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Geneticki diverzitet i struktura populacija beskrilnih muva familije
Nycteribiidae i grinja familije Spinturnicidae, ektoparazita dve litofilne
vrste slepih miSeva u Srbiji

Sazetak

Studija predstavlja prvo istrazivanje genetiCkog diverziteta mitohondrijskih gena
beskrilnih muva i grinja, ektoparazita dve vrste slepih miSeva, u Srbiji. Analizirani su sastav
vrsta, specificnost prema domacinu i struktura populacija, te kvantitativni parametri
parazitiranosti. Muve su testirane na prisustvo krvnog parazita Polychromophilus sp. ¢iji je
geneticki diverzitet takode analiziran. Analizirani su geneticki diverzitet i1 struktura populacija
jedne vrste domaéina, M. schreibersii, koji su potom poredeni sa parametrima ektoparazita
nadenih na njemu. Uzorci su prikupljeni sa 9 lokaliteta u Srbiji i Bosni i Hercegovini, sa ukupno
241 jedinke domacina (Miniopterus schreibersii 168, Rhinolophus ferrumequinum 73).
Prikupljeno je 369 jedinki beskrilnih muva (4 vrste) i 564 jedinki grinja (2 vrste), sa izuzetno
izrazenom specificno$¢u prema primarnom domacinu i bez ijednog zabelezenog slucaja
unakrsne infekcije, uprkos ¢injenici da su domacinske vrste povremeno delile sklonista.
Domacinska vrsta koja formira vece i gusc¢e kolonije i migrira na veée distance, M. schreibersii,
imala je veci intenzitet infekcije i diverzitet vrsta beskrilnih muva, a muve prikupljene sa nje
imale su veci geneticki diverzitet od muva prikupljenih sa drugog, manje mobilnog domacina,
R. ferrumequinum, u skladu sa oc¢ekivanjama. Parametri genetiCkog diverziteta domacina
M. schreibersii i dveju ektoparazitskih vrsta, muve Nycteribia schmidlii i grinje Spinturnix psi
nisu bili zna¢ajno korelisani. Infekcija parazitom Polychromophilus melanipherus detektovana
je kod 33 beskrilne muve, od ¢ega je samo jedna bila poreklom sa domacina R. ferrumequinum
- prvi takav slucaj zabelezen do sad. Potvrden je znaaj upotrebe ektoparazita koji se hrane
krvlju u neinvazivnom testiranju populacija slepih miseva na prisustvo infekcija.

Klju¢ne re¢i: Domacin, slepi misevi, Miniopterus, Rhinolophus, ektoparaziti, Nycteribiidae,
Spinturnicidae, Haemosporidia, Polychromophilus, mtDNK
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Genetic diversity and population structure of bat flies of the family
Nycteribiidae and mites of the family Spinturnicidae, ectoparasites of the
two cavernicolous bat species in Serbia

Abstract

This study represents the first investigation of genetic diversity of mitochondrial genes
of bat flies and mites, ectoparasites of two bat species, in Serbia. Species composition, host
specificity, population structure and quantitative parameters of parasitism were analyzed. The
flies were tested for the presence of the blood parasite Polychromophilus sp., whose genetic
diversity was also analyzed. The genetic diversity and population structure of one host species,
Miniopterus schreibersii, were analyzed and then compared with those of its ectoparasites.
Samples were collected from 9 sites in Serbia and Bosnia and Herzegovina from a total of 241
host individuals (M. schreibersii 168, Rhinolophus ferrumequinum 73). 369 individuals of bat
flies (4 species) and 564 individuals of mites (2 species) were collected, with a marked
specificity for the primary host and without a single case of cross-infection recorded, despite
the fact that the host species occasionally shared roosts. A host species that forms larger and
denser colonies and migrates over longer distances, M. schreibersii, had a higher intensity of
infection and species diversity of bat flies, and the flies collected from it had greater genetic
diversity than those collected from the other, less mobile host R. ferrumequinum, as expected.
The genetic diversity parameters of the host M. schreibersii and two ectoparasitic species, the
bat fly Nycteribia schmidlii and the mite Spinturnix psi, were not significantly correlated.
Infection with the parasite Polychromophilus melanipherus was detected in 33 bat flies, only
one of which originated from the host R. ferrumequinum - the first such case recorded so far.
The importance of using blood-feeding ectoparasites in non-invasive surveys of bat populations
for the presence of infections was confirmed.

Key words: Host, bats, Miniopterus, Rhinolophus, ectoparasites, Nycteribiidae,
Spinturnicidae, Haemosporidia, Polychromophilus, mtDNA

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Genetics
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1 UVvOD
1.1 Slepi miSevi (red Chiroptera)

1.1.1 Osnovne odlike reda

Red slepih miSeva (Mammalia: Chiroptera) drugi je najbrojniji u klasi sisara, sa 1462
vrsta (Simmons i Cirranello 2023), rasprostranjen u svim klimatskim pojasevima i na svim
kontinentima, sa izuzetkom Antarktika (Simmons 2005). Zajednic¢ko sa drugim sisarima je da
su homeotermni organizmi, imaju tipi¢nu denticiju, zglobljavanje vilica, krzno i radaju zZive
mladunce koji po rodenju sisaju (Dietz i Kiefer 2016). Ono $to ih od drugih sisara izdvaja je
sposobnost aktivnog letenja i upotreba eholokacije (Simmons 2005), koja se sekundarno
izgubila kod frugivornih slepih miseva (Jones i Teeling 2006). Izduzene falange prstiju prednjih
ekstremiteta obuhvacene su letnom membranom, koja se dalje proteze izmedu prednjih i
zadnjih ekstremiteta i tela, opravdavajuéi naucni naziv reda — Chiroptera, ili u bukvalnom
prevodu “Sakokrilci” (Dietz i Kiefer 2016). Slepi misevi imaju jedinstven i veoma razvijen
sistem ultrazvuéne eholokacije, pomoc¢u koga se orijentisu u prostoru i lociraju plen. Umesto
primarnog oslanjanja na culo vida, oni emituju ultrazvuk c¢iji se odbijeni eho vraca do
sofisticiranog ¢ula sluha, pomoc¢u koga se formira slika okruzenja ili pozicija plena. To im je
omogucilo da postanu nokturnalni i popune upraznjenju nisu zivotinja koje su aktivne nocu i
hrane se hranom koju danju koriste ptice, izbegavajuéi tako oStru kompeticiju. Izuzetno su
uspesan red sisara, sa evolutivnom istorijom od oko 70 miliona godina i velikim diverzitetom
vrsta (Altringham 2011). Pripadnici ovog reda najve¢im delom su insektivorni i frugivorni, ali
ima i onih koji se hrane sitnim ki¢cmenjacima, te tri vrste koje se hrane krvlju. Sve evropske
vrste slepih miSeva su primarno insektivorne, sa izuzetkom vrste Rousettus aegyptiacus koja se
hrani vo¢em, a u evropskim granicama se moze naci jedino na Kipru i delovima Turske (Korine
2016). Slepi misSevi su izuzetno dugoveéni u poredenju sa drugim sitnim sisarima sli¢ne
veli¢ine, poput glodara i rov¢ica. Mnoge jedinke redovno dostizu starost od 20 i vise godina
(Podlutsky i sar. 2005). Rekord za najdugovecnijeg slepog misa za sada drzi vrsta Myotis
brandtii, 41 godina od momenta prstenovanja. Glodari u prirodnim uslovima ¢esto ne prezive
ni 12 meseci, a u kontrolisanim laboratorijskim uslovima znake starenja pokazuju ve¢ nakon
dve godine (Podlutsky i sar. 2005). Slepi misevi imaju malo prirodnih neprijatelja (sove, lasice,
zmije, macke) i no¢ni nacin zivota, naroc¢ito kod litofilnih vrsta, im je pomogao da imaju
relativno nisku stopu smrtnosti (Wilkinson i Adams 2019).

1.1.2 Socijalna organizacija, godisnji ciklus, migracije

Slepi miSevi su najve¢im delom socijalne zivotinje, a najces¢i vid organizacije su manje
ili vece kolonije, koje mogu da broje od nekoliko desetina, do vise hiljada, pa i miliona jedinki
(Webber i Willis 2016, Wilkinson i sar. 2018). Koloniju ¢ine pripadnici jedne vrste, ali
povremeno mogu formirati i meSovite, sa dve ili viSe prisutnih vrsta. Neki od razloga za
obrazovanje kolonija su: olaksano gajenje mladunaca u ve¢im grupama (Safi i Kerth 2007),
nedovoljan broj dostupnih skloni§ta za sve jedinke, olakSana termoregulacija u grupi,
izbegavanje predatora kooperacijom (Kerth 2008), te razmena informacija o dostupnim
sklonistima i lovnim teritorijama (Safi i Kerth 2007). Kod nekih vrsta kolonije ¢ine isklju¢ivo
bliski srodnici i takve kolonije nisu otvorene za prihvatanje novih ¢lanova (Kerth i sar. 2000).
Prema jednoj teoriji stalnost neke drustvene zajednice slepih miSeva u vezi je sa postojanoscu
samog skloni$ta, te da vrste koje koriste postojanija sklonista poput podzemnih objekata ili
gradevina, imaju i stalnije kolonije, dok vrste koje koriste nestalna i kratkotrajna sklonista poput
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listova tropskih biljaka ili kore drveta, imaju tendenciju da formiraju i manje postojane kolonije,
koje se Cesto razbijaju, mesaju i ponovo okupljaju (Wilkinson i sar. 2018).

Slepi miSevi umerenog klimata, gde postoje redovne smene godis$njih doba, prilagodili
su svoj godisnji ciklus aktivnosti spoljasnim uslovima i dostupnosti plena. U vezi sa sezonskom
dinamikom slepih miSeva je i formiranje razli¢itih tipova kolonija, te tako gravidne Zenke,
pracene manjim brojem nereprodukujuéih zenki, i povremeno muzjaka, na prolece, ili rano leto,
formiraju porodiljske kolonije, u kojima ¢e kasnije radati mladunce. NajCesce Zenke radaju po
jedno mladunce, retko dva (Crichton i Krutzsch 2000, Dietz i Kiefer 2016). Razlog tako malom
broju potomaka je ogranicenje u tezini koju gravidna Zenka moze dostié¢i a da pri tom joS§ uvek
moze aktivno da leti i hrani se, narocCito kada se ima u vidu da novorodeni mladunac moze da
tezi 1 do 43 % majcine telesne mase (Crichton i Krutzsch 2000). Takode, u prvim danima po
porodaju, majke nose mladunce na sebi kada odlaze u lov (Kunz i Hood 2000). Sklonista
pogodna za formiranje porodiljskih kolonija moraju da ispunjavaju odredene zahteve
(Humphrey 1975). Na prvom mestu moraju biti relativno topla kako bi omugucila dovoljno brz
razvoj fetusa, a kasnije dovoljno topla za mladunce Kkoji se radaju bez krzna i sa nedovoljno
razvijenom termoregulacijom (Kunz i Hood 2000). Pozeljno je da sklonista u kojima se
obrazuju porodiljske kolonije budu skrovita, kako bi se izbegli predatori u ovom najranjivijem
periodu za razvoj mladih. Upravo zbog Cinjenice da radaju jedno mladunce godisnje (Crichton
i Krutzsch 2000), populacioni rast kod slepih miSeva je izrazito spor. Ta ¢injenica, zajedno sa
svim promenama koje je ¢ovek izazvao u Zivotnoj sredini (promenjena namena zemljiSta,
urbanizacija), te direktna eksploatacija i uznemiravanje (Voigt i Kingston 2015) doveli su vrste
ovog reda do statusa ugrozenih i ranjivih. Dok su zenke u porodiljskim kolonijama, muzjaci su
naj¢esce solitarni, ili se udruzuju u manje muzjacke kolonije (Senior i sar. 2005, Safi i Kerth
2007). Manji broj muzjaka moze da ostane kao deo porodiljskih kolonija, iako ni na koji nacin
ne ucestvuju u odgajanju mladunaca. Ova segregacija polova, odnosno isklju¢ivost u sezonskoj
razdvojenosti muzjaka i zenki ima svoj prakti¢ni znacaj — time §to ne zive zajedno u periodu
kada su Zenke gravidne, odnosno odgajaju mladunce, muzjaci i Zenke izbegavaju kompeticiju
za hranu (Senior i sar. 2005). Borave¢i na drugom mestu, a neretko i na ve¢im nadmorskim
visinama u odnosu na zenke (Nardone i sar. 2015), muzjaci ,,prepustaju* zenkama bogatije
lovne teritorije. Zenke, kojima je delimi¢no otezan let usled dodatne tezine mladunaca (Kunz i
Hood 2000), moraju da se hrane intenzivnije kako bi proizvele dovoljno mleka (Crichton i
Krutzsch 2000). Slepi miSevi tokom dana obaraju svoju telesnu temperaturu i ulaze u stanje
torpora, sa znac¢ajno smanjenim metabolickim stopama, kako bi umanjili svoje dnevne potrebe
za energijom do sumraka. Ovaj dnevni torpor moze biti produzen u sluc¢aju hladnijeg vremena,
kise i vetra, ¢ak i tokom toplih sezona. Tokom graviteta i perioda dojenja mladunaca, dolazi do
fizioloskih promena te zenke rede ulaze u stanje dnevnog torpora, a telesna temperatura se
odrzava visokom kako bi rast i razvoj mladunca bio ubrzan (Kunz i Hood 2000).

Kopulacija se desava u kasno leto i tokom jeseni, kada se kod nekih vrsta desava
»rojenje — pojava okupljanja slepih miSeva iz razli¢itih sklonista i regija, ispred ili u
odredenom sklonistu radi udvaranja i razmnozavanja (Veith i sar. 2004, Dekeukeleire i sar.
2016), ili iz drugih razloga (Fraser i McGuire 2023). Smatra se da ova pojava ima svoju ulogu
u razmeni gena medu nesrodnicima, buduci da jedinke dolaze iz razli¢itih podrucja ili delova
areala vrste, npr. poreklom su iz razli¢itih porodiljskih kolonija (Kerth i sar. 2003). lako se
kopulacija desava na jesen, i u manjem obimu tokom same hibernacije prilikom spontanog
budenja pojedinacnih jedinki, fertilizacija, odnosno nastupanje trudnoce, je odlozeno do proleca
(zavisno od wvrste). Mladi se radaju pocetkom leta kako bi njihovo odgajanje bilo
sinhronizovano sa periodom najpovoljnijih temperaturnih uslova i obilja hrane (Crichton i
Krutzsch 2000). Do jeseni ve¢ postaju samostalni i smatraju se subadultima, a kod pojedinih
vrsta mogu dostici ¢ak i polnu zrelost u prvoj godini zivota (Dietz i Kiefer 2016).



Slepi miSevi predela sa umernom klimom usled opadanja ambijentalne temeperature i
nedostupnosti hrane (insekata) tokom zime podlezu produzenom i drasticnom usporavanju
metabolizma i svih neesencijalnih Zivotnih procesa u stanju koje se zove hibernacija, te
prezivljavaju zimske mesece na rezervama nagomilane telesne masnoce. Hibernacija
predstavlja fizioloski 1 ponaSajni odgovor kojim se minimizira potroSnja energije do zavrSetka
nepovoljnih spoljasnjih uslova (Boyles i sar. 2020). Hibernacijska skloni$ta moraju da imaju
odredene karakteristike, ali su one Cesto drugacije za razliCite vrste slepih miseva. Neke vrste
preferiraju toplija sklonista, dok druge preferiraju nize temperature i visoku vlaznost vazduha.
Za sva hibernacijska sklonista zajednic¢ko je da temperatura treba da bude relativno stabilna, da
se ne menja lako ni naglo, te da su slepi miSevi zasti¢eni od uznemiravanja, bilo ljudskog, bilo
od strane potencijalnih predatora (grabljive ptice, kune, lasice, zmije). Svako naglo budenje iz
duboke hibernacije za jedinku predstavlja ogroman energetski troSak i dovodi je u rizik da nece
imati dovoljno skladistenih rezervnih masti da prezivi zimu i do¢eka prolece kada ée njihov
insekatski plen ponovo postati dostupan (Speakman i Racey 1989).

Neke vrste slepih miSeva imaju mali areal aktivnosti i svoja skloniSta u razli¢itim
sezonama godine (letnje — tranzitorno — zimsko/hibernacijsko) menjaju u radijusu od svega
nekoliko destina kilometara, te se smatraju sedentarnim vrstama. Druge vrste migriraju na vece
ili manje distance (nekoliko desetina, stotina, pa i hiljada kilometara) izmedu svojih letnjih i
zimskih sklonista, te se smatraju pravim migrantima (Hutterer i sar. 2005). Medu migrantima
su ¢esce dendrofilne vrste koje prezimljuju ispod kore drveéa ili u dupljama, koje ne pruzaju
najbolju zastitu od ambijentalih temperatura, te su primorane da migriraju u regije sa blazom
klimom (Popa-Lisseanu i Voigt 2009). Migracije se mogu pratiti razli¢itim metodama kao $to
su: metoda markiranja (prstenovanja) i ponovnog hvatanja markiranih jedinki (eng. mark —
recapture), pomocu PIT-tagova, kao i upotrebom razli¢itih tipova odasiljaca (npr. VHF, GPS
odasiljaci) (Ruczynski i sar. 2010). Na taj nac¢in moze se do¢i do izuzetno vaznih saznanja o
Upotrebi staniSta 1 skloniSta, na osnovu €ega se se mogu doneti smernice o adekvatnoj zastiti
(Hutterer i sar. 2005, Bucs i sar. 2015). Najduza do sada zabelezena migracija iznosila je 2.200
km, od strane muzjaka vrste Pipistrellus nathusii prstenovanog u Letoniji a pronadenog u
Spaniji (Alcalde i sar. 2021). Migratorne vrste, po pravilu, imaju niske nivoe geneticke
strukturiranosti populacija, za razliku od sedentarnih vrsta koje pokazuju visok nivo
diferencijacije izmedu svojih populacija koje medusobno ne dolaze u kontakt, usled ¢ega ne
postoji, ili je smanjen, protok gena (Popa-Lisseanu i Voigt 2009).

