987. Heterologous antagonistic
and synergistic interactions between helminths and between helminths and
protozoans in concurrent experimental infection of mammalian hosts. Parasitology
Research 73: 387-410.

Clayton D. H., Moore J. 1997. Host-parasite evolution: general principles and avian
models. Oxford University Press, Oxford.

Clark N. J., Wells K., Dimitrov D., Clegg S. M. 2016. Co-infections and environmental
conditions drive the distributions of blood parasites in wild birds. Journal of Animal
Ecology 85: 1461-1470.

Cox F. E. 2001. Concomitant infections, parasites and responses. Parasitology 122
(Supplement): S23-S38.

Cramp S., Perrins C. M. 1993. Paridae. Handbook of the Birds of Europe, the Middle East
and North Africa 7. Oxford University Press. Oxford, s. 145-281.

54



Wstep

Crompton D. W. T. 1997. Birds as habitat for parasites. W: Clayton D. H., Moore J. (red.).
Host-parasite evolution: general principles and avian models. Oxford University
Press. Oxford, s. 253-270.

Dale S., Kruszewicz A., Slagsvold T. 1996. Effects of blood parasites on sexual and natural

selection in the pied flycather. Journal of Zoology 238: 373-393.

Davidar P., Morton E. S. 1993. Living with parasites: Prevalence of a blood parasite and its
effect on survivorship in the Purple Martin. Auk 110: 109-116.

Davidar P., Morton E. S. 2006. Are multiple infections more severe for Purple Martins
(Progne subis) than single infections?. Auk 123: 141-147.

de Roode J. C., Helinski M. E., Anwar M. A., Read A. F. 2005. Dynamics of multiple
infection and within-host competition in genetically diverse malaria infections. 7he
American Naturalist 166: 531-542.

Deviche P., Fokidis H. B., Lerbour B., Greiner E. 2010. Blood parasitaemia in a high
latitude flexible breeder, the white-winged crossbill, Loxia leucoptera: contribution
of seasonal relapse versus new inoculations. Parasitology 137: 261-273.

Deviche P., Greiner E. C., Manteca X. 2001. Seasonal and age-related changes in blood
parasite prevalence in dark-eyed juncos (Junco hyemalis, Aves, Passeriformes).
Journal of Experimental Zoology Part A: Ecological Genetics and Physiology 289:
456-466.

Dhondt A. A. 1979. Summer dispersal and survival of juvenile great tits in southern
Sweden. Oecologia 42: 139-157.

Dingemanse N. J., Both C., Drent P. J.,, Van Oers K., Van Noordwijk A. J. 2002.
Repeatability and heritability of exploratory behaviour in great tits from the
wild. Animal Behaviour 64: 929-938.

Dobson A. P. 1985. The population dynamics of competition between parasites.

Parasitology 91: 317-347.

Dubiec A., Cichon M., Deptuch K. 2006. Sex-specific development of cell-mediated
immunity under experimentally altered rearing conditions in blue tit
nestlings. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 273: 1759-1764.

Dufva R. 1996. Blood parasites, health, reproductive success, and egg volume in female

Great Tits Parus major. Journal of Avian Biology 27: 83-87.

55



Wstep

El-Azm K. I. A., Hamed M. F., Matter A. i in. 2022. Molecular and pathological
characterization of natural co-infection of poultry farms with the recently emerged
Leucocytozoon caulleryi and chicken anemia virus in Egypt. Tropical Animal Health
and Production 54: 91.

Evans M., Otter A. 1998. Fatal combined infection with Haemoproteus noctuae and
Leucocytozoon ziemanni in juvenile snowy owls (Nyctea scandiaca). The Veterinary
Record 143: 72-76.

Fallis A. M., Bennett G. F. 1961. Sporogony of Leucocytozoon and Haemoproteus in
simuliids and ceratopogonids and a revised classification of the
Haemosporidiida. Canadian Journal of Zoology 39: 215-228.

Fallon S. M., Ricklefs R. E., Swanson B. L., Bermingham E. 2003. Detecting avian
malaria: an improved polymerase chain reaction diagnostic. Journal of
Parasitology 89: 1044-1047.

Fargallo J. A., Laaksonen T., Poyri V., Korpiméki E. 2002. Inter-sexual differences in the
immune response of FEurasian kestrel nestlings under food shortage. Ecology
Letters 5: 95-101.

Folstad 1., Karter A. J. 1992. Parasites, bright males, and the immunocompetence
handicap. The American Naturalist 139: 603-622.

Frank S. A. 1996. Models of parasite virulence. The Quarterly Review of Biology 71:
37-78.

Goater T. M., Goater C. P., Esch G. W. 2014. Parasitism. The diversity and ecology of
animal parasites. Cambridge University Press. Cambridge.

Godfrey Jr R. D., Fedynich A. M., Pence D. B. 1987. Quantification of hematozoa in blood
smears. Journal of Wildlife Diseases 23: 558-565.

Godfrey Jr R. D., Pence D. B., Fedynich A. M. 1990. Effects of host and spatial factors on
a haemoproteid community in mourning doves from western Texas. Journal of
Wildlife Diseases 26: 435-441.

Gosler A. G., Clement P. 2007. Family Paridae (tits and chickadees). W: del Hoyo J.,
Elliott A., Christie D. (red.). Handbook of the Birds of the World 12. Lynx Edicions.
Barcelona, s. 662-750.

Gosling P. J. 2005. Dictionary of parasitology. CRC press. Boca Raton.

56



Wstep

Griffiths R., Double M. C., Orr K., Dawson R. J. 1998. A DNA test to sex most
birds. Molecular Ecology 7: 1071-1075.

Hall T. A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41: 95-98.

Hammers M., Komdeur J., Kingma S. A., Hutchings K., Fairfield E. A., Gilroy D. L.,
Richardson D. S. 2016. Age-specific haemosporidian infection dynamics and
survival in Seychelles warblers. Scientific Reports 6: 29720.

Harnist 1. 2017. Wptyw inwestycji w budowe gniazda na dostosowanie bogatki Parus
major. Rozprawa doktorska. Muzeum i Instytut Zoologii PAN. Warszawa.

Harper G. H., Marchant A., Boddington D. G. 1992. The ecology of the hen flea
Ceratophyllus gallinae and the moorhen flea Dasypsyllus gallinulae in
nestboxes. Journal of Animal Ecology 61: 317-327.

Hatchwell B. J., Wood M. J., Anwar M., Perrins C. M. 2000. The prevalence and ecology
of the haematozoan parasites of European blackbirds, Turdus merula. Canadian
Journal of Zoology 78: 684-687.

Hellgren O., Waldenstréom J., Bensch S. 2004. A new PCR assay for simultaneous studies
of Leucocytozoon, Plasmodium, and Haemoproteus from avian blood. Journal of
Parasitology 90: 797-802.

Hunter D. B., Rohner C., Currie D. C. 1997. Mortality in fledgling great horned owls from
black fly hematophaga and leucocytozoonosis. Journal of Wildlife Diseases 33: 486-
491.

Joshua R. A. 1983. Massive increase in splenic germinal centre of chickens experimentally-
infected with Trypanosoma brucei brucei. Veterinary Parasitology 13: 101-108.

Kazubski S. L. 2000. Pierwotniaki pasozytnicze. Kosmos 49: 627-657.

Kirkpatrick C. E., Lauer D. M. 1985. Hematozoa of raptors from southern New Jersey and
adjacent areas. Journal of Wildlife Diseases 21: 1-6.

Knowles S. C. 2011. The effect of helminth co-infection on malaria in mice: a meta-
analysis. International Journal for Parasitology 41: 1041-1051.

Knowles S. C., Wood M. J., Sheldon B. C. 2010. Context-dependent effects of parental
effort on malaria infection in a wild bird population, and their role in reproductive

trade-offs. Oecologia 164: 87-97.

57



Wstep

Korpimaki E., Hakkarainen H., Bennett G. F. 1993. Blood parasites and reproductive
success of Tengmalm's Owls: Detrimental effects on females but not on
males?. Functional Ecology 7: 420-426.

Krama T., Krams R., Cirule D., Moore F. R., Rantala M. J., Krams 1. A. 2015. Intensity of
haemosporidian infection of parids positively correlates with proximity to water
bodies, but negatively with host survival. Journal of Ornithology 156: 1075-1084.

Krams I. A., Suraka V., Rantala M. J., Sepp T., Mierauskas P., Vrublevska J., Krama T.
2013. Acute infection of avian malaria impairs concentration of haemoglobin and
survival in juvenile altricial birds. Journal of Zoology 291: 34-41.

Krasnov B. R. 2008. Functional and evolutionary ecology of fleas: a model for ecological
parasitology. Cambridge University Press. Cambridge.

Kurnatowska A., Kurnatowski P. 2002. Podkrolestwo: Pierwotniaki. W: Deryto A. (red.).
Parazytologia 1 akaroentomologia medyczna. Wydawnictwo Naukowe PWN.
Warszawa, s. 63-102.

Lambrechts M. M., Adriaensen F., Ardia D. R., Artemyev A. V., Atiénza, F., Banbura J. i
in. 2010. The design of artificial nestboxes for the study of secondary hole-nesting
birds: a review of methodological inconsistencies and potential biases. Acta
Ornithologica 45: 1-26.

Lees A. C., Haskell L., Allinson T. 1 in. 2022. State of the World's Birds. Annual Review of
Environment and Resources 47: 231-260.

Marshall A. G. 1981. The Ecology of Ectoparasitic Insects. Academic Press. London.

Marzal A., Bensch S., Reviriego M., Balbontin J., De Lope F. 2008. Effects of malaria
double infection in birds: one plus one is not two. Journal of Evolutionary
Biology 21: 979-987.

Marzal A., De Lope F., Navarro C., Mgller A. P. 2005. Malarial parasites decrease
reproductive success: an experimental study in a passerine bird. Oecologia 142: 541-
545.

McCurdy D. G., Shutler D., Mullie A., Forbes M. R. 1998. Sex-biased parasitism of avian

hosts: relations to blood parasite taxon and mating system. Oikos 82: 303-312.

58



Wstep

McQueen P. G., McKenzie F. E. 2006. Competition for red blood cells can enhance
Plasmodium vivax parasitemia in mixed-species malaria infections. The American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene 75: 112-125.

Medeiros M. C., Anderson T. K., Higashiguchi J. M., Kitron U. D., Walker E. D., Brawn J.
D., Krebs B. L., Ruiz M. O., Goldberg T. L., Ricklefs R. E., Hamer G. L. 2014. An
inverse association between West Nile virus serostatus and avian malaria infection
status. Parasites and Vectors T: 415.

Meixell B. W., Arnold T. W., Lindberg M. S., Smith M. M., Runstadler J. A., Ramey A. M.
2016. Detection, prevalence, and transmission of avian hematozoa in waterfowl at
the Arctic/sub-Arctic interface: co-infections, viral interactions, and sources of
variation. Parasites and Vectors 9: 390.

Merild J., Allander K. 1995. Do great tits (Parus major) prefer ectoparasite-free roost sites?
An experiment. Ethology 99: 53-60.

Merild J., Andersson M. 1999. Reproductive effort and success are related to haematozoan
infections in blue tits. Ecoscience 6: 421-428.

Merino S., Moreno J., Sanz J. J., Arriero E. 2000. Are avian blood parasites pathogenic in
the wild? A medication experiment in blue tits (Parus caeruleus). Proceedings of the
Royal Society of London B: Biological Sciences 267: 2507-2510.

Millott S. M., Cox F. E. G. 1985. Interactions between Trypanosoma brucei and Babesia
spp. and Plasmodium spp. in mice. Parasitology 90: 241-254.

Molyneux D. H., Cooper J. E., Smith W. J. 1983. Studies on the pathology of an avian
trypanosome (7. bouffardi) infection in experimentally infected canaris.
Parasitology 87: 49-54.

Moore J., Clayton D. H. 1997. Conclusion: Evolution of host—parasite interactions.
W: Clayton D. H., Moore J. (red). Host—Parasite Evolution: General Principles and
Avian Models. Oxford University Press, Oxford, s. 370-376.

Moller A. P. 1997. Parasitism and the evolution of host life history. W: Clayton D. H.,
Moore J. (red.). Host-parasite evolution. General principles and avian models.
Oxford University Press, Oxford, s. 105-127.

Munro H. J., Martin P. R., Moore I. T., Bonier F. 2009. Blood parasites in adult and
nestling birds in the Ecuadorian Andes. Ornitologia Neotropical 20: 461-465.

59



Wstep

Naef-Daenzer B., Griiebler M. U. 2008. Post-fledging range use of Great Tit Parus major
families in relation to chick body condition. Ardea 96: 181-190.

Norte A. C., Araujo P. M., Sampaio H. L., Sousa J. P., Ramos J. A. 2009. Haematozoa
infections in a Great Tit Parus major population in Central Portugal: relationships
with breeding effort and health. /bis 151: 677-688.

Oakgrove K. S., Harrigan R. J., Loiseau C., Guers S., Seppi B., Sehgal R. N. 2014.
Distribution, diversity and drivers of blood-borne parasite co-infections in Alaskan
bird populations. International Journal for Parasitology 44: 717-727.

Oppliger A., Christe P., Richner H. 1997. Clutch size and malarial parasites in female great
tits. Behavioral Ecology 8: 148-152.

Oppliger A., Richner H., Christe P. 1994. Effect of an ectoparasite on lay date, nest-site
choice, desertion, and hatching success in the great tit (Parus major). Behavioral
Ecology 5: 130-134.

Ortego J., Cordero P. J. 2010. Factors associated with the geographic distribution of
leucocytozoa parasitizing nestling eagle owls (Bubo bubo): a local spatial-scale
analysis. Conservation Genetics 11: 1479-1487.

Palinauskas V., Valkitinas G., Bolshakov C. V., Bensch S. 2008. Plasmodium relictum
(lineage P-SGSI1): effects on experimentally infected passerine birds. Experimental
Parasitology 120: 372-380.

Palinauskas V., Valkitinas G., Bolshakov C. V., Bensch S. 2011. Plasmodium relictum
(lineage SGS1) and Plasmodium ashfordi (lineage GRW?2): the effects of the co-
infection on experimentally infected passerine birds. Experimental Parasitology 127:
527-533.

Pawlak J., Teisseyre-Sierpinska M. (Red.) 2006. Opracowanie ekofizjograficzne do
Studium Uwarunkowan i Kierunkow Zagospodarowania Przestrzennego M. St.
Warszawy. Biuro naczelnego Architekta Miasta. Warszawa.

Pedersen A. B., Fenton A. 2007. Emphasizing the ecology in parasite community
ecology. Trends in Ecology and Evolution 22: 133-139.

Petney T. N., Andrews R. H. 1998. Multiparasite communities in animals and humans:
frequency, structure and pathogenic significance. International Journal for

Parasitology 28: 377-393.

60



Wstep

Pigeault R., Chevalier M., Cozzarolo C. S., Baur M., Arlettaz M., Cibois A. i in. 2022.
Determinants of haemosporidian single-and co-infection risks in western Palearctic
birds. International Journal for Parasitology 52: 617-627.

Price P. W. 1980. Evolutionary biology of parasites. Princeton University Press. Princeton.

Rétti O., Dufva R., Alatalo R. V. 1993. Blood parasites and male fitness in the pied
flycatcher. Oecologia 96: 410-414.

Read A. F., Taylor L. H. 2001. The ecology of genetically diverse infections. Science 292:
1099-1102.

Reis S., Melo M., Covas R., Doutrelant C., Pereira H., de Lima R., Loiseau C. 2021.
Influence of land use and host species on parasite richness, prevalence and co-
infection patterns. International Journal for Parasitology 51: 83-94.

Richie T. L. 1988. Interactions between malaria parasites infecting the same vertebrate
host. Parasitology 96: 607-639.

Richner H., Oppliger A., Christe P. 1993. Effect of an ectoparasite on reproduction in great
tits. Journal of Animal Ecology 62: 703-710.

Rynkiewicz E. C., Pedersen A. B., Fenton A. 2015. An ecosystem approach to
understanding and managing within-host parasite community dynamics. Trends in
Parasitology 31: 212-221.

Sanz J. J., Arriero E., Moreno, J., Merino S. 2001a. Female hematozoan infection reduces
hatching success but not fledging success in Pied Flycatchers Ficedula hypoleuca.
Auk 118: 750-755.

Sanz J. J., Arriero E., Moreno J., Merino S. 2001b. Interactions between hemoparasite
status and female age in the primary reproductive output of pied
flycatchers. Oecologia 126: 339-344.

Sehgal R. N., Buermann W., Harrigan R. J., Bonneaud C., Loiseau C., Chasar A., Sepil 1.,
Valkiiinas G., lezhova T., Saatchi S., Smith T. B. 2011. Spatially explicit predictions
of blood parasites in a widely distributed African rainforest bird. Proceedings of the
Royal Society B: Biological Sciences 278: 1025-1033.

Sehgal R. N., Jones H. 1., Smith T. B. 2001. Host specificity and incidence of Trypanosoma
in some African rainforest birds: a molecular approach. Molecular Ecology 10:

2319-2327.

61



Wstep

Seutin G. 1994. Plumage redness in redpoll finches does not reflect hemoparasitic
infection. Oikos 70: 280-286.

Sibley C. G., Monroe B. L. 1990. Distribution and Taxonomy of Birds of the World. Yale
University Press. New Haven.

Smith M. M., Van Hemert C., Merizon R. 2016. Haemosporidian parasite infections in
grouse and ptarmigan: Prevalence and genetic diversity of blood parasites in resident
Alaskan birds. International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife 5:
229-239.

Svensson L. 1992. Identification guide to European passerines. Svensson. Stockholm.

Svobodova M., Cepiéka L., Zidkova L., Kassahun A., Votypka J., Peske L. i in. 2023.
Blood parasites (Trypanosoma, Leucocytozoon, Haemoproteus) in the Eurasian
sparrowhawk (Accipiter nisus): diversity, incidence and persistence of infection at
the individual level. Parasites and Vectors 16: 1-16.

Svobodova M., Weidinger K., Peske L., Volf P., Votypka J., Vorisek P. 2015.
Trypanosomes and haemosporidia in the buzzard (Buteo buteo) and sparrowhawk
(Accipiter nisus): factors affecting the prevalence of parasites. Parasitology
Research 114: 551-560.

Telfer S., Birtles R., Bennett M., Lambin X., Paterson S., Begon M. 2008. Parasite
interactions in natural populations: insights from longitudinal data. Parasitology 135:
767-781.

Telfer S., Lambin X., Birtles R., Beldomenico P., Burthe S., Paterson S., Begon M. 2010.
Species interactions in a parasite community drive infection risk in a wildlife
population. Science 330: 243-246.

Townsend A. K., Wheeler S. S., Freund D., Sehgal R. N., Boyce W. M. 2018. Links
between blood parasites, blood chemistry, and the survival of nestling American
crows. Ecology and Evolution 8: 8779-8790.

Tripet F., Richner H. 1997. The coevolutionary potential of a ‘generalist’parasite, the hen
flea Ceratophyllus gallinae. Parasitology 115: 419-427.

Tschirren B., Fitze P. S., Richner H. 2003. Sexual dimorphism in susceptibility to parasites
and cell-mediated immunity in great tit nestlings. Journal of Animal Ecology 72:

839-845.

62



Wstep

Valdebenito J. O., Liker A., Halimubieke N., Figuerola J., Székely T. 2020. Mortality cost
of sex-specific parasitism in wild bird populations. Scientific Reports 10: 1-10.
Valkitinas G. 2005. Avian malaria parasites and other haemosporidia. CRC press. Boca

Raton.

Van Oers K., Richardson D. S., Sather S. A., Komdeur J. 2010. Reduced blood parasite
prevalence with age in the Seychelles Warbler: selective mortality or suppression of
infection?. Journal of Ornithology 151: 69-77.

Van Rooyen J., Lalubin F., Glaizot O., Christe P. 2013. Avian haemosporidian persistence
and co-infection in great tits at the individual level. Malaria Journal 12: 40.

Votypka J., Simek J., Tryjanowski P. 2003. Blood parasites, reproduction and sexual
selection in the red-backed shrike (Lanius collurio). Annales Zoologici Fennici 40:
431-439.

Votypka J., Svobodova M. 2004. Trypanosoma avium: experimental transmission from
black flies to canaries. Parasitology Research 92: 147-151.

Votypka J., Szabova J., Radrova J., Zidkova L., Svobodova M. 2012. Trypanosoma
culicavium sp. nov., an avian trypanosome transmitted by Culex
mosquitoes. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 62:
745-754.

Waldenstrom J., Bensch S., Hasselquist D., Ostman O. 2004. A new nested polymerase
chain reaction method very efficient in detecting Plasmodium and Haemoproteus
infections from avian blood. Journal of Parasitology 90: 191-194.

Wiehn J., Korpiméki E., Pen 1. 1999. Haematozoan infections in the Eurasian kestrel:
effects of fluctuating food supply and experimental manipulation of parental
effort. Oikos 84: 87-98.

Wobeser G.A. 2009. Parasitism: Cost and Effects. W: Atkinson C. T., Thomas N. J.,
Hunter D. B. (red.). 2009. Parasitic diseases of wild birds. John Wiley and Sons.
Ames, s. 3-9.

Wojczulanis-Jakubas K., Jakubas D., Czujkowska A., Kulaszewicz 1., Kruszewicz A. G.
2012. Blood parasite infestation and the leukocyte profiles in adult and immature
reed warblers (Acrocephalus scirpaceus) and sedge warblers (Acrocephalus

schoenobaenus) during autumn migration. Annales Zoologici Fennici 49: 341-349.

63



Wstep

Zamora-Vilchis 1., Williams S. E., Johnson C. N. 2012. Environmental temperature affects
prevalence of blood parasites of birds on an elevation gradient: implications for
disease in a warming climate. PLoS One 7: €39208.

Ztotorzycka J. (red.). 1998. Stownik parazytologiczny. Polskie Towarzystwo

Parazytologiczne. Warszawa

64



ROZDZIAL 1

Oddzialywania w obrebie zespolu pasozytow krwi u
modraszki Cyanistes caeruleus w warunkach
eksperymentalnie manipulowanego dobrostanu zywiciela
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Rozdzial I

1. WSTEP

W $wiecie zwierzat inwazje pasozytnicze sg zjawiskiem powszechnym, przy czym bardzo
czesto dany organizm pelni role zywiciela jednocze$nie dla co najmniej kilku typow
(rozumianych jako wyodrebniona jednostka pod wzgledem taksonomicznym, np. rodzaj,
gatunek, czy tez linia genetyczna) pasozytow (Petney i Andrews 1998, Cox 2001, Lello i
wsp. 2004, Palinauskas i wsp. 2005). Wigkszo$¢ dotychczasowych badan dotyczacych
uktadu pasozyt—zywiciel pomijata jednak zjawisko wspodtpasozytnictwa skupiajac si¢ tylko
na jednym typie organizmu. Tymczasem wspotwystepujace taksony moga na siebie
oddziatywaé, co moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji zarowno dla samych
pasozytow, jak i zywiciela (Cox 2001, Bordes i Morand 2011). W przypadku pasozytow
oddzialywania migdzy nimi moga powodowac zwigkszenie podatnosci na inwazje lub
nasilenie (rozumiane jako wzrost intensywnosci) juz istniejacej inwazji wywolywanej przez
inny rodzaj (oddziatywania synergistyczne) lub zmniejszenie podatnosci i/lub ostabienie
lub wrecz catkowita eliminacj¢ inwazji (oddzialywania antagonistyczne). Z kolei w
przypadku zywiciela oddzialywania miedzy pasozytami moga przektada¢ si¢ na silniejsze
badz stabsze objawy wywotywanych przez nie chorob. W ekstremalnych przypadkach, w
wyniku oddziatywan miedzy pasozytami, moze doj$¢ do tak silnej zmiany zjadliwosci, ze
pasozyt, ktory wystepujac pojedynczo nie powoduje $mierci zywiciela, w koinwazji z
innym rodzajem pasozyta staje si¢ letalny (Cox i wsp. 1974).

O charakterze oddzialywan miedzy pasozytami moze decydowac wiele czynnikow,
wsrdd ktorych najwazniejsze to przynaleznos¢ taksonomiczna pasozytow (rodzaj, gatunek,
szczep/linia genetyczna) oraz przynalezno$¢ taksonomiczna zywiciela (Dobson 1985,
Ilmonen i1 wsp. 1999, van Rooyen i wsp. 2013). Oddzialywania pomig¢dzy rdznymi
gatunkami pasozytow nalezacych do tego samego rodzaju czy tez pomiedzy rdéznymi
liniami genetycznymi lub szczepami reprezentujacymi ten sam gatunek wystepuja czesciej,
niz mi¢dzy organizmami z odlegtych taksonéw. Wynika to ze zblizonych u organizméow
blisko spokrewnionych nisz ekologicznych i odpowiedzi immunologicznej zywiciela
(Mideo 2009). Istnieje jednak rowniez duza liczba przyktadéw silnego oddzialywania
miedzy organizmami odleglymi filogenetycznie (Petney i Andrews 1998, Cox 2001,
Bordes i Morand 2011).
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U zwierzat zjawisko oddziatywan miedzy pasozytami oraz jego konsekwencje dla
zywicieli 1 pasozytow byly dotychczas badane przede wszystkim u ssakow, gtownie w
warunkach eksperymentalnych na gatunkach modelowych, tj. myszach i1 szczurach (Cox
2001). Inne grupy zwierzat oraz zwierzeta dziko zyjace sg pod tym wzgledem znacznie
stabiej poznane (Telfer i wsp. 2010). Zasadniczo, poza nielicznymi badaniami, wszystkie
informacje na temat zaleznosci miedzy rdéznymi pasozytami, pochodzg z badan
przekrojowych, tzn. odnoszg si¢ one do danych o zgrupowaniu pasozytow wystepujacych u
poszczegbdlnych zywicieli w populacji w jednym punkcie czasowym. Natomiast status
zarazenia pasozytem moze si¢ zmienia¢ w ciggu roku, w zwigzku ze zmiennymi
warunkami $rodowiskowymi, a takze zwigkszonymi wydatkami energetycznymi, np. w
trakcie rozrodu.

Jednymi z najczestszych pasozytow wystepujacych u ptakow sg pasozyty
wewnetrzne nalezace do pierwotniakéw (Valkitinas 2005, Atkinson i wsp. 2009). W
niniejszych badaniach skupiono si¢ na 3 rodzajach pierwotniakow z typu Apikompleksa,
ktore nalezg do grupy Haemosporidia — Haemoproteus, Plasmodium 1 Leucocytozoon oraz
jednego rodzaju z typu Euglenozoa — Trypanosoma. Wigkszos¢ gatunkow tych
pierwotniakow posiada zywiciela krggowego i bezkrggowego, a sposdb zarazenia jest
charakterystyczny dla danego gatunku (Goater i wsp. 2014). Powszechnie zespot takich
organizmoéw, ktore wigkszos¢ swojego cyklu zyciowego spedza w uktadzie krwiono$nym
nazywa si¢ pasozytami krwi (Gosling 2005) i pod tym terminem beda opisywane w dalszej
czgsdei tekstu. W przypadku pasozytow z obu typoéw (Apikompleksa i Euglenozoa) do
zarazenia ptakow dochodzi za posrednictwem wektorow. Pasozyty z grupy Haemosporidia
przenoszone sg przez krwiopijne muchéwki z rodzin kuczmanowatych Ceratopogonidae i
narzepikowatych Hippoboscidae (rodzaj Haemoproteus), komarowatych Culicidae (rodzaj
Plasmodium) oraz meszkowatych Simuliidae (rodzaj Leucocytozoon) (Valkitinas 2005). Z
kolei Trypanosoma przekazywana jest przez krwiopijne muchowki z ww. rodzin oraz
roztocza z rodziny Dermanyssidae (Baker 1976). Haemosporidia przenikaja do zywiciela
podczas zerowania wektorow, natomiast 7rypanosoma wnika poprzez potkniecie stadiow
zakaznych razem z wektorem lub poprzez spojowke lub uszkodzong skoérg w wyniku

zanieczyszczenia odchodami wektorow (Baker 1976, Goater i wsp. 2014).
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Dotychczasowe badania dotyczace charakteru oddziatywan migdzy rozpatrywanymi
w niniejszym rozdziale rodzajami pasozytniczych pierwotniakow dotycza przede
wszystkim Plasmodium i Trypanosoma, co wiaze si¢ z faktem, ze wywotujg one grozne dla
cztowieka choroby (Richie 1988, Cox 2001). Przyktadowo, w badaniach z wykorzystaniem
modelowych organizméw, takich jak myszy 1 szczury, wielokrotnie wykazano
synergistyczne oddzialywania migdzy tymi dwoma rodzajami pasozytéw. Ze wzgledu na
fakt, ze pasozyty z rodzajow Haemoproteus 1 Leucocytozoon wystepuja gléwnie u ptakow,
charakter oddzialywan z udziatem tych pasozytow jest znacznie slabiej poznany niz w
przypadku Plasmodium i Trypanosoma.

U ptakow charakter oddzialywan miedzy r6znymi patogenami byt badany prawie
wyltacznie u gatunkow hodowlanych (Wright 1 wsp. 2005, Silveira 1 wsp. 2013).
Przyktadowo, u kurczat intensywno$¢ inwazji Plasmodium juxtanucleare byta wyzsza, jesli
eksperymentalne zarazenie przez pierwotniaka zostalo poprzedzone eksperymentalnym
zarazeniem przez wirusa anemii kurczat (Silveira i wsp. 2013). Wedlug mojej wiedzy
jedyny gatunek nie hodowlany, na ktérym przeprowadzono tego typu badania, to dziwonia
ogrodowa Haemorhous mexicanus (Dhondt 1 wsp. 2017). Stwierdzono, ze po
przeprowadzeniu zabiegu zarazenia ptakow tego gatunku przez bakteri¢ Mycoplasma
gallisepticum, liczba bakterii byta wyzsza u osobnikow, ktére w momencie schwytania
byly zarazone przez Plasmodium niz u tych, ktore nie byty zarazone.

Wszystkie dostepne informacje o wpltywie pasozytow krwi na siebie nawzajem w
przypadku ptakéw dziko zyjacych pochodza z jednego punktu czasowego (Hatchwell i
wsp. 2000, Oakgrove i wsp. 2014). Dane te wskazuja, ze dla pewnych par pasozytow
charakter zalezno$ci jest w znacznym stopniu powtarzalny. Przykladowo, w wielu
badaniach, czy to na poziomie gatunku zywiciela, czy zgrupowania gatunkéw, stwierdzono
negatywng zalezno$¢ miedzy pasozytami z rodzajow Haemoproteus 1 Plasmodium lub
wrecez nie stwierdzano wspotwystepowania tych pasozytdéw pomimo wysokiej prewalencji
obu rodzajow (Hatchwell i wsp. 2000, van Rooyen i wsp. 2013, Meixell i wsp. 2016, Smith
1 wsp. 2016). W przypadku pozostatych par pasozytéw tylko dla niektorych mozna wytonié¢
dominujacy charakter zaleznos$ci. 1 tak, pasozyty z rodzaju Trypanosoma czesciej niz
wynikatoby to z prewalencji poszczegdlnych rodzajow pasozytow, wspolwystepuja z

innymi pasozytami krwi, przede wszystkim Leucocytozoon oraz, chociaz znacznie rzadziej,
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z Haemoproteus (Leucocytozoon: Kirkpatrick i Lauer 1985, Moller i Nielsen 2007, Deviche
1 wsp. 2010, Oakgrove 1 wsp. 2014, Svobodova i wsp. 2015; Haemoproteus: Deviche i wsp.
2010, ale brak zalezno$ci w Kirkpatrick i Lauer 1985, Oakgrove i wsp. 2014, Svobodova i
wsp. 2015). Z kolei w przypadku Haemoproteus 1 Leucocytozoon stwierdzono zaréwno
zalezno$¢ pozytywna (Svobodova i wsp. 2015), negatywna (Oakgrove 1 wsp. 2014), jak 1
jej brak (Deviche i wsp. 2010).

Na oddziatywania miedzy pasozytami potencjalnie moga mie¢ wplyw czynniki,
ktore wptywaja na ogolnie zdefiniowany dobrostan zywiciela. W przypadku, gdy dobrostan
ulega pogorszeniu, moga nastgpowa¢ zmiany fizjologiczne, w tym zmiany w
funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, ktore moga prowadzi¢ do sytuacji, gdy inwazje
jednego lub obu pasozytdéw moga by¢ trudniejsze do kontrolowania przez organizm
zywiciela. Zmiany w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego moga powstawa¢ m.in. za
posrednictwem zmian w stanie odzywienia organizmu oraz zarazenia zywiciela przez nowe
rodzaje pasozytow (Ardia i Schat 2008). Istotng role w powstawaniu zalezno$ci migdzy
pasozytami odgrywa kompromis pomiedzy limfocytami pomocniczymi Thl 1 Th2.
Odpowiedz immunologiczna angazujgca limfocyty pomocnicze Thl jest kluczowa dla
zwalczenia wewnatrzkomorkowych infekcji pasozytniczych, przy jednoczesnym dzialaniu
limfocytéw pomocniczych Th2 chronigcych przed szkodliwymi skutkami odpowiedzi Thl
dla organizmu zywiciela (Infante—Duarte i Kamradt 1999). Szczegodlnie problematyczne sg
chroniczne infekcje pasozytnicze, gdy odpowiedZz immunologiczna powinna utrzymywac
infekcje pod kontrola, przy odpowiednio niskiej szkodliwosci dla zywiciela. Wystgpowanie
infekcji chronicznej moze wptywaé na rodzaj odpowiedzi immunologicznej, ktdra wystapi
w przypadku inwazji innego pasozyta. W takiej sytuacji przeciwdzialanie nowemu
pasozytowi moze by¢ bardziej lub mniej sprawne — u myszy zarazonych helmintami wirus
ospy krowiej byl wolniej eliminowany z organizmu. Natomiast szczep myszy AKR, ktory
nie jest w stanie zwalczy¢ inwazji nicienia Trichuris muris, nie ma z tym problemu, jezeli
jednoczes$nie jest zarazony przywra zylng Schistosoma mansoni (Infante-Duarte 1 Kamradt
1999).