Prema sporazumu o ocuvanju populacija slepih miSeva (Protected Bat Species |
UNEP/EUROBATS n.d.), u Evropi i susednim regijama relevantnim za migratorne aktivnosti
njenih vrsta slepih miSeva (zemlje Severne Afrike i Bliskog istoka) Zivi 55 vrsta slepih miSeva.
Buduci da se deo tih vrsta moze na¢i samo na pojedinim ostrvima, ili u delovima koji geografski
ne pripadaju Evropi, ukupan broj slepih miSeva kontinentalne Evrope pada na 41, a od toga je
u Srbiji do sada potvrdeno prisustvo 31 vrste (Peji¢ i sar. 2017, Paunovié i sar. 2020). U Srbiji
je postojao program markiranja slepih miSeva krilnim prstenovima u periodu od 1955-1972.
godine i ponovo od 1994. godine u kontinuitetu do danas (Stankovi¢ i sar. 2018). Zahvaljujuéi
nalazima prethodno markiranih jedinki dobijaju se podaci o tome kako i za koju namenu koriste
sklonista, koje su njihove migratorne rute, kao i koliko dugo Zive. Zahvaljujuci prstenovanju
otkriveno je da pripadnici jedne velike porodiljske kolonije velikog potkovic¢ara, Rhinolophus
ferrumequium, iz Deliblatske pescare svake godine odlaze da hiberniraju u pe¢inama banatske
regije Rumunije (Peji¢ i sar. 2018). Znacaj ovakvih potvrdenih nalaza je veliki — govore o tome
da je populacije slepih miSeva neophodno zastititi regionalno, a ne samo lokalno ili nacionalno,
a dodatno ukazuju na potrebu posmatranja “Sire slike” prilikom proucavanja npr. populacione
genetike ili parazitologije slepih miseva.



1.2 Litofilne vrste — odabrani domadéini

Za ovu studiju odabrane su dve litofilne vrste, odnosno vrste koje najces¢e koriste
podzemna sklonista kao §to su pecine i jame. Najveci broj pe¢ina u Srbiji nalazi se u podrucju
karsta zapadne i jugozapadne Srbije (Dinaridi), te isto¢ne i jugoistocne Srbije (Karpato-
Balkanidi) (Purovi¢ 2018) — podrucje Derdapa i dalje na jug, ukljucujuéi pec¢ine Timocke
krajine. Razlog ovakvoj raspodeli je upravo podloga od karbonatnih stena koje su rastvorljive
u vodi, te podlozne formiranju karstnih oblika reljefa (Calié¢ 2015). Vrste evropski dugokrilas,
Miniopterus schreibersii i veliki potkovicar, Rhinolophus ferrumequinum su medu najc¢esce
nalazenim litofilnim vrstama u Srbiji (Paunovi¢ i sar. 2020), neretko obe prisutne u istom
podzemnom objektu, a povremeno ¢ak i u meSovitim kolonijama (Peji¢ i sar. 2021). Obe vrste
Imaju svoje ektoparazite, a ¢injenica da ovi slepi misevi mogu biti u istim sklonistima u bliskom
fiziCkom kontaktu, tim ektoparazitima u teoriji pruza priliku da prelaze sa jedne vrste na drugu.
Zbog toga je postavljeno prvo istrazivacko pitanje, da li, i u kojoj meri ove dve vrste domacina
slepih miseva dele iste ektoparazite, s obzirom na njihove razlicite Zivotne istorije.

1.2.1 Evropski dugokrilas, Miniopterus schreibersii

Evropski dugokrilas, Miniopterus schreibersii (Kuhl, 1817), je jedini predstavnik
familije dugokrilasa (Miniopteridae) u Srbiji. U pitanju je vrsta srednje veli¢ine (u poredenju
sa vrstama koje zZive u Evropi), kratke njuske i kratkih trouglastih usiju koje ne nadilaze vrh
glave (Slika 1. a). Krzno je kratke dlake, pretezno sive boje, a ventralno nesto svetlije. Odrasle
jedinke sa prostora Balkana mogu imati zlatno obojeno krzno grla i grudi (Paunovi¢ i sar. 2020).
Krila su izduzena (Slika 1. b), prilagodena za brz let, a zahvaljujuci Sirokoj repnoj letnoj
membrani dobro manevrisu u prostoru (Dietz i Kiefer 2016, Paunovic i sar. 2020).
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Slika 1. Evropski dugokrilas, Miniopterus schreibersii a izgled jedinke iz profila; b izgled
jedinke u letu (Autori fotografija: a Aleksandar Baji¢; b Boris Krstinic¢)

Areal rasprostranjenja ove vrste pruza se Sirom Sredozemlja, od jugozapadne Evrope,
preko Balkana, sve do Kavkaza i priobalja Male Azije (Furman i sar. 2010). U severnim
delovima granice areala su u povlacenju, jer se u Nemackoj, Ukrajini 1 Austriji ova vrsta smatra
is¢ezlom (Godlevska 2018, Peterman i Schall 2018), a u Svajcarskoj je brojnost zna¢ajno
smanjena (Gazaryan i sar. 2020). Prethodno se smatralo da ova vrsta ima mnogo veci areal
rasprostranjenja, koji je pored Evrope obuhvatao i severnu Afriku i Aziju, ali je nakon vise



geneti¢kih i morfoloskih istrazivanja zaklju¢eno da se radilo o kompleksu vrsta: M. pallidus na
Bliskom istoku (Furman i sar. 2010, Bilgin i sar. 2012) i M. maghrebensis u Severnoj Africi
(Puechmaille i sar. 2014), sa kojima zivi u simpatriji u nekim delovima areala.

Evropski dugokrilas$ za sklonista koristi isklju¢ivo podzemne objekte, pecine, rudnike i
tunele, a za lov preferira bogata Sumska ili zbunasta podruc¢ja. Lovne teritorije najcesce su 10-
30 km udaljene od sklonista. Dominatni udeo u njegovom plenu c¢ine moljci, praceni
dvokrilcima i mrezokrilcima (Kyherdinen i sar. 2019). Formira velike i veoma gusto
“pakovane” kolonije (Slika 2), koje mogu imati i vise hiljada jedinki (Dietz i Kiefer 2016), sa
maksimalnim zabeleZenim brojem od 70.000 u Francuskoj, a 40.000 u hibernacijskoj koloniji
u isto¢noj Srbiji (Paunovi¢ 2004). Jedinke u kolonijama su medusobno tesno pribijene i ¢esto
vise jedna preko druge, tako da je procenjena brojnost na jednom kvadratnom metru tavanice
2.000 zivotinja (Rodrigues i Palmeirim 2008).
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Slika 2. Hibernacijska kolonija vrste Minidpterus schreibersii sa procenjenih 20.000 jedinki
(Autor fotografije: Lazar Mrcarica)

Ova vrsta se smatra regionalnim migrantom, koja rutinski prelazi 40-100 km izmedu
letnjih i zimskih sklonista u potrazi za pogodnim mikroklimatskim uslovima (Hutterer i sar.
2005, Rodrigues i Palmeirim 2008). Ipak, zahvaljujuéi gradi krila, povremeno prelece i distance
od nekoliko stotina kilometara (Ramos Pereira i sar. 2009). Najduza zabelezena migracija
iznosi 833 km (Hutterer i sar. 2005), a maksimalna zabelezena starost jedinke ove vrste je 22
godine (Gazaryan i sar. 2020). U Srbiji je brojna i Siroko rasprostranjena, a najcesce obrazuje
monotipske porodiljske kolonije, dok hibernacijske kolonije neretko budu mesane sa drugim
pecinskim vrstama: Rhinolophus ferrumequium, Myotis myotis, M. blythii, M. capaccinii. U
Srbiji je markirano preko 3.200 jedinki ove vrste (Budinski i sar. 2018) i ponovo uhvaéeno blizu
200 (Peji¢ i sar. 2018a) na osnovu cega se doslo do informacija o duzini zivotnog veka i
predenim distancama prstenovanih jedinki. Jedinka sa prstenom koji je najduze noSen, u
momentu hvatanja bila je stara vise od 11 godina, a najduza predena distanca iznosila je 216



km, i to za svega Cetiri dana od momenta prstenovanja do momenta ponovnog hvatanja (Peji¢
I sar. 2018a, Budinski i sar. 2018). lako je vecina ponovo uhvacenih jedinki bila na istoj lokaciji
gde je 1 prstenovana, 11 jedinki je uhvadeno na lokacijama udaljenim vise od 100 km.
Zabelezeno je ukupno devet slu¢ajeva prekograni¢nih migracija, i to dva iz Bugarske, dva iz
Bosne i Hercegovine (Peji¢ i sar. 2018) i najmanje pet iz Rumunije (li¢cna komunikacija).
Pokazano je da Zenke imaju izraZzenu privrzenost ka skloniStu u kome su rodene (natalna
filopatrija), a da se protok gena odvija posredstvom muzjaka (Ramos Pereira i sar. 2009,
Rodrigues i sar. 2010, Moussy i sar. 2012). Kao posledica toga, o¢ekivana je lokalna geneticka
strukturiranost populacija, $to je pokazano na osnovu jednog mitohondrijskog gena kao
markera, ali ne i na osnovu nuklearnih mikrosatelita (Bilgin i sar. 2016, Gurun i sar. 2019).

Na globalnom nivou, prema Crvenoj listi Medunarodne unije za zastititu prirode i
prirodnih resursa (IUCN) ova vrsta se smatra ranjivom (kategorija VU — vulnerable), usled
opadanja brojnosti populacija za 30 % u poslednjih 16.5 godina, kao i usled smanjenja areala
rasprostranjenja (Gazaryan i sar. 2020). Glavni faktori ugrozavanja su gubitak staniSta,
uznemiravanje od strane ljudi i upotreba pesticida. Mnoge pecine nisu adekvatno zasti¢ene, pa
ih uznemiravanje od strane ljudi, narocito u sluc¢aju velikih kolonija, ¢ini izuzetno ranjivim. Do
povecane smrtnosti jedinki ove vrste dovode i vetrogeneratorska polja ukoliko su izgradena na
njihovim migratornim rutama (Rodrigues i sar. 2008). Do slu¢ajeva masovnog uginjavanja u
Francuskoj, Spaniji i Portugaliji doslo je 2002. godine kada je uginulo 40-60 % jedinki ove
vrste, pod nerazja$njenim okolnostima i sa nepoznatim uzrokom. Naknadno je kod uginulih
slepih miseva iz Spanije potvrdeno prisustvo Lloviu virusa (LLOV), koji je potom pronaden i
u Madarskoj, ali se pouzdano ne zna da li je on doveo do masovnog uginuca (Kemenesi i sar.
2018). Ono §to se sa sigurnos¢u moze reci je da M. schreibersii jeste domacin ovog virusa, koji
je detektovan kako kod uginulih tako i kod zivih slepih miSeva, ali i u ektoparazitima
pronadenim na njima (Nycteribiidae, Ixodidae), te da je zbog potencijala za Sirenje na druge
vrste potrebno pratiti prisustvo i prenosivost ovog virusa (Kemenesi i sar. 2022).

U Srbiji ova vrsta ima stabilan populacioni trend, sa procenjenom brojnos¢u od 150.000
jedinki (Paunovi¢ 2016). ZabeleZena je na vise od 75 razli¢itih lokaliteta relativno ravnomerno
rasporedenih na celoj teritoriji drzave, a narocito tamo gde postoje karstne formacije. Pe¢ine u
kojima su zabelezene izuzetno velike brojnosti jedinki ove vrste su Deguricka peéina kod
Valjeva (20.000, porodiljska kolonija) i pe¢ina Vernjikica kod Bora (40.000, hibernacijska
kolonija). U Srbiji je procenjena kategorija ugrozenosti vrste najmanja briga (LC — least
concern) (Paunovi¢ 2016). U Evropi je ova vrsta zastiCena nacionalnim legislativama vecine
zemalja. U okviru Bonske i Bernske konvencije svrstana je u Dodatak Il i Dodatak IV EU
direktive o staniStima i vrstama. U Srbiji je ova vrsta svrstana u Prilog I — strogo zasti¢ene vrste
Pravilnika o proglasenju i zastiti strogo zaSti¢enih 1 zasti¢enih divljih vrsta biljaka, Zivotinja 1
gljiva (“Sluzbeni glasnik RS”, br. 5/10, 47/10 1 32/16), te Zakona o zastiti prirode Republike
Srbije (“Sluzbeni glasnik RS”, br. 36/09, 88/10, 91/10 1 14/16).

1.2.2 Veliki potkovicar, Rhinolophus ferrumequinum

Druga vrsta odabrana kao domacin u ovoj studiji je veliki potkovicar, Rhinolophus
ferrumequinum (Schreber, 1774). Jedna je od pet vrsta iz familije potkovicara (Rhinolophidae),
a prema rasponu krila i masi medu najve¢im vrstama koje se mogu naci u Srbiji. Krzno je smede
do sivo-smede dorzalno, a ventralno nesto svetlije Zuckasto-beliasto. Na licu oko nosa ima
kozne izrastaje u obliku potkovice (Slika 3. a). Kada vise sa tavanice, najces¢e se potpuno
obaviju letnom membranom krila, sa specificno povijenim repom i repnom membranom ka
spolja (Dietz i Kiefer 2016). Krila su $iroka i prilagodena finom manevrisanju (Slika 3. b), a
ne letovima na duge distance.
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SI 3. Veliki potko'vi—caf,-;ll?‘h_ihc;ic‘)-ﬁus ferrumequinum a izgled jedinke u mirovanju; b izgled
jedinke u letu (Autori fotografija: a Aleksandar Baji¢; b Boris Krstinic¢)

Veliki potkovicar ima mnogo Sire rasporostranjanje od evropskog dugokrilasa. U Evropi areal
ove vrste obuhvata celo Sredozemlje i centralnu Evropu sa najsevernijom taékom u Velsu, a na
istok se pruza centralnom i juznom Azijom sve do Tihog okeana (Piraccini 2016). Populacije
ove vrste su u opadanju u evropskom delu areala, a naroCito na severnim granicama
rasprostranjenja (Rossiter i sar. 2002, Piraccini 2016).

Kao sklonista koristi pe¢ine na jugu areala, a na severu ¢es¢e ljudske gradevine, dok
hibernira isklju¢ivo u podzemnim skloniStima. Lovi iznad pasSnjaka 1 listopadnih Suma, kao 1
sredozemne Zbunaste vegetacije. Lovne teritorije su u blizini sklonista, najceS¢e u radijusu 2-5
km. Hrani se preteZzno tvrdokrilcima 1 krupnijim moljcima, 1 Cesto sakuplja plen zadnjim
nogama sa tla ili vegetacije. Za razliku od prethodne vrste ne formira tako guste kolonije (Slika
4). U Evropu najveca zimska kolonija broji 1.600 jedinki, a neretko se vidaju kako sa tavanica
pecina vise pojedinac¢no i ne dodirujuéi druge jedinke. Za hibernaciju bira velike i hladne
pecine. Porodiljske kolonije najées¢e ¢ini 20-200 jedinki, maksimalno oko 1000 (Paunovic¢
2016). Najcesce obrazuje monotipske kolonije, rede mesovite sa vrstama srednjih potkovicara
(R. euryale, R. blasii), M. emarginatus (narocito porodiljske) i M. schreibersii (Paunovi¢ 2016,
Peji¢ i sar. 2021). Ubraja se u sedentarne vrste koje prelaze 10-60 km izmedu letnjih i zimskih
sklonista, sa retkim slucajevima zabelezenih distanci od preko 100 km (Hutterer i sar. 2005).
Upravo zbog prelazenja tako malih distanci, kod ove vrste moze Se ocekivati izraZzena geneticka
strukturiranost populacija. Veliki potkovicar je takode vrsta kod koje je izrazena filopatrija
(Ransome i Hutson 2000, Rossiter i sar. 2002), sa zenkama koje se vrac¢aju na mesto svog
rodenja kako bi tamo 1 same formirale porodiljsku koloniju. O tome svedoce 1 nalazi markiranih
jedinki iz jednog skloni$ta u Banatu gde su prstenovane i u kasnijim godinama u vise navrata
hvatane jedinke koje ovaj objekat koriste za formiranje porodiljske kolonije (Peji¢ i sar. 2018b).
U Srbiji je od 1955. do danas prstenovano preko 2.200 jedinki ove vrste, a ponovo uhvaceno
preko 200 jedinki. Najveci broj sluajeva podrazumeva jedinke koje su uhvacene na mestu
prstenovanja, ili u obliznjim skloniStima unutar radijusa od 10 km. Najveca zabelezena
migracija velikog potkoviGara u Srbiji iznosi 135 km, od Valjeva do okoline Cuprije (Peji i
sar. 2018b), a najduze nosen prsten preko 15 godina od momenta prstenovanja. Zahvaljujuci
saradnji sa kolegama iz Rumunije i zajednickog projekta pracenja vrsta potkovicara na podrucju



Derdapske klisure i Banata!, prstenovane jedinke velikog potkovi¢ara pronadene su na
najmanje pet lokaliteta u Rumuniji (Bucs i sar. 2021), sto dodatno naglasava znacaj regionalne
saradnje i zastite vrsta na Sirem podrudju rasprostranjenja a ne samo lokalno.

(o

m sa oko 200 jedinki (Autor

Slika 4. Hibernacijska kolonija vrste Rhiolophljé f
fotografije: Lazar Mrcarica)

errumequinu

Prema kategorizaciji Crvene liste IUCN ova vrsta je zahvaljujué¢i svom Sirokom
palearktickom rasprostranjenju svrstana u kategoriju najmanje brige (LC — least concern) na
globalnom nivou, iako je primetno opadanje brojnosti jedinki u populacijama u pojedinim
delovima areala (Piraccini 2016). U evropskom i sredozemnom delu areala se smatra skoro
ugrozenom vrstom (NT — near threatened) (Hutson i sar. 2007). Glavni faktori ugroZavanja su
fragmentacija staniSta i direktno uznemiravanje od strane ljudi u skloniStima, renoviranje
zgrada koje koriste kao sklonista, i smanjenje brojnosti insekata kojima se hrane usled upotrebe
insekticida.

U Srbiji je veliki potkovicar zabelezen na preko 200 lokaliteta Sirom Srbije, uglavnom
u prirodnim podzemnim skloniStima, ali i u antropogenim skloni$tima tamo gde su pecine
odsutne, poput vodenica, Supa, Stala, podruma i tavana, laguma i tunela (Paunovic i sar. 2020).
Najveca zabelezena kolonija tokom zime imala je 1.200 jedinki u pe¢ini Vernjikici, u okolini
Bora (Paunovi¢ 2004), a znacajna skloni$ta zimi su jo§ i Drenajicka pecina kod Valjeva, te
Petrovaradinska tvrdava u Novom Sadu, a leti pe¢ina Pecurski kamen kod Raznja, Gradasni¢ka
pec¢ina (Donji Milanovac) i lokalitet RoSijana (Deliblatska pes¢ara) (Paunovi¢ 2016). Ukupna
populacija ove vrste u Srbiji je procenjena na oko 50.000 jedinki, sa stabilnim trendom, te se
svrstava u kategoriju najmanja briga (LC— least concern).