Niniejsze badania miaty dwa glowne cele. Po pierwsze, okre§lenie charakteru
oddziatywan (synergistyczne, antagonistyczne, neutralne) migdzy pasozytniczymi

pierwotniakami z rodzajow Plasmodium, Haemoproteus, Leucocytozoon 1 Trypanosoma
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wykorzystujac do tego celu dane z dwodch punktow czasowych, a wiec uwzgledniajac
dynamike zmian w statusie zarazenia przez poszczegdlne rodzaje pasozytow. Po drugie,
okreslenie czy dobrostan zywiciela wptywa na charakter oddzialywan migdzy pasozytami
krwi. W tym celu w jednej z dwdch grup zywiciela obnizono jego dobrostan wystawiajac
go na presj¢ ze strony pchly kurzej Ceratophyllus gallinae. Ten powszechny ektopasozyt
ptakow niekorzystnie wptywa na zywiciela powodujac m.in. spadek masy ciata oraz

anemi¢ (Brown i wsp. 1995, Tomas i wsp. 2008). Zerowanie pchet moze wigza¢ sie z

podwyzszeniem metabolizmu zywiciela powodujac wigksze zapotrzebowania pokarmowe,

a takze wzbudza¢ odpowiedz immunologiczng zywiciela (przeglad w Krasnov 2008).

Badania przeprowadzono na niewielkim gatunku ptaka wroblowego z grupy
dziuplakow — modraszce Cyanistes caeruleus. Dane o zarazeniu dorostych samic
modraszki przez pasozyty krwi zebrano w dwoch punktach czasowych w obrebie okresu
gniazdowego: w 10. dniu inkubacji oraz pod koniec okresu pisklecego.

Do okreslenia charakteru zalezno$ci przyjeto zatozenie, ze jezeli dwa rodzaje
pasozytow wspotwystepuja ze sobg czgsciej niz wynika to z czestosci ich wystepowania w
populacji mamy do czynienia z zalezno$cig synergistyczng; jezeli rzadziej —
antagonistyczng lub jezeli zgodnie z czesto$cia wystgpowania w populacji — nie
stwierdzono zalezno$ci lub jest ona neutralna (Combes 1999; wigcej informacji w
Apendyksie 3). Bazujac na dotychczasowych wynikach badan zaréwno na ssakach, jak i
ptakach, oraz wiedzy o cyklu zyciowym pasozytow oraz reakcji uktadu odpornosciowego
na pasozytnicze inwazje wewnatrz— oraz zewnatrzkomorkowe oczekiwano:

e Antagonistycznej zaleznosci w  ukladzie  Haemoproteus+Plasmodium  oraz
synergistycznej w ukladach zawierajacych Trypanosoma; w przypadku par
Haemoproteus+Leucocytozoon, Plasmodium+Leucocytozoon oczekiwano neutralnych
badz synergistycznych oddziatywan.

e (Oddzialywania migdzy poszczegdlnymi parami rodzajow pasozytow beda silniej
(wigksza czestos¢ wspotwystepowania w przypadku oddzialywan synergistycznych) lub
stabiej (mniejsza czestos¢  wspolwystepowania w  przypadku  oddziatywan

antagonistycznych) wyrazone u ptakow poddanych presji ze strony pchty kurzej.
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2. METODY

2.1. Teren badan

Badania byly prowadzone w poludniowej czesci szwedzkiej wyspy Gotlandia (57°10°N,
18°20°E) w latach 2013-2015. Na 23 powierzchniach (lacznie ok. 215 ha), na ktérych
prowadzono badania, zawieszonych jest tacznie okoto 1800 skrzynek legowych. Skrzynki
zawieszone s3 na wysokosci ok. 1,5 m, zwykle w odleglosci ok. 50 m od siebie. Na czesci
terenéw odleglo$¢ ta jest mniejsza. Wigkszos¢ wydzielonych powierzchni badawczych
stanowig zadrzewienie zdominowane przez dab szyputkowy Quercus robur oraz jesion
wyniosty Fraxinus excelsior z podszytem sktadajacym sie gltéwnie z leszczyny Corylus
avellana 1 gtogu Crataegus spp. Na pozostalych powierzchniach wystepuje rowniez sosna
zwyczajna Pinus sylvestris oraz brzoza Betula spp. (Przybylo i wsp. 2000).

W skrzynkach legowych gniezdza si¢ gléwnie bogatki Parus major, modraszki i

mucholowki biatoszyje Ficedula albicollis.

2.2. Badania terenowe

Prace rozpoczynaty si¢ od zebrania starego materialu gniazdowego sikor zawierajgcego
pchty (do wykorzystania w eksperymencie majagcym na celu zr6znicowanie dobrostanu
gospodarza poprzez te infestacj¢ gniazda) oraz czyszczenia skrzynek lggowych, ktore
przeprowadzane byty w marcu. W wigkszosci skrzynek materiat gniazdowy usuwany byt w
poprzednim sezonie lggowym po wylocie pisklat z gniazda, jednak w przypadku drugich
legow sikor w danej skrzynce pozostawat on do wiosny kolejnego roku, kiedy to byt
zbierany. Zebrany stary material gniazdowy byl umieszczany w plastykowych torebkach
strunowych, ktore byly nakluwane w celu zapewnienia dostgpu powietrza, a nastepnie
umieszczane w niskiej temperaturze. Skrzynki byly czyszczone przy pomocy drucianych
szczotek, w miar¢ mozliwosci w szczelinach miedzy $cianami, aby usung¢ pchly
przebywajace wewnatrz skrzynki. Czyszczenie skrzynek bylo prowadzone, aby unikngc
infestacji ptakow przez pchly na poczatku okresu gniazdowego.

Kontrole skrzynek rozpoczynaly si¢ w polowie kwietnia (w badanej populacji
samice modraszek zaczynaja sktada¢ jaja w drugiej potowie kwietnia) 1 byty prowadzone
regularnie w celu okreslenia momentu zakonczenia budowy gniazda, daty zlozenia

pierwszego jaja, wielkosci legu, dnia klucia (dzien 0 Zycia pisklat) oraz liczby pisklat.
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Oczekiwany dzien klucia wyznaczano na podstawie dlugos$ci okresu wysiadywania, ktory u
tego gatunku wynosi ok 13-14 dni (Cramp i1 Perrins 1993). Kontrole klucia zaczynano
dzien przed wyliczonym dniem klucia 1 prowadzono codziennie, az do potwierdzenia
wyklucia si¢ pisklat.

W celu zréznicowania dobrostanu samic przeprowadzono zabieg zmiany liczby
pchet w materiale gniazdowym. Utworzono dwie grupy legdéw: a) legi, w ktérych materiat
gniazdowy zostal pozbawiony pchet (okreslane w dalszej czesci tekstu jako grupa
kontrolna) oraz b) legi, w ktoérych materiat gniazdowy zostal celowo infestowany przez
pchty (okreslane w dalszej czgsci tekstu jako grupa eksperymentalna). W poczatkowym
etapie skladania jaj (zwykle, gdy w gniezdzie byly 1-3 jaja) wszystkie gniazda byly
zbierane w celu usunigcia pchet i innych bezkregowcoOw wystepujacych w materiale
gniazdowym. Odbywalo si¢ to poprzez poddawanie gniazda dziataniu wysokiej
temperatury (mikrofalowanie 700W przez 3 minuty). W celu skompensowania strat wody
spowodowanych przez jej parowanie podczas tego zabiegu, kazde gniazdo uprzednio
spryskano 4 ml wody. Ze wzgledow logistycznych gniazda byly umieszczane w innych
skrzynkach niz te, w ktorych zostalty wybudowane. W kazdym sezonie lggowym w kilku
pierwszych legach umieszczano ,,sztuczne” gniazda, do ktérych budowy wykorzystano
torfowce Sphagnum. W grupie legow eksperymentalnych, drugiego dnia inkubacji
dodawano do materialu gniazdowego 40 dorostych pchel, a drugiego dnia po wykluciu
pisklat — dalsze 60 pchetl. Pchty byly losowo wybierane ze starego materiatu gniazdowego.
Ograniczenie liczby pchet do 40 na etapie inkubacji wynikato z faktu, Ze umieszczenie zbyt
duzej liczby pchel mogloby spowodowaé porzucenie legu przez samicg (Oppliger i wsp.
1994). Aby utrzyma¢ jak najnizszy poziom infestacji gniazd przez pchty w grupie
kontrolnej, gniazda byly ponownie poddawane dziataniu wysokiej temperatury w drugim
dniu inkubacji 1 drugim dniu zycia pisklat. Legi byly przypisywane do grup wraz z
postepem sezonu naprzemiennie w celu kontrolowania zmienno$ci $rodowiskowej i
fenotypowej ptakow. Aby potwierdzi¢ skutecznos$¢ zabiegu eksperymentalnego, w 14. dniu
po wykluciu pisklat, gniazda byly zbierane w celu okreslenia liczby pchet. Gniazda byty
umieszczane w temp. ok. —20 °C przez co najmniej 24 h, a nastepnie material byt doktadnie

przeszukiwany pod katem obecnosci dorostych pchet.

73



Rozdzial I

W celu okreslenia statusu i1 intensywno$ci zarazenia przez pasozyty krwi w
przypadku samic krew pobrano dwukrotnie — w 10 dniu inkubacji i 14 dniu po wykluciu
pisklat. W zwigzku z trudnosciami w schwytaniu samcéw na etapie inkubacji, krew
pobrano od nich tylko jeden raz — w 14 dniu po wykluciu pisklat (dane nie prezentowane).
Podczas inkubacji ptaki chwytano na gniezdzie zblizajac si¢ do skrzynki w sposéb
minimalizujacy hatas, ktory moglby spowodowac ucieczke samicy, a nastgpnie zatykajac
otwor wlotowy. Pod koniec okresu gniazdowego ptaki chwytano za pomocag sieci
ornitologicznych rozstawionych przed skrzynka lub putapek z zapadka umieszczanych
wewnatrz skrzynki. Po schwytaniu oprécz pobrania krwi ptaki byly wazone oraz okre$lono
ich wiek jako jednoroczne lub co najmniej 2—letnie (Svensson 1992). Dwukrotny pobor
krwi u samic umozliwil przesledzenie ewentualnych zmian w statusie i intensywnosci
zarazenia ptaka w ciggu okresu gniazdowego, poniewaz na etapie inkubacji wektory
pasozytow krwi nie sg jeszcze obecne w srodowisku. W zwigzku z tym osobniki, u ktérych
stwierdzono zarazenie na etapie inkubacji, zostaty zarazone w poprzednim roku. Natomiast
stwierdzenie zarazenia jedynie pod koniec okresu gniazdowego oznacza nowo nabyta
infekcje. Krew (ok. 50 pl) pobierana byta z zyty skrzydlowej po naktuciu iglg do szklanej
bezheparynowej kapilary. Przed wtozeniem kapilary z krwig do 99,8% alkoholu etylowego,
krople krwi umieszczano na szkietku podstawowym i wykonywano rozmaz krwi (2
rozmazy na osobnika). Rozmazy krwi byly w dniu ich wykonania utrwalane metanolem

oraz barwione przy pomocy zestawu Hemacolor (Merck Millipore).

2.3. Molekularna analiza zarazenia przez pasozyty krwi

Probki krwi do czasu analiz byly przechowywane w temperaturze pokojowej. Izolacja
DNA z krwi zostala przeprowadzona przy uzyciu octanu amonu (Burke i wsp. 1998).
Status zarazenia zostat okreslony na podstawie amplifikacji materialu DNA z genomu
pasozytow wykorzystujac do tego celu zagniezdzong tancuchowa reakcje polimerazy
(PCR). Do wykrycia zarazenia poszczegdlnymi rodzajami pasozytow wykorzystano
nastepujace rodzaje markerow (szczegdtowy opis warunkéw poszcezeg6dlnych reakcji PCR

znajduje si¢ w Apendyksie 1):
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o Plasmodium 1 Haemoproteus: fragment (o dlugosci 479 pz) mitochondrialnego
cytochromu b; startery, sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg
protokotu Waldenstroma i wsp. (2004),

e Leucocytozoon: fragment (o dlugosci 480 pz) mitochondrialnego cytochromu b; startery,
sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg protokotu Hellgrena i wsp.
(2004),

e Trypanosoma: fragment genu (o dlugosci 326 pz) kodujacego mniejszg podjednostke
rybosomalng RNA (SSU RNA) pasozyta; startery i sktad mieszaniny reakcyjnej wg
protokotu Sehgala 1 wsp. (2001), a warunki termiczne PCR wg protokolu Zamory—
Vilchis i wsp. (2012).

Produkty PCR zostaly przeniesione na zel agarozowy (2%) 1 poddane elektroforezie
w buforze 1XTBE w warunkach 5,5 V/cm przez 30 min. Jesli produkt PCR nie zostat dla
danej probki namnozony, analiza byla powtarzana. Jesli ponownie uzyskano wynik
ujemny, uznawano, ze ptak nie byt zarazony, a jesli dodatni, analiza byta powtarzana po raz
trzeci. W takim wypadku za koncowy wynik uznawano ten, ktory zostat stwierdzony
dwukrotnie. Jako$¢ izolatu DNA w przypadku probek, dla ktérych jako koncowy uzyskano
wynik ujemny, sprawdzano na postawie wyniku reakcji PCR wykorzystujacej startery do
oznaczania ptci (Griffiths i wsp. 1998). Jesli produkt PCR zostat w tej reakcji uzyskany,
uznawano, ze izolacja DNA przebiegta prawidiowo.

W  przypadku stwierdzenia namnozonego materiatu DNA, zostal on
zsekwencjonowany w celu: 1) identyfikacji rodzaju pasozyta (Plasmodium lub
Haemoproteus) w przypadku zestawu starterow opracowanych przez Waldenstroma i wsp.
(2004) oraz 2) potwierdzenia, ze namnozony materiat DNA reprezentuje rodzaj
Leucocytozoon lub Trypanosoma w przypadku zestawu starterow opracowanych przez
Hellgrena i wsp. (2004) oraz Sehgala i wsp. (2001). Przed sekwencjonowaniem produkty
PCR byly oczyszczane przy pomocy zestawu dwéch enzymow: egzonukleazy i fosfatazy
zgodnie z instrukcja producenta (ExoBAP, Eurx, Gdansk, Polska). Dwustronne
sekwencjonowanie bylo przeprowadzane metodg Sangera z wykorzystaniem aparatow ABI
3730/3730x1 w systemie ptytkowym na ptytce 96—dotkowej (analizy zlecone do wykonania
w Serwisie Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN).
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Chromatogramy otrzymane po sekwencjonowaniu byty analizowane w programie
BioEdit (wersja 7.2.5) (Hall 1999). W celu identyfikacji linii genetycznej pasozytow z
rodzajow Haemoproteus, Plasmodium 1 Leucocytozoon odczytana sekwencja nukleotydow
byla poréwnywana z sekwencjami zdeponowanymi w internetowej bazie MalAvi
(http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/about.html, Bensch i wsp. 2009). Jesli uzyskana
sekwencja nie wykazala 100% zgodno$ci z zadng linia w bazie MalAvi byla ona
przyporzadkowywana do rodzaju pasozyta na podstawie tego, z jaka linig genetyczng
wykazywata najwyzsze podobienstwo. Wspolwystepowanie jednoczesnie co najmniej
dwoch linii genetycznych pasozytow bylo rozpoznawane na podstawie obecnosci
podwojnych odczytow zasad w chromatogramie. W przypadku Trypanosoma sekwencje
standardowo identyfikowane byly do gatunku lub rodzaju, na podstawie sekwencji
zdeponowanych w bazie GeneBank. We wszystkich probkach, dla ktorych startery
opracowane przez Sehgala i wsp. (2001) namnozyly produkt, zostal on zidentyfikowany

jako materiat genetyczny Trypanosoma.

2.4. Analiza rozmazow krwi

Intensywnos$¢ zarazenia przez pasozyty krwi byla okre§lana na podstawie przegladania
rozmazoéw krwi przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (Carl Zeiss Jena JENAVAL). Liczenie
pasozytow z rodzajow Leucocytozoon i Trypanosoma odbywalo si¢ przy 400—krotnym
powigkszeniu, natomiast Haemoproteus 1 Plasmodium przy 1000—krotnym powigkszeniu,
przy uzyciu olejku immersyjnego. Intensywno$¢ zarazenia byla szacowana poprzez
okreslenie liczby zarazonych erytrocytow przypadajacych na 10 000 erytrocytéw (Godfrey
1 wsp. 1987). W celu okreslenia liczby p6l widzenia koniecznych do przejrzenia, aby
uzyskac¢ taczng sume 10 0000 erytrocytow zliczono doktadng liczbe erytrocytow w kilku
polach i1 wyliczono $rednig liczbe erytrocytoéw przypadajacych na pole widzenia. Ze
wzgledu na zblizong jako$¢ rozmazow oraz podobng liczbg erytrocytéw w polu widzenia
(najczegsciej ok. 200) w wigkszosci przypadkéw zliczano pasozyty w 50 polach widzenia.
Analiza rozmazéw krwi dodatkowo pehita role krzyzowego sprawdzenia wynikow analiz

molekularnych zarazenia pasozytami.
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2.5. Wielkos¢ proby oraz analizy statystyczne

W trzech sezonach lggowych tacznie 193 legi modraszki zostaly przyporzadkowane do
jednej z grup. Ze wzgledu na brak danych wynikajacy z nastgpujacych powodow:
porzucenie lggu, atak drapieznika, niezaptodnione jaja, brak probki krwi z jednego lub obu
schwytan lub trudnos$ci z oznaczeniem pasozytéw, z koncowych analiz wykluczono 44 legi.
Dodatkowo, w celu uniknigcia pseudoreplikacji (dane nie sg calkowicie niezalezne od
siebie), w przypadku samic, ktore zostaly wykorzystane w eksperymencie w dwoch
sezonach lggowych (n = 10), do analiz uzyto zestawu danych tylko z jednego sezonu: jesli
w pierwszym z dwoch sezonow samica zostata przyporzadkowana do grupy
eksperymentalnej, do analiz wlaczano zestaw danych z pierwszego sezonu, jesli do grupy
kontrolnej — zestaw danych wybierany byt losowo (z wykorzystaniem generatora liczb
losowych w programie MS Excel, funkcja randbetween). W sumie, analizy statystyczne
przeprowadzono na zestawie danych dla 139 legéw: 71 z grupy kontrolnej i 68 z grupy
eksperymentalnej. Grupy te nie roznily si¢ pod wzgledem elementéw biologii lggowej
(Tabela 1).

Do zbadania charakteru oddziatywania miedzy réznymi rodzajami pasozytow
zastosowano uogélnione modele liniowe (ang. generalized linear models, GLMs) z
dwumianowym typem rozktadu oraz funkcja tgczenia typu logit. Jako zmienng zalezng
wprowadzano kolejno status zarazenia (kodowany jako 0 dla osobnikow, u ktorych nie
stwierdzono inwazji oraz 1, gdy taka inwazj¢ stwierdzono) przez kazdy z rodzajow
pasozytow pod koniec okresu pisklgcego. Jako predyktory wprowadzono rok, wiek samicy,
zabieg eksperymentalny oraz status zarazenia pozostatymi rodzajami pasozytow na etapie
inkubacji. Poczatkowy model oprécz efektow gtownych zawierat interakcje drugiego rzedu
pomigdzy poszczegdlnymi predyktorami. Interakcje byly krokowo usuwane z modelu, jesli
warto$¢ prawdopodobienstwa byla mniejsza lub réwna 0,05 (P > 0,05).

Wszystkie modele zostaly sprawdzone pod katem zgodnos$ci z zalozeniami
uogolnionych modeli liniowych, w tym czy dane wprowadzone do modelu stanowig zbior
niezaleznych obserwacji oraz czy ws$rdd predyktorow nie wystepuje zjawisko
wspotliniowosci (ang. multicollinearity). Ocena wspotliniowos$ci zostata przeprowadzona

na podstawie wartosci wspotczynnika wspotliniowosci VIF (ang. variance inflation factor),
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przyjmujac, ze wartosci VIF < 5 wskazujag na brak wspotliniowosci. Analizy zostaty

wykonane w programie IBM SPSS ver. 19 (IBM Corp. 2010).

Tabela 1. Porownanie podstawowych elementow biologii lggowej modraszki w grupie

kontrolnej i1 eksperymentalnej. Test — jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA); x —

srednia; Me — mediana, D14 — dzien 14. Zycia pisklat.

Grupa kontrolna (N=71) Grupa eksperymentalna Statystyka
(N=68)
X Me Zakres X Me Zakres
Data ztozenia 01.05 30.04 1847 01.05 30.04 1745  F=0,03, df=1,
pierwszego jaja P=0,872
Wielko$¢ zniesienia 10,67 11 7-14 10,70 11 6-14 F=0,83, df=1,
P=0,363
Data wyklucia 24.05 24.05  42-68 54 24.05  43-66  F=0,60, df=1,
P=0,441
Liczba wyklutych 9,55 10 6-14 9,58 10 5-14 F=0,42, df=1,
pisklat P=0,516
Liczba pisklat w 9,05 9 5-14 9,07 9 3-13 F=0,51, df=1,
D14 P=0,476
Smiertelnos¢ pisklat  6,08% 0% 0-38% 6,26% 0% 0-63%  F=0,23, df=1,
P=0,635

3. WYNIKI

3.1. Wplyw zabiegu eksperymentalnego na kondycje samic

Zabieg eksperymentalny istotnie wplynal na liczbe pchet (okreslong w 14 dniu zycia

pisklat) w gniazdach modraszek. W grupie kontrolnej liczba pchet w gniezdzie byta §rednio

sze$ciokrotnie nizsza niz w grupie eksperymentalnej (grupa kontrolna: 19,3+68,0, zakres

0-123, grupa eksperymentalna: 118,7+£68,5, zakres 11-312, jednoczynnikowa analiza
wariancji ANOVA: F=151,49, df=1, P<0,001).
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Zabieg eksperymentalny polegajacy na zmianie poziomu presji ze strony pchet nie
wplynat na kondycje samic ani w koncowym okresie inkubacji ani pod koniec okresu

pisklecego (Tabela 2).

Tabela 2. Wplyw eksperymentalnej zmiany liczby pchet w gniezdzie na kondycje samic
wyrazong jako masa/dtugos¢ skoku w 10 dniu inkubacji i gdy piskleta osiagnety wiek 14
dni. Test Kruskala—Wallisa; =— $rednia; SE — btad standardowy; D14 — dzien 14. zycia

pisklat.
Grupa kontrolna Grupa eksperymentalna Statystyka
(N=71) (N=68)
X SE X SE

Kondycja samicy* 0,782 0,04 0,781 0,04 ¥*=0,09, df=1,

podczas inkubacji P=0,766
Kondycja samicy* 0,655 0,03 0,649 0,03 v’=1,24, df=1,

w D14 P=0,266

* masa/dlugos¢ skoku

3.2. Prewalencja pasozytow krwi oraz zmiany w statusie zarazenia

W 10. dniu inkubacji tacznie 88,4% samic, w tym 90,0% w grupie kontrolnej 1 86,8% w
grupie eksperymentalnej byto zarazonych przez co najmniej jeden rodzaj pasozytow krwi
(sktad zgrupowania pasozytéw na poziomie linii genetycznych lub gatunku prezentuje
Apendyks 2 Tabele A2.1.1 A2.2.). Wérdd zarazonych samic (n = 122), pojedyncze inwazje
stwierdzono u 54,1%, podwojne — u 35,2%, a potrdjne — u 10,7%. Zadna samica nie byta
zarazona przez wszystkie cztery rodzaje pasozytdw. Pomimo  losowego
przyporzadkowywania legéw do grupy kontrolnej i eksperymentalnej, w 10. dniu inkubacji
samice z obu grup rdéznily sie prewalencja pasozytéw z rodzajow Plasmodium 1

Trypanosoma (Tabela 3).
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Tabela 3. Prewalencja pasozytow krwi (%) u samic modraszki w dniu 10 inkubacji w

zaleznos$ci od typu legu (kontrolny, eksperymentalny) oraz sezonu lggowego. x— $rednia.

Grupa kontrolna Grupa eksperymentalna Statystyka

Rodzaj 2013 2014 2015 X 2013 2014 2015 X

Haemoproteus 31,6 424 31,6 36,6 42,1 55,2 65,0 54,4 x2=3,48, df=1,
P=0,062

Plasmodium 474 54,5 474 50,7 36,8 37,9 20,0 32,3 v*=4,37, df=1,
P=0,037

Leucocytozoon 31,6 15,1 10,5 18,3 26,3 10,3 40,0 23,5 ¥*=0,26, df=1,
P=0,611

Trypanosoma 31,6 21,2 10,5 21,1 52,6 37,9 35,0 41,2 ¥*=5,44, df=1,
P=0,020

Lacznie w trzech sezonach lggowych status zarazenia (z negatywnego na pozytywny lub z
pozytywnego na negatywny) pomigdzy pierwszym a drugim schwytaniem zmienito
odpowiednio: Haemoproteus — 24 samice (x*=0,14, df=1, P=0,706), Plasmodium — 5 samic
(x*>=0,21, df=1, P=0,647), Leucocytozoon — 1 samica (¥*=1,05, df=1, P=0,304) i
Trypanosoma — 33 samice (x*=1,85, df=1 P=0,174). Samice z grupy kontrolnej i
eksperymentalnej nie réznity si¢ pod wzgledem czgstosci zmian w statusie zarazenia

(Tabela 4).

Tabela 4. Zmiany w statusie zarazenia przez pasozyty krwi u samic modraszki w grupie
eksperymentalnej i kontrolnej pomigdzy dniem 10. inkubacji a dniem 14. po wykluciu

pisklat (D14). + — zmiana statusu z negatywnego na pozytywny, 0 — brak zmiany w

statusie zarazenia, - — zmiana statusu zarazenia z pozytywnego na negatywny

Rodzaj Zmiana w statusie zarazenia na etapie inkubacja — D14
Grupa kontrolna Grupa eksperymentalna

+ 0 - + 0 -

Haemoproteus 9 58 4 7 57 4

Plasmodium 0 71 0 3 63 2

Leucocytozoon 0 71 0 0 67 1
Trypanosoma 11 55 4 8 50 10
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3.3. Intensywnos¢ zarazenia

Intensywnos$¢ zarazenia jest przestawiona tylko dla rodzaju Haemoproteus. Wynika to z
faktu, ze pozostate pasozyty krwi byly stwierdzane na rozmazach bardzo rzadko
(intensywnos¢ od 0 do kilku pasozytow /10 000 erytrocytéw). Dla statusu zarazenia
Haemoproteus, wyzsza prewalencje stwierdzono podczas analiz molekularnych, co moze
by¢ zwigzane z doktadnos$cia tej metody. Na inkubacji stwierdzono zarazenie
Haemoproteus na poziomie 36,5% za pomoca mikroskopii $wietlnej wobec 37,9%
metodami molekularnymi (zbiezno$¢ wynikéw 89,6%, N=135, r=0,799, P<0,001).
Natomiast w dniu 14. Zycia pisklat stwierdzono prewalencj¢ Haemoproteus na poziomie
44,4 % za pomoca mikroskopii §wietlnej 1 51,1% za pomoca metod molekularnych
(zbiezno$¢ wynikow 86,9%, N=137, r=0,765, P=0,001).

Intensywnos¢ zarazenia Haemoproteus byla istotnie nizsza w grupie z pchiami na
etapie inkubacji (test Kruskala—Wallisa, y>=6,58, df=1, P=0,010; Rycina 1.) oraz w dniu 14.
zycia pisklat (test Kruskala—Wallisa, y?>=4,76, df=1, P=0,029).
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Kontrola ‘ Eksperyment ‘ Kontrola ‘ Eksperyment

Intensywno$¢ zarazenia

Inkubacja ‘ D14

Rycina 1. Poréwnanie intensywnosci zarazenia Haemoproteus mi¢dzy gniazdami z pchtami
(eksperyment) i bez pchel (kontrola) na etapie inkubacji i w dniu 14. po wykluciu pisklat
(D14). Wasy na wykresie przedstawiajg odchylenie standardowe od $redniej. Ujeto dane
jedynie dla samic, u ktorych wykryto Haemoproteus na rozmazach krwi. Intensywnos¢

zarazenia podano jako liczbe pasozytow/10 000 erytrocytow.
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Pomigdzy dniem 10. inkubacji a 14. dniem Zzycia pisklat intensywnos$¢ (liczba
pasozytow/10 000 erytrocytdow) w grupie bez pchel ulegla znacznemu obnizeniu
(-58,3£166,2), natomiast w grupie z pchtami pozostata na zblizonym poziomie (-0,17+68,7;
jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA x>=2,59, df=1, P=0,114).

3.4. Odzialywania miedzy pasozytami krwi

Dla kazdego z rozpatrywanych rodzajow pasozytow krwi, prawdopodobienstwo zarazenia
samic w 14. po wykluciu pisklat zalezato od statusu zarazenia przez jeden lub dwa inne
rodzaje pasozytow w 10. dniu inkubacji (Tabela 5).

Prawdopodobienstwo zarazenia przez Haemoproteus bylo antagonistycznie
powiazane z Plasmodium 1 synergistycznie z Leucocytozoon. Zalezno$¢ synergistyczng
stwierdzono pomiedzy Leucocytozoon 1 Trypanosoma. W przypadku stwierdzenia
zarazenia Trypanosoma na inkubacji istnialo wieksze prawdopodobienstwo rozwoju
zarazenia Leucocytozoon w dniu 14. zycia pisklat. Zalezno$¢ ta miata charakter
dwukierunkowy, poniewaz w sytuacji odwrotnej — stwierdzenia zarazenia Leucocytozoon
podczas inkubacji prawdopodobienstwo zarazenia Trypanosoma byto istotnie wyzsze.
Dwustronng antagonistyczng zalezno$¢ stwierdzono pomiedzy Haemoproteus i
Plasmodium — w przypadku stwierdzenia jednego z tych pasozytow podczas inkubacji
prawdopodobienstwo inwazji pasozytniczej drugiego rodzaju byto istotnie nizsze.

Zabieg eksperymentalny nie mial wptywu na prawdopodobienstwo zarazenia
zadnym z badanych pasozytow krwi. Jednak zaobserwowano, ze u ptakdw co najmniej
dwuletnich istniato nizsze prawdopodobienstwo rozwoju zarazenia Plasmodium, jezeli
gniezdzity si¢ one w skrzynkach, w ktérych przeprowadzono zabieg infestacji materiatu
gniazdowego przez pchty. Wiek zywiciela miat istotne znaczenie rowniez w przypadku
zarazenia Haemoproteus 1 Trypanosoma. U osobnikdéw starszych prawdopodobienstwo
zarazenia Haemoproteus byto wyzsze, natomiast prawdopodobienstwo rozwoju zarazenia

Trypanosoma byto nizsze.
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Tabela 5. Czynniki z etapu inkubacji, ktére moga wptywaé¢ na prawdopodobienstwo

wystapienia zarazenia pasozytem w dniu 14. zycia pisklat

Pasozyt stwierdzony df  wspotczynnik LRy* P
w D14 + SE
Haemoproteus Rok! 2 19,57 <0,001
2014 1 2,38+0,59
2015 1 1,61+0,60
Wiek? 1 0,96+0,46 4,47 0,035
Zabieg eksperymentalny? 1 0,41+0,44 0,87 0,350
Pasozyty stwierdzone
podczas inkubacji
Plasmodium®* 1 -2,53+0,48 35,14 <0,001
Leucocytozoon4 1 1,23+0,58 4,77 0,029
Trypanosoma®* 1 -0,58+0,49 0,01 0,905
Plasmodium Rok! 2 7,77 0,021
2014 1 1,72+0,67
2015 1 0,72+0,67
Wiek? 1 1,51+£0,74 0,48 0,488
Zabieg eksperymentalny? 1 0,32+0,64 2,40 0,121
Pasozyty stwierdzone
podczas inkubacji
Haemoproteus4 1 -4,07+0,66 69,17 <0,001
Leucocytozoon4 1 -0,13+0,70 0,03 0,851
Trypanosoma®* 1 0,87+0,62 2,07 0,151
Wiek*zabieg 1 -2,30+1,14 4,39 0,036

eksperymentalny

Ciag dalszy na kolejnej stronie
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Leucocytozoon Rok! 2 3,19 0,203
2014 1 -0,91+0,56
2015 1 -0,15+0,56
Wiek? 1 0,51+0,46 1,20 0,272
Zabieg eksperymentalny’ 1 -0,13+0,47 0,08 0,782
Pasozyty stwierdzone
podczas inkubacji
Haemoproteus* 1 0,78+0,62 1,69 0,193
Plasmodium®* 1 0,06+0,63 0,01 0,918
Trypanosoma®* 1 1,04+0,48 4,68 0,030
Trypanosoma Rok! 2 6,76 0,034
2014 1 -0,99+0,48
2015 1 -1,22+0,52
Wiek? 1 -0,75+0,41 3,45 0,063
Zabieg eksperymentalny? 1 0,26+0,39 0,47 0,494
Pasozyty stwierdzone
podczas inkubacji
Haemoproteus4 1 0,79+0,53 2,34 0,126
Plasmodium* 1 0,77+0,53 2,26 0,133
Leucocytozoon4 1 0,93+0,46 4,06 0,044

"Poziom referencyjny: 2013

2Poziom referencyjny: 2
3Poziom referencyjny: grupa kontrolna

*Poziom referencyjny: brak zarazenia pasozytem
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4. DYSKUSJA

Przedstawione badania jako pierwsze okreslaja charakter oddzialywania miedzy czterema
rodzajami powszechnych ptasich pasozytow krwi na podstawie zmian w statusie zarazenia
miedzy dwoma punktami czasowymi. Dotychczasowe badania okreslaly ten parametr
wylacznie na podstawie informacji o statusie zarazenia w jednym punkcie czasowym.
Badania w populacji modraszki wykazaly, ze w 58% rozpatrywanych powigzan mi¢dzy
parami rodzajow pasozytow oddziatywania sg neutralne (7 z 12 zaleznosci pasozyt—
pasozyt), a w 42% przyjmuja charakter synergistyczny (3 z 12) badz antagonistyczny (2 z
12). W szczeg6lnosci, stwierdzono, ze zarazenie przez Leucocytozoon zwigksza szanse
rozwoju zarazenia przez Haemoproteus, natomiast obecnos¢ Trypanosoma zwigksza szanse
zarazenia przez Leucocytozoon. Z kolei Haemoproteus 1 Plasmodium byty dwustronnie
powigzane antagonistycznie. Co istotne, w zadnym z rozpatrywanych uktadow charakter
oddziatywania nie zmieniat si¢ w wyniku zabiegu eksperymentalnego, ktory miatl na celu
zréznicowanie dobrostanu zywiciela.

Synergistyczna zalezno$¢ we wspotpasozytnictwie Leucocytozoon 1 Haemoproteus
zostata wczesniej zaobserwowana u pisklat myszotowa Buteo buteo 1 krogulca Accipiter
nisus (Svobodova i wsp. 2015). Oba pasozyty sa przenoszone przez roézne wektory:
Leucocytozoon przez meszkowate, natomiast Haemoproteus przez kuczmanowate, co
oznacza, ze zywiciel zostaje zarazony niezaleznie (Synek et al. 2013). Svobodova 1 wsp.
(2015) zasugerowali, ze taki wynik moze by¢ przypadkowy w zwigzku z niewielka
prewalencja Haemoproteus w badanej populacji. Jednak w przypadku danych z modraszki
prewalencja obu pasozytdw byla znaczaca (na etapie inkubacji: Haemoproteus — 45,3%,
Leucocytozoon — 20,9%). Takiej zaleznosci natomiast nie stwierdzono u krzyzodzioba
modrzewiowego Loxia leucoptera pomigdzy Haemoproteus fringillae 1 Leucocytozoon
fringillinarum (Deviche 1 wsp. 2010). U modraszki dominujagcym morfogatunkiem byt
Haemoproteus majoris, co moze mie¢ przelozenie na odmienny charakter oddziatywan z
innymi pasozytami. Negatywna zalezno$¢ pomiedzy Haemoproteus 1 Leucocytozoon
zostala natomiast stwierdzona w badaniach na grupie 47 gatunkéw ptakéw schwytanych na
Alasce w trakcie sezonu legowego (Oakgrove i wsp. 2014). Prewalencja Leucocytozoon
byla we wspomnianych badaniach najwyzsza sposrdd stwierdzonych pasozytow krwi, co

autorzy thumacza ewentualng niskg wirulencjg tego pasozyta, umozliwiajgcg wystepowanie
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niezaleznie od innych taksonoéw. Haemoproteus uznawany jest za rodzaj o niskim stopniu
patogenicznos$ci (Atkinson i van Riper 1991, Bennett i wsp. 1993). Z kolei o poziomie
wirulencji Leucocytozoon u dziko zyjacych wréblowych niewiele jest wiadomo, a
doniesienia o wyzszej $miertelnosci pochodza gldwnie z badan na blaszkodziobych 1
grzebigcych lub na taksonach nie majacych na wolnosci kontaktu z tym pasozytem
(Donovan i wsp. 2008, Atkinson i wsp. 2009). Czgstsze wystgpowanie Haemoproteus u
modraszek juz zarazonych przez Leucocytozoon moze wynika¢ z zaangazowania uktadu
immunologicznego w kontrolowanie zarazenia Leucocytozoon.

Stwierdzono, ze Leucocytozoon byt tez czgécig synergistycznej zaleznosci z innym
rodzajem pasozyta — Trypanosoma. Pomimo stosunkowo niewysokiej prewalencji na
poziomie 20,9% (inkubacja) 1 20,1% (dzien 14. zycia pisklat), w wiekszosci przypadkow
Leucocytozoon wystgpowal jednoczesnie z przynajmniej jeszcze jednym rodzajem
pasozyta. Moze to sugerowac, ze zarazenie przez Leucocytozoon rozwija si¢ czgsciej, jezeli
zywiciel jest juz zarazony innym pasozytem. Synergistyczna zalezno$¢, w niektdrych
przypadkach obustronna, pomiedzy Leucocytozoon i Trypanosoma zostata juz stwierdzona
u kilku innych gatunkow ptakéw, w tym krogulca zwyczajnego i1 krogulca zmiennego
Accipiter striatus, myszotowa i krzyzodzioba modrzewiowego, a takze w badaniach, w
ktorych analize przeprowadzano nie na poziomie gatunku zywiciela, ale grupy gatunkow
(Kirkpatrick 1 Lauer 1985, Arriero 1 Moller 2008, Deviche i wsp. 2010, Oakgrove 1 wsp.
2014, Svobodova i wsp. 2015). Tak liczne doniesienia o wspotwystepowaniu tych dwoch
rodzajow pasozytow moga by¢ czesciowo tlumaczone posiadaniem wspolnego wektora —
meszkowatych (Svobodova i wsp. 2015), chociaz sytuacja taka nie dotyczy wszystkich
gatunkoéw pasozytow z obu rodzajow. Pasozyty z rodzaju Trypanosoma moga by¢ rowniez
przenoszone przez krwiopijne muchowki z innych rodzin, a takze przez roztocza (Baker
1976). Oakgrove 1 wsp. (2014) stwierdzili, ze na synergistyczng zalezno$¢ pomiedzy tymi
dwoma pasozytami ma wplyw przede wszystkim pierwsze zarazenie Trypanosoma.
Podobne wnioski dotyczace wspotwystepowania Leucocytozoon z innymi pasozytami
zasugerowano rowniez w badaniach na bogatce, gdzie stwierdzono ze 81,5% zarazonych
osobnikéw wykazato wspotpasozytnictwo Leucocytozoon z Haemoproteus lub Plasmodium

(van Rooyen i wsp. 2013).
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Zalezno$¢ miedzy Haemoproteus 1 Plasmodium miata dwustronny charakter
antagonistyczny. W przypadku wystgpowania jednego z tych pasozytow w okresie
inkubacji prawdopodobienstwo wykrycia drugiego w dniu 14. zycia pisklat byto znacznie
nizsze. Negatywng zalezno$¢ pomigdzy tymi rodzajami pasozytdéw zaobserwowano
réwniez u kosa Turdus merula, nawet w okresach, gdy prewalencja obu pasozytow byta
wysoka (Hatchwell 1 wsp. 2000). Meixell i wsp. (2016) u przebadanych 1347
blaszkodziobych stwierdzili prewalencje Haemoproteus na poziomie 20,9% 1 Plasmodium
—9,7%. Biorac pod uwage czestos¢ wystepowania tych pasozytow w populacji powinny
one wspotwystepowac u ok. 2% ptakow, czyli w 27 przypadkach (Apendyks 3). Natomiast
we wspomnianych badaniach stwierdzono tylko 2 przypadki wspolwystepowania tych
pasozytow, co sugeruje oddzialywania antagonistyczne. Przy zblizonych poziomach
prewalencji nie wykryto wspodlpasozytnictwa Plasmodium 1 Haemoproteus u ptakow
grzebiagcych (Smith 1 wsp. 2016). Nie zaobserwowano rowniez wspotwystepowania
pasozytow z tych dwoch rodzajéow u bogatki (van Rooyen i wsp. 2013), modraszki
(Cosgrove 1 wsp. 2006; 2008) ani w pracy na 47 gatunkach ptakow wystepujacych na
Alasce (Oakgrove i wsp. 2014), co po czgsci moze wynikac¢ z niskiej prewalencji jednego z
pasozytow. Jednak zdarzajg si¢ rowniez przypadki czestego wspotwystepowania pasozytow
z tych dwoch rodzajéw — u bursztynki Protonotaria citrea z 187 przebadanych ptakow
34% bylo zarazone jednocze$nie Haemoproteus 1 Plasmodium (prewalencja Haemoproteus
—36%, Plasmodium — 44%; Grillo 1 wsp. 2012).

Niska prewalencja wspotpasozytnictwa Plasmodium 1 Haemoproteus moze
potencjalnie, przynajmniej czg¢sciowo, wynika¢ z niedoskonatosci technik wykrywania
pasozytow, poniewaz infekcja Haemoproteus charakteryzuje si¢ znacznie wyzsza
intensywno$cig zarazenia niz Plasmodium, w wyniku czego ten rodzaj pasozyta moze by¢
fatwiej wykrywalny zarowno na rozmazach, jak 1 za pomocg technik molekularnych
(Valkitinas 2005). Z drugiej strony zauwazono, ze niektore z powszechnie
wykorzystywanych starterow do namnazania sekwencji z genomu Plasmodium 1
Haemoproteus moga powodowaé wybiorczo$s¢ polimerazy DNA w zalezno$ci od linii
genetycznej i w przypadku mieszanych inwazji selektywne amplifikowanie DNA jednego z
pasozytow (Pérez—Tris i Bensch 2005, Valkitinas i wsp. 2006, Martinez i wsp. 2009).

Przeprowadzone analizy rozmazow krwi ze wzgledu na bardzo niska wykrywalno$¢
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Plasmodium (brak lub pojedyncze pasozyty na rozmazie) uniemozliwity potwierdzenie tej
zalezno$ci za pomoca mikroskopii $wietlnej, gdyz prewalencja stwierdzona za pomoca
mikroskopii $§wietlnej byla znikoma w poréwnaniu do prewalencji stwierdzonej metodami
molekularnymi (38,9% podczas inkubacji, 39,6% w D14. zycia pisklat). Antagonistyczna
zalezno$¢ pomigdzy dwoma pasozytami moze wynikaé takze np. z wiekszej skuteczno$ci
uktadu immunologicznego zywiciela wzgledem jednego z pasozytow, warunkow
srodowiskowych wewnatrz zywiciela, ktore moga by¢ bardziej optymalne dla jednego z
pasozytow lub jeden z pasozytow moze by¢ bardziej konkurencyjny (Oakgrove i wsp.
2014). Negatywna zalezno$¢ pomigdzy ww. pasozytami w przypadku modraszki ma
charakter dwustronny, tzn. oba pasozyty wptywaja antagonistycznie na rozwoj drugiego
taksonu. W takim wypadku istotne jest, ktory z pasozytOw pojawi si¢ pierwszy w
organizmie zywiciela, co moze zaleze¢ od terminu, w ktorym pojawiajg si¢ wektory
poszczegblnych pasozytow.

Za charakter oddzialywan miedzy pasozytami krwi moze odpowiada¢ kilka
mechanizmow, ktére mozna sklasyfikowa¢ jako posrednie lub bezposrednie (Pedersen i
Fenton 2007). Do pierwszej kategorii zalicza si¢ konkurencj¢ o zasoby zywiciela pomigdzy
wspotwystepujacymi pasozytami (Wotton 1994) oraz reakcje uktadu odpornosciowego na
poszczegblne rodzaje pasozytow (Pedersen i Fenton 2007). Z oddziatywaniami
bezposrednimi mamy do czynienia, gdy fizyczna obecno$¢ jednego pasozyta wplywa na
innego pasozyta, gdy oba organizmy przebywajg w tym samym miejscu w zywicielu. Takie
oddzialywania zachodza przewaznie w przypadku pasozytow z jednej gildii pasozytniczej —
zgrupowania taksondw na podstawie zblizonego sposobu pasozytowania (Pedersen i
Fenton 2007). Moze to oznaczaé, ze oddzialywania pomiedzy badanymi przeze mnie
pasozytami krwi maja w pewnych przypadkach charakter bezposredni. Zmiany w
charakterze =zalezno$ci pomiedzy wspotwystepujacymi pasozytami w  niektorych
przypadkach moga wynika¢ z odmiennych gatunkéw w zgrupowaniu pasozytow, czy tez
gatunku zywiciela. Jednak, zeby lepiej poznaé zjawisko wspotpasozytnictwa w szerszym
ujeciu na wyzszych jednostkach taksonomicznych konieczne jest kontynuowanie badan
zgrupowan pasozytoOw na poziomie pojedynczych gatunkow zywicieli. Istotne jest ujecie w
analizach mozliwie jak najwigkszej liczby taksondéw wspotwystepujacych pasozytoéw, ze

wzgledu na skomplikowang sie¢ zalezno$ci pomigdzy nimi. Warte uwagi jest podejscie
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opisane przez Rynkiewicz i wsp. (2015), w ktorym traktuje si¢ zywicieli jako ekosystemy,
w ktorych bada si¢ zgrupowanie pasozytow. W takich ekosystemach mozna bada¢ wptyw
poszczegbdlnych pasozytow wedtug koncepcji stosowanych w badaniach ekosystemow z
wolno zyjacymi organizmami. Autorzy ww. pracy proponuja badanie zgrupowania
pasozytow na podstawie czterech ekologicznych koncepcji: 1) stabilno$¢ $rodowiska w
obrebie organizmu zywiciela, 2) ograniczonych zasobow dostepnych dla pasozytéw, 3)
czynnikéw dzialajacych w obregbie zgrupowania pasozytéw, jak modyfikacja dziatania
uktadu odpornosciowego zywiciela, czy tez wplyw pasozytow, ktore wnikajg do zywiciela
jako pierwsze oraz 4) zestawienie oddziatywan migdzypasozytniczych w obrgbie jednego
zywiciela 1 w catej populacji. Rynkiewicz i wsp. (2015) sugeruja, ze takie podejscie
umozliwi lepsze poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za oddzialywania w
zgrupowaniu pasozytow. Innymi stowy poprzez poznanie poszczegoélnych czynnikow
ksztaltujacych zgrupowanie pasozytow bedzie mozliwe przewidywanie kierunku
oddziatywan miedzy pasozytami z konkretnych taksonéw. Z drugiej strony badania nad
zgrupowaniami pasozytniczych helmintow u ssakéw i ptakow wykazaty, ze ksztaltowanie
si¢ zgrupowania jest raczej wypadkowa losowych czynnikow niz procesem
przewidywalnym 1 powtarzalnym (Poulin 1996). Dodatkowym aspektem pozostaje
analizowanie zarazenia pasozytami w roéznych punktach czasowych, poniewaz zwigksza to
szanse na okreslenie kierunku oddzialywan miedzy pasozytami, tzn. na ile istotna jest
kolejno$¢ zarazania pasozytami. Dysponujgc takimi danymi zwigkszamy szanse na
wyjasnienie mechanizméw rozwoju zarazenia przez pasozyty oraz ksztaltowania si¢
zalezno$ci pomigdzy nimi.

Obecne badania wykazaty, ze czynnik, ktory potencjalnie moze silnie wpltywac¢ na
kondycje zywiciela oraz na funkcjonowanie jego uktadu immunologicznego (Richner i
wsp. 1993, Oppliger 1 wsp. 1994, Christe 1 wsp. 1996) — obecnos¢ pchet w gniezdzie — nie
wplywat ani na silg, ani na charakter oddziatywan pomigdzy pasozytami krwi. Zar6wno w
grupie eksperymentalnej, jak i kontrolnej zalezno$ci pomigdzy pasozytami z rdéznych
taksonéw byly podobne i dodatkowe obcigzenie organizmu zywiciela presjg ze strony
ektopasozytow nie spowodowalo istotnego wzmocnienia zalezno$ci. Zabieg
eksperymentalny nie zréznicowat kondycji samic rozumianej jako nagromadzone zapasy

energetyczne, chociaz negatywny wplyw ektopasozytow (w tym pchel) na mas¢ samicy
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zostal zaobserwowany w innych badaniach na modraszce (Tomas i wsp. 2008). By¢ moze
zabieg eksperymentalny mogl wptyna¢ na ukltad immunologiczny zywiciela, bez
widocznego wptywu na kondycje. Ukaszenia ektopasozytoéw powoduja stan zapalny w
skorze oraz odpowiedz immunologiczng nieswoista, a nastepnie swoistg, poniewaz
powoduja uszkodzenie skory oraz wprowadzenie antygendw do organizmu zywiciela
(Owen 1 wsp. 2010). Jednak cze$¢ badan nie wykazata powigzan migdzy odpowiedzig
immunologiczng zywiciela i obrong przed konkretnymi ektopasozytami (Ardia i Schat
2008). Ptaki rowniez posiadaja szereg roéznych odpowiedzi obronnych przeciw
ektopasozytom nie zwigzanych z ukladem odpornosciowym. Przykladowo moga
inwestowaé zasoby w specyficzng strukture upierzenia i jego toksyczne wiasciwosci lub tez
w ramach zmian behawioralnych wigcej czasu poswigca¢ na higiene ciata i czyszczenie
gniazda (przeglad w Clayton i wsp. 2010). Tomas 1 wsp. (2008) pomimo stwierdzenia
negatywnego wptywu pchel na mas¢ samic modraszki oraz pozytywnego na obecno$¢
pasozytow krwi, nie wykazali zalezno$ci pomiedzy masa ciala samic a prewalencja
pasozytow krwi. Autorzy ci sugerujg, ze na réznice w prewalencji endopasozytdow moga
wptywac tez inne czynniki, np. wysitek ptakéw podczas rozrodu, ktére mogg modyfikowac
wplyw obecnosci ektopasozytow. Istotne znaczenie moze mie¢ fakt, Zze wigkszo$¢
stwierdzonych infekcji pasozytow krwi byla juz obecna na etapie inkubacji, to znaczy, ze
zarazenie pasozytami musiato nastapi¢ w poprzednich sezonach lggowych, poniewaz na
etapie inkubacji wektory dopiero pojawiaja si¢ w Srodowisku, wiec wykrycie nowej
infekcji nie jest mozliwe. W przypadkach, gdy zarazenie pasozytem nastgpito w
poprzednich latach nalezy mowi¢ o chronicznym stadium zarazenia, gdy zywiciel
utrzymuje infekcje pasozytnicza na kontrolowanym niskim poziomie, poniewaz catkowite
wyeliminowanie pasozyta moze by¢ zbyt kosztowne energetycznie (Atkinson 1 wsp. 2001,
Valkitinas 2005). By¢ moze wptyw ektopasozytow na ksztattowanie si¢ wspodizaleznosci
pomiedzy endopasozytami moze by¢ istotny w poczatkowej fazie inwazji pasozytniczej,
gdy organizm przechodzi przez ostre stadium infekcji. Jednak w przypadku
prezentowanych badan, pomiedzy inkubacjg a koncem okresu pisklecego zaobserwowano
tylko nieliczne przypadki inwazji, ktore mozna zakwalifikowa¢ jako nowe, wiec
ewentualny wplyw ektopasozytow na zgrupowanie endopasozytow moze by¢ trudny do

zaobserwowania.
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W badaniach na modraszce dzigki zastosowaniu pomiaréw w dwoéch punktach
czasowych okreslono nie tylko charakter (synergistyczny, antagonistyczny lub neutralny),
ale 1 kierunek zalezno$ci migdzy pasozytami (jedno— lub dwukierunkowa). W przypadku
zalezno$ci w parze Haemoproteus — Leucocytozoon synergistyczny charakter jest zbiezny
tylko z czg$cia wynikdw innych prac. Moze to wynika¢ z wpltywu morfogatunkow
pasozytoOw — rdznice w przebiegu wspotpasozytnictwa pomiedzy roznymi morfogatunkami
zostaly stwierdzone nawet w obrgbie jednego rodzaju (Richie 1988). Synergistyczny
charakter zarazenia Leucocytozoon potwierdzony takze podczas wspotwystepowania z
Trypanosoma pokrywa si¢ z wigkszo$cig danych literaturowych, gdzie ten takson
opisywany jest jako cze$ciej wystepujacy w koinwazjach. Natomiast silna negatywna
zalezno$¢ pomiedzy Haemoproteus 1 Plasmodium, obserwowana wczesniej w wielu innych
pracach, moze wynika¢ zaréwno z konkurencji miedzy tymi pasozytami, jak i
niedoskonato$ci technik molekularnych. W celu lepszego zrozumienia sieci zalezno$ci
pomiedzy pasozytami krwi ptakéw kluczowe jest prowadzenie badan na wielu rodzajach
wspotwystepujacych pasozytow biorgc pod uwage dane z roznych punktow czasowych, co

zwigkszy szanse zrozumienia przebiegu koinwaz;ji.
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ROZDZIAL 11

Wplyw wspolwystepowania pasozytow krwi na elementy
biologii rozrodu modraszki Cyanistes caeruleus w
warunkach eksperymentalnie manipulowanego
dobrostanu zywiciela
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1. WSTEP

Rozmnazanie wigze si¢ z duzym zapotrzebowaniem energetycznym (Meller 1997). Jednak
w Srodowisku naturalnym wiele czynnikoéw biotycznych 1 abiotycznych limituje ilo$¢
zasobow, ktore organizm moze przyswoi¢ 1 zainwestowaé w rozrod (Meller 1 wsp. 1990,
Arlettaz i wsp. 2017). Jednym z takich czynnikéw s3a pasozyty. Pasozyty moga
oddzialywaé¢ na kondycje zywiciela, a takie oddzialywanie moze by¢ wregcz nasilone w
przypadku jednoczesnego wptywu wielu roznych pasozytow (Meller 1 wsp. 1990, Petney i1
Andrews 1998, Bordes i Morand 2011). Wpltyw zgrupowania pasozytow na dobrostan i
rozrod zywiciela moze by¢ jednak trudny do okreslenia w warunkach naturalnych ze
wzgledu na kompromisy pomiedzy réznymi funkcjami organizmu. Dotychczasowe badania
wskazuja, ze niektore zaleznos$ci ujawniajg si¢ tylko w warunkach, ktére negatywnie
oddziatuja na kondycje, czy tez szeroko rozumiany dobrostan organizmu, np. gdy
ograniczona jest dostepno$¢ pokarmu (Korpimaki 1 wsp. 1993). W takiej sytuacji
zastosowanie kontrolowanego czynnika wplywajacego negatywnie na zywiciela moze
ujawni¢ wplyw pasozytow na rozréd. Samice przystepujace do rozrodu i poddane
oddziatywaniu pasozytéw reprezentujacych rézne taksony beda dysponowaty odmiennymi
poziomami zasobow, ktore moga przeznacza¢ w funkcje zwigzane z dobrostanem oraz
rozréd.

Wplyw pasozytéw moze zaleze¢ od tego, jaki reprezentuja rodzaj, gatunek czy linig
genetyczng (Palinauskas i wsp. 2008), a takze od tego, czy wystepuja w zywicielu jako
jedyny takson, czy tez z innymi taksonami pasozytow. Inwazje pasozytnicze moga
wplywaé na poszczegolne etapy okresu lggowego ptakow, m.in. termin przystapienia do
legu, liczbe 1 wielko$¢ jaj, przezywalno$¢ pisklat i liczbe podlotow, ktore opuscity gniazdo
(Mgller 1997, Pigeault 1 wsp. 2018, Fletcher 1 wsp. 2019, Pigeault 1 wsp. 2020). Chociaz
powstalo wiele prac na temat wptywu pasozytow na elementy biologii lggowej, czesto
dotyczyly one inwazji pasozytdw reprezentujacych jeden takson z pominigciem wplywu
wspotpasozytnictwa. Meller (1997) w pracy przegladowej wykazal negatywny wpltyw
pasozytOw na nastepujace parametry: czas przystgpienia do rozrodu przez zywiciela
(stwierdzone op6znienie w 67% sposrdd 9 prac na roznych gatunkach), wielkos¢ zniesienia
(zmniejszona w 38% sposrdd 13 prac na réznych gatunkach), wielkos¢ legu (obnizona w

61% sposrdd 44 prac na réznych gatunkach), mas¢ pisklat (obnizona w 63% sposrod 30
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prac na réznych gatunkach). Jednak w pracach wzigtych pod uwage w tym opracowaniu
byl analizowany glownie wplyw ektopasozytéw, a ponadto wigkszo$¢ danych dotyczyta
wplywu pasozytow reprezentujacych jeden takson (Meller 1997).

Jednymi z powszechnie wystepujacych pasozytow ptakéw sg endopasozyty z
krolestwa Protozoa (Atkinson i wsp. 2009, Goater i wsp. 2014). W niniejszej pracy
skupiono si¢ na pasozytach nalezacych do rodzajow: Haemoproteus, Plasmodium,
Leucocytozoon; grupa Haemosporidia, typ Apikompleksa oraz Trypanosoma; typ
Euglenozoa (Adl 1 wsp. 2019). Wybrane rodzaje pasozytow spedzaja wiekszo$¢ swojego
cyklu zyciowego w uktadzie krwiono$nym zywiciela i w zwigzku z tym nazywa si¢ je
pasozytami krwi (Gosling 2005). Wptyw pasozytow krwi na rozrdd ptakow jest szczegdlne
interesujacy ze wzgledu na fakt wystepowania zjawiska wspotobecnosci pasozytow z tej
grupy w organizmie jednego zywiciela (Gryczynska 1 wsp. 2000, Valkiiinas 2005, Grillo 1
wsp. 2012, Van Rooyen i wsp. 2013, Dubiec i wsp. 2016). Dotychczasowe dane dotyczace
tego zagadnienia ograniczaja si¢ do kilku badan (Evans i Otter 1998, Sanz i wsp. 2001b,
Davidar 1 Morton 2006, Gilman i wsp. 2006, Marzal 1 wsp. 2008, 2013, Marinov 1 wsp.
2017). W badaniach na muchotléwce zatobnej Ficedula hypoleuca nie wykazano istotnego
wptywu wspolpasozytnictwa Haemoproteus i Trypanosoma na objetos¢ jaj, liczbe jaj czy
tez date przystgpienia do legu (brak zarazenia vs zarazenie pasozytami tylko z jednego
taksonu vs zarazenie pasozytami z dwoch taksonow; Sanz i wsp. 2001b). Natomiast w
badaniach dotyczacych wpltywu wspotpasozytnictwa na rozrod u oknowki Delichon
urbicum, stwierdzono wczesniejsze skladanie jaj oraz wigksze zniesienia u samic
zarazonych jednocze$nie dwiema liniami genetycznymi (w wigkszosci przypadkow
dwiema liniami genetycznymi Haemoproteus) w poréwnaniu z samicami niezarazonymi
lub zarazonymi pasozytami reprezentujagcymi jedng lini¢ genetyczng (Marzal 1 wsp. 2008).
Tak niewielka ilo§¢ zebranych dotychczas danych na temat wplywu wspotpasozytnictwa na
elementy biologii legowej wynika po cze$ci z analizowania jedynie wptywu pasozytow z
pojedynczych taksonéw. Ponadto, nawet jezeli badany jest stan zarazenia pasozytami z
roznych taksonow, to przypadki wspotpasozytnictwa moga by¢ nieliczne (Sundberg 1995,
Van Rooyen 1 wsp. 2014).

Dane dotyczace wptywu pasozytow krwi reprezentujacych pojedyncze taksony na

elementy biologii legowej ptakow sa stosunkowo liczne (Tab. 1). Jednak na ich podstawie

102



Rozdziat 11

trudno jest okresli¢ dominujacy charakter wptywu pasozytdw na poszczegoélne elementy
biologii rozrodu. Obserwowane zrdéznicowanie we wpltywie pasozytdw reprezentujacych
jeden takson na elementy biologii legu zalezy od rdéznic miedzy badanymi gatunkami
zywicieli 1 rodzajami pasozytow. Prawdopodobnie z tego wzgledu rowniez ilo§¢ danych o
wplywie wspotpasozytnictwa jest niewielka, podobnie jak liczba badan na populacjach o
wysokim stopniu wspotpasozytnictwa. Wykorzystanie w badaniach populacji zywiciela, w
ktorej wystepuja z duza czestoscig inwazje pasozytow reprezentujacych rozne taksony,

zwieksza szanse na wystepowanie wspotpasozytnicwa.

Tabela 1. Zestawienie wynikéw badan dotyczacych wplywu inwazji pasozytow krwi
reprezentujagcych jeden takson na elementy biologii lggowej ptakow. + — wplyw

pozytywny; - — wplyw negatywny, 0 — brak wplywu; sukces wylotu — % pisklat, ktore

opuscily gniazdo.

Element Zywiciel Takson Wptyw Literatura
biologii pasozyta
legowej
Data bogatka Parus major Haemoproteus - Allander i Bennett
zniesienia 1995
gasiorek Lanius collurio Haemoproteus - Votypka 1 wsp. 2003
muchotowka zatobna Haemoproteus + Sanz i wsp. 2001b
Ficedula hypoleuca Haemoproteus 0 Sanz i wsp. 2001a
Trypanosoma 0 Sanz i wsp. 2001b
oknéwka Delichon Plasmodium - Marzal i wsp. 2008
urbicum
Wielko$¢ muchotowka Zzalobna Haemoproteus + Sanz i wsp. 2001a
zniesienia
bogatka Plasmodium + Oppliger 1 wsp. 1997
Plasmodium 0 Pigeault 1 wsp. 2018
Haemoproteus 0 Pigeault i wsp. 2018
Leucocytozoon 0 Pigeault i wsp. 2018
modraszka Haemoproteus - Merila i Andersson
Cyanistes caeruleus 1999
oknowka Delichon Haemoproteus - Marzal i wsp. 2005
urbicum Plasmodium 0 Marzal i wsp. 2008
bogatka Haemoproteus - Norte 1 wsp. 2009
wlochatka Leucocytozoon - Korpimaki i wsp.
Aegolius funereus' 1993
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Wielkos¢ bogatka Trypanosoma - Dufva 1996
jaj Plasmodium - Norte 1 wsp. 2009
Sukces bogatka Trypanosoma - Dufva 1996
klucia Plasmodium 0 Pigeault 1 wsp. 2018
Haemoproteus 0 Pigeault 1 wsp. 2018
Leucocytozoon 0 Pigeault 1 wsp. 2018
mucholéwka zatobna Haemoproteus - Sanz i wsp. 2001a
Trypanosoma 0 Sanz i wsp. 2001a
oknowka Haemoproteus - Marzal 1 wsp. 2005
Kondycja bogatka Trypanosoma - Dufva 1996
pisklat modraszka Haemoproteus - Merila i Andersson
1999
Sukces bogatka’ Haemoproteus + Norte i wsp. 2009
wylotu
bogatka Haemoproteus 0 Pigeault i wsp. 2018
Plasmodium + Pigeault i wsp. 2018
Leucocytozoon + Pigeault i wsp. 2018
oknowka Haemoproteus - Marzal i wsp. 2005
trzciniak Haemoproteus - Asghar i wsp. 2011
Acrocephalus
arundinaceus
wrona amerykanska Plasmodium - Townsend i wsp.

Corvus brachyrhynchos

2018

'w przypadku mniejszej iloci dostgpnego pokarmu

Zsamce

Celem badan bylo okreslenie wpltywu wspolwystepowania pasozytniczych
pierwotniakow z rodzajow Plasmodium, Haemoproteus, Leucocytozoon 1 Trypanosoma na
elementy biologii rozrodu modraszki Cyanistes caeruleus w warunkach eksperymentalnie
manipulowanego dobrostanu zywiciela. W tym celu przeprowadzono zabieg zmiany liczby
ektopasozytow — pchet kurzych Ceratophyllus gallinae — w materiale gniazdowym,
tworzac dwie grupy legow: takie, w ktorych samice byly poddane oraz takie, w ktérych
samice nie byly poddane ekspozycji na pchie kurzg. Wybdr pchet jako czynnika
roznicujgcego dobrostan zywiciela wigze si¢ z ich wplywem na kondycj¢ osobnikow, na
ktoérych zeruja. Te powszechnie wystepujace ektopasozyty moga powodowac anemig,
obnizenie masy ciata lub zwigkszong $miertelnos¢ (Brown i wsp. 1995, Krasnov 2008,

Tomas 1 wsp. 2008).
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Przewidywano, Ze:

1. samice poddane ekspozycji na pchi¢ kurza beda w gorszej kondycji;

2. u samic zarazonych pasozytami krwi reprezentujacymi co najmniej dwa taksony
zostanie zaobserwowany negatywny wplyw na biologi¢ rozrodu, tj. pdzniejsze
przystgpowanie do sktadania jaj, mniejsze zniesienie i $rednia wielkos$¢ legu,
obnizony sukces klucia, mniej pisklat oraz pisklat w gorszej kondycji oraz obnizony
sukces wylotu (% pisklat, ktore opuscity gniazdo);

3. w legach, w ktéorych w trakcie inkubacji samice modraszki zostaly poddane
ekspozycji na pchie kurza, negatywny wplyw wspotwystepowania pasozytéw krwi

na elementy biologii legowej bedzie silniejszy.

2. METODY

2.1. Teren badan

Badania zostaly przeprowadzone w populacji modraszki gniazdujacej w skrzynkach
legowych w potudniowej czesci Gotlandii (Szwecja; 57°10°N, 18°20’E) w latach 2013—
2015. Na 23 powierzchniach (razem ok. 215 ha), na ktérych prowadzono badania,
zawieszonych jest lacznie okoto 1800 skrzynek legowych. Skrzynki zawieszone sg na
wysokosci ok. 1,5 m, zwykle w odlegtosci ok. 50 m od siebie. Na niektorych terenach ta
odleglo$¢ jest mniejsza. Wickszos¢ wydzielonych powierzchni badawczych stanowig
zadrzewienie zdominowane przez dab szyputkowy Quercus robur oraz jesion wyniosty
Fraxinus excelsior z podszytem sktadajacym si¢ gtownie z leszczyny Corylus avellana 1
glogébw Crataegus spp. Na pozostalych powierzchniach wystepuje réwniez sosna
zwyczajna Pinus sylvestris oraz brzoza Betula spp. (Przybylo i wsp. 2000).

W skrzynkach legowych gniezdzag si¢ gtownie bogatki Parus major, modraszki i

muchotowki biatoszyje Ficedula albicollis.

2.2. Badania terenowe

Badania rozpoczynaly si¢ w marcu od zebrania materiatu gniazdowego z poprzedniego
sezonu lggowego (w celu pozyskania pchet wykorzystanych do zabiegu majacego na celu

zréznicowanie dobrostanu zywiciela) oraz czyszczenia skrzynek legowych. W wiekszosci
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skrzynek material gniazdowy usuwany byt w poprzednim sezonie lggowym po wylocie
pisklat z gniazda, jednak w przypadku drugich legéw pozostawat on do wiosny kolejnego
roku, kiedy to byl zbierany. Zebrany stary material gniazdowy byt umieszczany w
plastykowych torebkach strunowych, ktore byty nakluwane w celu zapewnienia dostepu
powietrza, a nastgpnie umieszczane w niskiej temperaturze. Skrzynki byty czyszczone przy
pomocy drucianych szczotek, w miar¢ mozliwosci w szczelinach migdzy $cianami, aby
usuna¢ pchly przebywajace wewnatrz skrzynki. Czyszczenie skrzynek byto prowadzone,
aby unikng¢ infestacji ptakow przez pchly na poczatku okresu legowego.

Kontrole skrzynek rozpoczynaly si¢ w polowie kwietnia (w badanej populacji
samice modraszek zaczynaja sktada¢ jaja w drugiej potowie kwietnia) i byly prowadzone
regularnie w celu okreslenia momentu zakonczenia budowy gniazda, daty zlozenia
pierwszego jaja, daty rozpoczecia inkubacji, wielkosci zniesienia, daty klucia (dzien 0 zycia
pisklat) oraz liczby pisklat.