Kao i M. schreibersii, R. ferrumequium je vrsta u okviru Bonske i Bernske konvencije
svrstana u Dodatak II 1 Dodatak IV EU direktive o staniStima i vrstama, u delu areala gde su
ove konvencije primenjive. U Evropi postoje brojne konzervacione aktivnosti po pitanju zastite
ove vrste i njenih sklonista (Piraccini 2016). U Srbiji je ova vrsta svrstana u Prilog | — strogo
zaStiene vrste Pravilnika o proglasenju i zaStiti strogo zaStienih i1 zaStienih divljih vrsta
biljaka, zivotinja i gljiva (“Sluzbeni glasnik RS”, br. 5/10, 47/10 1 32/16), te Zakona o zastiti
prirode Republike Srbije (“Sluzbeni glasnik RS”, br. 36/09, 88/10, 91/10 1 14/16).

1 Prekograni¢na zastita potkovi¢ara u rumunsko-srpskom podrudju Perdapske klisure®
finansiran od strane Conservation Leadership Programme
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1.3 Odnos parazit-domacin

Parazit je organizam Kkoji zivi na racun drugog organizma, metabolicki zavisi od
domacina kako bi zavrs$io svoj zivotni ciklus, a koji u odredenoj meri smanjuje fitnes domacina
(fertilitet, fekunditet, sposobnost parenja, prezivljavanje). Paraziti su heterogena grupa
organizama i imaju neverovatno razli¢ite nacine prenoSenja i strategije Zivotne istorije. Vrste
domacini su takode heterogene i razlikuju se u klju¢nim osobinama kao S§to su veliina
populacije i distribucija, duzina zivota i otpornost (Barrett i sar. 2008). Interakcije izmedu
domacina i parazita, upravo zbog svoje kompleksnosti, oduvek su bile od interesa za evolucionu
ekologiju (Balvin i sar. 2012). Paraziti razvijaju mehanizme kako bi povecali svoj fitnes
koriste¢i resurse svog domacina. Domacin, za uzvrat, pokusava da poveca sopstveni fitnes
minimiziraju¢i negativne efekte infestacije parazitima, §to dovodi do evolucije odbrambenog
ponasanja (Hart 1992). Domacini parazitima sluze kao staniste, obezbedujuéi im neophodni
prostor za zivot i izvor hrane (Combes 2001). Domacinovu podloznost infestaciji parazitima
odreduje njegova sposobnost odbrane, bilo ponasajna (Reckardt i Kerth 2007), bilo imunoloska
(Christe i sar. 2003). Domacini koji nude bolji kvalitet resursa, vrlo verovatno ¢e imati i bolji
parazitima, ali nude loSije uslove/resurse za eksploataciju, te su s toga manje atraktivni za
parazite (Sheldon i Verhulst 1996). Paraziti mogu igrati znac¢ajnu ulogu u regulaciji populacione
dinamike domacina, budu¢i da domacin mora da bira izmedu reproduktivnog ulaganja i imune
funkcije: ulaganje u reprodukciju dovodi do povecanja brojnosti populacije, a u isto vreme usled
smanjenje imune funkcije moZze dovesti do povecanja u prevalenci parazita. Veca prevalenca i
intenzitet infekcije parazitima rezultovaée i veéim prenoSenjem parazita medu jedinkama
domacina, te povecanje u gustini populacije domacina dovodi i do povecanja stope transmisije
parazita (Sheldon i Verhulst 1996). Sve ovo uti¢e na dinami¢ne koevolutivne procese na relaciji
domacin-parazit.

Jedan vaZzan mehanizam odrZavanja genetickog diverziteta u prirodnim populacijama,
kako domacina, tako i parazita, podrazumeva njihovu koevolucionu interakciju i cikli¢nu
smenu ucestalosti alela 1 kod jednih 1 kod drugih, a zove se selekcija zavisna od ucestalosti sa
vremenskih zakaSnjenjem, ili kolokvijalno ,,trka u naoruzanju“ (Lively 2001). U populaciji
domacina sa jednim cCestim 1 dominantno prisutnim genotipom, da bi dosSlo do infekcije
parazitom, parazit mora da ima genotip koji blisko odgovara domac¢inovom, kako ne bi bio
prepoznat kao uljez 1 uspeSno ga zarazio. Takav genotip parazita koji je uspesan u inficiranju,
biva favorizovan od strane selekcije, a njegovi aleli po€inju da se §ire u populaciji. Posledi¢no,
buduci da je najces¢i domacinov genotip sve ¢esce inficiran, selekcija pocinje da deluje protiv
njega, 1 vremenom dolazi do smanjenja njegove ucestalosti u populaciji. Nekada
najzastupljeniji genotip domacina postaje sve redi, dok neki novi, do tada redak, genotip
domacina postaje najcesce prisutan. Ovo obezbeduje novu metu za populaciju parazita, koja
sada mora da odgovori sopstvenim novim genotipom, kako bi ponovo mogla uspesno da inficira
domacina. Dakle, postoji selekcija protiv najzastupljenijih genotipova domacina, ali se ona
deSava sa vremenskim zakaSnjenjem jer parazit ne moze istog momenta da odgovori na
promene u populaciji domacina, nego treba da prode vise generacija kako bi parazitske
populacije mogle da odgovore. Domacin konstantno mora da se menja kako bi izbegao parazita,
a parazit konstantno mora da se menja kako bi ispratio promene u domacinu i sustigao ga. S
toga je ideja o koevoluciji domacina 1 parazita koja dovodi do ciklicnih promena u
zastupljenosti alela i kod jednih i kod drugih, poznata jos i kao hipoteza Crvene kraljice (Lively
2001).



1.4 Ektoparaziti slepih miSeva

Slepi misevi imaju mnoge fizioloske, morfoloske, ponasajne i ekoloske adaptacije i nose
razli¢ite i specijalizovane parazite (Whitaker i sar. 2009), kako unutra$nje (Gardner i Jimenez-
Ruiz 1982), tako i spoljasnje (Marshall 1982). Kao sisari koji mogu formirati najvece grupe,
njihova drustvenost i veli¢ina agregacija mogu da olakSaju transmisiju parazita i odredenih
zoonoza koje oni mogu da prenose (Webber i Willis 2016, Sandor i sar. 2019, Patterson i
Ruckstuhl 2021). Pored toga $to se grupiSu u velike kolonije, njihova sposobnost letenja,
jedinstven imuni sistem i izrazita dugovecnost su vazne osobine koje ih ¢ine adekvatnim
domacinima za mnoStvo parazitskih grupa (Calisher i sar. 2006, Zhang i sar. 2013, Lagunas-
Rangel 2020). Kao posledica razlika koje postoje prilikom izbora skloniSta izmedu polova,
populacija i1 vrsta slepih miSeva, mogu se ocekivati velike varijacije u stepenu opterecenja
parazitima (Marshall 1982). Unutar sklonista koja koriste mogu doé¢i u kontakt sa drugim
vrstama slepih miseva, a zavisno od svojih migratornih sposobnosti, mogu dolaziti u kontakt ili
razmenjivati gene sa jedinkama koje pripadaju razli¢itim populacijama, geografski blizim ili
daljim. Takve razlike u ekologiji doma¢ina mogu dovesti do razli¢ite podloznosti parazitima i
razliCitog intenziteta infekcije, te do razlika u diverzitetu vrsta parazita koje nose (Patterson i
sar. 2007).

Red slepih miseva je drugi najbrojniji u klasi sisara (posle reda glodara) po broju familija
i vrsta ektoparazita kojima sluze kao domacini (Marshall 1982). Ektoparaziti Zive na povrsini
tela domacinskog organizma, kome nanose $tetu tako $to se hrane njegovim tkivima i izazivaju
iritacije, ili time Sto su vektori drugih patogena — izazivaca bolesti (Poulin 2007, Lucan 1 sar.
2016, Patterson i Ruckstuhl 2021). Ektoparaziti slepih miSeva imaju najmanje 20 miliona
godina dugu koevoluciju sa svojim domacinima (Poinar i Brown 2012) i adaptirali su se na
takav na¢in da im ne nanose preveliku $tetu, iako se hrane njihovom krvlju i uti¢u na ponasanje
1 zdravlje svojih domacina.

Slepi miSevi su domacini obligatnih ektoparazita koji se hrane krvlju: stenica, buva,
krpelja, grinja i beskrilnih muva. Svaka od ovih grupa na svoj na¢in kompromituje individualni
fitnes i rast populacije domacina ukoliko su stope infekcije visoke (Marshall 1982), sluzec¢i tako
kao prirodna kontrola veli¢ine populacija domacina (Fagundes i sar. 2017). Od svih njihovih
ektoparazita, beskrilne muve iz familije Nycteribiidae (Diptera, Hippoboscoidea) i krilne grinje
iz familije Spinturnicidae (Acari, Mesostigmata) su naro€ito zanimljive za poredenje, buduci
da obe grupe zive gotovo isklju¢ivo na domacinu 1 ne mogu samostalno da se Sire, ali se
medusobno veoma razlikuju po pitanju fenologije i osobina Zivotne istorije.

1.4.1 Beskrilne muve familije Nycteribiidae

Slepomisje beskrilne muve (Diptera: Hippoboscoidea) su visoko specijalizovani
ektoparaziti slepih miSeva na ¢ijem krznu 1 letnim membranama Zive, hrane¢i se krvlju. Dele
se na dve kosmopolitske familije: Streblidae (bogatije vrstama na zapadnoj Zemljinoj
hemisferi) i Nycteribiidae (bogatije vrstama na isto¢noj hemisferi) (Dick i Patterson 2006,
Dittmar i sar. 2006). Sve beskrilne muve odlikuje osobina koja se naziva larviparnost, §to je
pojava da Zenke ne lezu jaja, nego se larveni stadijumi razvijaju unutar nje. Na kraju Zenka
mora da napusti domacina kako bi ovu zrelu larvu, stadijum pre-lutke, poloZzila na supstrat u
skloniS$tu u blizini kolonije domacina, koja ¢e brzo potom metamorfozirati u stadijum lutke
(pupa) (Hutson 1984). Izleganje insekta iz lutke indukovano je prisustvom domacina u
skloniStu. Do metamorfoze iz lutke u adulta moze da prode 20 do 50 dana, ali beskrilne muve
takode mogu 1 da prezime u ovom stadijumu. Nakon toga, adultna muva se izleze i mora da
locira 1 kolonizuje svog domacina. Takva strategija zivotne istorije ovih muva svedoci o
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njihovoj obligatnoj vezi sa slepim miSevima - ranjivi larveni stadijumi se zadrzavaju u telu
majke (Dick i Patterson 2006). Upravo zbog tako tesne veze ovih parazita sa vrstom domacina,
geografska distrubicija ovih muva neretko odrazava distribuciju njihovih domacinskih vrsta
slepih miSeva. Beskrilne muve nalaZene su kako se aktivno hrane ¢ak i na slepim misevima koji
hiberniraju, ali tokom zimskih meseci nema reprodukcije muva (Hutson 1984). Ve(ina vrsta
beskrilnih muva se moZe naci na pecinskim vrstama slepih miseva, dok je kod Sumskih vrsta
¢ija su sklonis$ta u Supljim stabalima ili ispod kore drveca verovatnoca infekcije ovim parazitima
znatno manja (Dietz i Kiefer 2016).

Muve iz familije Nycteribiidae su beskrilne, dorzoventralno spljostene 1 toliko
morfoloski izmenjene da uopste ne lice na prave muve, nego podsecaju na paukove (Dick i
Pospischil 2015). Dorzalno na toraksu je postavljena glava sa redukovanim o¢ima i noge koje
na sebi nose brojne ¢ekinje i bodlje koje im pomazu da se zakace za krzno domacina (Hutson
1984). Kre¢u se brzo, podjednako dobro u svim pravcima, $to im pomaze da izbegnu
domacinov pokusaj odbrane u vidu timarenja (Dick i Patterson 2006). Ova familija broji preko
275 vrsta, ve¢inom palearkti¢kog rasprostranjenja (Dick i Pospischil 2015), dok se u Evropi
moze naci 16 vrsta (Szentivanyi i sar. 2016).

1.4.2 Grinje familije Spinturnicidae

Grinje iz familije Spinturnicidae (Acari: Mesostigmata) su jo$ viSe specijalizovane jer
nikada ne napustaju svog domacina, ve¢ zive na letnim membranama slepih miSeva. Jaja,
prelarveni stadijum i prvi larveni stadijum se razvijaju u genitalnom traktu zZenke grinje, koja
potom rada protonimfu. Protonimfe posle jednog presvlacenja postaju deuteronimfe
razdvojenih polova i izgleda odraslih jedinki, a deuteronimfe posle jednog presvlacenja postaju
reproduktivno aktivne adultne jedinke. Na ovaj nacin, smanjenjem broja pojedina¢nih larvenih
stadijuma povecana je stopa prezivaljavanja ovih grinja (Rudnick 1961). Svi razvojni stadijumi
su hematofagni - hrane se krvlju i limfom domacina (Giorgi i sar. 2004). Budu¢i da je
prezivaljavanje ovih grinja kratko kada se odvoje od svog domacina, te da je tesko odrzavati
Zive slepe miSeve u laboratoriji na duZe vreme, o duZini trajanja pojedinacnih razvojnih
stadijuma grinja 1 detaljima Zivotnog ciklusa se jo§ uvek ne zna mnogo. Nisu u stanju da prezive
bez domacina duze od 24 sata, a njihovo prenosenje moguce je samo prilikom bliskog fizickog
kontakta medu domacinima (Rudnick 1961).

Slika 5. Grinje iz familije Spinturnicidae a i b sakupljene sa domacina Miniopterus schreibersii
(a dorzalno, b ventralno); ¢ i d sakupljene sa domaéina Rhinolophus ferrumequinum (c
dorzalno, d ventralno)
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Imaju ovalno, dorzoventralno spljosteno telo i debele noge sa zakrivljenim kandzicama
I brojnim sklerotiziranim dlakama (Slika 5), zahvaljujué¢i ¢emu mogu da ¢vrsto prijanjaju za
glatke letne membrane krila slepih miSeva i tamo opstaju (Rudnick 1961). Tokom hibernacije
domacina, brojnost grinja naglo opada, da bi na prole¢e ponovo postale aktivne, i dostigle
vrhunac brojnosti odnosno intenziteta infestacije domacina tokom leta (Lourenco i Palmeirim
2008, Reckardt i Kerth 2009). Razmnozavaju se najintenzivnije u vreme kada i slepi misevi
imaju mladunce i na njih prelaze pre nego mladunci po¢nu da lete (Bruyndonckx i sar. 2009b).
Zbog drasticnog pada brojnosti tokom zime, populacije grinja prolaze ciklicno kroz opadanje
geneti¢ke varijabilnosti. Pojava znacajnog opadanja efektivne veli¢ine populacija neke vrste
naziva se efekat uskog grla (eng. bottleneck). Na geneticku raznovrsnost u redukovanim
populacijama grinja, u prolecée, sa ponovnim po¢etkom razmnozavanja, moze znacajno da utice
I povecanje inbridinga unutar preostale populacija grinja (van Schaik i sar. 2015).

1.5 Specifi¢nost prema vrsti domacéina

Specijalizacija parazita prema domacéinu je odredena ponasanjem, ekologijom, kao i
filogenetskom istorijom oba organizma (Poulin i sar. 2006). Parazitska vrsta moze biti
specijalizovana, odnosno specifi¢na prema jednoj domacinskoj vrsti nekog roda, ili moze biti
generalista sposoban da zarazi viSe domacinskih vrsta iz nekoliko razli¢itih rodova (Ter
Hofstede i sar. 2004). Specificnost moze doneti prednost, jer umanjuje interspecijsku
kompeticiju medu parazitima, ali isto tako ograni¢ava usko specijalizovane parazite da se ne
mogu §iriti na druge domacine, ukoliko dode do nestanka primarnog domacina (Zrn¢i¢ 2013).
Nespecijalizovani paraziti, generalisti, su u prednosti, jer se mogu rasiriti na viSe vrsta domacina
1 samim tim imati vefe areale. Mana takve strategije je Sto generalisti nisu dovoljno
kompetitivni sa parazitima koji su specifi¢ni prema odredenoj domacinskoj vrsti 1 koji su ve¢
zauzeli odredenu niSu (Ter Hofstede i sar. 2004). Parazitska vrsta ¢e se specijalizovati ako
prednosti koriS¢enja samo jedne domacinske vrste prevazilaze prednosti koje bi imala od veceg
broja manje uspesnih interakcija sa vise razli¢itih domacinskih vrsta. Domacinske vrste koje su
privremeno dostupne ili retke, po pravilu, uslovi¢e generalizaciju parazita (Christe i sar. 2003),
a Siroko zastupljene i Ceste domacinske vrste uslovie pojavu za njih visoko specifi¢nih
parazitskih vrsta (Bruyndonckx i sar. 2009a, Krasnov i sar. 2012).

Opste pravilo koje vazi za veéinu parazitskih taksona glasi: kada je na€in prenoSenja
parazita u vezi sa domacinovim ponasanjem, a koje parazita izlaze kontaktu sa potencijalnim
domacinima druge vrste, selekcija tezi da favorizuje promenu domacina, $to za posledicu ima
smanjenje stepena specificnosti za domacina (Poulin 2007). U slucaju sistema slepi mi§ —
beskrilna muva, obe strane imaju takve karakteristike koje bi mogle lako da raskinu njihovu
domacin — parazit vezu i da smanje specifi¢nost odnosa. Reproduktivna strategija pri kojoj
zenka muva mora da napusti domacina kako bi polozila pre-lutku na supstrat, i kasnija potreba
tek izleglog adulta da brzo kolonizuje domacina, trebalo bi da dovede do smanjene specificnosti
za domacina, ako imaju moguénost izbora izmedu vise razlicitih vrsta slepih miseva koje Zive
u istom sklonistu (Dick i Patterson 2007). Dodatno, primeceno je da beskrilne muve ponekad
napustaju domacina ukoliko su uznemirene. Slepi miSevi su leteci organizmi koji se krecu brzo
i Cesto, imaju velike areale aktivnosti i neretko dolaze u kontakt sa drugim vrstama. Imajuci u
vidu ove odlike slepih miSeva kao domacina i beskrilnih muva kao parazita bilo bi za oc¢ekivati
da ¢e razviti nespecifi¢ne asocijacije domacin — parazit. Medutim, uprkos svemu, specifi¢nost
mnogih vrsta beskrilnih muva ka jednoj, primarnoj domacinskoj vrsti je veoma visoka (Dick i
Patterson 2007, Lourenco i Palmeirim 2008, Seneviratne i sar. 2009). Ukoliko je parazitska
vrsta u asocijaciji uvek sa jednom domacinskom vrstom, ona se naziva monoksena. Oligokseni
paraziti su specijalizovani za dve ili nekoliko, naj¢esc¢e blisko srodnih vrsta iz istog roda, a pravi
polikseni paraziti, ili generalisti, zive na vrstama domacina iz dva ili viSe rodova, ne nuzno
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filogenetski srodnih. Vecina parazita, ¢ak i ako su generalisti, pokazuje preferenciju ka nekim
vrstama domacina na kojima se ¢eS¢e pojavljuju. Vrste beskrilnih muva mogu se povremeno,
uprkos tome $to su monoksene, na¢i na drugim, sekundarnim domacinima, vrstama slepih
miseva na koje su slu¢ajno presle u potrazi za domacéinom (Szentivanyi i sar. 2016).