W drugim dniu inkubacji wszystkie jaja w lggu byly fotografowane w celu
okreslenia ich wielko$ci (pozwolito to ograniczy¢ czas przebywania jaj poza gniazdem do
minimum). Po wyjeciu z gniazda jaja byly umieszczane na stojaku sktadajacym si¢ z
podstawy oraz ramy, do ktérej przymocowany byl, w odleglosci ok. 25 cm, aparat
fotograficzny. Jaja umieszczane byty na podstawie na czarnych podktadkach na tle papieru
milimetrowego. Zdjecia zawsze wykonywano w zacienionym miejscu, zeby w miare
mozliwosci zapewni¢ zblizone warunki o$wietlenia jaj. Zdjecia zostaly poddane obrébce w

celu okreslenia wielkoéci jaj wyrazonej jako powierzchnia w mm?

w programie Imagel
(wersja 1.47v, Abramoff i wsp. 2004). Wielkos$¢ jaj jest parametrem wykorzystywanym
czgsto w badaniach poswieconych reprodukeji ptakéw 1 wykazano, ze jest zwigzana z
kondycja samicy oraz pisklat (Galbraith 1988, Blomqvist i Johansson 2008, Krist 2011). W
wiekszosci prac wielko$¢ jaja jest wyrazona przy pomocy jego masy lub objetosci
obliczanej na podstawie dtugosci i szerokosci jaja wedtug wzoru zaproponowanego przez
Hoyta (1979). Wysoka korelacja migdzy masa jaj a ich powierzchnig okre$long na
podstawie zdje¢ wskazuje, ze wykorzystanie powierzchni jaj okreslonej przy pomocy zdje¢
jest wiarygodng metoda oceny ich wielkosci (Dubiec 1 wsp., dane niepublikowane).

W celu zr6znicowania dobrostanu samic przeprowadzono zabieg polegajacy na

zmianie poziomu infestacji materiatu gniazdowego przez pchty. Utworzono dwie grupy

106



Rozdziat 11

legow: a) legi, w ktorych materiat gniazdowy zostat pozbawiony pchet (okreslane w dalszej
czgsdei tekstu jako grupa kontrolna) oraz b) legi, w ktéorych material gniazdowy zostat
infestowany przez pchty (okreslane w dalszej czesci tekstu jako grupa eksperymentalna). W
poczatkowym etapie sktadania jaj (zwykle, gdy w gniezdzie byly 1-3 jaja) wszystkie
gniazda byly zbierane w celu usuniecia pchet 1 innych bezkregowcoOw za pomoca wysokiej
temperatury. Odbywato si¢ to poprzez wtozenie gniazda do kuchenki mikrofalowej (700W)
na 3 minuty. W celu przeciwdzialania stratom wody spowodowanych przez parowanie,
kazde gniazdo najpierw spryskiwano 4 ml wody. Ze wzgledow logistycznych gniazda byty
nastgpnie umieszczane w innych skrzynkach niz te, z ktérych je zebrano. W kazdym
sezonie legowym w kilku pierwszych legach umieszczano ,,sztuczne” gniazda, do ktorych
budowy wykorzystano torfowce Sphagnum. W grupie legow eksperymentalnych, drugiego
dnia inkubacji dodawano do materiatu gniazdowego 40 dorostych pchet, a drugiego dnia po
wykluciu pisklat dalsze 60 pchel. Ograniczenie liczby pchet do 40 na etapie inkubacji
wynikato z faktu, ze jednoczesne umieszczenie zbyt duzej ich liczby w gniezdzie mogloby
spowodowac porzucenie legu przez samice (Oppliger i wsp. 1994). W celu utrzymania jak
najnizszego poziomu infestacji gniazd przez pchty w grupie kontrolnej, gniazda byly
ponownie poddawane dzialaniu wysokiej temperatury w drugim dniu inkubacji i drugim
dniu zycia pisklat. Legi byly przypisywane do grup wraz z postepem sezonu naprzemiennie
w celu kontrolowania wptywu zmieniajacych si¢ w sezonie warunkow srodowiskowych
oraz  jakosci fenotypowe] ptakow. Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢  zabiegu
eksperymentalnego, w 14 dniu po wykluciu pisklat, gniazda byly zabierane w celu
okreslenia liczby dorostych pchet. Gniazda byly umieszczane w temp. ok. -20 °C przez co
najmniej 24 h, a nastepnie materiat byt dokladnie przeszukiwany pod katem obecnosci i
liczby dorostych pchet.

W 14. dniu zycia pisklgta byly wazone (z doktadnoscia do 0,1 g) za pomoca
elektronicznej wagi oraz mierzono im dhugos¢ skoku (z doktadnoscia do 0,1 mm) za
pomoca suwmiarki (Svensson 1992). Masa i1 dtugo$¢ skoku pisklat z jednego gniazda byla
usredniana do dalszych analiz statystycznych.

W celu okreslenia statusu zarazenia przez pasozyty krwi, krew od samic pobrano
dwukrotnie — w 10 dniu inkubacji i 14 dniu po wykluciu pisklat. Podczas inkubacji ptaki

chwytano na gniezdzie zblizajac si¢ do skrzynki w sposdb minimalizujacy halas, ktory
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mogltby spowodowaé ucieczke samicy, a nastgpnie zatykajac otwor wlotowy skrzynki. Pod
koniec okresu gniazdowego ptaki chwytano za pomoca sieci ornitologicznych
rozstawionych przed skrzynka lub pulapek z zapadka umieszczanych wewnatrz skrzynki.
Dwukrotny pobor krwi u samic umozliwit przesledzenie ewentualnych zmian w statusie i
intensywno$ci zarazenia ptaka w ciaggu okresu gniazdowego, poniewaz na etapie inkubacji
wektory pasozytow krwi nie sg jeszcze obecne. W zwigzku z tym osobniki, u ktérych
stwierdzono zarazenie na etapie inkubacji, zostaly zarazone w poprzednim roku. Z kolei
stwierdzenie zarazenia jedynie pod koniec okresu gniazdowego oznacza nowo nabyta
infekcje. Krew (ok. 50 pl) pobierana byta z zyty skrzydtowej po naktuciu igta do szklanej
bezheparynowej kapilary i umieszczana w 99,8% alkoholu etylowym. Krew do momentu
izolacji DNA byla przechowywana w temperaturze pokojowej. Ponadto, ptaki doroste
wazono oraz mierzono dlugos$¢ ich prawego skoku i1 prawego skrzydta, a takze okreslano
ich wiek (wedtug Svensson 1992).

Po przewidywanym terminie wylotu pisklat z gniazda (17-18 dni po wykluciu;
Cramp 1 Perrins 1993), materiat gniazdowy =zostat skontrolowany w poszukiwaniu

martwych osobnikow w celu okreslenia sukcesu wylotu.

2.3. Analizy molekularne
Molekularna analiza zarazenia przez pasozyty krwi

Izolacja DNA z krwi zostata przeprowadzona przy uzyciu octanu amonu wedtug protokotu
Bruford i wsp. (1998). Status zarazenia zostal okreslony na podstawie amplifikacji
materialu DNA z genomu pasozytéw wykorzystujac do tego celu zagniezdzong tancuchowa
reakcj¢ polimerazy (ang. nested PCR). Do wykrycia zarazenia przez poszczegolne rodzaje
pasozytow wykorzystano nastepujace rodzaje markerdw (szczegdtowy opis warunkow
poszczeg6lnych reakcji PCR znajduje si¢ w Apendyksie 1):

e Plasmodium 1 Haemoproteus: fragment (o dlugosci 479 pz) mitochondrialnego
cytochromu b pasozytow; startery, sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne
PCR wg protokotu Waldenstroma i wsp. (2004),

e Leucocytozoon: fragment (o dlugosci 480 pz) mitochondrialnego cytochromu b
pasozyta; startery, sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg

protokotu Hellgrena i wsp. (2004),
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o Trypanosoma: fragment genu (o dhugosci 326 pz) kodujacego mniejsza podjednostke
rybosomalng RNA (SSU RNA) pasozyta; startery i sktad mieszaniny reakcyjnej wg
protokotu Sehgala i wsp. (2001), a warunki termiczne PCR wg protokotu Zamory—
Vilchis i wsp. (2012).

Produkty PCR zostaly przeniesione na zel agarozowy (2%) 1 poddane elektroforezie

w buforze 1XTBE w nastepujacych warunkach: 5,5 V/em przez 30 min. W przypadku

stwierdzenia zarazenia przez dany rodzaj pasozyta, w celu oznaczenia linii genetycznej

(pasozyty z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium i Leucocytozoon) lub gatunku (pasozyty

z rodzaju Trypanosoma) produkt PCR byt sekwencjonowany. Przed sekwencjonowaniem

produkty PCR byly oczyszczane przy pomocy zestawu dwoch enzymow: egzonukleazy i

fosfatazy = zgodnie =z instrukcja producenta (ExoBAP, Eurx). Dwustronne

sekwencjonowanie bylo przeprowadzane metodg Sangera z wykorzystaniem aparatow ABI
3730/3730x1 w systemie ptytkowym na ptytce 96—dotkowej (analizy zlecone do wykonania

w Serwisie Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN).

Chromatogramy otrzymane po sekwencjonowaniu byty analizowane w programie

BioEdit (wersja 7.2.5) (Hall 1999). W celu identyfikacji linii genetycznej pasozytow (za

osobng lini¢ genetyczng pasozyta uwaza si¢ sekwencje, ktora wykazuje rdznice co najmnie;j

1 nukleotydu w namnazanym fragmencie DNA, Bensch i wsp. 2009) z rodzajow

Haemoproteus, Plasmodium 1 Leucocytozoon odczytana sekwencja nukleotydow byla

poréwnywana z sekwencjami znajdujacymi si¢ w internetowej bazie MalAvi (http://mbio-

serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/about.html, Bensch i wsp. 2009). Jesli uzyskana sekwencja nie
wykazata 100% zgodnosci z zadng linia w bazie MalAvi, byla ona przyporzadkowywana
do rodzaju pasozyta na podstawie tego, z jaka linig genetyczng wykazywata najwyzsze
podobienstwo. Wspolwystepowanie jednoczesnie co najmniej dwoch linii genetycznych

pasozytow bylo rozpoznawane na podstawie obecnosci podwoédjnych odczytow zasad w

chromatogramie. W przypadku 7rypanosoma sekwencje standardowo identyfikowane sg do

gatunku lub rodzaju na podstawie sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank. We
wszystkich probkach poza jedna, dla ktérych startery opracowane przez Sehgala i wsp.

(2001) namnozyly produkt, zostat on =zidentyfikowany jako material genetyczny

Trypanosoma. Osobnik, dla ktorego uzyskany produkt zostat przypisany do innego rodzaju,

zostat oznaczony jako niezarazony przez Trypanosoma.
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2.4. Analizy statystyczne i wielkoS¢ proby

Analizy statystyczne wykonano w programie SPSS (wersja 19; IBM Corp. 2010).

W analizach statystycznych zastosowano uogolnione modele liniowe (GLMs) z
roznymi typami rozktadu danych w zaleznosci od badanego parametru: 1) data zniesienia
pierwszego jaja, wielko$¢ zniesienia, $rednia wielkos¢ jaj, liczba wyklutych pisklat, liczba
pisklat w dniu 14., $rednia masa pisklat w dniu 14., srednia dlugos$¢ skoku pisklat w dniu
14. — rozktad normalny; 2) sukces klucia oraz sukces wylotu — rozktad dwumianowy. W
analizach dotyczacych daty zniesienia pierwszego jaja, wielkos$ci zniesienia, S$redniej
wielkosci jaj, liczby wyklutych pisklat oraz sukcesu klucia wykorzystano dane dotyczace
zarazenia samicy podczas inkubacji. Natomiast w analizach dotyczacych liczby pisklat w
dniu 14., $redniej masy pisklat w dniu 14., $redniej dlugosci skoku pisklat w dniu 14. oraz
sukcesu wylotu wykorzystano dane dotyczace zarazenia samicy w 14. dniu zycia pisklat
(dalej D14).

Zastosowano dwa rodzaje modeli w analizach kazdego z parametréw biologii
legowej: 1) model sprawdzajacy wplyw wspodlpasozytnictwa w zaleznosci od stopnia
zarazenia: brak wspolpasozytnictwa, koinwazja pasozytéw reprezentujacych dwa taksony,
koinwazja pasozytdéw reprezentujacych trzy taksony oraz koinwazja pasozytow
reprezentujacych cztery taksony 2) model sprawdzajacy wplyw pasozytow z
poszczegbdlnych taksonoéw, w ktorym czynnik gltoéwny ,,uktad pasozytow” obejmowat
nastepujace kategorie: brak zarazenia, zarazenie wylacznie pasozytami z danego taksonu
oraz koinwazje pasozytéw z danego taksonu z pasozytami z kazdego z trzech pozostatych
taksonow. Pod uwage wzigto tylko przypadki, gdy koinwazja wywotana byla przez
pasozyty z maksymalnie dwoch taksonéw. W kazdym modelu umieszczano jako czynniki
gtowne rok badan, wiek samicy i odpowiednio stopien wspoipasozytnictwa (model 1) lub
uktad wspotpasozytniczy z poszczegdlnymi rodzajami pasozytow (Haemoproteus,
Plasmodium, Trypanosoma, Leucocytozoon) (model 2). Pchly dodawane byty do gniazd w
2. dniu inkubacji, wiec nie mogly mie¢ wptywu na elementy biologii legu takie jak data
ztozenia pierwszego jaja, wielko$¢ zniesienia 1 wielko$¢ jaj. W zwigzku z tym zabieg
eksperymentalny jako czynnik gltéwny byt dodawany do modelu w analizach elementow
biologii legowej z po6zniejszych etapéw legowych tj. sukces klucia, liczba wyklutych
pisklat, liczba pisklat w dniu 14., §rednia masa pisklat w dniu 14., $rednia dlugos¢ skoku
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pisklat w dniu 14., sukces wylotu. Model poczatkowy zawieral wszystkie efekty glowne
oraz interakcje drugiego rzgdu. Interakcje statystycznie nieistotne byly usuwane z modelu
krokowo, zaczynajac od interakcji o najwyzszej wartosci P. Model koncowy zawierat
wszystkie efekty gldéwne oraz interakcje o P <0,05.

W latach 2013-2015 eksperyment przeprowadzono facznie na 193 lggach
modraszki. Z analiz statystycznych usunigto legi: porzucone, zniszczone przez drapiezniki
oraz wyprowadzane w kolejnych latach przez t¢ samg samic¢. W analizach statystycznych
wzieto pod uwage tylko legi, dla ktorych dostepne byly dane o zarazeniu samicy zaréwno
w dniu 10 inkubacji, jak i w 14 dniu po wykluciu pisklat. tacznie w analizach
statystycznych wykorzystano dane dla 139 legdw: 71 w grupie kontrolnej i 68 w grupie

eksperymentalne;.

3. WYNIKI
Charakterystyka parametrow biologii legowej modraszki w grupie kontrolnej 1

eksperymentalnej znajduje si¢ w Tabeli 2.

W  kolejnych podrozdziatach zaprezentowano wyniki poszczegdlnych modeli z
uwzglednieniem typu koinwazji (brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujagcymi
jeden takson, wspotwystepowanie pasozytdow reprezentujacych dwa  taksony,
wspotwystepowanie pasozytow reprezentujacych trzy taksony, wspotwystepowanie
pasozytow reprezentujacych cztery taksony). Natomiast wyniki dotyczace wplywu
poszczegbdlnych rodzajow pasozytow (Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon i
Trypanosoma) w kontekscie wspotwystepowania z pasozytami z innych taksondéw zostaty

zaprezentowane w Apendyksie 4.
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Tabela 2. Elementy biologii lggowe] modraszek w grupie kontrolnej (bez pchel) 1

eksperymentalnej (z pchlami) oraz dane dotyczace liczby pchet pod koniec okresu

gniazdowego w obu grupach. Sukces wylotu byt liczony jako stosunek liczby pisklat, ktore

opuscity gniazdo wzgledem liczby pisklat w drugim dniu po wykluciu. Réznice miedzy

grupami testowano za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) Ilub

wielomianowej regresji logistycznej (sukces klucia i1 sukces wylotu). x — $rednia; Me —

mediana.

Grupa kontrolna (N=71) Grupa eksperymentalna Statystyka
(N=68)
X Me Zakres X Me Zakres
Data ztozenia 1 jaja  01.05 01.05 18.04— 01.05 30.04 17.04— F=0,03, df=1,
17.05 15.05 P=0,872
Wielko$¢ zniesienia 10,58 11 7-14 10,82 11 6-14 F=0,83, df=1,
P=0,363
Srednia wielko$¢ jaj  155,0  153.9 139,1- 155,0 1549 136,8— F=0,01, df=1,
(mm?) 178,9 174,4 P=0,965
Sukces klucia 89,8%  92% 54,5— 89,3%  92% 55,5-  %*=0,01, df=1,
100% 100% P=0,962
Liczba wyklutych 9,48 10 6-14 9,69 10 5-14 F=0,42, df=1,
pisklat P=0,516
Liczba pisklat w 8,96 9 5-14 9,20 9 3-13 F=0,51, df=1,
D14 P=0,476
Masa pisklat w D14 11,21 11,34 8,96— 10,94 11,03 8,71-  F=3,73,df=l,
(2) 12,56 12,70 P=0,055
Dhugos¢ skoku w 16,8 16,8  15,5-17.,8 16,7 16,8 15,4-  F=0,78, df=1,
D14 (mm) 17,5 P=0,378
Sukces wylotu 93% 100%  50-100% 93% 100% 38— v*=0,13, df=1,
100% P=0,594
Liczba pchetw D14 19,3 15 0-123 118,7 116  11-312 F=151,49,

df=1, P<0,001
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3.1. Kondycja samicy

Nie stwierdzono wptywu wspotwystepowania pasozytow krwi na kondycje samicy w dniu
14. zycia pisklat. Ponadto, czynnik biologiczny potencjalnie wplywajacy na dobrostan
zywiciela — ekspozycja na pchte kurzg — takze nie wplywal w istotny sposéb na kondycje
samicy (Tabela 3). Dane przedstawiajace mas¢ samic umieszczono w Apendyksie 4 w

Tabelach A4.1, A4.2 1 A4.3.

3.2. Data zniesienia

Stwierdzono, ze co najmniej dwuletnie samice modraszek przystepowaty do sktadania jaj
wczesniej niz samice jednoroczne (Tabela 4). Zaobserwowano, ze stopien
wspotpasozytnictwa nie mial wplywu na dat¢ zniesienia pierwszego jaja, natomiast
zarazenie tylko rodzajem Trypanosoma powodowato pdzniejsze przystgpowanie do legow
(Apendyks 4, Tabela A4.4.). Dodatkowo stwierdzono, ze samice zarazone tylko
Plasmodium wykazywaly tendencj¢ do wczesniejszego przystepowania do sktadania jaj

(Apendyks 4, Tabela A4.4.).

Tabela 3. Wplyw badanych czynnikoéw na kondycje (stosunek masy/dtugosci skoku w dniu

14. zycia pisklat) samicy modraszki.

Czynniki df wspdtczynnik + SE LRy? P
Rok! 2 2,56 0,278
Wiek? 1 0,01+0,01 2,28 0,130
Zabieg eksperymentalny® 1 -0,01+0,01 1,40 0,236
Typ koinwazji w D14* 3 1,50 0,681
dwa taksony 1 -0,01+0,01 0,07 0,787
trzy taksony 1 0,01+0,01 0,02 0,880
cztery taksony 1 0,02+0,02 1,33 0,249

poziom referencyjny: 2013

2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: kontrola

*poziom referencyjny: brak zarazenia lub zaraZenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson
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Tabela 4. Wpltyw wspolwystepowania pasozytow krwi, wieku samicy oraz roku na termin

przystgpowania do lggu w populacji modraszki.

Czynniki df wspotczynnik + SE LRy’ P
Rok! 2 0,46 0,794
Wiek? 1 -1,83+0,64 8,06 0,005
Typ koinwaz;ji 2 1,13 0,569
dwa taksony 1 -0,17+0,70 0,06 0,801
trzy taksony 1 1,01+1,07 0,89 0,345

'poziom referencyjny: 2013
2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson

3.3. Wielkos¢ zniesienia i Srednia wielkos¢ jaj

Wielkos$¢ zniesienia nie byla zalezna od poziomu wspdtpasozytnictwa wykrytego u samic
(Tabela 5). Analiza poszczegdlnych uktadow pasozytniczych wykazata negatywny wplyw
zarazenia tylko rodzajem Haemoproteus na liczbe jaj (Apendyks 4, Tabela A4.5.).
Natomiast odmienny, cho¢ nieistotny statystycznie trend ku wigkszym lggom, zostat
stwierdzony w przypadku zarazenia Trypanosoma (Apendyks 4, Tabela A4.5.).

Nie stwierdzono zwigzku pomigdzy S$rednig wielkoscig jaja 1 liczbg
wspotwystepujacych rodzajow pasozytow samicy podczas inkubacji (Tabela 5).
Zaobserwowano jednak negatywny trend w przypadku wspotwystepowania dwodch
rodzajow pasozytow na Srednig wielko$¢ jaj w pordwnaniu do samic bez stwierdzonego
wspotpasozytnictwa. Nie stwierdzono rowniez wptywu poszczegdlnych pasozytow w
roznych uktadach wspoétpasozytnictwa na $rednig wielko$¢ jaj modraszki. Jednak samice
zarazone tylko pasozytami z rodzaju Haemoproteus mialy tendencje do skladania
wigkszych jaj (P=0,068; Apendyks 4, Tabela A4.6.). Podobny trend stwierdzono w
przypadku jednoczesnego zarazenia pasozytami z rodzajow Leucocytozoon i Plasmodium

(P=0,052; Apendyks 4, Tabela A4.6.).
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Tabela 5. Wptyw badanych czynnikéw na wielko$¢ zniesienia i wielkos$¢ jaj modraszki.

Element biologii legowej  Czynniki df wspdtczynnik + SE  LRy? P
Wielkos$¢ zniesienia Rok! 2 4995 <0,001
2014 1 0,26+0,28
2015 1 -1,76+0,30
Wiek? 1 0,11+0,23 0,25 0,620
Typ koinwazji 2 0,33 0,849
dwa taksony 1 0,14+0,25 0,31 0,575
trzy taksony 1 0,09+0,38 0,06 0,809
Wielko$¢ jaj Rok! 2 3,01 0,222
2014 1 -1,35+1,60
2015 1 -3,09+1,77
Wiek? 1 0,86+1,34 0,43 0,519
Typ koinwazji 2 346 0,177
dwa taksony 1 -2,74+1,47 3,50 0,061
trzy taksony 1 -1,11+2,21 0,25 0,615

!poziom referencyjny: 2013

2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson

3.4. Sukces klucia i liczba wyklutych pisklat

W analizach ujete zostaty tylko samice, w ktérych lggach nie byto przypadkow zbitych jaj
lub jaj zagrzebanych w materiale gniazdowym. Zaobserwowano, Ze samice zarazone
pasozytami reprezentujgcymi trzy taksony miaty obnizony sukces klucia (Tabela 6). Nie
stwierdzono wptywu poszczegdlnych uktadow wspodtpasozytniczych na sukces klucia
(Apendyks 4, Tabela A4.7.). Roéwniez zabieg eksperymentalny nie wplywal na ten
parametr.

Nie stwierdzono zwigzku miedzy liczbg wyklutych pisklat 1 liczba
wspotwystepujacych rodzajow pasozytéw samicy podczas inkubacji (Tabela 6). Nie
stwierdzono roéwniez wplywu poszczegélnych pasozytow w roéznych ukladach

wspotpasozytnictwa na liczbe wyklutych pisklat. Jednak samice zarazone tylko pasozytami
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z rodzaju Haemoproteus lub jednoczesnie Haemoproteus 1 Trypanosoma mialty tendencje

do mniejszej liczby wyklutych pisklat (odpowiednio P=0,063 i P=0,065; Apendyks 4,

Tabela A4.8.). Odwrotny trend stwierdzono w przypadku zarazenia tylko pasozytami z

rodzaju Trypanosoma (P=0,060; Apendyks 4, Tabela A4.8.).

Tabela. 6. Wplyw badanych czynnikéw na sukces klucia i1 liczbe wyklutych pisklat

modraszki.
Element biologii Czynniki df wspdtczynnik £ SE LRy? P
legowe;j
Sukees klucia Rok! 2 1,33 0,514
2014 1 -0,224+0,21
2015 1 -0,06+0,25
Wiek? 1 0,09+0,18 0,26 0,607
Zabieg eksperymentalny® 1 0,07+0,17 0,17 0,681
Typ koinwazji* 2 6,95 0,031
dwa taksony 1 -0,31+0,19 2,69 0,101
trzy taksony 1 -0,67+0,26 6,49 0,011
Liczba wyklutych ~ Rok! 2 23,31 <0,001
pisklat 2014 1 0,01+0,37
2015 1 -1,67+0,40
Wiek? 1 0,19+0,31 0,38 0,540
Zabieg eksperymentalny® 1 0,35+0,30 1,30 0,255
Typ koinwazji* 3 2,12 0,346
dwa taksony 1 -0,22+0,34 0,43 0,510
trzy taksony 1 -0,74+0,52 2,05 0,153

!poziom referencyjny: 2013

AW N

takson

poziom referencyjny: samice jednoroczne
poziom referencyjny: kontrola
poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
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3.5. Liczba i rozmiar ciala pisklat w 14. dniu zycia oraz sukces wylotu

Nie stwierdzono wptywu wspodtpasozytnictwa na liczbg pisklat w 14. dniu po wykluciu
(Tabela 7), jak rowniez nie zaobserwowano wplywu poszczegolnych uktadow
wspotpasozytniczych na ten parametr (Apendyks 4, Tabela A4.9.). Przeprowadzony zabieg
eksperymentalny réwniez nie wptynat na liczbg pisklat w dniu 14 (Tabela 7).

W wieku 14 dni piskleta z legéw poddanych infestacji pchtami miaty tendencj¢ do
nizszej masy niz piskleta z legéw kontrolnych (Tabela 7). W analizie uwzgledniono jako
zmienng towarzyszacg liczbe pisklat w dniu 2. zycia pisklat 1 stwierdzono, ze byla
negatywnie skorelowana ze $rednig masa pisklat w dniu 14. W przypadku analiz z
wybranymi ukladami pasozytdw nie stwierdzono zwigzku z masa pisklat (Apendyks 4,
Tabela A4.10.). Jednak w legach poddanych infestacji pchtami zaobserwowano nieistotny
statystycznie trend (P=0,078) ku mniejszej masie ciata pisklat, jezeli samica byta zarazona
wylacznie Plasmodium. Nie stwierdzono wptywu wspdtpasozytnictwa u samic na dtugosé
skoku pisklat 14 dni po wykluciu ani na sukces wylotu (Tabela 7). Rowniez poszczegolne
uktady wspotpasozytnicze nie wptywatly na $rednig dlugos$¢ skoku w dniu 14. zycia pisklat.
Istniat jednak negatywny wptyw na granicy istotnosci statystycznej w przypadku koinwazji

Plasmodium 1 Haemoproteus na sukces wylotu pisklat (Apendyks 4, Tabela A4.11.).
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Tabela 7. Wplyw badanych czynnikow na liczbg pisklat w dniu 14., srednig mase pisklat w

dniu 14., $rednig dhugos¢ skoku pisklat w dniu 14 oraz sukces wylotu. Liczbe pisklat w

dniu 2. po wykluciu zastosowano w analizie dotyczacej masy pisklagt w dniu 14. jako

zmienng towarzyszaca. D14 — dzien 14. zycia pisklat.

Element biologii Czynniki df wspotczynnik + SE LRy> P
legowej
Liczba pisklat w Rok! 2 30,35 <0,001
D14 2014 1 -2,30+0,42
2015 I -0,59+0,38
Wiek? 1 0,34+0,32 1,14 0,286
Zabieg eksperymentalny® 1  0,30+0,31 0,93 0,334
Typ koinwazji w D14* 3 1,11 0,776
dwa taksony 1 -0,09+0,34 0,07 0,796
trzy taksony 1 -0,21+0,53 0,16 0,689
cztery taksony 1 1,21+1,31 0,85 0,356
Srednia masa Rok! 2 19,46 <0,001
pisklat w D14 2014 1 -0,36+0,16
2015 1 -0,83+0,18
Wiek? 1 0,17+0,13 1,58 0,209
Zabieg eksperymentalny® 1 -0,22+0,13 3,07 0,080
Typ koinwazji w D14* 3 4,69 0,196
dwa taksony 1 -0,12+0,14 0,72 0,396
trzy taksony 1 -0,27+0,22 1,51 0,219
cztery taksony 1 0,87+0,54 2,58 0,108
Liczba pisklat w D2 1 -0,12+0,04 11,77 0,001

Ciag dalszy na kolejnej stronie
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Srednia dhugosé Rok! 2 18,64 <0,001
skoku pisklat 2014 1 -0,33+0,09
w D14 2015 1 -0,43+0,10
Wiek? 1 0,10+0,08 1,59 0,207
Zabieg eksperymentalny3 1 -0,05+0,07 0,53 0,464
Typ koinwazji w D14* 3 0,37 0,946
dwa taksony 1 -0,04+0,08 0,21 0,649
trzy taksony 1 -0,02+0,13 0,03 0,870
cztery taksony 1 0,11+£0,31 0,13 0,719
Liczba pisklat w D2 1 -0,07+0,02 11,31 0,001
Sukces wylotu Rok! 2 12,63 0,002
2014 1 -0,08+0,03
2015 1 -0,11+0,03
Wiek? 1 0,01+0,02 0,04 0,836
Zabieg eksperymentalny® 1 0,01+0,02 0,02 0,876
Typ koinwazji w D14* 3 1,91 0,590
dwa taksony 1 -0,01+0,02 0,06 0,800
trzy taksony 1 0,03+0,04 0,80 0,371
cztery taksony 1 0,09+0,09 0,85 0,350

'poziom referencyjny:
2
3
4
takson

4. DYSKUSJA

2013

poziom referencyjny: samice jednoroczne
poziom referencyjny: kontrola

poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden

W  przeprowadzonych badaniach analizowano jaki jest wplyw wspolwystepujacych

pasozytow krwi na poszczegdlne elementy biologii rozrodu w dwoch grupach samic

modraszki roznicowanych pod katem ich kondycji na etapie wysiadywania. Jako czynnik

wplywajacy na dobrostan zywiciela zastosowano presj¢ ektopasozytdow — pchel kurzych.
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Sposrod 9 elementow biologii legowej tylko w przypadku sukcesu klucia stwierdzono
wplyw koinwazji pasozytow krwi. Co istotne, eksperymentalna zmiana poziomu ekspozycji
samic na pchty nie miata wptywu na to, jak wspotwystepowanie pasozytow krwi oddziatuje
na parametry rozrodu.

Wspolpasozytnictwo nie mialo istotnego wptywu na dat¢ ztozenia pierwszego jaja.
Podczas analiz poszczegélnych uktadéw wspotwystepujacych pasozytéw stwierdzono
istotny wpltyw w uktadzie pasozytniczym z Trypanosoma — w przypadku zarazenia
pasozytami wylacznie z tego taksonu samice przystgpowatly do legéw znacznie pozniej (3
dni wzgledem samic niezarazonych). Podobnie w analizach dotyczacych
wspotpasozytnictwa z Plasmodium uktad, w jakim pasozyty wspolwystepowaly, nie miat
istotnego wplywu na datg zniesienia pierwszego jaja przez modraszki. Jednak stwierdzono,
ze w przypadku zarazenia tylko Plasmodium samice przystepowaly do sktadania jaj
wczesniej (2 dni wzgledem samic niezarazonych). Zwigzek miedzy liczba
wspotwystepujacych pasozytow a data zniesienia nie zostat jednoznacznie okre$lony w
innych pracach: albo stwierdzono wczesniejsze przystepowanie do legu tylko u osobnikéw
niezarazonych lub zarazonych dwoma pasozytami, albo nie stwierdzano takich zaleznosci
(Allander i Bennett 1995, Sanz i wsp. 2001a, Marzal i wsp. 2008). Natomiast w wielu
pracach nie stwierdzono wplywu zarazenia pasozytami reprezentujagcymi jeden takson na
termin przystepowania do lggu (Korpimaki i wsp. 1993, Dufva 1996, Siikamaki i wsp.
1997, Hakkarainen i wsp. 1998, Hatchwell 1 wsp. 2000, Fargallo 1 Merino 2004). W
niektorych pracach zaobserwowano jednakze, ze zarazenie Haemoproteus wiazato si¢ z
wczesniejsza datg zniesienia (Merila i Andersson 1999, Sanz i wsp. 2001a), co nie zostato
zaobserwowane w moich badaniach. Kolejna rozbieznos¢ wzgledem innych prac zostata
zaobserwowana w przypadku Plasmodium — w obecnych badaniach samice zarazone
wykazywaty bliski istotnosci statystycznej trend ku przystepowaniu do sktadania jaj
wczesniej, natomiast u oknowki wpltyw zarazenia tylko pasozytami z tego rodzaju byt
odwrotny (Marzal i wsp. 2008). Zaobserwowany w innych pracach negatywny wplyw
Trypanosoma (Dufva 1996, Siikamaki i wsp. 1997, Hakkarainen i wsp. 1998) nie zostat
stwierdzony. Natomiast badania, w ktorych eksperymentalnie usuwano pasozyty krwi, nie
analizowaty wptywu na datg zniesienia (Merino i wsp. 2000, Marzal i wsp. 2005, Knowles

i wsp. 2010). Brak wptywu lub jego odmienny charakter w zalezno$ci od rodzaju pasozyta
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moze by¢ zwigzany z ré6znymi czynnikami. P6zniejsze sktadanie jaj przez zarazone ptaki
moze wynika¢ z konkurencji o zasoby pomig¢dzy pasozytami i zywicielem, tym samym
opoOznienie zniesienia wynika z mniejszej ilosci zasobow dostepnych dla zarazonych samic
na wytworzenie jaj (Korpimaki i wsp. 1993, Allander i Bennett 1995). Natomiast w
przypadku szybszego przystgpowania do legdw przez zarazone samice Sanz i wsp. (2001a)
sugeruja, ze moze by¢ to zwigzane z lepszymi terytoriami zajmowanymi przez zarazone
samice 1 posiadaniem lepszych partneréw. Brak zalezno$ci migdzy wspdlpasozytnictwem a
datg zniesienia nie pokrywa si¢ z moimi wstepnymi przewidywaniami. Przypuszczalnie
moze to by¢ spowodowane odmiennym wpltywem poszczegdlnych pasozytow
(zaobserwowanym w przypadku zarazenia pasozytami tylko z jednego taksonu) i
przyktadowo, jesli jeden rodzaj pasozyta zwigzany jest z wezesniejszym przystgpowaniem
do rozrodu, a drugi typ — z pdzniejszym, to w przypadku ich koinwazji wptyw na date
zniesienia nie bedzie zauwazalny.