Kod grinja, kao 1 kod drugih parazita, specificnost prema domacinskoj vrsti moze biti
rezultat ograni¢ene disperzije ili ustaljenih koevolucionih adaptacija izmedu domacdina i
parazita. U zavisnosti od vrste, grinje mogu biti manje ili viSe specijalizovane za domacinsku
vrstu slepih miSeva (Christe i sar. 2003, Giorgi i sar. 2004), a socijalna organizacija domacina
je veoma vazan faktor koji uti¢e i na geneti¢ku strukturu populacija grinja (van Schaik i sar.
2014). U eksperimentalnim studijama specifi¢nosti dve evropske vrste grinja (Spinturnix myoti
i S. andegavinus), obe vrste su imale nizi fitnes i manje uspe$nu reprodukciju na netipi¢nim
domacinima, iako nije postojala nikakva fizicka barijera koja bi ih sprecila da nasele netipi¢nu
domacinsku vrstu (Christe i sar. 2003, Giorgi i sar. 2004). Opsezna kofilogenetska studija vrsta
evropskih slepih miSeva i njihovih grinja (Bruyndonckx i sar. 2009a) navodi da grinje pokazuju
relativno visoku, ali ne toliko striktnu specijalizovanost prema domacdinskoj vrsti, te da
mesovite porodiljske kolonije slepih miSeva pruzaju priliku ovim grinjama da promene
domacinsku vrstu.

Ukoliko vise vrsta slepih miSeva boravi u istom skloni$tu, postoji mogucnost da ¢e doci
do interakcije izmedu njih i da ¢e njihovi ektoparaziti imati Sansu da razmene domacine
(Dittmar i sar. 2006). S toga je ucestalost susreta vrsta slepih miSeva koje dele isto skloniste u
vezi sa disperzijom ektoparazita i sa specijalizovano$¢u njihovih interakcija, te potencijalno
vodi do povecane stope unakrsnog zarazavanja. Vrste slepih miseva koje ¢esto srec¢u druge vrste
1 sa njima su u bliskom fizi€kom kontaktu postaju izloZzenije ve¢em broju vrsta ektoparazita
(Fagundes i sar. 2017). Sklonista boljeg kvaliteta privlace veci broj slepih miSeva, a gustina
njihovih kolonija mozZe biti kriti¢ni faktor za prenoSenje ektoparazita. Sezonska dinamika slepih
miSeva umerenog klimata je u skladu sa njihovim energetskim zahtevima tokom godine i
ambijentalnom temperaturom i uslovima, te periodi¢no zahteva grupisanje u velike skupine
(Lucan 2006). Vrste slepih miSeva koje su sklone obrazovanju velikih kolonija sa jedinkama
koje su gusto zbijene pogoduju razmeni ektoparazita.

1.6 Hiperparazitizam i vektori

Slepi misevi imaju imunoloske i ekoloske osobine koje im omogucavaju da nose mnoge
parazite i patogene, a da pri tom ne razviju simptome bolesti (Calisher i sar. 2006, Ahn i sar.
2019). Zbog toga su ¢esto nepravedno negativno percipirani i mnogo ¢esce testirani na prisustvo
patogena nego S$to je to slucaj sa ostatkom zivog sveta, usled cega pored ostalog kod ljudi
izazivaju osecaj straha, te ih oni progone i ubijaju (Olival 2016, Lu i sar. 2021). Skora$nja
studija (Mollentze i Streicker 2020) pokazala je da je broj zoonoza koje se odrZavaju u
populacijama slepih miSeva o¢ekivan za jedan sisarski red koji broji tako puno vrsta. Iako se
mnogo moze nauciti iz studija imuniteta slepih miseva i njihovih patogena, vazno je prepoznati
potencijalni izvor novih zoonoza u slepim misevima, kao i kod bilo kojeg drugog divljeg
taksona (Melaun i sar. 2014), ali je neophodno raditi to pazljivo i sa oprezom kako ih ne bi
uznemiravali viSe nego $to je neophodno. Jedan od nacina da se izbegne relativno invazivno
uzorkovanje krvi slepih miseva je da se za analize prisustva razli¢itih patogena koriste njihovi
ektoparaziti koji se hrane krvlju (Szentivanyi i sar. 2020).

Hiperparazitizam je pojava da paraziti imaju sopstvene parazite. Beskrilne muve i
grinje, iako su 1 sami paraziti, mogu biti parazitirani od strane drugih 1 sluziti kao vektori —
prenosioci razli¢itih patogena: hiperparazitske gljivice iz familije Laboulbeniales (Ascomycota:
Laboulbeniomycetes) (de Groot i sar. 2020), propagule gljivice Pseudogymnoascus
destructans, izazivaca sindroma belog nosa kod slepih miseva (Lucan i sar. 2016), krvnih
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parazita izazivaCa malarije iz roda Polychromophilus (Witsenburg 2014, Witsenburg i sar.
2015), i razli¢itih bakterija (S&ndor i sar. 2018, Szubert-Kruszynska i sar. 2018, McKee i sar.
2019, Szentivanyi i sar. 2019, McKee i sar. 2021). Ukoliko su ektoparaziti vektori, i razlikuju
se u specifi¢nosti prema domacinskoj vrsti, promena domac¢ina moze potencijalno da vodi do
transmisije nekog patogena na atipi¢nog domacina, ukljucujuci potencijalno i coveka, Sto moze
imati ozbiljne i daleko Sire implikacije (Melaun i sar. 2014, McKee i sar. 2019).
Hiperparazitizam moze imati ulogu u menjanju veli¢ine populacija domacina, a preko njih
indirektno i veli¢ine populacija primarnog domacina (de Groot i sar. 2020).

1.6.1 Gljivica Arthrorhynchus

Mikroskopske gljivice iz familije Laboulbeniales (Ascomycota: Laboulbeniomycetes)
paraziti su mnostva razli€itih vrsta zglavkara, na ¢ijem integumentu rastu, a u najve¢em broju
slucajeva inficiraju tvrdokrilce. Spadaju u biotrofe, Sto zna¢i da im treba ziv domacin
(Haelewaters i sar. 2020). Razlikuju se od visecelijskih gljivica po tome §to nemaju miceliju i
hife, nego talus, koji nastaje uvecanjem i deljenjem jedne dvocelijske askospore. Talus ¢ine tri
glavne regije: haustorijum u obliku korena kojim prodiru kroz telo domacina kako bi se
ucvrstile, peritecija — struktura za stvaranje spora, i izrastaji koji nose anteridije koji proizvode
spermacije (Blackwell 1980). Postoje tri roda ovih gljivica specijalizovanih za beskrilne muve,
od ¢ega je samo rod Arthrorhynchus prisutan na vrstama muva iz familije Nycteribiidae istocne
Zemljine hemisfere. NajéeS¢e nalazene vrste su Arthrorhynchus eucampsipodae i
A. nycteribiae, sa prevalencom infekcije od 2.2 - 9 % (Blackwell 1980, Haelewaters i sar. 2017,
Szentivanyi i sar. 2018, Walker i sar. 2018). Iako su ove gljivice Siroko rasprostranjene, ne zna
se mnogo o njithovom potencijalnom uticaju na fiziologiju muve domacina. Jedna skoraSnja
studija pokazala je da kod jedne vrste beskrilne muve prisustvo hiperparazitske gljivice utie
na stopu prezivljavanja i duzinu Zivota, dok kod druge vrste muve to nije bio slu¢aj (Szentivanyi
i sar. 2020).

1.6.2 Krvni paraziti slepih miSeva

Paraziti iz reda Haemosporida (Apicomplexa) su eukariotski protisti koji inficiraju
razli¢ite grupe ki¢menjaka 1 prenose se insektima iz reda dvokrilaca (Diptera) koji se hrane
krvlju (Garnham 1966). Ovaj red broji preko 500 vrsta, ukljucujuéi i vrste roda Plasmodium,
sposobne da inficiraju coveka. Paraziti ove grupe se razlikuju po Zivotnim ciklusima,
adaptacijama i specifi¢nosti ka domacinu (Garnham 1966). Ektoparaziti slepih miseva,
beskrilne muve iz familije Nycteribiidae, su vektori krvnih parazita iz roda Polychromophilus.
Beskrilne muve sluZe kao prelazni domacini i u njima ovaj krvni parazit zavrSava svoj seksualni
ciklus. Zarazliku od drugih dvokrilaca, beskrilne muve su jedini poznati vektor koji je obligatni
ektoparazit, a ne slobodnozivecéi insekt, poput komaraca (Megali i sar. 2011).

Paraziti roda Polychromophilus inficiraju iskljucivo slepe miseve kako u tropskim
regionima, tako i u umerenom klimatu (Perkins i Schaer 2016). Do sada je opisano svega pet
vrsta, ali novije molekularne studije ukazuju na postojanje dodatnih (Schaer i sar. 2013,
Chumniee i sar. 2021). Dve dominantno prisutne vrste su Polychromophilus murinus i P.
melanipherus koje inficiraju brojne vrste slepih miSeva iz familije vecernjaka
(Vespertilionidae) (Garnham 1973, Gardner i Molyneux 1988, Megali i sar. 2011, Witsenburg
I sar. 2014), odnosno dugokrilasa (Miniopteridae), Sirom sveta (Witsenburg i sar. 2012, Perkins
i Schaer 2016, Szentivanyi i sar. 2020, Sandor i sar. 2021). Obe vrste su u nekoliko navrata
pronadene i kod slepih miseva iz drugih familija, ukljucujuci i potkovicare (Garnham 1973,
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Sandor i sar. 2021). Opis infekcije vrstom P. melanipherus kod M. schreibersii u Italiji
predstavlja najraniji dokumentovani slucaj infekcije slepih miseva krvnim parazitima reda
Heamosporida (Dionisi 1899). Polychormophilus melanipherus je u Evropi dokumentovan kod
domaéina M. schreibersii iz Svajcarske, Portugala, Spanije, Francuske, Italije, Sicilije,
Hrvatske, Slovacke, Madarske i Rumunije (Witsenburg i sar. 2012, Witsenburg i sar. 2015,
Szentivanyi i sar. 2020, Sandor i sar. 2021).

Zivotni ciklus Polychromophilus parazita (Slika 6) sastoji se od muskih mikro- i Zenskih
makrogametocita koji plivaju slobodno u krvi slepog misa, koje sa svojim obrokom krvi unosi
beskrilna muva. Gametociti sazrevaju u srednjem crevu muve i postaju mikro- i makrogameti.
Gameti se spajaju i formiraju zigot, koji se dalje razvija u ookinet, koji prolazi u zid srednjeg
creva muve i tamo se razvije u oocistu. Kada oocista sazri, iz nje se oslobadaju pokretni
sporozoiti i migriraju u pljuvacne zlezde muve, odakle se dalje prenose u slepog misa, prilikom
sledec¢eg hranjenja muve (Gardner i Molyneux 1988). U slepom misu sporozoiti migriraju u
razli¢ite organe (pluca, jetru, bubrege, koStanu srz) i tamo sazrevaju u Sizonte. Nakon
nepoznatog broja aseksualnih ciklusa reprodukcije, Sizonti pucaju 1 oslobadaju brojne
merozoite u krvotok domacina slepog misa. Ovi merozoiti inficiraju eritrocite i tamo se
razvijaju u polne gametocite, koje ¢e uneti muve prilikom hranjenja krvlju (Mer i Goldblum
1947, Garnham 1966, Liau i sar. 1977).
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Seksualni ciklus

Sporozoiti se preko pljuvacke
Gametociti koje beskrilna muva muve prenose u slepog misa,

gde u raznim tkivima postaju Sizonti

unosi sa krvlju

Slika 6. Zivotni ciklus Polychromophilus krvnog parazita, sa seksualnim ciklusom koji se
odvija u telu beskrilne muve i aseksualnim ciklusom u telu slepom misa (delovi slike
preuzeti iz Mer i Goldblum 1947, Garnham 1966, Liau i sar. 1977, Schaer i sar. 2013)
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1.7 Geneticka varijabilnost i molekularni markeri

Geneticka varijabilnost ili diverzitet je mera koja pokazuje koliki je dugoro¢ni potencijal
neke populacije da se adaptira na promene sredine i odrzi u zivotu. Poredenje geneticke
varijabilnosti unutar i izmedu populacija se ¢esto koristi u populacionoj genetici. Kako bi se
otkrili faktori koji utiu na geneticku varijaciju unutar i izmedu populacija parazita, rade se
uporedne studije vise parazitskih vrsta istovremeno, studije ko-strukture njihovih populacija,
kao i uporedne studije izmedu domacina i njihovih parazita (Criscione 2008). Studije odnosa
domacin-parazit su ucinile naporedno proucavanje nesrodnih taksona moguce, i donele
napredak u biomedicinskim i evolucionim istrazivanjima (Whiteman i sar. 2007). Uvid u
genetiku parazita moze nam omoguciti dodatni nivo informacija o doma¢inovim migracijama i
kontaktima sa drugim vrstama (Olival i sar. 2013).

Geneticka varijabilnost i struktura populacija ektoparazita slepih miseva relativno retko
je proucavana do sada, a narocito su retke ovakve studije na uzorcima sa Balkana, vaznog centra
biodiverziteta (Krystufek i Reed 2004). Geneticka varijabilnost unutar vrste, na populacijskom
nivou, se Cesto procenjuje na osnovu haploidnih lokusa, najée$ée koriste¢i mitohondrijsku
DNK. Mitohondrijska DNK se nasleduje uniparentalno, pa je zbog toga odlikuju visoke stope
mutacija. Markeri mitohondrijske DNK neretko su prvi izbor za preliminarne analize geneticke
varijabilnosti divljih populacija (Goodall-Copestake i sar. 2012), razlikovanje blisko srodnih
vrsta, procenu bogatstva vrsta u celom zivotinjskom carstvu kao i1 za filogenetske analize
srodnosti medu vrstama (Hebert i sar. 2003, Clare i sar. 2011). S druge strane, upravo zbog istih
gorepomenutih osobina mitohondrijske DNK, njeni markeri nisu informativni za analizu
protoka gena i stukturiranost populacija do koje je doslo u bliskoj proslosti (Balloux 2010,
Moussy i sar. 2012, Ban i sar. 2014).

Vecina do sada objavljenih 1 dostupnih studija o genetickoj strukturi i diverzitetu vrsta
muva iz familije Nycteribiidae poreklom su sa tropskih ili orijentalnih vrsta slepih miseva
(Dittmar i sar. 2006, Hosokawa i sar. 2012, Olival 2012, Tortosa i sar. 2013, Dietrich i sar.
2016, Ramasindrazana i sar. 2018, Bennett i sar. 2020, Qiu i sar. 2020). Medu evropskim
vrstama slepih miseva, populaciona struktura je analizirana kod beskrilnih muva poreklom sa
domacina Myotis bechsteinii (van Schaik i sar. 2015, van Schaik i sar. 2018) i M. schreibersii
(Witsenburg i sar. 2015), i sekvence mitohondrijskih gena dostupne su u banci gena GenBank
(www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/). Za grinje iz familije Spinturnicidae, poreklom sa evropskih
vrsta slepth miSeva, dostupne su sekvence razli¢itih mitohondrijskih gena i1 mikrosatelita
(Bruyndonckx i sar. 2009b, Bruyndonckx i sar. 2009a, van Schaik i sar. 2011, Baulechner i sar.
2013, van Schaik i sar. 2014). Nedavno objavljena opsezna studija uéinila je dostupnim mnoge
sekvence razli¢itih beskrilnih muva i grinja slepih miseva (McKee i sar. 2019). Sa teritorije
Srbije su, pre ove studije, od ektoparazita slepih miSeva bile su dostupne samo sekvence
mitohondrijskih gena krpelja (Burazerovi¢ i sar. 2015, Burazerovi¢ 2017), dok druge grupe
ektoparazita slepih miSeva nisu nikada ranije bile istrazivane upotrebom geneti¢kih markera.

Uvid u geneticku strukturu populacija ektoparazita moze omoguciti bolju procenu rizika
Sirenja patogena. Istovremeno takve analize mogu biti od znacaja 1 za oCuvanje samih
domacina, ugrozenih vrsta slepih miseva.

17



2 CILJEVI

Predmet ove doktorske disertacije je analiza genetickog diverziteta i1 strukture

populacija beskrilnih muva iz familije Nycteribiidae i grinja iz familije Spinturnicidae, koje
parazitiraju na dve vrste slepih miseva — evropski dugokrilas Miniopterus schreibersii i veliki
potkovi¢ar Rhinolophus ferrumequinum. Ove dve domacinske vrste se mogu naci u odvojenim
ili u deljenim podzemnim sklonistima. U skladu sa tim, postavljeni su slede¢i ciljevi:

Identifikovanje vrsta ektoparazita prisutnih na dve domacinske vrste i procena stepena
njihove specificnosti prema vrsti domacina,

Kvantitativna analiza inficiranosti domacina ektoparazitima;

Analiza molekularnog diverziteta i strukturiranosti populacija vrsta ektoparazita kod
oba domacina na osnovu analize varijabilnosti DNK sekvenci odabranih gena;

Analiza prisustva krvnog parazita, izazivaca bolesti slicne malariji, Polychromophilus
sp., u beskrilnim muvama, procena njihovog genetickog diverziteta u populaciji
domacdina;

Komparativna analiza molekularnog diverziteta i strukturiranosti populacija izabranog
domacina (M. schreibersii) i njegovih ektoparazita.
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3 MATERIJAL | METODE
3.1 Prikupljanje uzoraka

Prikupljeni su ecktoparaziti sa 168 jedinki evropskog dugokrilasa, Miniopterus
schreibersii, i sa 73 jedinke velikog potkovicara, Rhinolophus ferrumequinum, tokom leta i
jeseni 2017. i 2018. godine, na osam lokaliteta u Srbiji i jednom u Bosni i Hercegovini (Slika
7, Tabela 1). Na cetiri lokaliteta, u momentu uzorkovanja, bile su prisutne obe domacinske
vrste (lokaliteti 4, 5, 7 i 8). Na preostala ¢etiri lokaliteta (lokaliteti 1, 2, 3 i 6), iako je poznato
od ranije da ta skloniSta koriste obe domacinske vrste (Stankovi¢ i sar. 2018), u momentu
uzorkovanja nisu bile prisutne istovremeno. Lokalitet br. 9 je skloniste koje koristi isklju¢ivo
vrsta veliki potkovicar. Slepi miSevi su hvatani standardnim hiropteroloskim mrezama na ulazu
u podzemna sklonista u sumrak prilikom izletanja. Svaki slepi mis je stavljan u zasebnu, ¢istu
pamucnu vreéicu kako bi se izbegla kontaminacija parazitima sa drugih jedinki. Beskrilne muve
i grinje su prikupljane pincetama sa krzna i letnih membrana svakog slepog misa, pazljivo i
detaljno ga pregladajuc¢i u razli¢itim polozajima. Svi paraziti sa jedne jedinke domacina
stavljani su zajedno u bocicu sa 99 % alkoholom, a naknadno u laboratoriji razdvajani u
pojedina¢ne mikro-tube. Ciljane vrste slepih miseva su markirane krilnim prstenovima sa
jedinstvenim brojem (Centar za markiranje divljlih zivotinja, Prirodnjacki muzej u Beogradu)
na osnovu koga su Sifrovani i uzorci parazita skinuti sa njih. Uzet je uzorak tkiva letne
membrane slepih miSeva, alatkom za biopsiju kruznog promera 3 mm, za dalje geneticke
analize domacina. Svi slepi miSevi su pusteni nepovredeni neposredno po procesuiranju.
Hvatanje i prstenovanje slepih miseva sprovedeno je u skladu sa dozvolama izdatim od
relevantnih vlasti obe drzave (Prilog 1), i u skladu sa etickim i bezbednosnim protokolima.

3.2 Identifikacija vrsta i procena specijalizovanosti ektoparazita za domacinsku vrstu

Beskrilne muve su morfoloski identifikovane do nivoa vrste, prema kljucu za
identifikaciju (Theodor 1967), a potom je identifikacija potvrdena geneticki (Peji¢ i sar. 2021).
Manji uzorak grinja identifikovan je isklju¢ivo molekularnom metodom — poredenjem sekvenci
DNK sa drugim dostupnim sekvencama deponovanim u bazi GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) koriste¢ci NCBI BLAST alatku, dok ostatak grinja
nije identifikovan do nivoa vrste, te se navodi kao familija Spinturnicidae (Tabela 1).

BeleZeno je koje vrste parazita su pronadene na svakoj od vrsta slepih miseva, kako bi
se analizirala specijalizovanost, odnosno specifi¢nost ektoparazita ka domacinskoj vrsti.
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Tabela 1. Prikupljanje uzoraka: Broj jedinki slepih miSeva domacina, M. schreibersii i
R. ferrumequinum prikazani siluetama slepih miseva, uhvaéenih na osam lokaliteta u Srbiji i
jednom u Bosni i Hercegovini (BiH), i broj jedinki ektoparazita prikupljenih sa njih

Q= v = o o T o X S U w
5S S£ S5 5§ £ 32 53 ¢
25 28 €3 58 £ |58 5% E
o9 o S o = = = S e 2 = S
T = g c = = =3 oo = < =3
3, 2 o o = o c = o o
=0 7 Q QD 5_ 5 8 c 3 5_
) Q c 3 QD
Lokalitet ® 3 o
uzorkovanja
1 Mali 51 45 21 1 78 | NA NA NA
kamenolom
2 Petrovaradinska 7 10 4 0 9 NA NA NA
tvrdava
3 Dardagani
(BiH) 11 13 5 3 71 NA NA NA
4 Drenajicka 17 15 8 0 27 18 4 29
pecina
5 Petnicka pecina 19 19 14 0 7 5 7 14
6 Bela sala 32 48 10 1 61 NA NA NA
7 Toplik 29 32 2 0 104 16 38 35
8 Temska farma 2 28 7 0 7 19 19 113
9 Baloj NA NA NA NA NA 15 15 9
> 168 210 71 5 364 73 83 200

Vrednost u tabeli 0 — lokaliteti gde je prisutna domacinska vrsta, ali ektoparazitska vrsta nije pronadena. NA —
lokaliteti gde nije pronadena domacinska vrsta slepog misa
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Domaéin Rhinolophus ferrumequnum
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Obe domacinske vrste prisutne
Madarska

1 Mali kamenolom
2 Petrovaradinska tvrdava
L~ \ 3 Dardagani
Hrvatska s < 4 Drenaji¢ka pec¢ina
: 5 Petnicka pecina

6 Bela sala
® 9 e, _
Q Rumunija 7 Toplik
1 ! 8 Temska farma
> 9 Baloj

®
O
@

. 4 Srbija
Q e5 :’;\ ‘

Bosna i Hercegovina ™ 72 S

Crna Gora

Bugarska

1K
JLYAN

Albanija

\”‘”;. /' Severna Makedonija

Slika 7. Lokaliteti uzorkovanja ektoparazita gde su nadene domacinske vrste slepih miseva
Miniopterus schreibersii (crno-ispunjeni kruzi¢i), Rhinolophus ferrumequinum (prazni
kruziéi), ili obe vrste (polu-ispunjeni kruziéi)

3.3 Kvantitativna analiza inficiranosti domac¢ina odabranim ektoparazitima

Kvantitativni parametri infekcije — intenzitet, prevalenca (P), srednji intenzitet infekcije
(MI) i srednja abundanca (MA), su izracunati za svaku pojedinac¢nu vrstu ektoparazita, kao i
zbirno za sve vrste unutar jedne familije ektoparazita, za svakog domacina. Intenzitet se definiSe
kao broj jedinki odredene vrste parazita na jednoj jedinki domacina. Prevalenca se definise kao
odnos broja inficiranih jedinki domacdina u odnosu na ukupan broj pregledanih jedinki
domacina. Srednji intenzitet infekcije je ukupan broj pronadenih parazita neke vrste u odnosu
na broj inficiranih jedinki domacina, a srednja abundanca je ukupan broj parazita odredene vrste
u odnosu na ukupan broj pregledanih domacina (Bush i sar. 1997).

Sve analize su radene u Quantitative Parasitology Web (QP Web) (Reiczigel i sar.
2019). Za prevalencu je izraCunata i vrednost donjeg i gornjeg praga intervala poverenja (95
%) (Klaschka i Reiczigel 2021). Za srednju inficiranost i srednju abundancu, interval poverenja
je izraCunat koriste¢i Bootstrap BC metod, sa 2000 ponavljanja. Za interval poverenja srednje
vrednosti grupisanja (MC) (eng. mean crowding), koriStena je ista metoda, ali sa 5.000 iteracija
bootstrap-a. Poredene su vrednosti parametara infekcije za razlicite grupe ektoparazita nadenih
na jednoj domacinskoj vrsti i1 izraCunati dodatni parametri poput Poulininog indeksa
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diskrepancije (Pig), negativnog binomijalnog eksponenta k (NBEx) i Spearmanovog koeficijenta
opsega korelacije (na osnovu 5.000 Monte Carlo replikacija). Poredene su vrednosti za istu
grupu parazita pronadenih na razli¢itim domacinama, i tom prilikom su prevalence svake od
domacinskih vrsta poredene FiSerovim egzaktnim testom i X? testom. Vrednosti srednje
abundance i srednjeg intenziteta infekcije za svaku domacinsku vrstu, poredene su dvostranim
bootstrap t-testovima, sa 1.000 ponavljanja.

3.4 Molekularne analize DNK ektoparazita

3.4.1 Izolacija i umnozavanje fragmenata DNK ektoparazita

Jedan deo beskrilnih muva i grinja je odabran kao reprezentativan uzorak svih
pronadenih vrsta sa svih lokaliteta, te je izolovana njihova DNK za dalje molekularne analize i
sekvencirani su fragmenati dva mitohodrijska gena (Tabela 2).

Tabela 2. Broj sekvenciranih fragmenata gena za svaku od analiziranih ektoparazitskih vrsta,
po lokalitetima uzorkovanja

Domacin Miniopterus Rhinolophus
schreibersii ferrumequinum
Ektoparazit (¥ i ‘*
Patllas * K
g =z = o T S w T U o m
o = = = == = o I =3
=g 2= == = S o & 2
oy oS = =3 < 2 c o
Q Q c 3 2.
3 QD
Gen COl COl COl  16STrRNK COl 16S rRNK
Lokalitet
uzorkovanja
1 Mali kamenolom 14 6 1 18 NA NA
2 Petrovaradinska 9 4 0 9 NA NA
tvrdava
3 Dardagani (BiH) 12 4 3 20 NA NA
4 Drenajic¢ka pecina 11 4 0 18 4 19
5 Petnicka pecina 12 5 0 2 7 13
6 Bela sala 16 4 1 20 NA NA
7 Toplik 15 2 0 17 20 19
8 Temska farma 17 4 0 7 19 20
9 Baloj NA NA NA NA 13 8
> 106 33 5 111 63 79

Vrednost ,,0° — lokaliteti gde je prisutna domacinska vrsta, ali ektoparazitska vrsta nije pronadena. NA — lokaliteti
gde nije pronadena domacinska vrsta slepog misa

DNK beskrilnih muva izolovana je pomoc¢u Mag-Bind Blood&Tissue DNA HDQ
komercijalnog kita za izolaciju (Omega Bio-tek, SAD), prema uputstvima i protokolu
proizvodaca. Segment gena za subjedinicu 1 citohrom oksidaze (COIl), dug 710 bp,
amplifikovan je koriste¢i standardni prajmerski par koristen za barkoding Zivotinja, LCO1490
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i HCO2198 (Folmer i sar. 1994). PCR reakcija je pripremljena u zapremini od 10 ul, koja je
sadrzala 1 pl DNK, 0.2 uM svakog prajmera, Qiagen multiplex PCR master miks do finalne
koncentracije od 3 mM MgCl. (Qiagen, Nemacka), i dvostruko-destilovanu vodu do finalne
zeljene zapremine. Uslovi PCR reakcije podrazumevali su korak inicijalne denaturacije na 95
°C u trajanju od 5 min, pracen sa 40 ciklusa denaturacije u trajanju od 30 s na 95 °C, anilinga
prajmera 60 s na 47 °C i elongacije 30 s na 60 °C, i potom korak finalne elongacije u trajanju
od 30 min na 60 °C.

Cele jedinke grinja su smrvljene pomocu plasti¢nog tucka za jednokratnu upotrenu u
1.5 ml mikro-tubi i preko noc¢i inkubirane u digestivnom puferu koji sadrzi proteinazu K
(Strauss 1993), nakon cega je izolovana DNK pomocu Quick-DNA Miniprep komercijalnog
kita (Zymo Research, SAD), prema protokolu proizvodaca. Fragment mitohindijskog gena za
malu subjedinicu ribozomalne RNK (16S rRNK), dug 460 bp, umnozen je koris¢enjem
prajmerskog para 16S+1/16S-1 (Mangold i sar. 1998). Kao i za COI gen kod muva, uslovi PCR
reakcije podrazumevali su inicijalnu denaturaciju na 95 °C u trajanju od 5 min, a potom 40
ciklusa: denaturacije u trajanju od 30 s na 95 °C, anilinga prajmera 60 s na 47 °C i elongacije
30 s na 60 °C, te finalnu elongaciju u trajanju od 30 min na 60 °C. Sva umnoZzavanja su uradena
na 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) masini. PCR reakcija je pripremljena u
zapremini od 10 pl, sadrzu¢i 1 ul DNK, 0.2 uM svakog prajmera, Qiagen multiplex PCR master
miks do finalne koncentracije od 3 mM MgCl. (Qiagen, Nemacka), i dvostruko-destilovanu
vodu do finalne Zeljene zapremine.

3.4.2 Reakcija preciséavanja i sekvenciranja fragmenata DNK ektoparazita

Produkti PCR reakcija su vizualizovani posle elektroforeze na 1.5 % agaroznom gelu
(Slika 8), bojenom Gel Red bojom (Biotium), a potom precisc¢eni prateci Exol-SAP protokol:
4 ul PCR produkta i 1 pl miksa za ¢iséenje (egzonukleaza I (E. coli) 2000 U/ul (New England
BioLabs, SAD), alkalna fosfataza raci¢a - Shrimp Alcaline Phospahtaze —1U/ul (Affymetrix,
SAD), destilovana voda Aquadest (VWR, SAD)), zagreva se 15 min na 37 °C i 15 min na 80
°C.

16S rRNK COI
Spinturnicidae Nycteribiidae
= _ 710bp
460 bp —

Slika 8. Agarozni gel sa produktima PCR reakcije, 460 bp dugim fragmentom 16S rRNK kod
jedinki grinja familije Spinturnicidae, i 710 bp dugim fragmentom COI kod predstavnika
beskrilnih muva familije Nycteribiidae. U sredini je molekularni lenjir za duzinu (eng. ladder)
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Reakcije sekvenciranja su izvodene u zapremini od 10 ul, koja je sadrzala 1 pl
precis¢ene DNK (koncentracije 20 ng/ul), 0.2 uM forward prajmera (istog onog koji je koristen
prilikom amplifikacije), 1 pl Big Dye Terminator 5X pufera za sekvenciranje (Applied
Biosystems, SAD), 0.5 ul half Big Dye Terminator reagensa za sekvenciranje (Sigma, SAD) i
0.5 pl Big Dye Terminator v3.1 reagensa za sekvenciranje RR-100 (Applied Biosystems, SAD).
Umnozavanje COI gena za reakciju sekvenciranja je uradeno prema slede¢em temperaturnom
profilu: Inicijalna denaturacija 60 s na 96 °C, pracena sa 15 ciklusa koji se sastoje od 10 s na 96
°C,5sna45°Ci 75 s na 60 °C, praceno sa jos 5 ciklusa koji se sastoje od 10 s na 96 °C, 5s na
45 °C i 2 min na 60 °C. Umnozavanje 16S rRNK za reakciju sekvenciranja uradeno je prema
slede¢em temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija u trajanju od 60 s na 96 °C, pra¢ena sa
25 ciklusa od po 10 s na 96 °C, 5 s na 47 °C i 4 min na 60 °C. Sekvenciranje je uradeno ABI
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, SAD) aparatu, na Zooloskom institutu i
muzeju, Univerzitet u Grajsvaldu, Nemacka.

3.4.3 Analiza sekvenci DNK ektoparazita

Analizom hromatogramskih zapisa proveravan je kvalitet sekvenci, koje su potom
iseCene kako bi se zadrzali samo delovi sekvence koji su visokog kvaliteta. Dobijene sekvence
gena su poravnate i izmenjene pomoc¢u CodoneCodeAligner 4.2.7 (www.codonecode.com) ili
pomocu Clustal W algoritma implementiranog u Mega v.6 (Tamura i sar. 2013). Finalne duzine
sekvenci za svaki od gena/vrsta date su u Tabeli 9. Jedinstvene sekvence dobijene u ovoj studiji,
deponovane su u GenBank bazu, sa pristupnim brojevima prikazanim u Prilogu 2.

Odredivanje osnovih parametara molekularnog diverziteta nukleotidnih sekvenci koji
podrazumeva: broj haplotipova, diverzitet haplotipova (Hd), broj polimorfnih mesta, broj
nukleotidnih razlika (k), nukleotidni diverzitet (1), uradeno je u programima DnaSP6 (Rozas i
sar. 2017) i ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier i Lischer 2010). Sekvence su grupisane u
haplotipove pomoc¢u DnaSP6, a odnosi izmedu mreZe haplotipova su analizirani pomocu
Median-joining algoritma i vizualizovani u PopART v1.7 (Bielt i sar. 1999), primenjujuéi
automatski predlozena podeSavanja (default, e=0). Isti softver je koriSten i za prikazivanje
diverziteta haplotipova na svakom od lokaliteta. Dodatno, koriste¢i se prethodno objavljenim 1
dostupnim sekvencama u bazi GenBank (Bruyndonckx i sar. 2009a, Tortosa i sar. 2013, McKee
i sar. 2019), kao iz Priloga 3, prosireni setovi podataka su analizirani i nove Median-joining
mreze konstruisane u PopART 1.7 za svaku vrstu ektoparazita. Analiza evolutivne divergencije
izmedu sekvenci proSirenog seta podataka uradena je u MEGA v.6 programu (Tamura i sar.
2013), koriste¢i Maximum Composite Likelihood model (Tamura i sar. 2004).