W  obecnych badaniach nie stwierdzono istotnego wptywu liczby
wspotwystepujacych pasozytow na srednig wielkos¢ jaj w lggach modraszki. Rowniez w
przypadku uwzglednienia w analizach rodzajow wspotwystepujacych pasozytéw nie
zaobserwowano istotnych statystycznie réznic. Zaobserwowano nieistotnie statystycznie
trend — osobniki zarazone pasozytami krwi z dwoch réznych taksondéw wykazywaty
tendencj¢ do skladania mniejszych jaj. Natomiast analizujgc wpltyw poszczegodlnych
uktadow pasozytniczych nie stwierdzono wptywu zadnego z tych uktadéw na wielkos¢ jaj
w legu. W literaturze jest niewiele informacji o wplywie pasozytéw na wielkos$¢ jaj, tym
bardziej o wplywie wspotwystepujacych pasozytow, a stwierdzany charakter wplywu
zalezy od rodzaju badanych pasozytow. W badaniach na muchotowce Zzatobnej nie
stwierdzono zwigzku pomigdzy pasozytami krwi a objgtoscig jaj — zarowno w przypadku
zarazenia tylko Haemoproteus lub tylko Trypanosoma, a takze gdy pasozyty z tych
taksonow wspotwystepowaty ze soba (Sanz i wsp. 2001b). W obecnej pracy stwierdzono,
ze osobniki zarazone tylko Haemoproteus wykazywaty nieistotny statystycznie trend ku
wiekszej Sredniej wielkosci jaj. Moze to sugerowal, ze osobniki zarazone jedynie
pasozytami z tego taksonu sg w stosunkowo dobrej kondycji. W badaniach na gasiorku
Lanius collurio, krakwie Anas strepera 1 krzyzowce Anas platyrhynchos, gdzie najczesciej

stwierdzanym pasozytem krwi byt Haemoproteus nie stwierdzono zwigzku pomig¢dzy
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statusem zarazenia a objetoscia jaj w legu (Shutler i wsp. 1999, Votypka i wsp. 2003).
Analizujac wplyw zarazenia pasozytami z roznych taksonéw na wielkos$¢ jaja Dufva (1996)
stwierdzita, ze samice zarazone Trypanosoma sktadaty mniejsze jaja, jednak proba w tych
badaniach byta niewielka. W obecnej pracy zaobserwowano odwrotny, nieistotny trend ku
wiekszej $redniej wielkosci jaj w legach samic zarazonych jedynie Trypanosoma. Takie
wyniki odbiegaja od przewidywan tej pracy zaktadajacych sktadanie mniejszych jaj przez
samice ze stwierdzonym wspoOtpasozytnictwem.

Analiza wspotpasozytnictwa wykazata negatywny wpltyw koinwazji pasozytow
reprezentujacych trzy taksony na sukces klucia, przy czym efekt ten byt podobny w obu
grupach legdéw (réznicowanych pod katem ekspozycji samic na pchie kurza). Jednak nie
stwierdzono tego efektu w modelach analizujacych poszczegdlne uktady pasozytow. W
tym wypadku potwierdza si¢ przyjeta hipoteza dotyczaca negatywnego wpltywu
wspotwystgpowania pasozytow, gdy dochodzi do skumulowania ich negatywnego
oddziatywania. Negatywny wplyw zarazenia pasozytami tylko z jednego taksonu na sukces
klucia zostat stwierdzony kilkukrotnie (Dufva 1996, Sanz i wsp. 2001a, Marzal 1 wsp.
2005). Wplyw wspotpasozytnictwa na sukces klucia moze by¢ zwigzany z kompromisem w
uzyciu karotenoidow i innych antyoksydantow podczas produkcji jaja (Saino i wsp. 2003,
Blount i wsp. 2004). Osobniki zarazone pasozytami krwi dysponuja nizszym poziomem
karotenoidow, przez co podczas sktadania jaj mniej antyoksydantow trafia do zottka, co
moze prowadzi¢ do ich obnizonej wykluwalnosci (Horak 1 wsp. 2001, Marzal 1 wsp. 2005).
Wykazano réwniez, ze samice zarazone pasozytami krwi moga mie¢ obnizong zdolno$¢
termoregulacji, co moze wptywac negatywnie na skuteczno$¢ inkubacji (Hayworth i wsp.
1987, Sanz i wsp. 2001a). Z drugiej strony badania na paséwce biatobrewej Zonotrichia
leucophrys oriantha wykazaty wigksza wykluwalno$¢ w legach osobnikéw zarazonych
Haemoproteus (Zylberberg i wsp. 2015).

W przypadku elementéw biologii rozrodu z etapu pisklgcego nie stwierdzono istotnego
wplywu wspotpasozytnictwa zardwno na liczbe pisklat w 14 dni po wykluciu, jak i na ich
mase¢ ciata, dlugos¢ skoku oraz sukces wylotu. Takie wyniki nie sg zgodne z
przewidywaniami niniejszej pracy, co moze wynika¢ ze zbyt stabego wplywu czynnika
réznicujagcego kondycje samicy na powyzsze parametry. Natomiast w modelach

analizujacych uklady wspotpasozytnictwa z Haemoproteus zabieg eksperymentalny
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wykazywat negatywny trend (p=0,087). W przypadku zarazenia Plasmodium rdéwniez
zaobserwowano nieistotny statystycznie trend (p=0,078) ku nizszej masie ciata pisklat w
gniazdach poddanych infestacji pchtami. Negatywny wptyw Plasmodium u samic, na
ktorych kondycje oddziatuje dodatkowy negatywny czynnik, wynika¢ moze z mniejszych
zasobow jakimi dysponuje dana samica, przez co nie poswigca ona tyle czasu na
dostarczanie pozywienia i dbanie o piskleta (m.in. likwidowanie ektopasozytow).
Wczesniejsze badania na modraszce wykazaly wyzszy sukces wylotu w legach, w ktérych
osobnikom dorostym podano $rodek przeciw pasozytom krwi (Merino i wsp. 2000).
Autorzy wspomnianej pracy sugeruja, ze bylo to zwigzane z lepsza opieka rodzicielska
osobnikow, ktore otrzymaly lek przeciwmalaryczny. W badaniach na bogatkach wykazano,
ze w przypadku obecnosci pchet w gniezdzie samice wigcej czasu poswiecajg pielegnacii
gniazda 1 pisklat, jednak nie wptywa to na dostarczanie pokarmu (Christe 1 wsp. 1996). By¢
moze dopiero obecnos¢ dwoch czynnikow: zarazenie Plasmodium i ekspozycja na pchly
wywiera negatywny efekt. Jednak w mojej pracy, wbrew przewidywaniom, wptyw ten nie
zostal wykazany jako istotny.

Wystepowanie pchet w gniazdach modraszek poprzez wzmozenie dziatania uktadu
odpornosciowego ptakow i tym samym inwestowanie zasobow we wiasny dobrostan
powinno spowodowaé obnizenie parametrow rozrodu, poniewaz czgs¢ zasobéw powinna
by¢ relokowana w odpowiedz immunologiczng. Uklad odpornosciowy obcigzony
obecnoscig ektopasozytow nie tylko moze nie by¢ wstanie utrzymywac na kontrolowanym
poziomie inwazji chronicznych, ale i1 skutecznie broni¢ organizmu zywiciela przed
inwazjami nowych pasozytow. W przypadku wspotwystepujacych kilku inwazji
chronicznych dodatkowy czynnik zewnegtrzny moze uwidoczni¢ ich negatywny wpltyw.
Zarowno wspotwystepowanie kilku pasozytow, jak i1 poszczegoélne ich rodzaje, moga
oddziatywa¢ na siebie nawzajem 1 zywiciela w zaleznos$ci od jego kondycji, a tym samym
na kluczowy okres, jakim jest rozrod. Jednakze nie zaobserwowano istotnego wplywu
zabiegu eksperymentalnego na kondycje samic. Tak wigc, czynnik biologiczny, ktdrego
potencjalny wplyw na kondycje i funkcjonowanie uktadu immunologicznego zywiciela
zostal wykazany w innych badaniach (Richner 1 wsp. 1993, Oppliger i wsp. 1994, Christe i
wsp. 1996), w prezentowanym eksperymencie nie spowodowal oczekiwanego

zroznicowania w kondycji samic. Jednak, pomimo tego, ze nie stwierdzono wplywu na
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kondycje samic, to nie mozna wykluczy¢, ze wystegpowaly rdznice w parametrach
fizjologicznych migdzy obiema grupy samic. Brak obserwowanego wplywu moze wynikaé
z innych odpowiedzi obronnych stosowanych przez ptaki przeciw ektopasozytom, nie
zwigzanych z ukladem odpornosciowym, np. dbanie o higien¢ upierzenia czy tez
czyszczenie gniazda (przeglad w Clayton i wsp. 2010).

Podsumowujac, w niniejszej pracy nie zaobserwowano zwigzku migdzy
wspotwystepowaniem pasozytow krwi a wiekszoscig badanych elementéw biologii lggowe;j
modraszki, takze w warunkach, ktore powinny negatywnie wptywa¢ na dobrostan samicy.
Zaobserwowano natomiast wptyw lub trendy zaleznosci w przypadku zarazen pasozytami z
jednego z objetych badaniami taksondéw a niektorymi elementami biologii legowej, np.
wielkoscig jaj. Wspotwystepowanie pasozytow krwi miato jedynie wplyw na sukces klucia.
Byt on obnizony w legach samic z trzema wspotwystepujacymi pasozytami w porownaniu
z samicami niezarazonymi. W zwiazku z niewielka liczbg badan dotyczacych wptywu
wspotwystgpowania pasozytow krwi na biologie legowa ptakdow, konieczne sa dalsze
badania tego typu. Pozwolityby one okresli¢ dominujacy wzorzec tych zaleznosci. Ma to
duze znaczenie w $wietle zmian zasiggu wystgpowania pasozytow krwi zwigzanych ze
zmieniajagcymi si¢ warunkami klimatycznymi. Zmiany w zasiggu wystgpowania pasozytow
moga potencjalnie prowadzi¢ do wzrostu czgstosci wspotpasozytnictwa. Biorgc pod uwage,
ze wspotwystepowanie pasozytow krwi moze obniza¢ sukces klucia, wzrost czgstosci

wspotpasozytnictwa moze potencjalnie przektadac si¢ na dynamike liczebnosci populacji.
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Czynniki wplywajace na zarazenie oraz
wspolwystepowanie pasozytow krwi u mlodocianych
bogatek Parus major
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1. WSTEP

Poznanie zalezno$ci istniejacych w ukladzie pasozyt—zywiciel pozwala na lepsze
zrozumienie wpltywu pasozytow na ewolucje 1 ekologie organizméw zywicielskich.
Szczegolnie istotna jest identyfikacja czynnikéw zwigzanych ze zmiennoscig w czgstosci
wystepowania zarazenia oraz roznorodnosci zespolu pasozytéw. Na oba te parametry moga
wplywac czynniki abiotyczne (np. wysokos$¢ n.p.m.) oraz biotyczne, w tym charakterystyka
zywiciela (np. wiek) (Dobson i Hudson 1986, Sol i wsp. 2003, Carlson i wsp. 2018).
Dotychczasowe badania nad czgsto$cig zarazenia oraz bogactwem zespotu pasozytow
prowadzone byly przede wszystkim na osobnikach, ktére osiagnety dojrzato$¢ piciowa
(Clayton i Moore 1997, McCrudy i wsp. 1998, Petney i Andrews 1998). Znacznie stabiej
zagadnienie to jest poznane u osobnikOw na wczesniejszych etapach zycia. Tymczasem,
bioragc pod uwage roznice fizjologiczne i behawioralne migdzy osobnikami mtodymi i
dojrzalymi plciowo zarazenie przez pasozyty moze ksztaltowaé si¢ odmiennie, przy czym
na te roznice moze mie¢ wpltyw sposob transmisji pasozytow oraz ich zjadliwos$¢ (Frank
1996, Petney i Andrews 1998). Do jednych z najlepiej poznanych w tym zakresie uktadow
naleza: ssaki—ektopasozyty oraz ssaki—helminty (Schalk i Forbes 1997, Morand i Poulin
1998, Petney 1 Andrews 1998, Bordes i Morand 2011). Schalk i1 Forbes (1997)
wykorzystujac meta—analiz¢ danych z 38 publikacji wykazali, ze u ssakow czgstos¢
zarazenia przez ektopasozyty rézni si¢ miedzy dorostymi samcami i samicami, podczas gdy
takich réznic nie stwierdza si¢ u osobnikéw miodocianych. Z kolei w przypadku helmintow
zar6wno u osobnikéw milodocianych, jak i dorostych nie wykazano réznic w czestosci
zarazenia mig¢dzy ptciami.

U ptakéw jednymi z najczestszych pasozytow sg tzw. pasozyty krwi, tzn. takie
ktorych czgs¢ lub wszystkie etapy cyklu zyciowego w organizmie zywiciela przebiegajg w
krwiobiegu (Atkinson 1 van Riper 1991). Do grupy tej nalezag m.in. przedstawiciele
rodzajow: Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon (grupa Haemosporidia) i
Trypanosoma. Zywiciel zaraza si¢ tymi pasozytami za po$rednictwem wektorow, ktore
stanowig gléwnie krwiopijne muchowki (Diptera). Pasozyty przedostaja si¢ do organizmu
ptaka przede wszystkim podczas zerowania wektora (Valkitinas 2005). Tylko w przypadku
Trypanosoma do zarazenia moze dodatkowo dojs¢ droga pokarmowa lub w wyniku

zanieczyszczenia spojowki 1 uszkodzonej skory odchodami wektorow (Baker 1976,
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Votypka i Svobodova 2004, Votypka i wsp. 2012). Pasozyty krwi moga wplywac na sukces
rozrodczy oraz przezywalno$¢ zywiciela, na co wskazujg zwlaszcza badania, w ktérych
inwazja byla kontrolowana eksperymentalnie (Merino i wsp. 2000, Marzal i wsp. 2005,
Knowles 1 wsp. 2010).

Standardowa przyzyciowa metoda okreslania statusu zarazenia przez pasozyty krwi
jest ich wykrywanie w krwi obwodowej. Ze wzgledu na fakt, ze niektore pasozyty krwi
charakteryzuja si¢ dlugim okresem prepatencji, tzn. czasem od momentu wniknigcia
pasozytow do organizmu zywiciela do ich pojawienia si¢ w krwi obwodowej,
wykrywalnos$¢ inwazji szczegdlnie w okresie pisklecym moze by¢ ograniczona. Dotyczy to
przede wszystkim pasozytow z rodzajow Haemoproteus i Plasmodium, u ktdrych okres
prepatencji moze wynosi¢ $rednio migedzy 11 dniami a trzema tygodniami (Valkitinas
2005). Jednak w zaleznos$ci od gatunku zywiciela oraz gatunku/linii genetycznej pasozyta
moze si¢ wahac¢ si¢ w zakresie od 2 dni do nawet kilku miesigcy (Palinauskas i wsp. 2008).
U pasozytow z rodzaju Leucocytozoon i Trypanosoma okres ten jest krotszy (wynosi ok. 5
dni, Baker 1956, Fallis i Bennett 1961), w zwigzku z czym wykrywanie inwazji mozliwe
jest juz w niedtugim czasie po wykluciu si¢ pisklat. Ograniczona wykrywalno$¢ inwazji
niektorych pasozytéw krwi wystepuje zwlaszcza u gatunkow ptakow o krotkim okresie
gniazdowym, do ktorych zalicza si¢ duza cze$¢ ptakéw wroblowych, ktore sa najliczniej
reprezentowang grupg w badaniach dotyczacych ptasich pasozytow krwi. Okres
przebywania pisklat w gniezdzie w tej grupie czesto wynosi tylko kilkanascie dni (Cramp i
Perrins 1993). Dotychczasowe badania wskazuja, ze w populacjach ptakow wroblowych, w
ktérych znaczna cze$¢ ptakow dorostych jest zarazona, czgsto$¢ zarazenia pisklat,
szczegblnie przez rodzaje Haemoproteus 1 Plasmodium, jest bardzo niska lub inwazje w

ogole nie sg stwierdzane (Tabela 1).

134



Rozdziat 111

Tabela 1. Prewalencja zarazenia przez pasozyty krwi u mtodych (z podziatem na piskleta,
podloty oraz osobniki mtodociane) oraz dorostych (tzn. drugorocznych i starszych) ptakow
wroblowych. Wiek pisklat podany jest w dniach zycia (d). Kolumna ,,Metoda” zawiera
informacje o rodzaju metody wykorzystanej do uzyskania danych o prewalencji: M —
techniki molekularne, R — rozmazy krwi. Oszacowania uzyskane za pomoca technik

molekularnych sa zwykle wyzsze od tych uzyskanych na podstawie rozmazow krwi.

Zywiciel Rodzaj pasozyta Prewalencja (%) Metoda Literatura
piskleta/podloty/osobniki  doroste
mtodociane
swiergotek polny  Haemoproteus piskleta (7— 0 0,9 M Calero—
Anthus Plasmodium 11d) 46,3 44,8 Riestra 1
campestris Garcia 2016
muchotowka Trypanosoma piskleta (13d) 20,8 20,5 R Merino i
zalobna Ficedula  Leucocytozoon 1 0,9 Potti 1995
hypoleuca Haemoproteus 0 15,7
bogatka Parus Haemoproteus  piskleta (14 d) 0 18,9 R Norte 1 wsp.
major* Plasmodium 0 24,8 2009
Leucocytozoon 0,6 7,5
szpak Plasmodium/  piskleta (14 d) 1,1 12,8 M Muriel i wsp.
jednobarwny Haemoproteus 2018
Strunus unicolor
modraszka Trypanosoma piskleta (15d) 37,0 48,9 R Fargallo i
Cyanistes Leucocytozoon 67,0 64,4 Merino 2004
caeruleus Haemoproteus 0 71,1
Hepatozoon 0 28,9
jaskotczak modry ~ Haemoproteus  piskleta (25— 0 28,1 R Davidar i
Progne subis 28d) Morton 1993
oknéwka Haemoproteus podloty 0 70,1 M Piersma i van
Delichon Plasmodium 0 9,5 der Velde
urbicum 2012
oknowka Haemoproteus mtodociane 0 57,1 M Garcia—
Plasmodium (2-3 miesigce) 1,0 14,3 Longoria i
wsp. 2015
czarnogtowka Haemoproteus/  mtodociane 30,9 32,5 R Krama i wsp.
Poecile montanus Plasmodium 2015
rokitniczka Leucocytozoon/  miodociane 5,0 24,0 R Wojczulanis
Acrocephalus Haemoproteus/ —Jakubas 1
schoenobaenus Hepatozoon wsp. 2012
trzcinniczek Leucocytozoon/ mlodociane 3,0 32,0 R Wojczulanis
Acrocephalus Haemoproteus/ —Jakubas i
scirpaceus Hepatozoon wsp. 2012

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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namorzynek Haemoproteus mlodociane 42,8 13,8 R van Oers i

seszelski wsp. 2010

Acrocephalus

sechellensis

namorzynek Haemoproteus  piskleta (<21d) 48 438 M Hammers i

seszelski podloty (21-90d) 58,2 wsp. 2016
mtodociany 83,9

*W tabeli zaprezentowano podzbior danych dla lat 2005-2006, w ktorych zebrano informacje o
prewalencji zarowno u ptakdéw dorostych, jak i pisklat, dane tylko dla pisklat z pierwszych legow

Tylko sporadycznie prewalencja pasozytow z rodzaju Plasmodium 1 Haemoproteus
osigga u pisklat wartosci zblizone do tych obserwowanych u ptakéw dorostych (Calero—
Riestra 1 Garcia 2016). Ogolnie, podloty 1 osobniki mlodociane sg cz¢sciej zarazone niz
piskleta. Przyktadowo, u namorzynka seszelskiego Acrocephalus sechellensis, prewalencja
Haemoproteus, jedynego wykrytego u tego gatunku zywiciela rodzaju pasozyta z grupy
Haemosporidia, byla ponad 11 razy wyzsza u podlotow i prawie 17 razy wyzsza u
osobnikéw miodocianych w poréwnaniu z pisklgtami (Hammers 1 wsp. 2016). Z powodu
ograniczonej wykrywalno$ci inwazji wywotanych przez pasozyty z rodzajow Plasmodium i
Haemoproteus u pisklat drobnych ptakéw wréblowych nalezatoby prowadzi¢ detekcje
zarazenia, gdy ptaki sg starsze, czyli w okresie po opuszczeniu przez nie gniazda. Poniewaz
ich chwytanie w tym okresie jest problematyczne i wigze si¢ z duzymi nakladami
czasowymi, badania tego typu naleza do rzadko$ci (Hunter i wsp. 1997, Krams 1 wsp. 2013,
Hammers i wsp. 2016).

Na obecno$¢ inwazji pasozytniczych u zywicieli moze mie¢ wplyw wiele
czynnikéw, zarowno tych nie zwigzanych bezposrednio z zywicielem (np. wysokos$¢ nad
poziomem morza i odlegto$¢ od zbiornikow wodnych; Ortego i Cordero 2010, Krama i
wsp. 2015, Carlson 1 wsp. 2018), jak i tych, ktére sa $ci§le zwigzane z jego cechami. Do
jednych z najwazniejszych cech zywiciela, ktore moga wpltywaé na rozwdj inwazji
pasozytniczych nalezy jego ple¢. U wielu gatunkow ptakow stwierdzono, ze doroste samce
sg czeScie] zarazone przez pasozyty niz samice. Przyjmuje si¢, ze za taki wzorzec
zapasozycenia odpowiada gorzej funkcjonujacy u samcow uktad odpornosciowy, co wigze
si¢ z immunosupresyjnym dzialaniem androgenéw (Folstad i Karter 1992). Roznice w
czesto$ci zarazenia stwierdzane sg jednak tylko w czgsci przypadkow. Meta—analiza

wynikow 33 badan wykazata, ze ogolnie u dorostych ptakow czgsto$¢ zarazenia przez
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pasozyty krwi nie r6ézni si¢ migdzy samcami i samicami. Jednak inwazje Haemoproteus
(najpowszechniej wystepujacego rodzaju pasozyta w grupie badanych gatunkéw zywicieli)
podczas okresu legowego byly znacznie czestsze u samic niz samcow (McCurdy 1 wsp.
1998). Natomiast w metaanalizie uwzgledniajacej wyniki badan na 96 gatunkach ptakow
zarazonych pasozytami krwi nie stwierdzono réznic w prewalencji (m.in. Haemoproteus,
Plasmodium, Leucocytozoon i Trypanosoma; Valdebenito i wsp. 2020). W odréznieniu od
ptakow, ktore osiaggnely dojrzatos$¢ piciows, niewiele jest danych na temat czgstosci
zarazenia przez pasozyty w zaleznosci od ptci u pisklat, podlotow 1 mtodocianych ptakow.
Biorac pod uwage fakt, ze przed osiggnigciem dojrzatosci plciowej nie ma réznic migdzy
samcami 1 samicami w wielko$ci narzadéw zwigzanych z uktadem odpornosciowym
(Moller 1 wsp. 1998, Fargallo 1 wsp. 2002), mozna byloby oczekiwaé podobnej czestosci
zarazenia u ptakoOw obu pici na wczesnym etapie zycia. Czg$¢ badan wykazata jednak, ze u
pewnych gatunkéw moga wystegpowaé roznice miedzy plciami w  poziomie
immunokompetencji juz w stosunkowo krotkim czasie po wykluciu (Tschirren 1 wsp. 2003,
Dubiec i wsp. 2006). Takie roéznice moga potencjalnie prowadzi¢ do zréznicowania
czestosci inwazji pasozytniczych.

Kolejnym czynnikiem, ktéry moze odgrywac istotng role w ksztalttowaniu
prawdopodobiefstwa rozwoju inwazji pasozytniczych jest aktualne lub przeszie zarazenie
przez inne patogeny (Millott i Cox 1985, Christensen 1 wsp. 1987, Telfer i wsp. 2010,
Knowles 2011). W pewnych uktadach patogendéw nastepuje, jedno— lub dwukierunkowo,
wzmocnienie infekcji/inwazji (oddzialywania synergistyczne), podczas, gdy w innych — jej
ostabienie lub catkowite usuni¢cie (oddzialywania antagonistyczne). Do powstawania
oddziatywan migdzy patogenami moze dochodzi¢ bezposrednio, np. w wyniku konkurencji
o zasoby, oraz posrednio, w wyniku reakcji ukladu odpornosciowego, w tym
immunosupresji lub odpornosci krzyzowej (Pedersen 1 Fenton 2007). Zjawisko
oddziatywan zostalo najlepiej poznane dla patogenoéw ssakow, zwlaszcza na przyktadzie
modelowych organizméw, tj. myszy i szczuroOw. Przykladowo, dobrze poznany jest, w
duzym stopniu na podstawie badan eksperymentalnych, charakter oddziatywan dla
pasozytow z rodzaju Plasmodium 1 Trypanosoma (Cox 2001). U ssakow oba rodzaje
pasozytow oddziatuja z licznymi patogenami nalezacymi m.in. do bakterii, helmintow,

wiruséw oraz innych pierwotniakéw (Cox 2001). Wykazano, ze pasozyty z obu rodzajow
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moga tez wptywaé (synergistycznie) na siebie nawzajem (Shmeul i wsp. 1975, Krettli
1977). U ptakow zaleznos$ci miedzy patogenami s3 znacznie stabiej poznane 1 w wigkszosci
przypadkow dane na temat tego zjawiska pochodzg z badan obserwacyjnych (Medeiros i
wsp. 2014, Oakgrove 1 wsp. 2014). Badania eksperymentalne poswigcone temu
zagadnieniu, w ramach ktorych ptaki zarazane sa w kontrolowanych warunkach naleza,
poza tymi przeprowadzanymi na gatunkach hodowlanych (Wright i wsp. 2005, Silveira i
wsp. 2013), do rzadkosci (Dhondt i wsp. 2017). Na podstawie dostepnych informacji
mozna stwierdzi¢, ze dla pewnych par pasozytow krwi charakter zalezno$ci jest w
znacznym stopniu powtarzalny. Przyktadowo, w wielu badaniach, czy to na poziomie
gatunku zywiciela, czy zgrupowania gatunkow, stwierdzono negatywng zalezno$¢ mig¢dzy
pasozytami z rodzajow Haemoproteus 1 Plasmodium (Meixell 1 wsp. 2016, Smith 1 wsp.
2016). Jest jednak mozliwe, ze w przypadku tych konkretnych rodzajow pasozytow,
obserwowany charakter zalezno$ci zwigzany jest z niedoskonato$cia wykrywania obu
rodzajow pasozytéw, za pomocg powszechnie stosowanych technik molekularnych, gdy
pasozyty te wystepuja w zywicielu jednoczesnie (Pérez—Tris i Bensch 2005, Valkitnas i
wsp. 2006, Martinez i wsp. 2009). W przypadku pozostatych par pasozytow tylko dla
niektorych mozna wyloni¢ dominujagcy charakter zalezno$ci. Pasozyty z rodzaju
Trypanosoma czg$ciej niz wynikatoby to z prewalencji poszczegolnych rodzajow
pasozytow wspolwystepuja z innymi pasozytami krwi, przede wszystkim Leucocytozoon
oraz, chociaz znacznie rzadziej, z Haemoproteus (Leucocytozoon: Kirkpatrick i Lauer
1985, Mpller i Nielsen 2007, Deviche 1 wsp. 2010, Oakgrove i wsp. 2014, Svobodova i
wsp. 2015; Haemoproteus: Deviche 1 wsp. 2010, ale brak zaleznos$ci w Kirkpatrick i Lauer
1985, Oakgrove 1 wsp. 2014, Svobodova 1 wsp. 2015). Z kolei w przypadku Haemoproteus
1 Leucocytozoon stwierdzono zaréwno zalezno$¢ pozytywna (Svobodova i wsp. 2015),
negatywng (Oakgrove i wsp. 2014), jak 1 brak zaleznos$ci (Deviche 1 wsp. 2010).

Badania, w ktorych analizowano charakter zalezno$ci migdzy réznymi patogenami,
w tym pasozytami krwi, u dziko zyjacych ptakow dotyczyly prawie wylacznie ptakow
dorostych. Tymczasem ze wzgledu na réznice w fizjologii, w tym funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego, miedzy ptakami dorostymi i na wczesnych etapach zycia mozna
oczekiwac, ze u bardzo mtodych osobnikéw oddziatywania migdzy pasozytami krwi moga

ksztattowa¢ si¢ odmiennie niz u ptakéw dorostych. Zagadnienie to jest w chwili obecnej
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jednak bardzo stabo poznane. Svobodovda i1 wsp. (2015) wykazali, ze u krogulca
zwyczajnego Accipiter nisus zalezno$¢ miedzy Leucocytozoon i Trypanosoma miala
charakter pozytywny u pisklat i neutralny u ptakéw dorostych, podczas gdy u myszotowa
zwyczajnego Buteo buteo roznice w charakterze zaleznosci migdzy grupami wiekowymi
(pozytywna u pisklat i neutralna u ptakow dorostych) stwierdzono dla Haemoproteus i
Leucocytozoon. Réznice migdzy ptakami miodymi i dorostymi stwierdzono takze w
przypadku zalezno$ci miedzy pasozytami krwi a innymi patogenami. Medeiros 1 wsp.
(2014) wykazali, ze doroste ptaki posiadajace przeciwciata przeciw wirusowi Zachodniego
Nilu, byly rzadziej zarazone przez Plasmodium niz te, ktore przeciwcial nie posiadaty,
podczas gdy taka zaleznos$¢ nie istniata u ptakéw mtodocianych. O réznicach w charakterze
zalezno$ci migdzy pasozytami u miodych i1 dorostych zywicieli moze przede wszystkim
decydowa¢ mechanizm, ktéry lezy u podstaw powstawania nielosowego
wspotwystgpowania pasozytow. Przyktadowo, jesli negatywna zalezno$¢ wynika z
odpornosci krzyzowej, biorac pod uwage nie w petni rozwiniety uktad odpornosciowy u
bardzo mtodych ptakow, mozna oczekiwaé czgstszego wspotwystepowania pasozytow, a
wiec stabiej wyrazonej negatywnej zaleznosci u mtodych niz dorostych ptakow.
Prezentowane badania miaty dwa gltowne cele. Po pierwsze, identyfikacje
czynnikdw, ktéore zwigzane s3 z prawdopodobienstwem wystapienia inwazji
pasozytniczych pierwotniakéw z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon i
Trypanosoma na wczesnych etapach zycia. Po drugie, okres§lenie czy charakter zalezno$ci
(neutralny, negatywny, pozytywny) miedzy pasozytami z poszczegdlnych rodzajow
zmienia si¢ w zaleznosci od wieku zywiciela (osobniki mtodociane vs dojrzate ptciowo).
Badania przeprowadzono na drobnym ptaku wroéblowym z grupy dziuplakow — bogatce
Parus major. Ze wzgledu na dlugo$¢ okresu prepatencji u pasozytow z rodzajow
Haemoproteus 1 Plasmodium, w analizach majacych na celu okreslenie statusu i
intensywnos$ci zarazenia na wczesnych etapach zycia wykorzystano material biologiczny
pobrany od kilkutygodniowych ptakow, srednio ok. 53 dni od daty wyklucia (zakres 31-86
dni). Dla celow prezentowanych badan ptaki te beda w dalszej czesci tekstu okreslane jako
mtodociane (okresla si¢ tak ptaki, ktore staly si¢ samodzielne), pomimo tego, ze biorac pod

uwage dlugo$¢ czasu, przez jaki miode bogatki pozostaja pod opieka rodzicow po
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opuszczeniu gniazda (do ponad 3 tygodni, Gosler i Clement 2007), w grupie tej znajdowaty
si¢ takze podloty.

Jako potencjalne czynniki, ktére u mtodocianych bogatek moga by¢ zwigzane z
prawdopodobienstwem wystgpienia inwazji wziete zostaty pod uwage: wiek okreslany jako
liczba dni od daty wyklucia, pte¢, data klucia oraz data schwytania. Przewidywano, ze u
mtodocianych bogatek:

— prawdopodobienstwo wystgpienia inwazji kazdego z rodzajow pasozytOw wzrasta wraz z
dhugoscig zycia ze wzgledu na wzrastajace prawdopodobienstwo kontaktu z wektorami
oraz pojawienia si¢ pasozytow w krwi obwodowej,

— prawdopodobienstwo zarazenia nie rézni si¢ mi¢dzy samcami i samicami lub samce sa
czesciej zarazone; pierwsze przewidywanie wynika z faktu, ze u mlodocianych ptakoéw nie
wystepuja roznice w rozwoju narzadow ukltadu odpornosciowego, a drugie z faktu, ze
piskleta bogatki ptci meskiej w niektorych populacjach odznaczajg si¢ nizszym poziomem
immunokompetencji (Tschirren i wsp. 2003),

— prawdopodobienstwo wystapienia inwazji wzrasta z postepem sezonu, a wiec jest wyzsze
u pozniej wyklutych oraz pozniej schwytanych ptakéw, co ma zwigzek z fenologia pojawu
wektorow.

W przypadku zjawiska zalezno$ci mig¢dzy pasozytami reprezentujacymi rdzne
rodzaje, bazujac na dotychczasowych wynikach badan zarowno na ssakach, jak i ptakach,
oraz wiedzy o ich cyklu zyciowym oraz reakcji uktadu odpornosciowego na pasozytnicze
inwazje wewnatrz— oraz zewnatrzkomorkowe oczekiwano negatywnej zaleznosci w
uktadzie Haemoproteus—Plasmodium oraz pozytywne] w ukladach zawierajacych

Trypanosoma.

2. METODY

2.1. Teren badan

Badania zostaty przeprowadzone w latach 2015-2016 w populacji bogatki gniezdzacej si¢
w skrzynkach lggowych. Teren badan znajduje si¢ ok. 10 km na potudniowy zachdéd od
granic Warszawy (52°05'N; 20°52'E) w obrebie Laséw Sekocinskich. W latach 2010-2013
na terenie badan wydzielono pig¢ powierzchni badawczych (Stara (S), Nowa (N), IBL (1),
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Daleka (D) oraz Prawa (P)), na ktoérych rozwieszono skrzynki legowe (N — 2010; I, S —
2011; D, P — 2013). Powierzchnia terenu jest mato urozmaicona, gtéwnie plaska, z
niewielkimi wzniesieniami na dwoch z wydzielonych powierzchni badawczych, jednak
wysokosci wzgledne nie przekraczajg tam 2 m (Poptawska 2014). Na czterech z pieciu
powierzchni dominujgcym gatunkiem jest sosna zwyczajna Pinus sylvestris, z domieszka
debu szypultkowego Quercus robur 1 bezszyputkowego Quercus petraea, brzozy
brodawkowatej Betula verrucosa oraz grabu Carpinus betulus. Wyjatek stanowi
powierzchnia D, na ktorej domieszka debow oraz grabdéw jest wieksza. Skrzynki znajduja
si¢ na wysokosci ok. 2,5 m w wezlach sieci co 50 m. Lacznie, w sezonach legowych 2015—
2016, na terenie badan dostepnych dla ptakéw byto ok. 250 skrzynek. Skrzynki sa
drewniane, z otwierang przednig $ciankg i majg nastepujace wymiary: dno (wewnatrz) 11 x
11 cm, odlegto$¢ od dna od otworu wlotowego — 21 cm, $rednica otworu wlotowego — 3,2
cm. Wszystkie skrzynki posiadaly zamontowana na wysokos$ci otworu wlotowego
dodatkowg deseczke, ktoéra wydhuzala tunel otworu wlotowego do 3 cm. Ponadto wejscie
do otworu wlotowego zabezpieczone bylo metalowg ptytka. Te dodatkowe wzmocnienia
mialy na celu zmniejszenie ryzyka drapieznictwa.