Prostorno-eksplicitno Bajesovsko grupisanje jedinki, za svaku vrstu, primenjeno je
koris¢enjem programskog paketa Geneland 4.9.2 (Guillot i sar. 2005), u R programskom jeziku
(R Core Team), kako bi se izbeglo a priori definisanje populacija. Ova analiza omogucava
grupisanje jedinki u geografski i geneticki diferencirane klastere, te tako odreduje prostorni
obrazac distribucije molekularnog diverziteta. Model se zasniva na otkrivanju geografskih
diskontinuiteta 1 grupiSe jedinke u K broj klastera tako da se maksimalno smanji Hardi-
Vajnbergov disekvilibrijum unutar svake od grupa. Model za svaku jedinku uzima u obzir
geneticke podatke zajedno sa podacima 0 geografskim koordinatama. Primenjena su
podesavanja modela sa nezavisnim ucestalostima alela (eng. uncorrelated model), sa ukupno
1.000.000 iteracija, u 10 nezavisnih ponavljanja, i brojem potencijalnih klastera (grupa ili
populacija) K od 1 do 10. Zapisivani su parametri pri svakoj stotoj iteraciji, a na kraju je
odbaceno 30 % iteracija kao burn-in. Rezultati ove analize prikazani su geografskom mapom
na kojoj su interpolirane posteriorne verovatnoce za pripadnost jedinki svakom od predlozenih
klastera. Dodatno, prostorno-eksplicitni Bajesovski metod grupisanja je proveren i u programu
BAPS v.6 (Corier i sar. 2008), na osnovu geografskih koordinata uzorkovanja svake jedinke i
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bez a priori dodeljivanja pripadnosti nekoj populaciji. U BAPS-u je maksimalni broj grupa
podesen da varira od 1 do 10 (K), sa po 10 ponavljanja za svaku vrednost k, a rezultati su bili
uproseceni na osnovu verovatnoce ,,likelihood scor® vrednosti. Opcija ,,Spatial clustering* je
koriStena kako bi se utvrdio najverovatniji broj klastera. Kod vrsta kod kojih se pokaze
prisustvo prostorno i geneti¢ki definisanih klastera, osnovni parametri molekularnog diverziteta
odredeni su u okviru programa DnaSP v.6 i ARLEQUIN, a geneticka diferencijacija izmedu
definisanih grupa je testirana analizom molekularne varijanse (AMOVA), te poredenjem Ds;
vrednosti na osnovu prosecnog broja razlika i vrednostima statisticke znacajnosti tih razlika.
Vrednosti @ indeksa fiksacije variraju od 0 do 1, gde nula predstavlja potpunu panmiksiju,
odnosno dve populacije koje se slobodno mesaju i razmnozavaju, a vrednost 1 znaci da je
celokupnu geneticku varijabilnost moguce objasniti strukturom populacije — da izmedu dve
populacije ne postoji razmena genetickog materijala. Do struktuiranosti populacije dolazi usled
nenasumicnog parenja izmedu grupa, ¢esto usled njihove fizicke razdovojenosti, koje biva
prac¢eno genetickim driftom frekvencija alela u svakoj od grupa. Jedna od mera diferencijacije
populacije usled postojanja struktuiranosti je i Fst vrednost (odnosno ®s; kada se govori o
markerima mtDNK). Ovaj parameter pokazuje koliko su dve jedinke iz iste populacije
medusobno blize, u poredenju sa ukupnom populacijom, odnosno predstavlja prose¢an broj
medusobnih razlika izmedu dve jedinke uzorkovane iz razliitih ili iz iste subpopulacije.
Pairwise razlika unutar populacije se izracunava kao suma medusobnih razlika podeljena sa
brojem parova, i pristrasna je kada se radi o malom uzorku ili kada postoje velike razlike u
brojnosti izmedu populacija.

Analiza demografske istorije setova sekvenci ispitivanih gena kod obe ektoparazitske
grupe uradena je poredenjem distribucije parova nukleotidnih razlika (eng. mismatch
distribution). Mismatch analiza je uradena u ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier i Lischer 2010)
kako bi se utvrdilo postojanje potencijalnih istorijskih populacionih fluktuacija kod svake od
ektoparazitskih vrsta, pod nultom hipotezom da uoceni podaci odgovaraju modelu nagle
ekspanzije. Znacajnost preklapanja uo¢ene mismatch distribucije sa predvidenom, procenjuje
se na osnovu sume kvadratnih devijacija (SSD - sum od the squared deviations) i
Harpendingovog indeksa (r - Raggedness index). Niska i statisticki neznacajna vrednost r
ukazuje na ekspanziju populacije, dok je znacajna vrednost r (p<0.05) dokaz za odbacivanje
modela nagle ekspanzije. Dodatno, mismatch grafikoni su izradeni u DnaSP6 softveru (Rozas
i sar. 2017) kako bi se utvrdilo da li populacije pokazuju znakove ekspanzije prostornog areala
ili stacionarnu populacionu istoriju (Tajima 1989). Unimodalnu distribuciju pokazuju
populacije koje su u proslosti pretrpele naglu demografsku ekspanziju, dok multimodalnu
mismatch distribuciju pokazuju populacije koje imaju stabilnu veli¢inu populacije (Rogers i
Harpending 1992).

Dva testa neutralnosti, koji se zasnivaju na distribuciji ucestalosti alela, Fuov Fs i
Tadzimin D test, za istrazivanje demografskih promena u proslosti, takode su uradeni u DnaSP
v.6 (Rozas i sar. 2017). Oba ova pokazatelja imaju statisti¢ki znacajne negativne vrednosti
ukoliko postoji skorasnji populacioni rast, odnosno ukoliko deluje pozitivna, ili negativna
direkciona selekcija. Ukoliko deluje balansna selekcija D vrednost bice pozitivna.
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3.5 Molekularna detekcija krvnih parazita iz roda Polychromophilus sp. iz DNK
beskrilnih muva

3.5.1 Umnozavanje fragmenata gena krvnog parazita Polychromophilus sp. iz
prethodno izolovane DNK beskrilnih muva

Prethodno izolovana DNK 215 beskrilnih muva (Tabela 3) je testirana na prisustvo
DNK parazita iz roda Polychromophilus, koji moze biti prisutan bilo u tkivima muve, bilo u
nesvarenoj krvi domacina na kome su se hranile muve. Molekularna detekcija krvnih parazita
radena je umnozavanjem parcijalnih sekvenci dva mtDNK gena te njihovim kasnijim
sekvenciranjem. Inicijalno je umnozen gen za citohrom b (cytb) priblizno 600 bp duzine,
koriste¢i prajmerski par 3932F i DW4 (Perkins i Schall 2002) prema temperaturnom protokolu
kao u Prilogu 4.

Tabela 3. Tabela uzoraka izolovane DNK beskrilnih muva iz Srbije i Bosne i Hercegovine koja
je molekularnim metodama testirana na prisustvo krvnog parazita iz roda Polychromophilus

Vrsta slepog misa Vrsta beskrilne muve Broj uzoraka Lokalitet
domacina muve uzorkovanja (broj
muva po lokalitetu)

Miniopterus Nycteribia schmidlii 133 Mali kamenolom
schreibersii (20)
Drenajic¢ka pecina
(16)
Bela sala (20)
Toplik (20)
Dardagani (13)
Petnicka pecina (16)
Temska farma (19)
Petrovaradinska
tvrdava (9)

Penicillidia 14 Drenajicka pecina (2)

conspicua Dardagani (4)
Petnicka pecina (3)
Petrovaradinska
tvrdava (5)

Penicillidia dufourii 3 Dardagani (3)

Rhinolophus Phthiridium 65 Drenajicka pecina (4)
ferrumequinum biarticulatum Toplik (20)
Petnicka pecina (7)
Temska farma (19)
Baloj (15)

Y 215
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Za uzorke kod kojih je potvrdena infekcija parazitom Polychromophulus
umnozavanjem fragmenta ovog gena, umnozen je i drugi gen, za subjedinicu 1 citohrom
oksidaze (cox1), duzine 950 bp. Radi razlikovanja sekvenci gena citohrom oksidaze 1 kod
beskrilnih muva (COI), za isti taj gen kod vrsta roda Polychromophilus ¢e u ostatku teksta,
analiza i tabela biti koriStena skracenica cox1.

PCR reakcije su pripremljene sa TopTaq Master Mix (Qiagen, Nemacka) komercijalnim
kitom koji sadrzi 10x koncentrovani CoralLoad pufer za lakSe nalivanje na agarozni gel i
vizualizaciju. PCR reakcija je pripremljena u finalnoj zapremini od 20 pl (10 pl TopTag mix,
2 pl CoralLoad pufera, po 1 ul svakog prajmera 10 UM koncentracije, 2-4 pl DNK i voda u
varijabilnom odnosu, zavisno od koncentracije DNK). KoriSteni prajmeri dati su u Tabeli 4 i
praceni su prethodno objavljeni protokoli (Perkins i Schall 2002, Martinsen i sar. 2008). Gen
coxl je umnozen iz dva dela, koriste¢i nested (“ugnezdenu”) PCR reakciju: za spoljasnju
reakciju je koristen prajmerski par cox1-out-F/R, za nested prvi deo reakcije cox1-in-F/mid-R,
a za nested drugi deo reakcije cox1-mid-F/in-R, prema temperaturnim protokolima kao u
Prilogu 4. Radena su najmanje dva nezavisna pokusaja umnozavanja sekvenci gena po uzorku
i pozitivna kontrola je bila uklju¢ena u sve PCR reakcije.

Tabela 4. Pregled odabranih gena, prajmera za njihovo umnozavanje, te njihovih sekvenci i
navoda studija iz kojih su preuzeti, za molekularno detektovanje Polychromophilus sp. iz DNK
beskrilnih muva

Gen  Prajmer Sekvenca (5' -> 3) Referenca
o 3932F GGGTTATGTATTACCTTGGGGTC (Perkins i
g ﬁ Schall
== 2002)
2 DW4 TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG
(@)
Cox1-R-out AGGAATACGTCTAGGCATTACATTAAATCC  (Martinsen
i sar.

— 2008)
§ Cox1-R-in GTATTTTCTCGTAATGTTTTACCAAAGAA
=
%:'\ Cox1-F-out CTATTTATGGTTTTCATTTTTATTTGGTA

x
O O
g <= Cox1-F-in ATGATATTTACARTTCAYGGWATTATTATG
=
.*Og Cox1-mid-F TTATTCTGGTTTTTTGGTCATCCAG

Cox1-mid-R CTGGATGACCAAAAAACCAGAATAA

Elektroforeza na 1 % agaroznom gelu je koriStena za analizu PCR produkata, koji su
vizualizovani pomoc¢u SYBR Safe boje aktivirane UV svetlom i slikani na uredaju Bio-Rad
Chemi-Doc. Posto je o¢ekivana duzina produkata bila od 300 bp do 1.000 bp, koristen je marker
za duzinu DNK od 1 kb.
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3.5.2 Precis¢avanje produkata i sekvenciranje fragmenata gena Polychromophilus sp.
krvnog parazita

PCR produkti koji su bili o¢ekivane duzine i vidljivi na gelu, precis¢eni su koristeci
MinElute PCR purification Kit (Qiagen) ili NucleoSpin Gel i PCR Clean-up kit (Macherey-
Nagel, UK), prema uputstvu proizvodaca. Uzorci su razblazeni sa 12 pl ili 24 pl elucionog
pufera u zavisnosti od ja¢ine trake na agaroznom gelu. Uzorci razblazeni sa 24 pl su podeljeni
na dva pod-uzorka. 5 UM Primer rastvora je dodato u 10-12 pl precis¢ene DNK. PCR produkti
su sekvencirani metodom po Sangeru, naj¢es¢e u jednom smeru, osim u slu¢ajevima kada je
bilo dovoljno dostupnog PCR produkta da se uradi sekvenciranje u oba smera, i tako potvrdi
ta¢nost sekvenci. Sekvenciranje je uradeno od strane LGC Genomics (Berlin, Nemacka).

3.5.3 Analiza sekvenci DNK krvnog parazita Polychromophilus sp.

Dobijene sekvence su proveravane i editovane u softveru Geneious Prime 2021.1
(https://www.geneious.com). Kvalitet svake pojedinacne sekvence je ru¢no proveren, a po¢etak
1 kraj sekvence koji su losijeg kvaliteta su iseceni. Sekvence koje su umnozene u oba smera Su
spojene, kao i sekvence umnozavane iz dva dela. Finalne sekvence za svaki od gena su
poravnate koriste¢i MUSCLE algoritam (Edgar 2004), a potom jo$ jednom proverene pre daljih
analiza. Dvostruki nukleotidni vrhovi (dvostruki vrhovi koji su veéi ili jednaki od 40 % visine
vrha na nekoj nukleotidnoj poziciji) na elektroferogramima sekvenci dobrog kvaliteta su
tumaceni kao dokaz infekcije meSanih haplotipova. Pozicija dvostrukih vrhova poklapala se
polimorfnim mestima u sekvencama, a nukleotidne baze koje su ih sa¢injavale odgovarale su
drugim detektovanim haplotipovima, te je zbog toga isklju¢ena moguénost da ovi dvostruki
vrhovi predstavljaju gresku u sekvenciranju. Krajevi sekvenci su iseceni tako da je finalna
duZina analiziranih gena cytb i coxl bila 579 bp, odnosno 945 bp. Jedinstvene sekvence
dobijene u ovoj studiji, deponovane su u GenBank bazu, sa pristupnim brojevima OQ357633-
42 (Prilog 2). Kao i kod ektoparazita, odredeni su osnovni parametri molekularnog diverziteta
nukleotidnih sekvenci u programu DnaSP6 (Rozas i sar. 2017). Sekvence dobrog kvaliteta i bez
dvosmislenih baza za gene cytb (n=13) i cox1l (n=17) koriStene su za konstruisanje mreze
haplotipova Median-joining metodom u softveru POpART v.1.7 (Bielt i sar. 1999), i obelezene
kako prema lokalitetima, tako i prema vrsti beskrilne muve iz koje je Polychromophilus
izolovan.

Kako bi se uporedili haplotipovi dobijeni u ovoj studiji sa prethodno objavljenim i
dostupnim sekvencama za cytb i coxl gene u bazi GenBank (Prilog 5), proSireni setovi
podataka su analizirani i nove Median-joining mreze konstruisane u PopART 1.7 i obelezene
prema zemlji porekla sekvenci. ProSireni setovi sadrzali su 119 sekvenci za fragment gena cytb
(479 bp), i 51 sekvencu za fragment gena cox1l (768 bp). Analiza evolutivne divergencije
izmedu sekvenci proSirenog seta podataka uradena je u MEGA v.6 programu (Tamura i sar.
2013), koriste¢i Maximum Composite Likelihood model (Tamura i sar. 2004).

3.6 Molekularne analize DNK odabrane domacinske vrste — Miniopterus schreibersii

3.6.1 Izolacija DNK i umnozavanje fragmenata gena M. schreibersii

Uzorci tkiva letne membrane krila odabrane vrste domacina, M. schreibersii, po pet
jedinki sa svakog lokaliteta uzorkovanja, su inkubirani preko noc¢i u digestivnom puferu koji
sadrzi proteinazu K (Strauss 1993), nakon ¢ega je izolovana ukupna DNK sa Quick-DNA
Miniprep komercijalnim kitom (Zymo Research, SAD), prema protokolu proizvodaca. Za
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analizu mitohondrijske DNK, umnozen je fragment gena za citohrom b, tRNK prolin, tRNK
treonin, te fragment hipervarijabilnog regiona 1 (HV1) kontrolnog regiona. Radi jednostavnije
terminologije, sva Cetiri umnozena fragmenta oznacavaéemo kao HV1, prema najduzem
fragmentu gena iz ove grupe. UmnoZavanje je radeno koriste¢i prajmere C i E (Wilkinson i
Chapman 1991). PCR reakcija je pripremljena u zapremini od 20 pl, i sadrzala je: 2.5 pl Dream
Taq pufera, 1.5 pl dinukleotida, po 1 pl svakog 0.2 uM prajmera, 1 pl MgClz, 0.2 ul Dream
Taq polimeraze, te 2 pl DNK i dvostruko-destilovanu vodu do finalne Zeljene zapremine.
Uslovi PCR reakcije podrazumevali su 40 ciklusa: 30 s na 94 °C, 60 s na 56 °C i 60 s na 72 °C,
pracenih sa 5 min na 72 °C. Uzorci sa lokaliteta Petni¢ka pecina sekvencirani su u Madarskoj
u sklopu veéeg projekta® i prekograniéne saradnje sa kolegama sa Univerziteta u Pecuju.

Usled poteskoc¢a u dobijanju specificne Zeljene trake na gelu, uspeSnost PCR reakcija
nije bila potpuna. Nakon sekvenciranja i odbacivanja sekvenci nedovoljne duzine i kvaliteta
¢itanja, u finalnom setu sekvenci za dalju analizu dobili smo 23 sekvence domacina vrste
Miniopterus schreibersii, i to sa lokaliteta: Mali kamenolom 3, Petrovaradinska tvrdava 5,
Drenaji¢ka pecina 5, Petnicka pecina 5, Bela sala 2, Toplik 2 i Temska 1 sekvenca. Na Zalost,
nijedan uzorak sa lokaliteta Dardagani nije rezultovao kvalitetnom sekvencom, tako da je taj
lokalitet izuzet iz daljih genetickih analiza domacina.

3.6.2 Analiza sekvenci DNK M. schreibersii

Kao i kod analize sekvenci DNK parazita, pre svega je proveravan kvalitet, a potom su
krajevi sekvenci loSijeg kvaliteta odbacivani. Poravnjavanje i editovanje sekvenci je radeno u
program CodoneCodeAligner 4.2.7 (www.codonecode.com). Finalna duzina sekvenci iznosila
je 553 bp.

U programima DnaSP6 (Rozas i sar. 2017) i ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier i Lischer
2010) su izracunati osnovi parametri molekularnog diverziteta nukleotidnih sekvenci, koje su
potom grupisane u haplotipove. Odnosi unutar mreze haplotipova su analizirani pomocéu
Median-joining algoritma i vizualizovani u PopART v1.7 (Bielt i sar. 1999), primenjujuéi
automatski predlozena podesavanja (default, £=0). ProSireni set podataka koji je pored sekvenci
dobijenih u ovoj studiji ukljucio i prethodno objavljene i dostupne sekvence iz GenBank baze
(Bilgin i sar. 2006, Bilgin i sar. 2008, Furman i sar. 2009, Ramos Pereira i sar. 2009), kao iz
Priloga 6, je analiziran, i nova mreza haplotipova je konstruisana takode u POpART 1.7
softveru. Analiza evolutivne divergencije izmedu sekvenci prosirenog seta podataka uradena je
u MEGA v.6 programu (Tamura i sar. 2013), koriste¢i Maximum Composite Likelihood model
(Tamura i sar. 2004).

3.7 Poredenje genetickog diverziteta odabrane domacdinske vrste slepog misa
M. schreibersii i njegovih ektoparazita

U programu ARLEQUIN 3.5.2 uradeno je pairwise poredenje geneticke diferencijacije
(dst) izmedu svih populacija (lokaliteta) i procenjen nivo znacajnosti ovih poredenja, za
odabranu vrstu domacina, M. schreibersii, jednu vrstu muve (N. schmidlii) i jednu vrstu grinje
(S. psi). Za poredenje genetickih distanci domacina i parazita koristen je parcijalni Mantel test
(10.000 permutacija) u programu GenAlEx v6.5, sa korekcijama za geografsku udaljenost, po
formuli ®s / (1- ®s). Geografske distance izmedu lokaliteta/populacija predstavljaju
logaritmovane vrednosti najkra¢ih putanja vazdusnom linijom izmedu dva lokliteta
uzorkovanja, izrazenih u kilometrima.

2 Lloviu virus in Central i Eastern Europe. Zahvalnost Dorottya Gy6rossy i Gorfol Tamas
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4 REZULTATI

4.1 ldentifikacija vrsta i specijalizovanost ektoparazita za vrstu domacéina
Posmatrajuc¢i ukupne brojeve prikupljenih jedinki beskrilnih muva i grinja, sa obe
domacinske vrste slepih miSeva (Tabela 1), dolazi se do zakljucka da su oba domacina bila vise

parazitirana grinjama, sa 56 % kod M. schreibersii, odnosno 71 % kod R. ferrumequinum (Slika
9), nego beskrilnim muvama.

Miniopterus schreibersii Rhinolophus ferrumequinum

m Nycterbiidae

® Spinturnicidae

Slika 9. Procentualna zastupljenost ektoparazita iz familija Nycteribiidae i Spinturnicidae kod
dve vrste slepih miseva domacina, Miniopterus schreibersii i Rhinolophus ferrumequinum

Morfoloski su identifikovane sve prikupljene jedinke beskrilnin muva familije
Nycteribiidae, te je zakljuceno da su tri vrste parazitirale domacinsku vrstu M. schreibersii:
Nycteribia schmidlii, Penicillidia conspicua, P. dufourii (Slika 10), a samo jedna vrsta muve,
Phthiridium biarticulatum je pronadena na drugoj domacinskoj vrsti R. ferrumequinum.
Molekularna identifikacija dela uzorka muva potrebnih za dalje geneticke analize se poklapala
sa morfoloskom identifikacijom (Tabela 2). Nekoliko vaznih karaktera za identifikaciju vrsta
roda Penicillidia prikazano je na Slici 11. Na Slici 12. dat je pregled svih identifikovanih vrsta
beskrilnih muva ove studije.

Miniopterus schreibersii
2%

2504 Nycteribia schmidlii
Penicillidia conspicua

73% m Penicillidia dufourii

Slika 10. Procentualna zastupljenost vrsta beskrilnih muva u ukupnom uzorku Nycteribiidae
koje su parazitirale na domacinu Miniopterus schreibersii
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Slika 11. Morfoloska identifikacija beskrilnih muva a Penicillidia dufourii dorzalno; b
Penicillidia dufourii ventralno; ¢ Penicillidia conspicua, muzjak; d Penicillidia dufourii,
muzjak; e Penicillidia dufourii, Zenka; f Ocela na glavi muva roda Penicillidia
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Slika 12. Vrste beskrilnih muva |dent|f|kovane u ovoj studiji a Nycteribia schmidlii; b
Penicillidia conspicua; ¢ Penicillidia dufourii; d Phthiridium biarticularum

Jedan deo prikupljenog uzorka grinja je molekularno identifikovan do nivoa vrste
(Tabela 2). Spinturnix psi je jedina vrsta grinje nadena na domacinu M. schreibersii. Druga
vrsta domacéina, R. ferrumequium, bila je parazitirana takode iskljuc¢ivo jednom vrste grinje,

Eyndhovenia euryalis. Nijedna parazitska vrsta nije nadena na obe istrazivane domacinske vrste
(Slika 13).

Miniopterus schreibersii Rhinolophus ferrumequinum

m Nycteribia
schmidlii

® Penicillidia ® Phthiridium
conspicua biarticulatum

u Penicillidia ® Eyndhovenia
dufourii euryalis

m Spinturnix

2% 13% psi

Slika 13. Procentualna zastupljenost vrsta ektoparazita na delu uzorka beskrilnih muva i grinja
koje su molekularno identifikovane

4.2 Prisustvo hiperparazitske gljivice na muvama

Arthrorhynchus sp. hiperparazitska gljivica (Slika 14) pronadena je na 15 od ukupno
369 jedinki Cetiri vrste muva, dajuci prevalencu od 4 %. Sve muve inficirane ovom gljivicom
pripadale su jednoj vrsti muve, P. conspicua, unutar koje je prevalenca infekcije iznosila 21 %.
Gljivice su poslate na dalju analizu i identifikaciju do nivoa vrste u mikoloSku laboratoriju
Univerziteta u Gentu, Belgija.
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Slika 14. Talusi gleVIce Arthrorhynchus sp. (Laboulbenlales Ascomycota) na abdomenu
beskrilne muve Penicillidia conspicua

4.3 Kvantitativna analiza inficiranosti domacina ektoparazitima

4.3.1 Poredenje kvantitativnih parametara infekcije dve vrste slepih misSeva domacina
ektoparazitima iz familija Nycteribiidae i Spinturnicidae

Ukupno su prikupljene 933 jedinke parazita. Od toga 369 jedinki beskrilnih muva i 564
jedinki grinja, sa dve vrste domacina, slepih miseva vrste M. schreibersii (168 jedinki) i R.
ferrumequinum (73 jedinke). U Tabeli 5 dat je pregled kvantitativnih parametara infekcije za
svaku vrstu muva pojedinac¢no, i zbirno za grinje iz familije Spinturnicidae, za svaku
domacinsku vrstu.
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Tabela 5. Kvantitativni parametri infekcije dve vrste slepih miSeva ektoparazitima

A=
'3 Vrsta 0 _
g ektoparazita Nwt | Nz P % Ml MA MC Pid NBEk
A
58.9 2.12 1.25 4.22 0.62 11413
N. schmidlii 99 (511- (182~ (L02- (264- (0.562- o7
66.4) 273) 164) 7.96) 0705 P
5 304 139 0423 193 0762 ..,
‘s | P.conspicua 51 (23.5- (1.2- (0.31- (1.47- (0.703- _b 826
= 379) 171) 0565 3.08) 0818 P~
§ 168 24
2 0.7- 1.25  0.03 1.4 0.974
2| P.dufourii 4 '0) (1-  (0.006- (1-  (0.944-  0.06*
= ' 1.5) 0.065) 1.67)  0.988)
69.6  3.11 2.17 5.75 ?0'55%3 1,028
Spinturnicidae 117 (62.3- (2.68- (1.81- (4.41- 0.65) p=0.936

763) 3.75) 2.69)  8.04)

5 o 658 173 114 273 053 . ..
S | piarticuatum 48 (542- (L44- (0877- (187- (0M7- "2,
g 76.4) 227) 153) 491) 0655 P
S

5

= 73

>

S

S 726 377 274 597 0563 .o
2 | Spinturnicidae 53 (61.1- (3.02- (2.14- (5.01- (0.499- _'0495
Z 819) 458) 351) 7.44) 0654) P

Niot — ukupni broj pregledanih domacina; N, — broj zarazenih domacina odgovaraju¢om vrstom ektoparazita; P %
- prevalenca; MI — srednji intenzitet infekcije; MA — srednja abundanca; MC — srednja vrednost grupisanja; Pig —
Paulinin indeks diskrepancije; NBEk - negativni binomijalni eksponent k, p vrednost X? testa. U zagradama su
navedeni intervali poverenja (95 %). ¥-mali uzorak, nije mogude izradunati p-vrednost

Od 168 pregledanih jedinki domacina vrste M. schreibersii, 99 jedinki je bilo zarazeno muvama

vrste N. schmidlii (P=58.9 %), 51 vrstom P. conspucua (P=30.4 %) i Cetiri jedinke domacina
bile su zaraZzene muvama vrste P. dufourii (P=2.4 %).
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Slika 15. Box plot grafik broja jedinki tri vrste beskrilnih muva na domacinu M. schreibersii
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Slika 16. Box plot grafik inficiranosti dve vrste slepih miSeva domacina ektoparazitima iz
familija Nycteribiidae i Spinturnicidae
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Od 73 pregledanih jedinki domacina vrste R. ferrumequinum, 48 jedinki je bilo zarazeno
muvama vrste Ph. biarticulatum (65.8 %), §to je ujedno i jedina vrsta beskrilne muve pronadena
na ovom domacinu. Grinjama iz familije Spinturnicidae zarazeno je bilo 53 jedinke ove vrste
domacina, te prevalenca infekcije iznosi 72.6 %, a srednji intenzitet infekcije 3.77 (Tabela 5).
Spearmanov koeficijent opsega korelacije iznosio je 0.16 (p=0.172), na osnovu 5.000 Monte
Carlo replikacija.

Ukoliko posmatramo sve vrste beskrilnih muva kao jedinstvenu grupu, familiju
Nycteribiidae, ukupno je zarazeno 122 od 168 jedinki domacina M. schreibersii, odnosno
prevalenca infekcije muvama je 72.6 %. Srednja vrednost intenziteta infekcije iznosi 2.34
(Tabela 6). Grinjama iz familije Spinturnicidae zarazeno je bilo 117 jedinki ove vrste
domacina, te prevalenca infekcije iznosi 69.6 % a srednji intenzitet infekcije 3.11 (Tabela 5,
Tabela 6). Prevalenca je, kod ovog domacina, niza za grinje, ali je srednji intenzitet infekcije
Visi.

Tabela 6. Kvantitativni parametri infekcije domacina vrste Miniopterus schreibersii
ektoparazitima dveju familija Nycteribiidae i Spinturnicidae

ektoparaziti N2/Ntot P % MI MA MC Pid NBEk
2.34 1.7 4.9 0.536
Nycteribiidae | 122/168 (657%_679) (205 (143 (294 (0474- U
' 298) 219)  106) 0637) P
696 311 217 575 0588 .
Spinturnicidee | 117/168  (623-  (268- (181 (441- (054 T
763) 375  269)  804) 065 P

Nt — ukupni broj pregledanih domacina; N, — broj zarazenih domacina; P % - prevalenca; MI — srednji intenzitet
infekcije; MA — srednja abundanca; MC — srednja vrednost grupisanja; Piq — Paulinin indeks diskrepancije; NBEk
- negativni binomijalni eksponent k, p vrednost X? testa. U zagradama su navedeni intervali poverenja (95 %)

Spearmanov koeficijent opsega korelacije iznosio je -0.05, p=0.525 (na osnovu 5.000 Monte
Carlo replikacija).

4.3.2 Poredenje inficiranosti dveju vrsta slepih miSeva domacina, M. schreibersii i
R. ferrumequinum beskrilnim muvama iz familije Nycteribiidae

U Tabeli 7 dat je uporedni pregled kvantitativnih parametara infekcije dve domacinske
vrste slepih miSeva beskrilnim muvama iz familije Nycteribiidae. Poredenjem prevalenci
infekcije ove dve vrste domacina beskrilnim muvama iz familije Nycterbiidae FiSerovim
egzaktnim testom, dobijena je dvostrana p vrednost p=0.286, a bezuslovnim egzaktnim testom
p=0.290. Dvostrani bootstrap t-test poredenja srednjih abundanci pokazao je postojanje
statisticki znacajnih razlika (p<0.05), kao i dvostrani t-test poredenja srednjih intenziteta
(p<0.05). Oba parametra bila su znacajno vecéa kod M. schreibersii. Poredenje srednjih
vrednosti grupisanja, za propisani nivo alfa (¢=0.05), nije dalo statisticki znacajnu vrednost.
Poredenje intervala poverenja za Paulinin indeks diskrepancije pokazalo je da razlika izmedu
ove dve domacinske vrste za infekciju beskrilnim muvama nije znacajna. Srednji intenziteti
infekcije nisu se statisti¢ki znacajno razlikovali medu domacinskim vrstama (p=0.263).
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Tabela 7. Kvantitativni parametri infekcije dve vrste slepih miSeva beskrilnim muvama iz
familije Nycterbiidae

.- Ml MA MC Pid
Vrsta domacin Nit Nz Nn P% (+SD) (+SD) (i.0) (i.0)
4.9 0.536
2.344 1.702

... 168 122 46 726 (2.86- (0.47-

M. schreibersii (2.459) (2.341) 10.9)  0.667)
2.73 0.534
R. ferrumequiunm | 73 48 25 65.8 1.729 1137 (1.83- (0.432-
(1.333) (1.357) 542)  0.657)

Nt — ukupni broj pregledanih domacina; N, — broj zarazenih domacina; Nn — broj nezaraZenih domacina; P% -
prevalenca; MI — srednji intenzitet infekcije; MA — srednja abundanca; MC — srednja vrednost grupisanja; Pig —
Paulinin indeks diskrepancije. U zagradama su navedene vrednosti standardne devijacije (xSD) ili opseg intervala
poverenja (i.p.) od 95 %

4.3.3 Poredenje inficiranosti dveju vrsta slepih miSeva domacina, M. schreibersii i
R. ferrumequinum grinjama iz familije Spinturnicidae

U Tabeli 8 dat je uporedni pregled kvantitativnih parametara infekcije dve domacinske
vrste slepih miSeva grinjama iz familije Spinturnicidae. Poredenjem prevalenci infekcije ove
dve vrste domaéina grinjama iz familije Spinturnicidae putem X? testa, nije dobijena statisticki
znacajna razlika (p=0.757). Razlike medu vrstama uporedene dvostrukim t-testom sa 1.000
replikacija nisu bile statisticki znacajne ni za srednje abundance (p=0.176), niti za srednje
intenzitete infekcije (p=0.187). Srednje vrednosti grupisanja, za propisani nivo alfa (¢=0.05),
takode se nisu statisticki znacajno razlikovale. Poredenje intervala poverenja za Paulinin indeks
diskrepancije pokazalo je da razlika izmedu ove dve domacinske vrste za infekciju grinjama
nije znacajna (p>0.05).

Tabela 8. Kvantitativni parametri infekcije dve vrste slepih miSeva grinjama iz familije
Spinturnicidae

.. Ml MA MC Pid
Vrsta domacin Ntot N2 N P% (+SD) (+SD) (i.0) (ip)
5.75 0.588
3.11 2.167

L 168 117 51 69.6 (4.23- (0.527-

M. schreibersii (2.879) (2.796) 8.43) 0.65)
5.97 0.563
R. ferrumequiunm | 73 53 20 726 (23'97077) (22'979%) (4.89- (0.483-
' ' 7.71) 0.644)

Nt — ukupni broj pregledanih domacina; N, — broj zarazenih domacina; Nn — broj nezarazenih domacina; P % -
prevalenca; MI — srednji intenzitet infekcije; MA — srednja abundanca; MC — srednja vrednost grupisanja; Pig —
Paulinin indeks diskrepancije. U zagradama su navedene vrednosti standardne devijacije (£SD) ili opseg intervala
poverenja (i.p.) od 95 %

4.4 Molekularne analize DNK ektoparazita
Sve sekvence DNK generisane u ovoj studiji su poredenjem sa dostupnim sekvencama
u GenBank bazi dale najvise vrednosti poklapanja identiteta sa vrstama beskrilnih muva u

skladu sa prethodnom morfoloskom identifikacijom (N. schmidlii, P. conspicua, P. dufourii,
Ph. biarticulatum). Vrste grinja iz ove studije su poredenjem sa dostupnim sekvencama iz baze
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pokazale poklapanje identiteta sa vrstom S. psi (grinje sa domacina M. schreibersii), odnosno
E. euryalis (grinja sa domacina R. ferrumequinum).

Pokazatelji molekularnog polimorfizma DNK za odabrane mitohodrijske gene COI
(muve) i 16S rRNK (grinje), zajedno sa brojem sekvenci koriStenih u analizama i njihovim
duzinama za svaku vrstu prikazani su u Tabeli 9. Jedinstvene sekvence su deponovane u
GenBank bazu (pristupni brojevi: N. schmidlii: MZ380293-MZ380313; P. conspicua:
MZ396953-MZ396964; P. dufourii: MZ389896-MZ389898; S. psi: MZ390121-MZ390126;
Ph. biarticulatum: MZ396965-MZ396970; E. euryalis: MZ389890-MZ389895; Prilog 2). Kod
beskrilnih muva, najveci broj pronadenih haplotipova bio je 21 za vrstu N. schmidlii, a najmanji
tri kod vrste P. dufourii (Slika 17. a, Slika 21. a, Tabela 9). Najvece vrednosti diverziteta
haplotipova (Hd) i nuklearnog diverzitet (1) su detektovane kod vrste P. conspicua (Hd=0.722;
p=0.003), a najmanje kod Ph. biarticulatum (Hd=0.289; p=0.002). Po Sest haplotipova je
detektovano kod obe vrsta grinja (Tabela 9), od kojih su po pet haplotipova svake vrste bili
novodetektovani. Vrednosti diverziteta haplotipova i nukleotida su bile vec¢e kod E. euryalis
(Hd=0.147; p<0.001) nego kod S. psi (Hd=0.122; p<0.001) (Tabela 9).

I kod muva 1 kod grinja, mreze haplotipova su imale zvezdastu topologiju, sa kracima koji se
Sire od jednog, najbrojnijeg haplotipa (H1), koji ¢ini najve¢i udeo u uzorku (npr. 51.5 % kod P.
conspicua, do 93.7 % kod S. psi).

38



Tabela 9. Osnovni parametri molekularnog diverziteta nukleotidnih sekvenci ektoparazita
slepih miseva iz Srbije i Bosne i Hercegovine
Rhinolophus

Vrsta domacdin Miniopterus schreibersii .
ferrumequinum

1Anoynp

*

b
© 1 sgumuds
a5
o

sijeAuna
BIUBAOYPUAT

Vrsta ektoparazita

H|PIWYIS
©e1q14810AN
enoldsuod

eipljjiotuad
eIpI||I91Uuad
wnyenanJelq
wnIpLIyyd

Broj lokaliteta

. 8 8
uzorkovanja
Gen COl COl COl 16S COl 16S
g)‘;ma sekvence - gop 589 579 354 626 341
Broj sekvenci 106 33 5 111 63 79
Broj haplotipova 21 12 3 6 6 6
Diverzitet 053 0722 0700 0122 | 0.289 0.147

haplotipova - Hd
(+SD) (0.059)  (0.080) (0.218) (0.043) (0.073) (0.054)

Eﬂlé'é?fe'?n,l 0.00132 000251 0.00207 0.00035 | 0.00179  0.00044
(£SD) (0.0002) (0.00047) (0.00084) (0.00013) | (0.00049) (0.00017)
Prosecan broj

nukleotidnih 0772 1473 1200 0125 | 1.121 0.151
razlika.