W skrzynkach legowych na powierzchniach badan gniezdza si¢ gldwnie bogatki,

modraszki 1 mucholéwki zatobne.

2.2. Badania terenowe

Od potowy kwietnia wszystkie skrzynki byty regularnie kontrolowane w celu wyznaczenia
daty rozpoczgcia lggu (data ztozenia pierwszego jaja), liczby jaj w zniesieniu, daty klucia
(dzien 0) oraz liczby podlotow. Dane te zostaly zebrane zaro6wno dla pierwszych, jak i
drugich legow. Niektore legi byly najprawdopodobniej lggami powtarzanymi, czyli
ztozonymi po porzuceniu pierwszego legu (na terenie badan nie zaobserwowano
przypadkow strat legdéw spowodowanych przez drapiezniki). Poniewaz we wszystkich
przypadkach do porzucenia lggu doszlo przed schwytaniem ptakéw dorostych, nie byto
mozliwe jednoznaczne przyporzadkowanie legow do kategorii lggéw porzuconych. W 2015
r. za date klucia przyjeto dzien, w ktdrym w momencie kontroli gniazda piskleta wykluty
si¢ z ponad 50% jaj, natomiast w 2016 r. — dzien, w ktérym w momencie kontroli w

gniezdzie znajdowato si¢ co najmniej jedno piskle. W 14 dniu po wykluciu piskleta wazono
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(doktadnos¢ 0,1 g), mierzono dlugo$¢ skoku (doktadnos¢ 0,01 mm) i dlugo$¢ skrzydta
(doktadnos¢ 0,1 cm). W tym samym dniu, lub w przypadku chwytania zakonczonego
niepowodzeniem takze w kolejnych dniach, chwytano ptaki doroste. Do chwytania
uzywano dwoch metod: siatki ornitologicznej ustawionej w bliskiej odlegtosci od skrzynki
lub putapki zapadkowej umieszczanej wewnatrz skrzynki. U schwytanych ptakow
oznaczano pte¢, wiek (na podstawie roznicy w wybarwieniu pierwszo— i drugorzedowych
lotek, Svensson 1992), dokonywano pomiarow biometrycznych (rodzaj i sposéb wykonania
pomiardéw, jak u 14—dniowych pisklat) oraz pobierano probke krwi. Krew (ok. 20-30 pul)
byta pobierana do kapilary po naktuciu igla zyly skrzydtowej. Niewielka ilos¢ krwi zostata
wykorzystana do przygotowania rozmazéw (po dwa na osobnika), a pozostala ilo$¢ zostala
umieszczona w 99,8% alkoholu etylowym do p6Zniejszych analiz molekularnych zarazenia
przez pasozyty krwi. W dniu wykonania rozmazy krwi byly utrwalane za pomoca
metanolu, a nastgpnie barwione, zgodnie z instrukcja producenta, z wykorzystaniem
zestawu barwnikow Hemacolor (Merck Millipore).

W kazdym z sezonow zostal przeprowadzony zabieg eksperymentalny: w 2015 r.
zabieg zmiany poziomu inwestycji w budowe gniazda, a w 2016 r. zabieg dokarmiania
czescei pisklat w legu majacy na celu zmiang ich stanu odzywienia. Ze wzgledu na fakt, ze
obydwa zabiegi nie mialy wplywu na prawdopodobienstwo wystapienia inwazji lub
wielkos¢ proby uniemozliwiala wiarygodng oceng jego wpltywu (dane nie prezentowane,
Harnist 2017), zabieg eksperymentalny nie zostal wzigty pod uwage przy tworzeniu modeli
statystycznych. Z tego tez wzgledu pominigto szczegdlowy opis, w jaki sposob kazdy z
tych zabiegow zostal przeprowadzony.

Osobniki mtodociane byty chwytane przez okres 4—5 tygodni rozpoczynajac odtowy
ok. 3 tygodnie od wylotu pisklat z najwczesniejszych legow. U bogatki podloty przebywaja
z rodzicami jeszcze przez okres do 25 dni po opuszczeniu gniazda (Gosler i Clement 2007).
W tym czasie przemieszczajg si¢ wraz z dorostymi na obszarze $rednio 8 ha wokot miejsca
legu (Naef—Daenzer i Griiebler 2008). W celu ulatwienia chwytania ptakéw mlodocianych
wyznaczono kilka stanowisk, na ktérych w polowie czerwca zostaly zawieszone karmniki
(automatyczny, napelniany od gory, z szybka na przedniej Scianie, wys.—szer. 40 x 20 cm,
model KA1l producent Ptasie Ogrody). Stanowiska zostaly dobrane tak, aby byly
zlokalizowane w poblizu skrzynek, z ktorych wylecialy juz podloty bogatki. Jednoczes$nie

142



Rozdziat 111

unikano wieszania karmnikow w poblizu skrzynek, w ktorych wcigz przebywaly piskleta.
W 2015 roku zawieszono lgcznie 5 karmnikow, a w 2016 — 8 karmnikow. Karmniki
rozwieszono tak, aby przypadaly w miar¢ roOwnomiernie na powierzchnie badawcze.
Karmniki zostaly przymocowane do pni na wysokosci 2,5-3 m. Jako przynety uzyto nasion
stonecznika, ktére z powodzeniem wykorzystywane byly w dotychczasowych badaniach
uwzgledniajacych odlowy mtodocianych bogatek (Dhondt, 1979, Dingemanse i wsp. 2002,
Krams i wsp. 2013). Jednorazowo wsypywano do karmnikéw ok. 0,5 kg tuskanych nasion.
W przypadku ubywania, nasiona byly regularnie dosypywane. Miejsca chwytania
wyznaczono w poblizu karmnikéw, a dodatkowo chwytanie prowadzono w kilku statych
miejscach, w okolicy ktérych przebywaly miodociane bogatki. W ciagu jednego dnia
prowadzono chwytanie w kilku z wyznaczonych miejsc. Na jednym stanowisku
przebywano okoto godziny lub dluzej, jezeli w poblizu przebywaty podloty. Na
wyznaczonym miejscu rozstawiano sie¢ ornitologiczng o wymiarach 2,5 x 7 m (Ecotone),
najczesciej okoto 50 cm przed karmnikiem lub przy zakrzaczeniach na ewentualnej trasie
przelotu, ktoérg poznano po kilkukrotnym rozstawieniu sieci. W celu dodatkowego
zwabienia ptakow pod siecig umieszczano glosnik, z ktéorego odtwarzano odgtosy pisklat,
podlotow i dorostych bogatek. W przypadku schwytania ptaki byly wyciagane z sieci i
umieszczane w workach ornitologicznych, by nastgpnie przeprowadzi¢ pomiary
biometryczne 1 pobra¢ krew, ktora zostata nast¢pnie wykorzystana jako zrodto materiatu do
molekularnej analizy zarazenia przez pasozyty krwi i oznaczenia pici. W tym czasie
nagranie odglosow bylo zatrzymywane. Pobranie pomiaréw biometrycznych przebiegato
tak, jak zostalo to opisane dla pisklat, natomiast krew tak jak opisano dla ptakow dorostych.

Wszystkie piskleta oraz wczesniej niezaobraczkowane ptaki mtodociane i doroste
zostaly zaobraczkowane przy uzyciu standardowej obrgczki aluminiowej (Stacja

Ornitologiczna Muzeum i Instytutu Zoologii PAN).

2.3. Molekularna analiza zarazenia przez pasozyty krwi

Izolacja DNA z krwi zostata przeprowadzona przy uzyciu octanu amonu (Burke i wsp.
1998). Status zarazenia zostal okreslony na podstawie amplifikacji materialu DNA z
genomu pasozytow wykorzystujac do tego celu zagniezdzong tancuchowsg reakcje

polimerazy (PCR). Do wykrycia zarazenia przez poszczegélne rodzaje pasozytow
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wykorzystano nastgpujace rodzaje markeréw (szczegoétowy opis warunkow poszczegdlnych
reakcji PCR znajduje si¢ w Apendyksie 1):
— Plasmodium 1 Haemoproteus: fragment (o dlugosci 479 pz) mitochondrialnego
cytochromu b; startery, sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg
protokotu Waldenstroma i wsp. (2004),
— Leucocytozoon: fragment (o dlugosci 480 pz) mitochondrialnego cytochromu b; startery,
sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki termiczne PCR wg protokotu Hellgrena i wsp.
(2004),
— Trypanosoma: fragment genu (o dlugosci 326 pz) kodujacego mniejsza podjednostke
rybosomalng RNA (SSU RNA) pasozyta; startery i sklad mieszaniny reakcyjnej wg
protokotu Sehgala i wsp. (2001), a warunki termiczne PCR wg protokotu Zamory—Vilchis i
wsp. (2012).

Produkty PCR zostaly przeniesione na zel agarozowy (2%) 1 poddane elektroforezie
w buforze 1XxTBE w nastepujacych warunkach: 5,5V/em przez 30 min. W przypadku
stwierdzenia zarazenia przez dany rodzaj pasozyta, w celu oznaczenia linii genetycznej
(pasozyty z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium 1 Leucocytozoon) lub gatunku (pasozyty
z rodzaju Trypanosoma) produkt PCR byl sekwencjonowany. Przed sekwencjonowaniem
produkty PCR byly oczyszczane przy pomocy zestawu dwoch enzymoéw: egzonukleazy i
fosfatazy  zgodnie z instrukcja producenta (ExoBAP, Eurx). Dwustronne
sekwencjonowanie byto przeprowadzane metodg Sangera z wykorzystaniem aparatoéw ABI
3730/3730x]1 w systemie ptytkowym na ptytce 96—dotkowej (analizy zlecone do wykonania
w Serwisie Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN).

Chromatogramy otrzymane po sekwencjonowaniu byty analizowane w programie
BioEdit (wersja 7.2.5) (Hall 1999). W celu identyfikacji linii genetycznej pasozytow z
rodzajow Haemoproteus, Plasmodium 1 Leucocytozoon odczytana sekwencja nukleotydow
byla poréwnywana z sekwencjami zdeponowanymi w internetowej bazie MalAvi
(http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/about.html, Bensch i wsp. 2009). Jesli uzyskana
sekwencja nie wykazala 100% zgodno$ci z zadng linia w bazie MalAvi byla ona
przyporzadkowywana do rodzaju pasozyta na podstawie tego, z jaka linig genetyczng
wykazywata najwyzsze podobienstwo. Wspotwystgpowanie jednocze$nie co najmniej

dwoch linii genetycznych pasozytow bylo rozpoznawane na podstawie obecnosci
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podwojnych odczytow zasad w chromatogramie. W przypadku Trypanosoma sekwencje
standardowo identyfikowane s3 do gatunku lub rodzaju na podstawie sekwencji
zdeponowanych w bazie GeneBank. We wszystkich probkach poza jedng, dla ktérych
startery opracowane przez Sehgala 1 wsp. (2001) namnozyly produkt, zostat on
zidentyfikowany jako material genetyczny Trypanosoma. Osobnik, dla ktorego uzyskany
produkt zostal przypisany do innego rodzaju, zostal oznaczony jako niezarazony przez

Trypanosoma.

2.4. Molekularna analiza plci osobnikow mlodocianych

Analiza pitci z wykorzystaniem metod molekularnych jest w przypadku mlodocianych
bogatek konieczna, poniewaz u tego gatunku nie mozna tej cechy w takim wieku oznaczy¢
na podstawie cech morfologicznych oraz ubarwienia upierzenia (Cramp i Perrins 1993).
Metoda ta polega na amplifikacji za pomoca reakcji PCR dwoch zlokalizowanych na
chromosomach ptci homologicznych fragmentéw genu CHD (ang. chromodomain helicase)
roznigcych si¢ dhugoscig. U ptakow plcig heterogametyczng sa samice (WZ), a
homogametyczng — samce (ZZ). W zwigzku z tym oznaczenie plci nastepuje na podstawie
liczby stwierdzanych produktow PCR: dwoch w przypadku samic i jednego w przypadku
samcow.

Do molekularnej analizy pitci wykorzystano DNA wyizolowane wczesniej przy
uzyciu octanu amonu (Burke i wsp. 1998). Fragmenty genu CHD zostaly namnoZone przy
uzyciu starteréw P2 i1 P8 (Griffiths 1 wsp. 1998). Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki
termiczne PCR byly zgodne z tymi opisanymi przez Griffiths 1 wsp. (1998). Rozdziat
produktow PCR przeprowadzano na 2% zelu agarozowym stosujac napigcie 7V/cm przez
40 min. Pte¢ mtodocianych bogatek oznaczono na podstawie obecnosci na zelu produktow
PCR: fragmentu CHD-Z o dtugosci 380 par zasad (obecny u obu pici) 1 fragmentu CHD-
W o dlugosci 455 par zasad (obecny tylko u samic) (Griffiths i wsp. 1998).

2.5. Analiza rozmazow krwi

Intensywnos$¢ zarazenia przez pasozyty krwi byla okres$lana na podstawie przegladania
rozmazow krwi przy uzyciu mikroskopu $§wietlnego (Carl Zeiss Jena JENAVAL). Liczenie

pasozytow z rodzajow Leucocytozoon i Trypanosoma odbywato si¢ przy 400—krotnym
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powiekszeniu, natomiast Haemoproteus 1 Plasmodium przy 1000—krotnym powiekszeniu,
przy uzyciu olejku immersyjnego. Intensywno$¢ zarazenia byla szacowana poprzez
okreslenie liczby zarazonych erytrocytow przypadajgcych na 10 000 erytrocytéw (Godfrey
1 wsp. 1987). W celu okreslenia liczby pol widzenia koniecznych do przejrzenia, aby
uzyskac taczng sume¢ 10 0000 erytrocytow zliczono doktadng liczbe erytrocytow w kilku
polach i wyliczono $rednig liczbg erytrocytow przypadajacych na pole widzenia. Ze
wzgledu na zblizong jako$¢ rozmazdéw oraz podobna liczbe erytrocytéw w polu widzenia

(najczesciej ok. 200) w wigkszosci przypadkow zliczano pasozyty w 50 polach widzenia.

2.6. Wielkos¢ proby oraz analizy statystyczne

W sumie w dwodch sezonach lggowych schwytano 112 mtodocianych bogatek, w tym
siedem osobnikow dwukrotnie. Materiat biologiczny (krew) do analizy zarazenia przez
pasozyty krwi i oznaczenia plci pobrany byt dla 111 osobnikow. Wsrod 111 ptakow 45,0%
stanowily zaobrgczkowane na terenie badan jako piskleta (42 osobniki z pierwszych legow
oraz 8 osobnikow z drugich legdéw), a wigc takie, dla ktorych dostepne byly dane o dacie

klucia oraz dlugosci zycia w momencie schwytania (Tabela 2).

Tabela 2. Liczba, termin chwytania, wiek oraz pte¢ mtodocianych bogatek schwytanych w

sezonach legowych 2015 1 2016.

Sezon legowy

2015 2016
Catkowita liczba schwytanych mtodocianych ptakow 64 48%*
Liczba miodocianych ptakow zaobraczkowanych jako piskleta 30 20
Liczba ptakow schwytanych dwukrotnie 7 0
Zakres dat chwytania 26.06-31.07 16.06-22.07
Mediana dat schwytania 18.07 11.07
Mediana i zakres wieku ptakoéw (liczba dni) 58 (31-86) 49,5 (34-67)
Liczba samic 34 29
Liczba samcow 30 18

*Materiat DNA dostepny dla 47 ptakow

W grupie ptakéw zaobraczkowanych jako piskleta 61,2% pochodzito z legow, w
ktérych schwytano co najmniej dwa ptaki (od dwoch do czterech). Biorac pod uwage fakt,

146



Rozdziat 111

ze miedzy legami mogg istnie¢ réznice w presji ze strony wektorow, a tym samym roznice
w prawdopodobienstwie transmisji pasozytow, aby uniknaé btedu pseudoreplikacji (dane
nie sg catkowicie niezalezne od siebie), do analiz statystycznych wiaczono dane, wybrane
losowo, tylko z jednego osobnika na leg. Podobnie, w przypadku osobnikow schwytanych
dwukrotnie wykorzystano dane, wybrane losowo, tylko z jednego schwytania. W
przypadku ptakéw dorostych w sezonach legowych 2015 i 2016 zebrano 144 probki
materiatu biologicznego od 110 ptakow. Od 28 osobnikdéw pobrano materiat co najmniej
dwukrotnie, po jednym razie w kazdym z sezonow lub/i w obrebie tego samego sezonu, na
etapie pierwszego oraz drugiego legu. W celu unikniecia btedu pseudoreplikacji do analiz
wlaczono dane, wybrane losowo, tylko z jednego schwytania. Ponadto dane uzyskane ze
schwytan dwoch osobnikow zostaly wykluczone z analiz z powodu braku peinych
informacji o statusie zarazenia (m.in. z powodu ztej jakosci chromatogramu, ktory
uniemozliwial jednoznaczng identyfikacje linii genetycznej).

Do zbadania wplywu rozpatrywanych czynnikéw na prawdopodobienstwo
wystapienia inwazji oraz okreslenia charakteru oddziatywania migdzy r6znymi rodzajami
pasozytow zastosowano uogolnione modele liniowe z dwumianowym typem rozktadu oraz
funkcja taczenia typu logit. We wszystkich modelach zmienng zalezng byt status zarazenia
kodowany jako O dla osobnikéw, u ktérych nie stwierdzono inwazji danego rodzaju
pasozyta oraz 1, gdy taka inwazj¢ stwierdzono. Analizy przeprowadzono na dwoéch
zbiorach danych réznigcych sie zakresem dostepnych informacji: 1) obejmujacych
wylacznie ptaki zaobraczkowane jako piskleta w monitorowanych skrzynkach lggowych (n
= 30) oraz 2) ptakach zaobragczkowanych jako piskleta i tych zaobraczkowanych po raz
pierwszy jako osobniki mtodociane (n = 91, wykluczono jednego osobnika, dla ktorego nie
byly dostepne dane o dacie schwytania). Biorgc pod uwage fakt, ze dla cz¢sci ptakow z
drugiego zbioru danych (zaobraczkowanych po raz pierwszy jako osobniki mtodociane) nie
byty dostepne informacje z okresu gniazdowego, niemozliwe bylo okreslenie wplywu
wieku oraz daty klucia na prawdopodobienstwo inwazji. W analizach uwzgledniajacych
wytacznie ptaki zaobraczkowane jako piskleta, jako zmienne niezalezne wprowadzono:
rok, pte¢, wiek (mierzony jako liczba dni od daty klucia do daty schwytania) oraz date
klucia. W analizach uwzgledniajacych wszystkie mlodociane bogatki jako zmienne

niezalezne wprowadzono: rok, pte¢ oraz date schwytania. Ze wzglgdu na mozliwe rdéznice
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w fenologii rozrodu migdzy latami oraz rdéznice w terminie przeprowadzania odlowow
mtodocianych bogatek, dane dotyczace dat poddano standaryzacji. Standaryzacja polegala
na wyliczeniu odchylenia rzeczywistej daty od mediany dat w obrebie sezonu, oddzielnie
dla dat klucia i dat chwytania. Model poczatkowy zawierat wszystkie efekty gldéwne oraz
interakcje drugiego rzgdu z wyjatkiem interakcji pomiedzy predykatorami ciaglymi.
Interakcje statystycznie nieistotne byly usuwane z modelu krokowo, zaczynajac od
interakcji o najwyzszej warto$ci prawdopodobienstwa (P). Model koncowy zawierat
wszystkie efekty glowne oraz interakcje o P < 0,05. W przypadku modeli, dla ktérych na
etapie testowania istotno$ci interakcji, pojawial si¢ problem tzw. quasi calkowitego
rozdzielenia (ang. quasi—complete separation) a oszacowania wspotczynnikow i/lub ich
btedéw standardowych byly obarczone btedem (wskazuja na to bardzo wysokie wartosci),
przetestowany zostal tylko model zawierajacy efekty gtowne. Wyjatek stanowit model
dotyczacy prawdopodobienstwa zarazenia przez Leucocytozoon, w ktérym niewiarygodne
oszacowania btedu standardowego wspodtczynnika dotyczyty rowniez predyktora ,,ptec”.

Charakter zalezno$ci miedzy pasozytami zostat przetestowany na dwoch zbiorach
danych: 1) dotyczacych osobnikow miodocianych i dorostych (osobniki mtodociane: n =
92, osobniki doroste: n = 109) oraz 2) wylacznie osobnikéw mtodocianych (n = 92). Taki
sposob przeprowadzenia analiz podyktowany byt bardzo niska prewalencja Trypanosoma u
osobnikéw dorostych (cztery osobniki w jednym z dwoch sezondéw lggowych), co miato
wpltyw na wiarygodno$¢ oszacowan wspdtczynnikow 1 ich bledow standardowych. W
zwigzku z powyzszym, zalezno$ci miedzy pasozytami w odniesieniu do grupy wiekowe;j
przeprowadzono wylacznie dla pasozytoéw z grupy Haemosporidia. Jako predyktory kazdy
model zawieral rok, wiek (osobnik mtodociany vs dorosty), status zarazenia kazdego z
pozostatych rodzajéw pasozytow oraz interakcje wieku ze statusem zarazenia przez
poszczegbdlne rodzaje pasozytow. Interakcje statystycznie nieistotne byly usuwane z
modelu krokowo, zaczynajac od interakcji o najwyzszej wartosci P.

Wszystkie modele zostaly sprawdzone pod katem zgodnosci z zatozeniem
uogolnionych modeli liniowych, czyli, ze dane wprowadzone do modelu stanowig zbior
niezaleznych obserwacji. W przypadku modeli zawierajacych zbidr danych dotyczacych
ptakow mlodocianych zaobraczkowanych jako piskleta i tych zaobragczkowanych po raz

pierwszy jako osobniki mlodociane, warunek ten moze by¢ w pewnym stopniu naruszony,
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poniewaz wsrod ptakow, ktore nie zostaty zaobraczkowane jako piskleta, tylko schwytane
po raz pierwszy jako osobniki mlodociane, moga znajdowaé si¢ ptaki pochodzace z tego
samego lggu, a tym samym prawdopodobnie wystawione na podobng presj¢ ze strony
wektoréw. Ponadto, sprawdzono, czy wsrdéd predyktoréw nie wystepuje zjawisko
wspotliniowosci (ang. multicollinearity). Ocena wspotliniowos$ci zostata przeprowadzona
na podstawie wartosci wspotczynnika wspotliniowosci VIF (ang. variance inflation factor),
przyjmujac, ze wartosci VIF < 5 wskazujag na brak wspotliniowosci. Analizy zostaty

wykonane w programie IBM SPSS ver. 19 (IBM Corp. 2010).

3. WYNIKI

3.1. Czestos¢ i intensywnos¢ zarazenia oraz sklad zespolu pasozytniczych

pierwotniakow u mlodocianych bogatek

W grupie 92 milodocianych bogatek (podzbior danych, w ktérym wsrdéd osobnikow
zaobraczkowanych jako piskleta w tym samym gniezdzie zostal losowo wybrany jeden
osobnik na lgg) $rednio 64,1% (2015: 55,8%, 2016: 72,5) byto zarazonych co najmnie;j
jednym rodzajem pasozyta. Najczesciej wystepowaly inwazje Haemoproteus, a najrzadziej

Leucocytozoon (Tabela 3).

Tabela 3. Prewalencja pasozytow z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon i
Trypanosoma u mtodocianych bogatek w latach 2015-2016. x — $rednia

Rodzaj pasozyta Prewalencja (%)
2015 2016 X
n=>52 n=40
Haemoproteus 38,5 22,5 30,5
Plasmodium 7,7 45,0 26,3
Leucocytozoon 3,8 12,5 8,2
Trypanosoma 19,2 17,5 18,4

Dla osobnikéw oznaczonych za pomoca technik molekularnych jako zarazone
intensywno$¢ zarazenia wahata si¢ w zakresie 0-261 zarazonych komorek/10 000
erytrocytow dla Haemoproteus (zgodnos$¢ statusu zarazenia okreslonego na podstawie
metod molekularnych 1 rozmazow: 87,9%) oraz 0—170 dla Plasmodium (zgodno$¢ statusu
zarazenia okreslonego na podstawie metod molekularnych i rozmazow: 81,3%) (Rycina 1).

Mediana intensywno$ci zarazenia wynosita 7,5 dla Haemoproteus 1 0 dla Plasmodium. W
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przypadku Leucocytozoon zakres 1 mediana intensywno$ci zarazenia wynosity
odpowiednio 0-13,5 i 0 (zgodno$¢ statusu zarazenia okre$lonego na podstawie metod
molekularnych 1 rozmazoéw: 94,5%). Nie stwierdzono ani jednego przypadku zarazenia

przez Trypanosoma na podstawie rozmazow krwi.

Haemoproteus

Liczba osobnikow
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Intensywnos¢ zarazenia
Rycina 1. Rozklad intensywnos$ci zarazenia (liczba zarazonych erytrocytow/10 000
erytrocytow) przez pasozyty z rodzajow Haemoproteus i Plasmodium u mlodocianych
bogatek, u ktérych potwierdzono inwazje za pomocg metod molekularnych. Intensywnos$¢

zarazenia zostata okreslona na podstawie rozmazoéw krwi.

Rodzaj Haemoproteus reprezentowany byt przez 5 linii genetycznych (w tym 2

dotychczas nieopisane) z dominujacg linig PARUSI, rodzaj Plasmodium — przez dwie linie
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z dominujacg linig SGS1, a rodzaj Leucocytozoon przez 3 linie genetyczne (Tabela 4). W
odniesieniu do pasozytéw z rodzaju Trypanosoma w wiekszosci przypadkéw oznaczenie

mozliwe byto tylko do rodzaju.

Tabela 4. Sklad zespotu pasozytéw krwi z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium i
Leucocytozoon u mtodocianych bogatek. Dane dla grupy 92 osobnikoéw, w ktorej w
przypadku ptakow zaobraczkowanych jako piskleta w tym samym gniezdzie zostat losowo

wybrany tylko jeden osobnik na leg. x — $rednia

Linia genetyczna Gatunek Prewalencja inwazji (%)

2015 2016 X

n=>52 n=40

hPARUSI1 Haemoproteus majoris 26,9 15,0 20,9
hPHSIB1 Haemoproteus majoris 3.8 2,5 3,1
hWw2 Haemoproteus majoris 5.8 5,0 5.4
pSGSI1 Plasmodium relictum 7,7 42,5 25,1
pGRWI11 Plasmodium relictum 0,0 2,5 1,2
IPARUS4 Leucocytozoon sp. 1,9 2,5 2,2
IPARUSI8 Leucocytozoon sp. 1,9 7,5 4,7
IPARUS19 Leucocytozoon sp. 0,0 2,5 1,2
sekwencje Haemoproteus sp. 3,8 0,0 1,9
nieoznaczone*

* sekwencje nie wykazujace 100% zgodnosci z zadng linig genetyczng w bazie MalAvi,

przyporzadkowane do rodzaju Haemoproteus na podstawie najwyzszej zgodnosci

3.2. Czynniki wplywajace na prawdopodobienstwo inwazji u mlodocianych

bogatek

Ze wzgledu na bardzo malg liczbe ptakéw zarazonych przez pasozyty z rodzajow
Plasmodium, Leucocytozoon 1 Trypanosoma (Plasmodium — 4, Leucocytozoon — 3 i
Trypanosoma — 3) w grupie ptakow, dla ktorych dysponowano danymi z okresu pisklecego
(30 osobnikéw, jeden osobnik na lgg), analize wpltywu rozwazanych czynnikéw na
prawdopodobienstwo inwazji przeprowadzono wylacznie dla rodzaju Haemoproteus (13
zarazonych ptakow). Analiza wykazata, ze zaré6wno ple¢, wiek, jak i data klucia nie
wplywaty na prawdopodobienstwo zarazenia mtodocianych bogatek przez pasozyty z tego
rodzaju (Tabela 5). Dane dotyczace prewalencji poszczegdlnych pasozytow ze wzgledu na

pte¢ zaprezentowano w Apendyksie 5.
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Tabela 5. Wptyw pfci, daty klucia (odchylenie od mediany) oraz wieku (mierzonego jako
liczba dni od daty klucia do daty schwytania) na prawdopodobienstwo zarazenia przez
pasozyty z rodzaju Haemoproteus u mtodocianych bogatek. W modelu jako predyktor
uwzgledniono rowniez rok. Analizy wykonane na grupie ptakow zaobraczkowanych jako
piskleta na terenie badan (n = 30). W przypadku ptakoéw pochodzacych z tego samego lggu,

do analiz wtaczono dane tylko jednego, wybranego losowo, osobnika.

Predyktor df wspotczynnik + SE LRy’ P

rok! 1 -1,24 £ 1,09 1,37 0,242
pte¢? 1 0,28 + 0,89 0,10 0,757
wiek 1 -0,04 + 0,04 1,06 0,302
data klucia 1 -0,00 £ 0,04 0,00 0,991

'poziom referencyjny: 2015;

2poziom referencyjny: samice

Analizy wykonane na grupie ptakow obejmujacej obie kategorie, tzn.
zaobragczkowanych w skrzynkach lggowych jako piskleta oraz zaobraczkowanych po raz
pierwszy jako osobniki mlodociane wykazaty, Zze pte¢ nie wptywa na prawdopodobienstwo
wystgpienia inwazji zadnym z badanych rodzajow pasozytow krwi poza rodzajem
Leucocytozoon (Tabela 6). W tym ostatnim przypadku samice miaty wigksza szanse, aby
by¢ zarazone niz samce (test Fishera, P = 0,019). Ponadto, w przypadku trzech z czterech
badanych rodzajow pasozytéow krwi — Plasmodium, Leucocytozoon 1 Trypanosoma —
prawdopodobienstwo zarazenia byto silnie uzaleznione od daty schwytania: byto ono tym

wyzsze im pdzniej osobnik zostat schwytany w sezonie (Tabela 6, Rycina 2).
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Tabela 6. Wplyw plci oraz daty schwytania (odchylenie od mediany) na
prawdopodobienstwo zarazenia przez pasozyty z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium,
Leucocytozoon 1 Trypanosoma u miodocianych bogatek. W modelu jako predyktor
uwzgledniono rowniez rok. Analizy wykonane na grupie ptakoéw zaobraczkowanych jako
piskleta oraz schwytanych po raz pierwszy jako osobniki miodociane (n = 91). W
przypadku ptakoéw pochodzacych z tego samego legu, do analiz wlaczono dane tylko
jednego, wybranego losowo, osobnika.

3Ze wzgledu na fakt, ze w przypadku Leucocytozoon zarazone przez tego pasozyta byty

tylko samice, w modelu uwzgledniono dane wytacznie dla tej ptci (n = 53).

Rodzaj pasozyta  Predyktor df wspotczynnik + SE LRy? P
Haemoproteus rok! 1 -0,67 £ 0,50 1,87 0,172
pte¢? 1 0,82 +0,48 2,99 0,084
data schwytania 1 -0,01 £ 0,02 0,13 0,721
Plasmodium rok' 1 3,32+0,82 25,53 <0,001
ptec¢? 1 -0,43 £ 0,66 0,42 0,514
data schwytania 1 0,14 £ 0,05 14,71 <0,001
Leucocytozoon®  rok! 1 2,71 £1,28 5,90 0,015
data schwytania 1 0,23 +0,10 9,66 0,002
Trypanosoma rok! 1 0,45+ 0,65 0,49 0,483
ptec? 1 -0,38 + 0,65 0,35 0,556
data schwytania 1 0,15+ 0,04 16,94 <0,001

'poziom referencyjny: 2015
2poziom referencyjny: samice
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Rycina 2. Zalezno$¢ pomiedzy prawdopodobienstwem zarazenia przez pasozyty z rodzajow
Plasmodium, Leucocytozoon 1 Trypanosoma a datg schwytania (jako odchylenie od

mediany) u mtodocianych bogatek.
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3.3. Charakter zaleznoSci mi¢dzy pasozytniczymi pierwotniakami w zaleznoSci
od grupy wiekowej zywiciela

U osobnikoéw mtodocianych srednio 47,4% byto zarazonych przez jeden rodzaj pasozyta,
14,2% przez dwa rodzaje, a 2,5% przez trzy rodzaje. Natomiast u osobnikow dorostych

prewalencja zarazenia przez jeden, dwa, trzy oraz cztery rodzaje pasozytow wynosita

srednio odpowiednio: 29,1%, 52,21%, 15,4% 1 2,2%.

Tabela 7. Prewalencja zarazenia rézna liczba rodzajow pasozytow u miodocianych i

dorostych bogatek w latach 2015-2016.

Prewalencja (%)

Mtodociane Doroste
Liczba stwierdzonych rodzajow 2015 2016 2015 2016
1 42,3 52,5 35,7 22,4
2 13,5 15 47,6 56,7
3 0 5 14,3 16,4
4 0 0 0 4,5

Charakter zalezno$ci miedzy poszczegolnymi rodzajami pasozytéw nie roéznit si¢ w
zalezno$ci od grupy wiekowej. We wszystkich modelach interakcja wiek*status zarazenia
przez dany rodzaj pasozyta byla statystycznie nieistotna (wszystkie przypadki P > 0,3).
Ogolnie, stwierdzono silng negatywng zalezno$¢ miedzy inwazjami Haemoproteus i
Plasmodium (Tabela 8, Rycina 3). W pozostatych przypadkach zaleznos$ci mialy charakter
neutralny. U wszystkich rodzajow pasozytoéw istnialy duze rdznice w czgstosci zarazenia
migdzy osobnikami mtodocianymi i dorostymi (Tabela 6, Trypanosoma: rok: LRy” = 0,31,
P = 0,580, wiek: LRy?> = 12,54, P < 0,001). Czesto$¢ zarazenia przez Haemoproteus,
Plasmodium 1 Leucocytozoon byta wyzsza u ptakow dorostych, a czgsto$¢ zarazenia przez

Trypanosoma —u ptakow mtodocianych (Tabele 3, 8 1 9).
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Tabela 8. Wplyw wspotwystepujacych pasozytow krwi oraz wieku (osobniki mtodociane

vs doroste) na prawdopodobienstwo zarazenia przez dany rodzaj pasozyta (Haemoproteus,

Plasmodium 1 Leucocytozoon) u bogatki.

Rodzaj pasozyta  Predyktor df  wspdiczynnik = SE LRy? P
Haemoproteus rok! 1 0,96 £ 0,38 6,52 0,011
wiek? 1 3,98+0,78 52,90 <0,001
Plasmodium® 1 -3,46 £ 0,75 48,79 <0,001
Leucocytozoon3 1 -0,35+ 0,47 0,57 0,449
Plasmodium rok! 1 -0,21 £ 0,36 0,35 0,552
wiek? 1 3,45+0,78 39,49 <0,001
Haemoproteus® 1 -3,42+0,75 48,17 <0,001
Leucocytozoon® 1 0,40+ 0,43 0,85 0,357
Leucocytozoon rok! 1 1,20 £ 0,38 10,61 0,001
wiek? 1 2,83+0,51 41,57 <0,001
Haemoproteus3 1 -0,10 £ 0,45 0,05 0,816
Plasmodium® 1 0,43 +0,44 0,98 0,321

poziom referencyjny: 2015
2poziom referencyjny: ptaki mlodociane

3poziom referencyjny: osobniki niezarazone przez dany rodzaj pasozyta

Tabela 9. Prewalencja pasozytéw z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon i

Trypanosoma u dorostych bogatek w latach 2015-2016.

Rodzaj pasozyta

Prewalencja (%)

2015 2016 Srednia roczna
Haemoproteus 61,9 62,7 62,3
Plasmodium 66,7 62,7 64,7
Leucocytozoon 45,2 71,6 58.4
Trypanosoma 0 6,0 3,0

Analizy wykonane na grupie osobnikdéw mtodocianych z uwzglednieniem

zarazenia przez Trypanosoma wykazaly, ze ten rodzaj pasozyta wykazuje pozytywna

zalezno$¢ z Plasmodium (Tabela 10, Rycina 4). Ponadto, istnial dosy¢ silny trend

wskazujgcy na pozytywna zalezno$¢ miedzy Trypanosoma i Leucocytozoon (Tabela 10).
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Tabela 10. Wptyw wspotwystepujacych pasozytow krwi na prawdopodobienstwo zarazenia

przez dany rodzaj pasozyta (Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon 1 Trypanosoma) u

mtodocianych bogatek.
Rodzaj pasozyta  Predyktor df  wspdiczynnik = SE LRy? P
Haemoproteus rok! 1 -0,18 £ 0,53 0,12 0,773
Plasmodium’ 1 -2,52+ 1,09 8,97 0,003
Leucocytozoonz 1 0,02 £ 0,96 0,00 0,981
Trypanosomaz 1 -0,17 £ 0,69 0,06 0,805
Plasmodium rok! 1 2,58+0,71 17,66 <0,001
Haemoproteus® 1 -2,63+1,12 9,35 0,002
Leucocytozoon® 1 -1,08+£1,12 0,99 0,319
Trypanosoma’ 1 1,65+0,79 4,69 0,030
Leucocytozoon rok! 1 1,68 £ 0,97 3,33 0,068
Haemoproteus2 1 0,08 £ 0,93 0,01 0,931
Plasmodium’ 1 -0,80+ 1,04 0,63 0,429
T rjypanosoma2 1 1,67 £0,91 3,22 0,073
Trypanosoma rok! 1 -1,06 £ 0,72 2,36 0,124
Haemoproteus® 1 -0,16 £ 0,69 0,06 0,813
Plasmodium’ 1 1,54 £ 0,76 4,38 0,036
Leucocytozoonz 1 1,67 £ 0,90 3,27 0,071
!poziom referencyjny: 2015
’poziom  referencyjny: osobniki niezarazone przez dany rodzaj pasozyta
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Rycina 3. Prewalencja zarazenia przez Plasmodium w$rdéd miodocianych i dorostych
bogatek niezarazonych (kolor czarny) oraz zarazonych (kolor biaty) jednocze$nie przez

Haemoproteus. Dane z analiz molekularnych.
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Rycina 4. Wplyw statusu zarazenia przez Plasmodium na wystgpowanie inwazji
Trypanosoma (A) oraz statusu zarazenia przez Trypanosoma na wystgpowanie inwazji

Plasmodium (B) u mtodocianych bogatek.
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4. DYSKUSJA

Niniejsze badania wykazaly, ze ponad polowa mlodocianych bogatek kilka tygodni po
wykluciu byla zarazona przez pasozytnicze pierwotniaki reprezentujace co najmniej jeden
rodzaj. Sposréd rozpatrywanych czynnikéw tylko data schwytania tlumaczyta
prawdopodobiefnstwo wystapienia inwazji, przy czym czynnik ten odgrywat role u trzech z
czterech rozpatrywanych rodzajow pasozytow: Plasmodium, Leucocytozoon 1
Trypanosoma — im podzniejsza data tym wigksze prawdopodobienstwo zarazenia. Charakter
zalezno$ci migdzy pasozytami reprezentujgcymi rézne rodzaje nie roznit sie miedzy
ptakami mtodocianymi i dorostymi. Stwierdzono silng negatywna zalezno$¢ migdzy
Haemoproteus 1 Plasmodium, a dodatkowo, tylko u ptakow milodocianych, ktore byly
znacznie czg$ciej zarazone przez Trypanosoma niz ptaki doroste, pozytywng zalezno$¢
miedzy Trypanosoma i Plasmodium.

Czestos¢ zarazenia miodocianych bogatek przez pasozyty krwi na poziomie ponad
50% wskazuje, ze u tego gatunku do zarazenia czesto dochodzi juz na wczesnych etapach
zycia. W badanej populacji stwierdzono jedne z najwyzszych czestosci zarazenia na tych
etapach przez pasozyty z rodzajow Haemoproteus 1 Plasmodium. Wyzsza prewalencja
zostala odnotowana jedynie u podlotow 1 osobnikow mtodocianych namorzynka
seszelskiego (Haemoproteus, Hammers 1 wsp. 2016) oraz pisklat $wiergotka polnego
Anthus campestris (Plasmodium, Calero—Riestra i Garcia 2016). Oba te gatunki naleza do
ptakow budujacych gniazda odkryte otwarte. Wyzsza prewalencja, zwlaszcza w przypadku
pasozytow nalezacych do rodzaju Plasmodium, moze wigc wynika¢ z wigkszej ekspozycji
pisklat na zerowanie wektorow w poréwnaniu z pisklgtami gatunkéw budujacych gniazda
ukryte, do ktorych nalezy bogatka. Réznice w prewalencji miedzy pasozytami z
poszczegbdlnych rodzajow u mitodocianych bogatek odzwierciedlaja najprawdopodobniej
roznice w zakresie zachowan endofagicznych (czyli Zerowania w zamknigtych
przestrzeniach, takich jak skrzynki legowe) oraz/lub roznice w fenologii pojawu ich
wektorow. Dotychczasowe badania wskazuja, ze szczegoélnie chetnie zachowania
endofagiczne przejawiaja kuczmanowate, czyli wektory Haemoproteus. Natomiast
komarowate 1 meszkowate, wektory odpowiednio Plasmodium i Leucocytozoon, wnikaja

do skrzynek znacznie rzadziej (Tomés i wsp. 2008, Votypka i wsp. 2009, Krams i wsp.
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2013). Ze wzgledu na fakt, ze Trypanosoma moze by¢ przenoszona przez owady
reprezentujace rézne rodziny, a dodatkowo obecnie brakuje informacji, ktére owady sa
wektorami tych pasozytow u bogatki, trudno jest okresli¢ w jakim stopniu o czgstosci
zarazenia przez Trypanosoma u miodocianych bogatek decyduje stopien zachowan
endofagicznych ich wektorow. Badania Norte i wsp. (2009) w populacji bogatki w
srodkowej Portugalii wykazaty, Ze inwazje pasozytow z czterech rozpatrywanych rodzajow
moga pojawia¢ si¢ juz u 2-tygodniowych pisklat, przy czym inwazje Haemoproteus i
Plasmodium stwierdzono tylko u pisklat z drugich legow. Moze to sugerowaé brak w
srodowisku wektorow tych pasozytow w czasie trwania pierwszych legéw lub zarazenie
pisklat z p6znych legéw przez gatunki/linie genetyczne charakteryzujace si¢ stosunkowo
krétkim okresem prepatencji. Krams i wsp. (2013), ktorzy eksperymentalnie zmieniali
liczbe wektorow w skrzynkach bogatki wykazali, ze dziatania takie silnie wplywaja na
prewalencj¢ pasozytow u podlotéw (w wieku ok. 30 dni). Wérdd podlotow z legow, w
ktorych wystgpowata naturalna liczba wektorow, kazdy osobnik byt zarazony przez
przynajmniej jeden z trzech badanych pasozytow krwi (Haemoproteus, Plasmodium i
Leucocytozoon), podczas gdy w legach o obnizonej liczbie wektorow prewalencja wsrdd
podlotéw wynosita 8%.

Niniejsze badania wykazaly, ze prawdopodobienstwo zarazenia przez
Haemoproteus, ktéry jest pasozytem wystepujacym u miodocianych bogatek w
monitorowanej populacji z najwyzsza czestoscig, nie bylo zwigzane ani z dlugoscig zycia
ani data klucia ptakow. Z powodu bardzo niskiej prewalencji nie bylo mozliwe
przetestowanie wplywu powyzszych parametrOw na zarazenie przez pozostale pasozyty.
Waznym czynnikiem, ktéry thumaczyt prawdopodobienstwo inwazji pasozytow z rodzajow
Plasmodium, Leucocytozoon 1 Trypanosoma byla data schwytania: im pdzniej w sezonie
ptak zostat schwytany, tym istniala wyzsza szansa stwierdzenia u niego inwazji. Taki
wzorzec zarazenia jest najprawdopodobniej zwigzany z fenologia pojawu wektoroéw i ich
sktonnoscia do zachowan endofagicznych, a w przypadku Plasmodium takze dlugoscia
okresu prepatencji. Uzyskane wyniki sugeruja, ze w przypadku tych trzech rodzajow
pasozytow do zarazenia ptakéw dochodzi po opuszczeniu przez nie gniazda 1 ze
prawdopodobienstwo zarazenia wzrasta wraz z postepem sezonu. Dodatkowo, w przypadku

Plasmodium na te efekty moze nakladac¢ si¢ stosunkowo diugi okresu prepatencji. Badania
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eksperymentalne wykazaly, ze pasozyty reprezentujace lini¢ genetyczng SGSI1, ktora jest
dominujacg linia Plasmodium wséréd milodocianych bogatek na terenie badan, moga
pojawiac si¢ w krwi, w zalezno$ci od gatunku zywiciela, od 7 do 16,5 dnia od momentu
wnikniecia pasozytow do organizmu (Palinauskas i wsp. 2008). Brak zalezno$ci miedzy
data schwytania a prawdopodobienstwem zarazenia przez Haemoproteus sugeruje z kolei,
ze piskleta 1 podloty niezaleznie od daty klucia s3 w podobnym stopniu narazone na
transmisje pierwotniakow przez kuczmanowate. W duzej czeéci przypadkow do zarazenia
moze dochodzi¢ na etapie gniazdowym, na co wskazuje obecnos¢ kuczmanowatych w
skrzynkach na terenie badan (A. Dubiec, dane wtasne).

Mtodociane samce i samice bogatki nie r6znity si¢ prawdopodobienstwem zarazenia
przez pasozytnicze pierwotniaki z wyjatkiem rodzaju Leucocytozoon. W wypadku tego
pasozyta mtodociane samice miaty znacznie wigkszg szans¢ na wystgpienie inwazji niz
samce. W literaturze jest niewiele informacji o prewalencji pasozytéw krwi w odniesieniu
do plci zywiciela u ptakow na wczesnych etapach zycia. Ogolnie, w wigkszos$ci
przypadkow nie stwierdzono, aby piskleta pici meskiej 1 zenskiej réznity si¢ czestoscia
zarazenia (puchacz zwyczajny Bubo bubo, Ortego i Cordero 2010; jastrzab zwyczajny
Accipiter gentilis, Jeffries 1 wsp. 2015; wlochatka zwyczajna Aegolius funereus, Synek i
wsp. 2016; dzierzba $rdédziemnomorska Lanius meridionalis, Hernandez i wsp. 2017).
Wyjatek stanowig badania na bogatce i1 $wiergotku polnym. U bogatki w dwoch
populacjach ze Szwajcarii stwierdzono dwukrotnie wyzsza prewalencj¢ Plasmodium u
mtodocianych samcoéw niz samic (osobniki przetrzymywane w awiarium ze swobodnym
dostgpem wektorow, Jenkins 1 wsp. 2015). Podobnie, u pisklat swiergotka polnego (wiek:
7—-11 dni) w populacji w §rodkowej Hiszpanii samce byty 1,5 raza czg¢$ciej zarazone przez
Plasmodium niz samice (Calero—Riestra i Garcia 2016).

Na wzorzec wystepowania inwazji w zaleznos$ci od pici mogg mie¢ wptyw przede
wszystkim dwa mechanizmy: zréznicowanie w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego
oraz nielosowy wybor zywiciela przez wektory. W odrdznieniu od osobnikéw dorostych, u
ktorych wystepuje réznica migdzy samcami 1 samicami w wielkosci $ledziony (u samcow
jest mniejsza) — jednego z dwdch gtownych narzadéw uktadu odpornosciowego u ptakow,
u pisklat wielko$¢ tego narzadu jest zblizona (Meller i wsp. 1998). Moze to sugerowac, ze

przynajmniej w przypadku funkcji zwigzanych z dziataniem $ledziony, nie wystepuja
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réznice miedzy plciami. Jednoczesnie, czgs¢ dotychczasowych badan wykazata, ze w
okresie pisklecym (dane tego typu nie s3a dostgpne dla podlotow 1 osobnikow
mtodocianych) u niektérych gatunkéw moga wystepowacé rdznice migdzy plciami w
poziomie immunokompetencji, chociaz czg¢sto réznice te uwidaczniajg si¢ tylko w
okreslonych warunkach lub dotycza jednego z rodzajow odpowiedzi immunologicznej
(Fargallo i wsp. 2002, Chin i wsp. 2005, Dubiec i wsp. 2006, Lobato i wsp. 2008,
Thompson 1 wsp. 2014). W przypadku bogatki, w zalezno$ci od populacji, stwierdzono
zaréwno brak roznic, jaki 1 nizszy poziom immunokompetencji (mierzonej jako odpowiedz
na fitohemaglutyning — niepatogenny antygen) u samcow (Tschirren i wsp. 2003, Dubiec i
Cichon 2005). W przypadku nielosowego wyboru zywicieli, jednym z mozliwych
mechanizmow jest wybor zywiciela w zalezno$ci od jego wielkosci, co w przypadku
gatunkoéw, u ktorych wystepuje dymorfizm ptciowy, jak ma to miejsce u bogatki (Cramp 1
Perrins 1993), moze przeklada¢ si¢ na nielosowy wybor w zaleznosci od jego pici.
Krwiopijne organizmy moga preferowaé¢ mniejsze piskleta ze wzgledu na ich stabsza
immunokompetencje (hipoteza ,.tasty chick”, Christe i wsp. 1998). Z drugiej strony moga
czesciej wybiera¢ wigksze osobniki, poniewaz, pomimo tego ze charakteryzujg si¢ one
wyzsza immunokompetencja, to jednoczes$nie stanowia lepsze zrédlo pokarmu (Lee i
Clayton 1995). Taki nielosowy wybor pisklat przez krwiopijne bezkrggowce zostal m.in.
wykazany dla kleszczy 1 niektorych muchéwek (Valera i wsp. 2004, Gallizzi 1 wsp. 2008,
Heylen i Matthysen 2011). W$réd owadow, ktore moga by¢ wektorami pasozytéw krwi u
ptakow, wykazano nielosowy wybdr zywiciela wzgledem jego plci u niektorych gatunkow
komaréw (preferowaly zerowanie na samcach, Burkett—Cadena i wsp. 2014). Ze wzgledu
na brak informacji o poziomie immunokompetencji u miodocianych samcow i samic
bogatki w badanej populacji oraz wzorcu wyboru zywiciela w zaleznosci od jego pici przez
wektory poszczegoOlnych rodzajow pasozytow, nie mozna okresli¢, czy ktory§ z tych
mechanizmow lezy u podstaw obserwowanej roéznicy w czestos$ci zarazenia przez
Leucocytozoon.

W badanej populacji bogatki stwierdzono zalezno$¢ miedzy niektoérymi taksonami
pasozytow: silng negatywng miedzy Haemoproteus 1 Plasmodium oraz staba pozytywna
migdzy Plasmodium 1 Trypanosoma. Istnial tez trend wskazujacy na pozytywna zaleznosé

miedzy Leucocytozoon i Trypanosoma. Nalezy podkresli¢, Zze analizy charakteru zalezno$ci
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miedzy pasozytami uwzgledniajagce rodzaj Trypanosoma mozliwe byly tylko dla
osobnikdw mtodocianych z powodu bardzo niskiej prewalencji tych pasozytéw u dorostych
bogatek. Ogdlnie, wbrew przewidywaniom, charakter zalezno$ci migedzy pasozytami krwi
nie r6znit si¢ miedzy milodocianymi i dorostymi bogatkami. W chwili obecnej trudno jest
okresli¢, na ile powszechny jest taki wzorzec, poniewaz wedlug mojej wiedzy, tylko w
jednym innym badaniu okres$lono, jak wiek zywiciela wptywa na charakter zaleznos$ci
miedzy pasozytami krwi. Svobodova i wsp. (2015) wykazali, ze charakter zaleznos$ci
miedzy tymi pasozytami byt odmienny u pisklat i ptakow dorostych (pozytywny u pisklat i
neutralny u ptakéw dorostych) w przypadku Haemoproteus i Leucocytozoon u myszotowa
zwyczajnego oraz Leucocytozoon i Trypanosoma u krogulca zwyczajnego.

W przypadku Haemoproteus i1 Plasmodium, biorac pod uwage czestos¢ ich
wystepowania w kazdym z sezonoéw, nalezatoby oczekiwac ich wspdétwystepowania w 1-2
przypadkach w 2015 r. i w 4 przypadkach w 2016 r. (na podstawie wzoru z Combes 1999).
Tymczasem takie zjawisko stwierdzono tylko u jednego osobnika w 2016 r. Rzadsze niz
oczekiwane przy neutralnym charakterze zaleznosci przypadki wspotwystepowania
Haemoproteus 1 Plasmodium zostaty wczesniej stwierdzone m.in. u kosa Turdus merula
(Hatchwell i wsp. 2000), bogatki (van Rooyen i wsp. 2013), blaszkodziobych (Meixell i
wsp. 2016), grzebigcych (Smith i wsp. 2016), a takze w przypadku analiz wykonanych na
poziomie zgrupowania ptakow (Oakgrove i wsp. 2014). W chwili obecnej nie jest znany
mechanizm odpowiadajagcy za powstawanie antagonistycznej zalezno$ci miedzy
Haemoproteus 1 Plasmodium. Biorac pod uwage fakt, ze rodzaje te sg blisko ze soba
spokrewnione, mozna przewidywac, ze kluczowa role w jej powstaniu odgrywa odpornosé
krzyzowa. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze pewien wplyw na uzyskanie negatywnej
zaleznosci migdzy Haemoproteus 1 Plasmodium wywiera niedoskonato$¢ technik
uzywanych do wykrywania pasozytéw. Ogolnie, techniki wykorzystujace standardowg
tancuchowa reakcje polimerazy niedoszacowuja czgsto inwazje wielokrotne (Biedrzycka i
wsp. 2015, Bernotiené¢ i wsp. 2016). Ograniczona zdolno§¢ do wykrywania pasozytow
jednoczesnie bytujacych w zywicielu moze wynika¢ z preferencyjnego namnazania
materialu genetycznego pasozytow o wyzszej intensywnosci zarazenia (Pérez—Tris i1
Bensch 2005, Valkitinas i wsp. 2006, Martinez i wsp. 2009). Dodatkowo, z powodu ogolnie

wyzszej intensywnosci zarazenia w przypadku Haemoproteus (Valkitinas 2005), rodzaj ten
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jest znacznie tatwiej wykrywalny na rozmazach niz Plasmodium (Waldenstrdom i wsp.
2004). Pozytywna zalezno$¢ miedzy Plasmodium i Trypanosoma oraz trend wskazujacy na
pozytywna zalezno$¢ miedzy Leucocytozoon 1 Trypanosoma sugeruja, ze zarazenie przez
jeden z pasozytow z rozpatrywanej pary stwarza warunki sprzyjajace rozwojowi inwazji
drugiego z pasozytéw. Potencjalnymi mechanizmami, ktére moga prowadzi¢ do powstania
takiej zalezno$ci jest reakcja uktadu odporno$ciowego w odpowiedzi na inwazj¢ oraz
przenoszenie pasozytow przez te same wektory. Ze wzgledu na fakt, ze dane o statusie
zarazenia bogatek dostepne sg tylko z jednego punktu czasowego nie ma mozliwosci
jednoznacznego okreslenia czy stwierdzone zaleznosci sg jedno— czy dwukierunkowe.

W badanej populacji bogatki wystepowaty réznice w prewalencji pasozytéw krwi
miedzy osobnikami mtodocianymi i1 dorostymi. Pasozyty z rodzajow Haemoproteus,
Plasmodium 1 Leucocytozoon wystepowaly znacznie rzadziej, a pasozyty z rodzaju
Trypanosoma znacznie czg$ciej u osobnikéw mtodocianych. W odniesieniu do pasozytow z
grupy Haemosporidia wynik ten jest zgodny z badaniami w hiszpanskiej populacji bogatki
oraz wigkszosci przebadanych pod tym katem gatunkéw ptakow (Tabela 1, Norte 1 wsp.
2009). Za wyzsza prewalencje Haemosporidia u dorostych ptakow prawdopodobnie
odpowiada wydtuzajaca si¢ wraz zyciem zywiciela ekspozycja na wektory, a tym samym
zwigkszajaca si¢ szansa na transmisje pasozytow (Davidar i Morton 1993, Sol 1 wsp. 2003).
Nieznany jest natomiast mechanizm, ktéry thumaczylby odmienny wzorzec prewalencji
Trypanosoma. Niewykluczone, ze taki wzorzec jest wypadkowa dwoch mechanizmow:
wyzszej wirulencji Trypanosoma w poroéwnaniu z Haemoproteus, Plasmodium 1
Leucocytozoon, co przektadatoby si¢ na wyzsza $miertelnos¢, a tym samym eliminacje z
populacji zarazonych przez tego pasozyta osobnikdéw, oraz preferowanie mlodocianych
osobnikow w pordéwnaniu z dorostymi przez wektory Trypanosoma. Przyktadowo, taki
preferencyjny wybor ptakéw na wczesnych etapach zycia zostal wykazany w niektorych
badaniach na komarach (Blackmore i Dow 1958, ale np. Burkett—Cadena i wsp. 2010).

Niniejsze badania wykazaty, ze w populacji bogatki o wysokiej czestosci inwazji
pasozytniczych pierwotniakow do zarazenia wigkszosci osobnikow dochodzi w
stosunkowo krotkim czasie od wyklucia. R6znice w wirulencji oraz czgstosci zarazenia
przez poszczegodlne rodzaje pasozytow migdzy sezonami moga przeklada¢ si¢ na znaczne

migdzysezonowe fluktuacje w sile doboru, ktérej podlegaja ptaki przed swoja pierwsza
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proba rozrodu. Charakter zaleznos$ci migdzy pasozytami nie r6éznil si¢ miedzy osobnikami
mtodocianymi i dorostymi, co moze sugerowaé, ze roznice fizjologiczne wystgpujace
miedzy tymi grupami wiekowymi nie odgrywaja wigkszej roli w powstawaniu tego
zjawiska. Konieczne sg jednak dalsze badania, w innych populacjach oraz na innych
gatunkach, w celu stwierdzenia, na ile taki wzorzec jest powszechny. Z kolei do
wyjasnienia, czy wykryte negatywne i pozytywne zalezno$ci miedzy pasozytami majg
charakter jedno— czy dwukierunkowy, konieczne sg badanie eksperymentalne polegajace na

kontrolowanym wywotlywaniu inwaz;ji.
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Podsumowanie i wnioski

Rozdzial I: Oddzialywania w obre¢bie zespolu pasozytow krwi u modraszki

Cyanistes caeruleus w warunkach eksperymentalnie manipulowanego

dobrostanu zywiciela

Kondycja samic modraszki nie miala wplywu na charakter zaleznoS$ci
wystepujacych miedzy badanymi rodzajami pasozytow krwi. Obecnos¢
dodatkowego czynnika biologicznego, potencjalnie wptywajacego na dobrostan
gospodarza, tj. pchet w gniezdzie nie wplywala réwniez na site zaleznoSci
wystepujacych migdzy pasozytami.

Wspotpasozytnictwo pierwotniakdéw z rodzajow Haemoproteus 1 Plasmodium
wykazywato silng zalezno$¢ antagonistyczng w obu kierunkach. Zaréwno
Haemoproteus wptywat negatywnie na prawdopodobienstwo inwazji Plasmodium,
jak 1 zarazenie Plasmodium obnizalo prawdopodobienstwo rozwoju zarazenia
Haemoproteus.

Wspotpasozytnictwo pierwotniakoéw z rodzajow Leucocytozoon i Trypanosoma
wykazywato silng, dwukierunkowa zalezno$¢ synergistyczng. Zarazenie jednym
rodzajem pasozyta wplywato pozytywnie na prawdopodobienstwo zarazenia drugim

rodzajem.

Rozdzial II: Wplyw wspolwystepowania pasozytow krwi na elementy biologii

rozrodu modraszki Cyanistes caeruleus w warunkach eksperymentalnie

manipulowanego dobrostanu zywiciela

Wspotwystepowanie pasozytow krwi nie wpltywato na wigkszos¢ elementow
biologii lggowej zywiciela, jednak zaobserwowano, ze sukces klucia w legach
samic zarazonych trzema rodzajami pasozytow byt nizszy. Stwierdzono rowniez, ze
samice zarazone jedynie rodzajem Trypanosoma przystepowaly pdzniej do
sktadania jaj. Natomiast samice zarazone wytacznie Haemoproteus miaty mniejsze
zniesienia.

Nie zaobserwowano réznic w sukcesie rozrodczym samic, w ktorych gniazdach

byty pchty w poroéwnaniu do gniazd bez pchet.
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e Nie stwierdzono roéznic w kondycji pisklat i sukcesie wylotu pomiedzy grupa

kontrolng i eksperymentalng.

Rozdzial III: Czynniki wplywajace na zarazenie oraz wspolwystepowanie

pasozytow krwi u mlodocianych bogatek Parus major

e Nie stwierdzono zwigzku miedzy dlugoscia zycia mtodocianych bogatek a
prawdopodobienstwem ich zarazenia przez pierwotniaki z rodzaju Haemoproteus.
Ze wzgledu na niska prewalencje pasozytow z rodzaju Plasmodium, Leucocytozoon
1 Trypanosoma wérdd ptakow zaobraczkowanych na etapie gniazdowym nie mozna
byto okresli¢ zwiazku dlugosci zycia z prawdopodobienstwem zarazenia tymi
rodzajami pasozytow.

e Ple¢ mtodocianych bogatek miata zwigzek tylko z prawdopodobienstwem zarazenia
Leucocytozoon — samice byly czesciej zarazone niz samce. W przypadku
pozostatych rodzajow pasozytéw krwi obie picie byty zarazone podobnie czesto.

e Prawdopodobienstwo wystapienia inwazji Plasmodium, Leucocytozoon lub
Trypanosoma wzrastatlo wraz z postepem sezonu i1 bylo wyzsze u pdzniej
schwytanych ptakow. Prawdopodobienstwo zarazenia Haemoproteus nie miato
zwigzku z datg schwytania.

e Prewalencja pasozytow krwi byla wyzsza u osobnikow dorostych w przypadku
zarazenia rodzajami Haemoproteus, Plasmodium i Leucocytozoon, natomiast w
przypadku zarazenia Trypanosoma byta wyzsza u osobnikow miodocianych.

o  Wspotwystepowanie pasozytow z rodzajow Haemoproteus i Plasmodium miato
charakter antagonistyczny u milodocianych i dorostych bogatek. U mtodocianych
bogatek stwierdzono wystepowanie pozytywnej zalezno$ci we wspotpasozytnictwie

Plasmodium 1 Trypanosoma.
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Whioski

1.

Koinwazje pasozytow krwi u dziuplakow sag czeste a wspotwystepujace pasozyty
tworza zbiorowos$¢, w obrebie ktorej wystepuja zalezno$ci synergistyczne,
antagonistyczne 1 neutralne. W badanych przeze mnie uktadach zywiciel-
zbiorowo$¢ pasozytow zalezno$¢ synergistyczna wystepuje w  ukladzie
Leucocytozoon—Trypanosoma, a antagonistyczna — w ukladzie Haemoproteus—

Plasmodium.

. Warunki, ktore potencjalnie mogg réoznicowa¢ dobrostan zywiciela (w wypadku

moich badan byta to ekspozycja na powszechne ektopasozyty ptakoéw —
pchty) nie majg wplywu na oddzialywania migdzy wspotwystepujacymi pasozytami
krwi reprezentujacymi rézne taksony, jak i na efekt, jaki pasozyty wywierajg na

biologi¢ legowa zywiciela.

. U mitodocianych dziuplakow prawdopodobienstwo zarazenia pasozytami krwi z

rodzajow Plasmodium, Leucocytozoon 1 Trypanosoma wzrasta wraz z postepem
sezonu legowego, natomiast zarazenie Haemoproteus nie wykazuje takiej
zaleznosci.

Wiek zywiciela (osobniki mtodociane vs doroste) nie wptywa na typ oddziatywania
miedzy wspotwystepujacymi pasozytami krwi reprezentujagcymi rdzne taksony.
Dalsze badania na zbiorowosciach pasozytow krwi w oparciu o dane z rdznych
punktow czasowych z zycia zywiciela sg kluczowe dla zrozumienia zaleznosci w
uktadzie zywiciel-zbiorowo$¢ pasozytow, jak 1 przebiegu samych inwazji

pasozytniczych.
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Apendyks 1.

W tym apendyksie przedstawiono szczegdly reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
stuzacej do amplifikowania DNA pasozytow z rodzajow Haemoproteus, Plasmodium,

Leucocytozoon 1 Trypanosoma.

Protokot PCR stuzacy do amplifikowania DNA pasozytow z rodzaju Haemoproteus i

Plasmodium

Do amplifikacji DNA wykorzystuje si¢ zagniezdzong reakcje tancuchowg polimerazy, w
ktérej najpierw amplifikowany jest dluzszy fragment cytochromu b mitochondrialnego
DNA pasozyta (534 par zasad) (I reakcja), a nastepnie otrzymany produkt wykorzystuje si¢
w kolejnej reakcji, ktora amplifikuje krétszy fragment DNA pasozyta o dlugosci 479 par
zasad (reakcja II). W analizach wykorzystano warunki reakcji opisane w Waldenstrom i

wsp. (2004).

I reakcja. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej: 25 ul, sktad: nukleotydy dATP, dCTP, dGTP i
dTTP w stezeniu 1,25mM kazdy, 3mM MgCl,, 10—krotnie st¢zony bufor Tris—HCI z KClI,
startery HAEMNF i HAEMNR?2 w stezeniu 0,2uM, dejonizowana woda, 0,25U polimerazy
DNA Taq (Thermo Scienific) oraz 2 pul izolatu DNA.

Proces Warunki

Wstepna denaturacja 94°C przez 3 min
20 powtdrzen:
Denaturacja nici 94°C przez 30 sekund
Przylaczanie starterow 50°C przez 30 sekund
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 72°C przez 45sekund
starter—matryca 1 synteza tancucha
DNA
Wydhuzanie nici DNA 72°C przez 10 min
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II reakcja. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej: 25 pl, sktad: nukleotydy dATP, dCTP, dGTP i
dTTP w stezeniu 1,25mM kazdy, 3mM MgClz, 10—krotnie stezony bufor Tris—HCI z KClI,
0,4uM starterow HAEMF 1 HAEMR2, dejonizowana woda, 0,5U polimerazy DNA Taq

(Thermo Scienific) oraz 2 ul produktu z reakeji 1.

Proces Warunki

Wstepna denaturacja 94°C przez 3 min
35 powtdrzen:
Denaturacja nici 94°C przez 30 sekund
Przytaczanie starterow 50°C przez 30 sekund
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 72°C przez 45sekund
starter—matryca 1 synteza fancucha
DNA
Wydhuzanie nici DNA 72°C przez 10 min
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Protokol PCR stuzacy do amplifikowania DNA Leucocytozoon

Do amplifikacji DNA wykorzystuje si¢ zagniezdzong reakcj¢ tancuchowa polimerazy, w
ktorej najpierw amplifikowany jest dluzszy fragment cytochromu b mitochondrialnego
DNA pasozyta, a nastepnie otrzymany produkt wykorzystuje si¢ w kolejnej reakcji. Druga
reakcja amplifikuje krétszy fragment DNA pasozyta o dtugosci 480 par zasad. W analizach

wykorzystano warunki reakcji opisane w Hellgren i wsp. (2004).

I reakcja. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej 25 pl, sktad: nukleotydy dATP, dCTP, dGTP i
dTTP w stezeniu 1,25mM kazdy, 1,5mM MgCl,, 10—krotnie stezony buforu Tris—HCI z
KCL, 0,6uM starteréow HAEMNFI i HAEMNR3, dejonizowana woda, 0,5U polimerazy
DNA Taq (Thermo Scienific) oraz 2 pl izolatu DNA

Proces Warunki

Wstepna denaturacja 94°C przez 3 min
20 powtdrzen:
Denaturacja nici 94°C przez 30 sekund
Przylaczanie starterow 50°C przez 30 sekund
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 72°C przez 45sekund
starter—matryca 1 synteza tancucha
DNA
Wydhuzanie nici DNA 72°C przez 10 min
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II reakcja. Objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej:25 ul, sktad: nukleotydy dATP, dCTP, dGTP i
dTTP w stezeniu 1,25mM kazdy, 3mM MgClz, 10—krotnie stezony bufor Tris—HCI z KClI,
0,6uM starterow HAEMFL 1 HAEMR2L, dejonizowana woda, 0,5U polimerazy DNA Taq

(Thermo Scienific) oraz 2 ul produktu z reakeji 1.

Proces Warunki

Wstepna denaturacja 94°C przez 3 min
35 powtdrzen:
Denaturacja nici 94°C przez 30 sekund
Przytaczanie starterow 50°C przez 30 sekund
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 72°C przez 45sekund
starter—matryca 1 synteza fancucha
DNA
Wydhuzanie nici DNA 72°C przez 10 min
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Protokol PCR stuzacy do amplifikowania DNA Trypanosoma

Do amplifikacji DNA wykorzystuje si¢ zagniezdzong reakcj¢ tancuchowa polimerazy, w
ktorej najpierw amplifikowany jest dluzszy fragment genu kodujacego mniejsza
podjednostke rybosomalng RNA (SSU RNA) pasozyta, a nastgpnie otrzymany produkt
wykorzystuje si¢ w kolejnej reakcji. Druga reakcja amplifikuje krotszy fragment DNA
pasozyta o dlugosci 326 par zasad. W analizach wykorzystano warunki reakcji opisane w
Sehgal 1 wsp. (2001). W zwigzku z problemami z otrzymaniem czytelnych wynikow,

wykorzystano zmodyfikowany protokot opisany przez Zamora—Vilchis 1 wsp. (2012).

I reakcja. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej: 10 ul, sktad: nukleotydy dATP, dCTP, dGTP 1
dTTP w stezeniu 1,25mM kazdy, 3mM MgCl,, 10—krotnie st¢zony buforu Tris—HCl z KCl,
0,5uM starterow S—762 1 S-763, dejonizowana woda, 0,25U polimerazy DNA Taq
(Thermo Scienific) oraz 2 ul izolatu DNA

Proces Warunki

Wstepna denaturacja 95°C przez 5 min
5 powtorzen:
Denaturacja nici 95°C przez 1 min
Przytaczanie starterow 45°C przez 30 sekund
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 65°C przez | min
starter—matryca 1 synteza fancucha
DNA
35 powtorzen:
Denaturacja nici 95°C przez 1min
Przylaczanie starterow do nici DNA 50°C przez 30 sekund
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 72°C przez Imin
starter—matryca 1 synteza tancucha
DNA
Wydhuzanie nici DNA 65°C przez 10 min
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II reakcja. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej: 25 pl, sktad: nukleotydy dATP, dCTP, dGTP i
dTTP w stezeniu 1,25mM kazdy, 3mM MgClz, 10—krotnie stezony bufor Tris—HCI z KClI,
1,25uM starterow S—755 1 S—823, dejonizowana woda, 0,25U polimerazy DNA Taq

(Thermo Scienific) oraz 1 pl produktu z reake;i 1.

Proces Warunki

Wstepna denaturacja 96°C przez 3 min
35 powtdrzen:
Denaturacja nici 9°C przez 30 sekund
Przytaczanie starterow 58°C przez 1 min
Przytaczenie polimerazy do dupleksu 72°C przez 30 sekund
starter—matryca 1 synteza fancucha
DNA
Wydhuzanie nici DNA 72°C przez 7 min
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Apendyks 2.

Tabela A2.1. Prewalencja potwierdzonych linii genetycznych Haemoproteus w populacji
modraszki w latach 2013-2015 dla dwoch punktow czasowych — inkubacji 1 dnia 14. zycia

pisklat. Jeden osobnik moze by¢ zarazony rdéznymi liniami genetycznymi pasozyta

jednoczes$nie.
Okres chwytania samic

Linia genetyczna Inkubacja (zarazone 63/149 D14 (zarazone 71/149

osobniki) osobnikoéw)
hPARUSI 100% (63) 95,8 % (68)
hPHSIB1 1,6% (1) 2,8% (2)
hWw2 -(0) 1,4% (1)
Nieznana linia (4 roznice z 1,6% (1) -(0)
hPARUSI)
Nieznana linia (2 r6znice z 1,6% (1) -(0)
hPARUSI)
Nieznana linia -(0) 1,4% (1)

193



Dodatki

Tabela A2.2. Prewalencja potwierdzonych linii genetycznych Plasmodium w populacji
modraszki w latach 2013-2015 dla dwdch punktow czasowych — inkubacji i1 dnia 14. Zycia

pisklat. Jeden osobnik moze by¢ zarazony rdéznymi liniami genetycznymi pasozyta

jednoczes$nie.
Okres chwytania samic
Linia genetyczna Inkubacja (zarazone 58/149 D14 (zarazone 59/149
osobnikéw) osobnikoéw)
pTURDUSI1 81,0% (47) 79,7% (47)
pBT7 13,8% (8) 13,6 % (8)
pSGS1 6,9% (4) 6,8 % (4)
pSW2 3,4% (2) 3,4% (2)
pPADOMO2 -(0) 1,7% (1)

Wsrod potwierdzonych linii genetycznych Leucocytozoon najczesciej wystepowata linia
PARUS4 (32,1%). Ponadto w badanej populacji modraszki stwierdzono nastgpujace linie
genetyczne: BT2, PARUS7, PARUS14, PARUS18, PARUS19, PARUS21, PARUS24.

U wszystkich osobnikéw zarazonych Trypanosoma oznaczono gatunek jako Trypanosoma

avium.
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Apendyks 3.

Ponizej przedstawiono sposob wyliczen pozwalajacych przewidzie¢ prawdopodobienstwo

wspotwystepowania pasozytow krwi (na podstawie Combes 1999).

W przypadku, gdy w badaniach nie przeprowadzono analiz pod katem okreslenia
charakteru oddzialywania migdzy pasozytami, mozna go pozna¢ za pomocg porOwnania
prewalencji poszczegdlnych pasozytow. Przyktadowo, jezeli Trypanosoma ma prewalencje
na poziomie np. 20% a Plasmodium 30% szanse jednoczesnego wystepowania beda
wynosity:

0,20 x 0,30 = 0,06, czyli 6% przypadkow

W zwigzku z tym, jezeli obserwowane przypadki wspdlpasozytnictwa sg znacznie
wyzsze niz w wyliczeniach mozemy mie¢ do czynienia z zalezno$cig synergistyczng, a
jezeli sa znacznie nizsze — z zaleznos$cig antagonistyczng. W obecnych badaniach
wspotpasozytnictwo Haemoproteus 1 Plasmodium nie wystepowalo lub byto ono znikome,
chociaz pasozyty byly osobno stwierdzane u znacznej liczby ptakow. Moze §wiadczy¢ o
antagonistycznej zalezno$ci migdzy tymi pasozytami (rowniez w Meixell 1 wsp. 2016,

Smith 1 wsp. 2016).
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Dodatki

Tabela A4.1. Dane podstawowe dotyczace wplywu pasozytéw krwi na elementy biologii

legowej z podziatem na lata i grupy eksperymentalne; Eksp. — grupa eksperymentalna,

Kon. — grupa kontrolna, D14 — dzief 14. zycia pisklat.

Data Wielko§¢  Srednia  Liczba Liczba Liczba Sukces Masa
ztozenia zniesienia wielko$¢ wyklutych pisklat pchet wylotu samicy
1 jaja jaj pisklat w D14 w D14
2 w D14
(mm?) 2)
2013  Kon. 10.05 10,9 156,33 9,9 9,9 17 99% 11,01
Eksp. 10.05 11,3 156,10 10,1 10,1 111 99% 10,85
2014 Kon. 25.04 11,2 15546 9,8 9,1 23 92% 10,89
Eksp. 25.04 11,5 154,70 10,3 9,7 124 92% 10,82
2015 Kon. 01.05 9,2 153,03 8,5 7,7 14 89% 10,79
Eksp. 01.05 9,4 154,31 8,4 7,7 118 89% 10,69
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Tabela A4.2. Dane podstawowe dotyczace wplywu pasozytow krwi na elementy biologii

legowej z uwzglednieniem obecnosci poszczegdlnych pasozytow. Eksp. — grupa

eksperymentalna, Kon. — grupa kontrolna., D14 — dzien 14. zycia pisklat; + — obecnos¢

zarazenia; - — brak zarazenia

Data Wielkos¢  Srednia Liczba Liczba Sukces Masa
ztozenia zniesienia wielkos¢  wyklutych pisklat wylotu samicy w
1 jaja jaj (mm?)  pisklgt w D14 D14 (g)
Haemoproteus 30.04 10,4 155,86 9,2 8,9 93% 10,90
01.05 10,9 154,33 9.9 9,2 94% 10,79
Plasmodium 30.04 10,9 154,84 9.8 9,0 92% 10,82
01.05 10,6 155,14 9,5 9,1 94% 10,87
Trypanosoma 03.05 11,0 154,35 9.8 9,1 95% 10,84
30.04 10,6 155,32 9,6 9,1 92% 10,84
Leucocytozoon 02.05 10,8 153,13 9.9 9.8 96% 10,87
30.04 10,7 155,50 9,6 9,0 92% 10,84
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Tabela A4.3. Dane podstawowe dotyczace wpltywu pasozytow krwi na elementy biologii
legowej z uwzglednieniem typu koinwazji oraz poszczegélnych uktadéw pasozytow. Eksp.

— grupa eksperymentalna, Kon. — grupa kontrolna, D14 — dzien 14. zycia pisklat.

Data Wielkos¢  Srednia  Liczba Liczba Sukces Masa
ztozenia zniesienia wielko$¢ wyklutych pisklat wylotu  samicy w
1 jaja jaj (mm?) pisklat wDI14 D14 (g)
Brak 30.04 10,6 155,78 9,6 9,0 92% 10,84
koinwaz;ji
2 taksony 02.05 10,9 153,52 9,7 9,2 93% 10,83
3 taksony 03.05 10,7 155,02 9,1 8,9 96% 10,88
4 taksony 01.05 11,5 148,54 10,5 10,5 100% 11,25
(tylko w D14)
H+P 23.04 11,3 155,66 9,3 8,0 84% 11,03
H+T 03.05 10,7 154,18 9,2 9,3 91% 10,92
H+L 30.04 10,0 152,92 8,9 9,1 76% 11,16
P+T 02.05 11,3 154,13 9,8 9,0 96% 10,65
P+L 02.05 12,0 150,41 11,2 10,6 95% 10,76
T+L 09.05 11,0 153,57 10,5 10,5 100% 10,60
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Tabela A4.4. Wplyw poszczegolnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na date
rozpoczecia skladania jaj z zastosowaniem uogoélnionego modelu liniowego. Zabieg
eksperymentalny polegat na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie eksperymentalne;j

oraz eliminacje¢ pchel w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspolczynnik £ SE  LRy? P

Haemoproteus Rok! 2 0,12 0,942
2014 1 0,10+0,80
2015 1 -0,18+0,88
Wiek? 1 -1,44+0,65 4,84 0,028
Uktad pasozytow? 4 3,24 0,518
tylko Haemoproteus 1 0,36+0,80 0,21 0,648
tylko para H+P 1 -1,75+2,14 0,67 0,414
tylko para H+T 1 0,54+1,12 0,23 0,630
tylko para H+L 1 -1,73+1,30 1,76 0,185
Plasmodium Rok! 2 0,31 0,858
2014 1 0,35+0,78
2015 1 0,01+0,86
Wiek? 1 -1,74+0,65 7,14 0,008
Uktad pasozytow? 4 5,62 0,229
tylko Plasmodium 1 -1,48+0,76 3,79 0,051
tylko para P+H 1 -2,20+2,17 1,03 0,310
tylko para P+T 1 0,38+1,14 0,11 0,738
tylko para P+L 1 -0,20+1,56 0,02 0,900

Ciag dalszy na kolejnej stronie.

199



Dodatki

Trypanosoma  Rok! 2 0,82 0,665
2014 1 -0,26+0,79
2015 1 -0,77+0,88

Wiek? 1 -1,44+0,65 4,8 0,027

Uktad pasozytow? 4 12,39 0,015

tylko Trypanosoma 1  5,73+1,78 10,29 0,001

tylko para T+H 1 0,99+1,12 0,79 0,374

tylko para 7+P 1 1,10+1,08 1,03 0,310

tylko para T+L 1 -2,39+2,57 0,87 0,352

Leucocytozoon Rok! 2 0,33 0,850
2014 1 -0,21+0,81
2015 1 -0,51+£0,90

Wiek? 1 -1,53+0,68 5,14 0,023

Uktad pasozytow? 3 3,18 0,364

tylko para L+H I -1,86£1,30 2,07 0,151

tylko para L+P 1 -0,21+1,54 0,02 0,893

tylko para L+T 1 -2,9242,65 1,21 0,271

!poziom referencyjny: 2013

2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson
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Dodatki

Tabela A4.5. Wplyw poszczegdlnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na

wielko$§¢ zniesienia z zastosowaniem uogoOlnionego modelu

liniowego.

Zabieg

eksperymentalny polegat na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie eksperymentalne;j

oraz eliminacje¢ pchel w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspolczynnik £ SE  LRy? P
Haemoproteus Rok! 2 50,33 <0,001
2014 1 0,38+0,29
2015 1 -1,81+0,32
Wiek? 1 0,15+0,24 0,43 0,511
Uktad pasozytow? 4 6,22 0,183
Tylko Haemoproteus 1 -0,70+0,29 5,87 0,015
tylko para H+P 1 -0,27+0,77 0,13 0,723
tylko para H+T 1 -0,44+0,40 1,22 0,269
tylko para H+L 1 -0,12+0,47 0,06 0,799
Plasmodium Rok! 2 45,77 <0,001
2014 1 0,23+0,28
2015 1 -1,75+0,31
Wiek? 1 0,12+0,23 0,26 0,607
Uktad pasozytow? 4 2,40 0,663
tylko Plasmodium 1 -0,13+0,27 0,23 0,634
tylko para P+H 1 0,01+0,78 0,01 0,987
tylko para P+T 1 0,18+0,41 0,20 0,656
tylko para P+L 1 0,76+0,56 18,80 0,180

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 48,36 <0,001
2014 1 0,17+0,30
2015 1 -1,95+0,33
Wiek? 1 0,16+0,25 0,45 0,503
Uktad pasozytow? 4 4,42 0,352
tylko Trypanosoma 1  1,29+0,68 3,61 0,057
tylko para T+H 1 -0,30+0,42 0,50 0,478
tylko para 7+P 1 0,21+0,41 0,26 0,640
tylko para T+L 1 -0,06£0,97 0,01 0,947
Leucocytozoon Rok! 2 41,71 <0,001
2014 1 0,30+0,30
2015 1 -1,74+0,33
Wiek? 1 0,05+0,25 0,04 0,843
Uktad pasozytow? 3 2,36 0,502
tylko para L+H 1 0,15+0,48 0,09 0,761
tylko para L+P 1 0,87+0,57 2,33 0,127
tylko para L+T 1 0,05+0,98 0,01 0,956

poziom referencyjny: 2013

2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson
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Tabela A4.6. Wplyw poszczegdlnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na
srednig wielko$¢ jaj w legu z zastosowaniem uogdlnionego modelu liniowego. Zabieg
eksperymentalny polegat na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie eksperymentalne;j

oraz eliminacje¢ pchel w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspolczynnik £+ SE LRy> P

Haemoproteus Rok! 2 2,74 0,254
2014 1 -1,28+1,73
2015 1 -3,12+1,89

Wiek? 1 1,13£1,41 0,65 0,421

Uktad pasozytow? 4 3,92 0,417

tylko Haemoproteus 1 3,12+1,71 3,32 0,068

tylko para H+P 1 1,30+4,59 0,08 0,776

tylko para H+T 1 -0,59+2,40 0,06 0,805

tylko para H+L 1 -0,94+2,92 0,10 0,749

Plasmodium Rok! 2 2,59 0,273
2014 1 -0,94+1,66
2015 1 -2,89+1,83

Wiek? 1 0,91+1,38 0,44 0,509

Uktad pasozytow? 4 4,05 0,399

tylko Plasmodium 1 0,99+1,61 0,38 0,540

tylko para P+H 1 0,24+4,58 0,01 0,958

tylko para P+T 1 -1,36+£2,41 0,32 0,573

tylko para P+L 1 -5,79+3,30 3,07 0,080

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 2,52 0,283
2014 1 -0,52+1,80
2015 1 -2,88+2,00

Wiek? 1 1,02+1,48 0,47 0,492

Uktad pasozytow? 4 0,89 0,926

tylko Trypanosoma 1 -1,67+4,03 0,17 0,679

tylko para T+H 1 -1,34+2,53 0,28 0,595

tylko para T+P 1 -1,58+2,45 0,41 0,519

tylko para T+L 1 -2,43+5,81 0,17 0,676

Leucocytozoon Rok! 2 3,02 0,221
2014 1 -0,85£1,73
2015 1 -3,23+1,94

Wiek? 1 1,65+1,45 1,30 0,254

Uktad pasozytow? 3 4,28 0,233

tylko para L+H 1 -2,13+2,90 0,54 0,463

tylko para L+P 1 -6,40+3,29 3,78 0,052

tylko para L+T 1 -2,56+5,67 0,20 0,651

poziom referencyjny: 2013
2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden

takson
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Tabela A4.7. Wplyw poszczegdlnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na
sukces klucia wyrazony jako liczba pisklat w dniu 2. z odniesieniem do wielkos$ci legu z
zastosowaniem uogolnionego modelu liniowego. Zabieg eksperymentalny polegat na
dodaniu pchel do gniazd modraszki w grupie eksperymentalnej oraz eliminacj¢ pchet w

gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspotczynnik £+ SE LRy> P

Haemoproteus Rok! 2 0,58 0,746
2014 1 -0,14+0,23
2015 1 0,02+0,26
Wiek? 1 0,09+0,19 0,21 0,643
Zabieg eksperymentalny? 1 0,05+0,18 0,08 0,783
Uktad pasozytow* 4 462 0,329
tylko Haemoproteus 1 -0,03+0,24 0,01 0,904
tylko para H+P 1 -0,68+0,49 1,96 0,162
tylko para H+T 1 -0,49+0,28 3,02 0,082
tylko para H+L 1 -0,29+0,37 0,59 0,441
Plasmodium Rok! 2 0,97 0,616
2014 1 -0,05+0,21
2015 1 0,18+0,25
Wiek? 1 0,07+0,18 0,16 0,691
Zabieg eksperymentalny? 1 0,12+0,19 0,41 0,519
Uktad pasozytow* 4 3,80 0,421
tylko Plasmodium 1 0,22+0,23 0,87 0,351
tylko para P+H 1 -0,58+0,48 1,44 0,230
tylko para P+T 1 -0,17+0,29 0,35 0,554
tylko para P+L 1 0,53+0,49 1,17 0,279

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 0,72 0,697
2014 1 -0,08+0,22
2015 1 0,12+0,27
Wiek? 1 0,20+0,19 1,04 0,309
Zabieg eksperymentalny? 1 0,06+0,19 0,10 0,754
Uktad pasozytow* 4 499 0,288
tylko Trypanosoma 1 0,83+0,74 1,26 0,262
tylko para T+H 1 -0,36+0,30 1,43 0,231
tylko para T+P 1 -0,27+0,29 0,89 0,347
tylko para T+L 1 0,86+1,05 0,68 0,409
Leucocytozoon Rok! 2 1,85 0,397
2014 1 -0,05+0,22
2015 1 0,28+0,27
Wiek? 1 0,23+0,20 1,32 0,250
Zabieg eksperymentalny? 1 0,11+0,18 0,36 0,547
Uktad pasozytow * 3 2,76 0,431
tylko para L+H 1 -0,31+0,37 0,72 0,396
tylko para L+P 1 0,43+0,48 0,80 0,372
tylko para L+T 1 0,97+1,04 0,87 0,352

poziom referencyjny: 2013

poziom referencyjny: samice jednoroczne

poziom referencyjny: kontrola

poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden

NOW N —

takson
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Tabela A4.8. Wplyw poszczegdlnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na liczbe

wyklutych pisklat z

zastosowaniem uogolnionego

modelu

liniowego.

Zabieg

eksperymentalny polegat na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie eksperymentalne;j

oraz eliminacje¢ pchel w gniazdach z grupy kontrolne;.

df wspotczynnik £+ SE LRy? P
Haemoproteus Rok! 2 23,13 <0,001
2014 1 0,23+0,39
2015 1 -1,61+0,42
Wiek? 1 0,23+0,32 0,54 0,464
Zabieg eksperymentalny® 1 0,43+0,32 1,91 0,167
Uklad pasozytow w D14* 4 6,56 0,161
tylko Haemoproteus 1 -0,72+0,39 3,45 0,063
tylko para H+P 1 -1,38+1,05 1,73 0,189
tylko para H+T 1 -0,99+0,54 3,41 0,065
tylko para H+L 1 -0,42+0,63 0,45 0,500
Plasmodium Rok! 2 19,54 <0,001
2014 1 0,17+0,37
2015 1 -1,45+0,41
Wiek? 1 0,17+0,31 0,32 0,573
Zabieg eksperymentalny® 1 0,48+0,32 2,16 0,141
Uktad pasozytow w D14* 4 4,08 0,395
tylko Plasmodium 1 0,22+0,38 0,33 0,565
tylko para P+H 1 -0,94+1,04 0,82 0,364
tylko para P+T 1 -0,08+0,54 0,02 0,887
tylko para P+L 1 1,32+0,75 3,06 0,080

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 22,23 <0,001
2014 1 0,08+0,39
2015 1 -1,68+0,43
Wiek? 1 0,33+0,32 1,07 0,302
Zabieg eksperymentalny® 1 0,32+0,31 1,01 0,316
Uktad pasozytow w D14* 4 5,50 0,239
tylko Trypanosoma 1 1,68+0,89 3,54 0,060
tylko para T+H 1 -0,67+0,55 1,46 0,227
tylko para T+P 1 -0,17+0,54 0,10 0,752
tylko para T+L 1 0,53+1,27 0,18 0,673
Leucocytozoon Rok! 2 15,91 <0,001
2014 1 0,24+0,39
2015 1 -1,31+£0,44
Wiek? 1 0,25+0,33 0,59 0,443
Zabieg eksperymentalny® 1 0,43+0,31 1,91 0,166
Uktad pasozytow w D14* 3 3,40 0,334
tylko para L+H 1 -0,18+0,62 0,08 0,770
tylko para L+P 1 1,30+0,75 3,02 0,082
tylko para L+T 1 0,77+1,27 0,37 0,544

poziom referencyjny: 2013

poziom referencyjny: samice jednoroczne

poziom referencyjny: kontrola

poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson

NOW N —
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Tabela A4.9. Wplyw poszczegdlnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na liczbe

pisklat w dniu 14. z zastosowaniem uogdlnionego modelu liniowego.

Zabieg

eksperymentalny polegat na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie eksperymentalne;j

oraz eliminacje¢ pchel w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspotczynnik £+ SE LRy> P
Haemoproteus Rok! 2 30,58 <0,001
2014 1 -0,44+0,42
2015 1 -2,40+0,45
Wiek? 1 0,52+0,34 2,36 0,12
Zabieg eksperymentalny’ 1 0,34+0,33 1,12 0,291
Uktad pasozytow w D144 4 2,19 0,701
tylko Haemoproteus 1 -0,02+0,42 0,01 0,956
tylko para H+P 1 -1,02+0,77 1,76 0,185
tylko para H+T 1 -0,22+0,57 0,15 0,699
tylko para H+L 1 0,29+0,68 0,18 0,673
Plasmodium Rok! 2 25,85  <0,001
2014 1 -0,47+0,39
2015 1 -2,10+0,42
Wiek? 1 0,38+0,33 1,39 0,239
Zabieg eksperymentalny? 1 0,45+0,32 2,04 0,154
Uktad pasozytow w D144 4 3,17 0,530
tylko Plasmodium 1 -0,07+0,41 0,03 0,866
tylko para P+H 1 -1,03+0,76 1,86 0,172
tylko para P+T 1 -0,24+0,53 0,21 0,645
tylko para P+L 1 0,83+0,84 0,97 0,324

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 29,00 <0,001
2014 1 -0,57+0,42
2015 1 -2,38+0,45
Wiek? 1 0,49+0,34 2,06 0,151
Zabieg eksperymentalny? 1 0,42+0,32 1,70 0,192
Uktad pasozytow w D144 4 297 0,563
tylko Trypanosoma 1 -1,43+0,93 2,33 0,127
tylko para T+H 1 -0,27+0,55 0,23 0,628
tylko para T+P 1 -0,29+0,52 0,31 0,577
tylko para T+L 1 0,60+1,32 0,21 0,649
Leucocytozoon Rok! 2 26,07 <0,001
2014 1 -0,36+0,40
2015 1 -2,18+0,45
Wiek? 1 0,48+0,33 2,10 0,147
Zabieg eksperymentalny? 1 0,32+0,32 1,00 0,317
Uktad pasozytow w D14* 3 1,88 0,598
tylko para L+H 1 0,39+0,66 0,34 0,560
tylko para L+P 1 0,91+0,83 1,20 0,272
tylko para L+T 1 0,92+1,31 0,50 0,481

poziom referencyjny: 2013

poziom referencyjny: samice jednoroczne

poziom referencyjny: kontrola

poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson

NOW N —
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Tabela A4.10. Wplyw poszczegodlnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na

srednig mase pisklat w dniu 14. z zastosowaniem uogo6lnionego modelu liniowego. Zabieg

eksperymentalny polegat na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie eksperymentalne;j

oraz eliminacje¢ pchel w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspotczynnik £ SE LRy> P
Haemoproteus Rok! 2 13,41 0,001
2014 1 -0,38+0,17
2015 1 -0,73+0,19
Wiek? 1 0,15+0,14 1,14 0,286
Zabieg eksperymentalny’ 1 -0,23+0,13 2,93 0,087
Uktad pasozytow w D144 4 2,93 0,569
tylko Haemoproteus 1 0,13+0,17 0,61 0,433
tylko para H+P 1 -0,31+0,31 0,95 0,331
tylko para H+T 1 0,08+0,23 0,12 0,726
tylko para H+L 1 -0,23+0,28 0,67 0,411
Liczba pisklat w D2 1 -0,12+0,04 9,34 0,002
Plasmodium Rok! 2 15,35 <0,001
2014 1 -0,28+0,16
2015 1 -0,72+0,18
Wiek? 1 0,16+0,14 1,30 0,255
Zabieg eksperymentalny? 1 -0,17+0,16 1,06 0,304
Uktad pasozytow w D144 4 5,11 0,276
tylko Plasmodium 1 0,05+0,21 0,03 0,806
tylko para P+H 1 0,02+0,44 0,01 0,957
tylko para P+T 1 -0,48+0,30 2,42 0,119
tylko para P+L 1 0,15+0,45 0,12 0,733
Liczba pisklat w D2 1 -0,12+0,04 10,74 0,001
Zabieg eksperymentalny*
uktad pasozytow w D14 4 8,96 0,062
Pchty* Plasmodium 1 -0,62+0,35 3,11 0,078
Trypanosoma  Rok! 2 13,17 0,001
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2014 1 -0,38+0,17
2015 1 -0,74+0,20
Wiek? 1 0,12+0,14 0,67 0,415
Zabieg eksperymentalny? 1 -0,21+013 2,33 0,127
Uktad pasozytow w D14* 4 1,03 0,905
tylko Trypanosoma 1 -0,27+0,40 0,45 0,502
tylko para T+H 1 0,04+0,23 0,03 0,870
tylko para T+P 1 -0,16+0,22 0,53 0,465
tylko para T+L 1 -0,20+0,55 0,13 0,718
Liczba pisklat w D2 1 -0,13+0,04 10,11 0,001
Leucocytozoon Rok! 2 11,05 0,004
2014 1 -0,30+0,17
2015 1 -0,66+0,19
Wiek? 1 0,12+0,14 0,77 0,379
Zabieg eksperymentalny? 1 -0,22+0,13 2,78 0,095
Uktad pasozytow w D144 3 2,29 0,513
tylko para L+H 1 -0,25+0,27 0,85 0,357
tylko para L+P 1 0,39+0,35 1,29 0,256
tylko para L+T 1 -0,13+0,54 0,05 0,816
Liczba pisklat w D2 1 -0,12+0,04 10,24 0,001

poziom referencyjny: 2013
poziom referencyjny: samice jednoroczne

AW N =

poziom referencyjny: kontrola
poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson
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Tabela A4.11. Wplyw poszczegélnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na
srednig dlugos¢ skoku pisklat w dniu 14. z zastosowaniem uogélnionego modelu
liniowego. Zabieg eksperymentalny polegal na dodaniu pchet do gniazd modraszki w

grupie eksperymentalnej oraz eliminacj¢ pchet w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspotczynnik £ SE LRy> P

Haemoproteus Rok! 2 14,85 0,001
2014 1 -0,35+0,10
2015 1 -0,39+0,11
Wiek? 1 0,07+0,08 0,64 0,424
Zabieg eksperymentalny’ 1 -0,07+0,08 0,70 0,401
Uktad pasozytow w D14* 4 3,49 0,480
tylko Haemoproteus 1 0,09+0,10 0,82 0,365
tylko para H+P 1 -0,08+0,18 0,19 0,666
tylko para H+T 1 0,22+0,14 2,51 0,113
tylko para H+L 1 0,11+0,16 0,44 0,506
Liczba pisklat w D2 1 -0,06+0,02 8,07 0,005
Plasmodium Rok! 2 18,34 <0,001
2014 1 -0,34+0,09
2015 1 -0,43+0,10
Wiek? 1 0,08+0,08 1,05 0,306
Zabieg eksperymentalny? 1 -0,06+0,08 0,69 0,405
Uktad pasozytow w D14* 4 4,62 0,328
tylko Plasmodium 1 -0,13+0,10 1,77 0,181
tylko para P+H 1 -0,18+0,18 0,99 0,321
tylko para P+T 1 -0,19+0,13 2,38 0,123
tylko para P+L 1 -0,16+0,20 0,62 0,432
Liczba pisklat w D2 1 -0,07+0,02 10,22 0,001

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 14,10 0,001
2014 1 -0,35+0,10
2015 1 -0,39+0,12
Wiek? 1 0,05+0,08 0,40 0,528
Zabieg eksperymentalny’ 1 -0,05+0,08 0,43 0,511
Uktad pasozytow w D144 4 3,57 0,467
tylko Trypanosoma 1 -0,01+0,23 0,01 0,972
tylko para T+H 1 0,17+0,13 1,50 0,221
tylko para 7+P 1 -0,15+0,13 1,30 0,253
tylko para T+L 1 -0,20+0,32 0,37 0,542
Liczba pisklat w D2 1 -0,07+0,02 7,81 0,005
Leucocytozoon Rok! 2 14,22 0,001
2014 1 -0,33+0,10
2015 1 -0,39+0,11
Wiek? 1 0,07+0,08 0,74 0,391
Zabieg eksperymentalny? 1 -0,06+0,08 0,63 0,427
Uktad pasozytow w D144 3 0,80 0,849
tylko para L+H 1 0,06+0,16 0,15 0,702
tylko para L+P 1 -0,12+0,20 0,32 0,573
tylko para L+T 1 -0,19+0,32 0,35 0,553
Liczba pisklat w D2 1 -0,06+0,02 6,95 0,008

!poziom referencyjny: 2013

2poziom referencyjny: samice jednoroczne

3poziom referencyjny: kontrola

*poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson
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Tabela A4.12. Wplyw poszczeg6lnych uktadow pasozytniczych wykrytych u samic na
sukces wylotu pisklat wyrazony jako liczba pisklat, ktore wylecialy z gniazda z
odniesieniem do liczby pisklat w dniu 2. z zastosowaniem uogo6lnionego modelu liniowego.
Zabieg eksperymentalny polegal na dodaniu pchet do gniazd modraszki w grupie

eksperymentalnej oraz eliminacj¢ pchet w gniazdach z grupy kontrolne;.

df  wspdtczynnik £ SE LRy> P

Haemoproteus Rok! 2 13,31 0,001
2014 1 -0,09+0,03
2015 1 -0,12+0,03

Wiek? 1 0,01+0,03 0,03 0,864

Zabieg eksperymentalny? 1 -0,01+0,02 0,04 0,842

Uktad pasozytow w D144 4 6,02 0,197

tylko Haemoproteus 1 0,03+0,03 0,92 0,337

tylko para H+P 1 -0,01+0,06 2,43 0,119

tylko para H+T 1 -0,02+0,04 0,26 0,611

tylko para H+L 1 0,07+0,05 1,83 0,176

Plasmodium Rok! 2 11,40 0,003
2014 1 -0,07+0,03
2015 1 -0,11+0,03

Wiek? 1 0,01+0,02 0,15 0,698

Zabieg eksperymentalny? 1 -0,01+0,02 0,03 0,872

Uktad pasozytow w D144 4 4,88 0,300

tylko Plasmodium 1 -0,04+0,03 1,51 0,220

tylko para P+H 1 -0,11+0,06 3,83 0,050

tylko para P+T 1 0,01+0,04 0,02 0,884

tylko para P+L 1 -0,03+0,06 0,25 0,617

Ciag dalszy na kolejnej stronie.
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Trypanosoma  Rok! 2 9,36 0,009
2014 1 -0,07+0,03
2015 1 -0,11+0,03

Wiek? 1 0,01+0,03 0,11 0,745

Zabieg eksperymentalny? 1 -0,01+0,02 0,01 0,904

Uktad pasozytow w D14* 4 1,04 0,903

tylko Trypanosoma 1 0,05+0,07 0,39 0,533

tylko para T+H 1 -0,02+0,04 0,29 0,592

tylko para T+P 1 0,02+0,04 0,28 0,597

tylko para T+L 1 0,02+0,10 0,04 0,850

Leucocytozoon Rok! 2 11,65 0,003
2014 1 -0,08+0,03
2015 1 -0,12+0,03

Wiek? 1 0,01+0,03 0,08 0,784

Zabieg eksperymentalny? 1 -0,01+0,02 0,09 0,759

Uktad pasozytow w D14* 3 1,86 0,601

tylko para L+H 1 0,07+0,05 1,71 0,192

tylko para L+P 1 -0,02+0,06 0,09 0,761

tylko para L+T 1 0,01+0,10 0,02 0,896

poziom referencyjny: 2013

poziom referencyjny: samice jednoroczne

poziom referencyjny: kontrola

poziom referencyjny: brak zarazenia lub zarazenie pasozytami reprezentujacymi jeden
takson

NOW N —
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Apendyks 5.

Tabela AS5.1. Prewalencja pasozytéw krwi u podlotdow bogatki w latach 2015-2016 z

podziatem na ptec.

Rodzaj pasozyta Prewalencja (%)
Samice Samce
Haemoproteus 24,1 42,8
Plasmodium 29,6 11,4
Leucocytozoon 12,7 0
Trypanosoma 21,8 11,4
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