Broj polimorfnih 21 10 3 5 9 5
mesta

Parsimonski

informativna 7 7 0 2 6 1
mesta

Vrednosti standardne devijacije (+SD) za diverzitet haplotipova (Hd) i nukleotidni diverzitet (m) su date u
zagradama
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4.5 Genetic¢ki diverzitet, bogatstvo haplotipova i struktura populacija ektoparazita na
domacinu Miniopterus schreibersii

4.5.1 Beskrilna muva Nycteribia schmidlii

U setu od 106 sekvenci fragmenta gena za COl mtDNK vrste beskrilne muve N.
schmidlii koja je parazitirala na domac¢inu M. schreibersii, detektovan je 21 razli¢it haplotip
(Slika 17. a), obelezen sa H1-H21. Ukupan broj polimorfnih mesta bio je 21, od Cega 7
informativnih. Jedan haplotip (H1) bio je najc¢es¢i, ¢ine¢i skoro 68 % od ukupnog uzorka i
prisutan na svih osam lokaliteta uzorkovanja (Slika 17. a). Haplotip H18 doprineo je sa 6.6%,
odnosno imalo ga je sedam jedinki na ukupno Cetiri lokaliteta (Mali kamenolom, Bela sala,
Toplik, i Dardagani). Haplotip H17 imalo je Cetiri jedinke (po dve u Drenaji¢koj pe¢ini i Malom
kamenolomu). H4 i H8 doprineli su svaki sa 2.83 % (po jedna jedinka na lokalitetima H4: Bela
sala, Toplik, Temska - svi u isto¢noj Srbiji, odnosno H8: Temska, Petnicka peéina,
Petrovaradin), H6 sa 1.88 % (po jedna jedinka na lokalitetima Bela sala i Toplik u isto¢noj
Srbiji), a preostalih 15 haplotipova (H2, H3, H5, H7, H9, H10-16, H19-21) bili su predstavljeni
svaki sa po jednom sekvencom, odnosno svaki je doprinosio sa 0.92 % ukupnom uzoku (Slika
17. a). Lokaliteti sa najvecim diverzitetom haplotipova bili su Bela sala i Toplik, sa po Sest
haplotipova. Median-joining mreza haplotipova pokazuje zvezdastu topologiju, sa
najzastupljenijim haplotipom H1 koji zauzima centralnu poziciju, a od koga polaze svi ostali
haplotipovi, koji se razlikuju za jedan ili dva mutaciona koraka (Slika 17. b).
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Slika 17. a Mapa numerisanih lokaliteta uzorkovanja (kao u Tabeli 1) vrste Nycteribia
schmidlii sa distribucijom haplotipova; b Median-joining mreza 21 haplotipa COl mtDNK vrste
N. schmidlii detektovanih u ovoj studiji. Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih
promena izmedu dva haplotipa

Kada su ovom setu podataka dodate dostupne sekvence COI gena vrste N. schmidlii iz
GenBank baze (Prilog 3), u prosirenom setu podataka dobijena je 131 sekvenca, dugacka 585
bp, te je detektovano ukupno 27 haplotipova (21 haplotip originalno iz ove studije i H22-H27
brojevi koji su dodeljeni postoje¢im haplotipovima dostupnim u bazi, kao u Prilogu 3).
Najudaljeniji od centra mreze haplotipova bili su H26 i H27, jedan uzorkovan u Rumuniji, a
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drugi u Keniji. Oni su se znacajno razlikovali od ostalih, i to za 27 i 20 nukleotidnih promena
od hipotetickog prelaznog haplotipa (nedostajuci haplotip koji nije uzorkovan) (Slika 18).
Preostali haplotipovi proSirenog seta, poreklom sa Cetiri lokaliteta u Rumuniji i dva lokaliteta u
Madarskoj bili su koherentni sa podacima ove studije, i delili su haplotipove H1, H4, H7 i H18
sa uzorcima ove studije, te dodali nove haplotipove H22-H25 sa po jednom nukleotidnom
razlikom u odnosu na centralni haplotip H1. Haplotipovi H2-3, H5-6, H8-17, H19-21 su
originalni doprinos ove studije, objavljeni po prvi put u GenBank bazi.
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Slika 18. Median-joining mreza haplotipova COI gena vrste Nycteribia schmidlii prosirenog
seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 3). Crtice na
granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu haplotipova

Divergencija izmedu sekvence haplotipa H26 i ostalih sekvenci bila je u opsegu 4.6 —
5.3 %, a divergencija izmedu sekvence haplotipa H27 i ostatka sekvenci bila je 4 — 4.7 %.
Haplotipovi H26 i H27 su se medusobno razlikovali za 5.3 %. Opseg divergencije izmedu svih
drugih sekvenci vrste N. schmidlii ovog seta podataka bio je 0.2 — 0.9 % (Prilog 7. a).

Analizom 106 COl mtDNK sekvenci iz ove studije u softveru Geneland nije
detektovano substruktuiranje populacije, a najveéa vrednost za verovatnocu strukturiranja
(likelihood score) podrzala je postojanje jedinstvene populacije. Isti rezultat dobijen je u BAPS
softveru (Prilog 8. a), te su sve dalje analize radene na ovom setu sekvenci kao celini.
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Analiza mismatch distribucije pokazala je unimodalnu distribuciju, $to je u skladu sa
modelom nagle demografske ekspanzije (Prilog 9. a desno), a ne sa modelom populacije
konstantne veli¢ine (Prilog 9. a levo). Vrednost Harpendingovog indeksa r, bila je 0.0699 i
statisti¢ki neznacajna, kao i SSD vrednosti za model demografske ekspanzije, i model prostorne
ekspanzije (Tabela 10), $to ukazuje da se populaciona ekspanzija desila u proslosti. Fuova Fs
vrednost (Fs=-25.626, p<0.05) i Tadzimina D vrednost (D=-2.337, p<0.001), budu¢i da su obe
negativne i statisticki znacajne, podrzavaju scenario recentnog rasta populacije vrste N.

schmidlii.

Tabela 10. Parametri mismatch distribucije i testova neutralnosti

v . Demografska  Prostorna  Harpendin
Tadzimin .. ..
Vrste Distribuciia Fuov Fs D ekspanzija  ekspanzija gov
ektoparazita J (p) ®) SSD SSD index, r
(p) (p) (p)
Nycteribia Unimodalna -25.626  -2.33689 0.00002 0.00002 0.06995
schmidlii (p<0.05)  (p<0.01) (n.s.) (n.s.) (n.s)
Penicillidia . -7.127 -1.24704 0.00966 0.00646 0.02110
: Unimodalna
conspicua (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.)
Spinturinx . -7.945 -1.81570 0.02920 0.00010 0.58866
: Unimodalna
psi (p<0.05)  (p<0.01) (p<0.05) (p<0.5) (p<0.001)
Phthiridium Multimodalna -0.451 -1.10901 0.10917 0.01094 0.46306
biarticulatum (n.s.) (n.s.) (p<0.05) (p<0.5) (p<0.001)
Eyndhovenia Unimodalna -7.496 -1.88636 0.04175 0.00024 0.52467
euryalis (p<0.05)  (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05)  (p<0.001)

n.s. vrednost nije statisticki znacajna

4.5.2 Beskrilna muva Penicillidia conspicua

U ovoj studiji je na manjem setu od 33 COl mtDNK sekvence beskrilne muve vrste P.
conspicua nadene na M. schreibersii domacinu, analizom je dobijeno ukupno 12 haplotipova
(Slika 19. a), nazvanih H1-H12. Ukupni broj polimorfnih mesta bio je deset, od ¢ega sedam
informativnih (Tabela 9). Najzastupljeniiji haplotip, H1, ¢inio je 51.5 % (17 sekvenci), koji je
naden na svim lokalitetima uzorkovanja, osim u Drenajickoj pe¢ini (Slika 19. a). Haplotip H2
¢inio je 15.1 % ukupnog uzorka (dve jedinke iz Petrovaradinske tvrdave i po jedna sa lokaliteta
Mali kamenolom, Petnicka pecina, Temska farma). Haplotip H6 imale su dve jedinke, jedna iz
lokaliteta Mali kamenolom, jedna iz Bele sale (Slika 19. a). Svi ostali haplotipovi (H3-5, H7-
12) doprinosili su sa po jednom sekvencom, odnosno 3 % (Slika 19. b). Lokalitet sa najve¢im
diverzitetom haplotipova, pet, bio je Mali kamenolom (Slika 18. a). Median-joining mreza
haplotipova (Slika 19. b) nema tipi¢nu zvezdastu topologiju, ve¢ gotovo linearanu, sa
haplotipovima koji proizilaze jedan iz drugog, a ne iz centralnog, najzastupljenijeg haplotipa.
Haplotipovi se razlikuju za jednu ili dve nukleotidne promene od najblizeg susednog haplotipa,
a haplotipovi H5 i H8 imaju dva moguca scenarija porekla (Slika 19. b). U prosirenom setu
podataka kada su dodate dostupne sekvence COI iz GenBank baze za ovu vrstu (Prilog 3), bilo
je ukupno 51 sekvenca, duzine 548 bp. Median-joining mreza haplotipova otkrila je da su
haplotipovi H1-H4 deljeni izmedu lokaliteta u Rumuniji, Madarskoj i Srbiji, te pokazala
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dodatne haplotipove (H13-H16) koji se razlikuju za jednu ili dve nukleotidne promene od
najcesceg haplotipa H1 (Slika 20). Haplotipovi H5-12 su jedinstveni doprinos ove studije, po
prvi put objavljeni u GenBank bazi. Mreza haplotipova proSirenog seta sekvenci reSava poreklo
haplotipa H5 koji jasno sada nedvosmisleno proizilazi iz H12, a haplotip H8 i dalje moze da
nastane na dva moguca nacina — preko H4 i H13, ili preko H7. Opseg divergencije izmedu svih
sekvenci prosirenog seta bio je izmedu 0.2 — 0.9 % (Prilog 7. b).
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Slika 19 a Mapa numerisanih lokaliteta uzorkovanja (kao u Tabeli 1) vrste Penicillidia
conspicua sa distribucijom haplotipova; b Median-joining mreza 12 haplotipova COl mtDNK
vrste P. conspicua detektovanih u ovoj studiji. Crtice na granama predstavljaju broj

nukleotidnih promena izmedu dva haplotipa
.@

| uzorak

Mali_kamenolom
Petrovaradin
Dardagani
Drenajicka
Petnicka
Bela_sala
Toplik
Temska

ROI

RO2

RO3

HU1

Ce00000000e

Slika 20. Median-joining mreza haplotipova COI gena vrste Penicillidia conspicua prosirenog
seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 3). Crtice na
granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu haplotipova
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Geneland analizom ovog seta od 33 COl mtDNK sekvence vrste P. conspicua nije
detektovano substruktuiranje populacije, a najveca vrednost za verovatnocu struktiranja
(likelihood score) podrzala je postojanje jedinstvene populacije (Prilog 10). Isti rezultat dobijen
je u BAPS softveru, te su sve dalje analize radene na ovom setu sekvenci kao celini (Prilog 8.
b).

Analiza mismatch distribucije pokazala je unimodalnu distribuciju, sa dobijenim
vrednostima koje su u skladu sa modelom nagle demografske ekspanzije (Prilog 9. b desno), a
ne sa modelom populacije konstantne veli¢ine (Prilog 9. b levo). Vrednost Harpendingovog
indeksa r, bila je 0.0211 i statisticki neznacajna, kao i SSD vrednosti za model demografske
ekspanzije, i model prostorne ekspanzije (Tabela 10), ukazuju da se ekspanzija populacije
desila u proslosti. Fuova Fs vrednost (Fs=-7.127) i TadZimina D vrednost (D=-1.24704) iako
obe negativne, nisu statisti¢ki znacajne, $to ukazuje na recentni populacioni rast P. conspicua.

4.5.3 Beskrilna muva Penicillidia dufourii

Samo pet jedinki vrste P. dufourii je sakupljeno sa domacina vrste M. schreibersii, sa
dva lokaliteta u Srbiji i jednog u BiH (Slika 21. a). Tri jedinke su imale haplotip H1, po jedna
na svakom lokalitetu (Mali kamenolom, Bela sala i Dardagani), a H2 i H3 su bili prisutni samo
kod po jedne jedinke sa lokaliteta Dardagani, u BiH (Slika 21. b). Lokalitet Dardagani ima je
dakle najveci diverzitet haplotipova za ovu vrstu. Nakon spajanja sa dodatne tri COI sekvence
iz GenBank baze (Prilog 3), u prosirenom setu podataka dobijamo jo§ jedan haplotip H4,
uzorkovan iz jedinke iz Madarske. Haplotip H1 prisutan je i kod jedinki iz Rumunije i
Madarske, a H2-3 su jedinstveni doprinos ove studije, po prvi put objavljeni u GenBank bazi
(Slika 22).
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Slika 21. a Mapa numerisanih lokaliteta uzorkovanja (kao u Tabeli 1) vrste Penicillidia
dufourii sa distribucijom haplotipova; b Median-joining mreza tri haplotipa COl mtDNK vrste
P. dufourii detektovanih u ovoj studiji. Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih
promena izmedu dva haplotipa
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Slika 22. Median-joining mreza haplotipova COI gena vrste Penicillidia dufourii prosirenog
seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 3). Crtice na
granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu haplotipova

Opseg divergencije izmedu svih sekvenci prosirenog seta iznosio je 0.2 — 0.5 % (Prilog 7. c).
Zbog malog uzorka sekvenci ove vrste, druge analize (substruktuiranost, mismatch distrubicija,
testovi neutralnosti) nisu radene.

4.5.4 Grinja Spinturnix psi

U setu od 111 sekvenci mtDNK za 16S rRNK gen kod grinje S. psi, detektovano je Sest
haplotipova, koji su oznaceni sa H1-H6. Najéesce prisutan na svim lokalitetima uzorkovanja
bio je haplotip H1 sa ¢ak 93.7 % od totalnog uzorka (Slika 23. a). Svi ostali haplotipovi bili su
prisutni kod jedne ili dve jedinke. Svi uzorci prikupljeni na tri lokaliteta (Dardagani, Drenajicka
pecina, Petnicka peéina), sva tri u zapadnom delu regije uzorkovanja, imala su prisutan
isklju¢ivo haplotip H1 (Slika 23. a). Ova vrsta grinje ima najnize vrednosti diverziteta
haplotipova i nukleotidnog diverziteta od svih analiziranih ektoparazitskih vrsta u ovoj studiji
(Tabela 9). Najvec¢i diverzitet haplotipova, Cetiri, bio je na lokalitetu Mali kamenolom (Slika
23. a). Median-joining mreza haplotipova ima zvezdastu topologiju, sa H1 koji zauzima
centralnu poziciju u mrezi i okruzen je ostalim, manje ¢estim haplotipovima koji se od H1
razlikuju za po jedan mutacioni korak. Kada su uzorku dodate sekvence dostupne u GenBank
bazi (Prilog 3), izgled mreze haplotipova je bio gotovo identi¢an prethodnom (Slika 23). Usled
trimovanja i poravnjavanja sekvenci, proSireni set podataka brojao je 119 sekvenci, duzine 313
bp umesto prethodnih 354 bp, §to je rezultovalo gubitkom haplotipa H6 u proSirenom setu, te
se na Slici 24 vidi pet haplotipova. Naj¢es¢i haplotip ove studije H1, takode je prisutan medu
sekvencama poreklom iz Francuske, Italije i Svajcarske, a preostali haplotipovi H2-5
jedinstveni su doprinos ove studije, po prvi put objavljeni u GenBank bazi. Divergencija izmedu
svih sekvenci prosirenog seta podataka bila je 0.3 — 0.6 % (Prilog 7. d).
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Slika 23. a Mapa numerisanih lokaliteta uzorkovanja (kao u Tabeli 1) vrste Spinturnix psi sa
distribucijom haplotipova; b Median-joining mreza Sest haplotipova 16S rRNK vrste S. psi
detektovanih u ovoj studiji. Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu
dva haplotipa
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Slika 24. Median-joining mreza haplotipova 16S rRNK gena vrste Spinturnix psi prosirenog
seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 3). Crtice na
granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu haplotipova

Analizom 111 sekvenci 16S rRNK grinje S. psi u softveru Geneland nije detektovano
substrukturiranje populacije, jer je najveca podrzanost dobijena za postojanje jedne jedinstvene
populacije. Isti rezultat dobili smo i u BAPS softveru (Prilog 8. ¢), te su sve dalje analize radene
na ovom setu podataka u celosti, kao na jedinstvenoj grupi.
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Grafik mismatch analize distribucije je unimodalan $to u teoriji ukazuje na naglu
demografsku ekspanziju. Medutim, grafik je pokazao savrSeno preklapanje uoCenih i
oc¢ekivanih vrednosti (crvena puna i zelena isprekidana linija) za oba scenarija — kada je veli¢ina
populacije konstantna i kada je veli¢ina populacije promenljiva (Prilog 9. c, levo i desno).
Vrednosti Harpendingovog r indeksa (r=0.5887, p<0.001), i vrednosti SSD za demografski kao
i za prostorni model ekspanzije bile su znacajne, $to ukazuje na konstantnu veli¢inu populacije
u proSlosti. Vrednosti testova neutralnosti, Fu-ov Fs (Fs=-7.945, p<0.05) i Tadzimin D (D=-
1.8157, p<0.01) (Tabela 10) su obe bile negativne i znacajne, $to podrzava scenario skoras$njeg
populacionog rasta za ovu vrstu grinje.

4.6 Geneticki diverzitet, bogatstvo haplotipova i struktura populacija ektoparazita na
domacinu Rhinolophus ferrumequinum

4.6.1 Beskrilna muva Phthiridium biarticulatum

Na uzorku od 63 COI sekvence mtDNK vrste domacina Ph. biarticulatum, detektovano
je Sest haplotipova (H1-H6), od kojih je H1 bio najzastupljeniji (84.13 %) i prisutan na svim
lokalitetima uzorkovanja (Slika 25. a), potom H2 sa 7.94 % (jedna jedinka sa lokaliteta Temska
i Cetiri jedinke sa lokaliteta Toplik), t¢ H3 sa 3.17 % (jedna jedinka sa lokaliteta Mali
kamenolom i jedna sa lokaliteta Toplik) (Slika 25. a). Haplotipovi H4-6 bili su predstavljeni sa
po jednom sekvencom, tj. sa 1.59 % svaki. Lokalitet sa najve¢im diverzitetom haplotipova bila
je Temska (Slika 25. a). Ukupan broj polimorfnih mesta bio je pet, od kojih su dva bila
informativna. U Median-joining mrezi haplotipova H1 zauzima centralnu poziciju, a od njega
polaze H5 i H6 sa po jednom mutacionom promenom, te H3 Koji se razlikuje za Cetiri
nukleotidne promene. H3 predstavlja drugi centar ove mreze haplotipova, buduéi da od njega
proizilaze jos dva haplotipa, H2 i H4 (Slika 25. b).
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Jedanaest sekvenci dostupnih u GenBank bazi (Prilog 3) je dodato sekvencama ove
studije, formirajuci tako proSireni set podataka od 74 COI sekvence, 627 bp duzine. Median-
joining mreZzom haplotipova pokazano je da Sest sekvenci sa Cetiri lokaliteta u Rumuniju dele
nas haplotip H1, dve sekvence dele H3, a dodatni haplotipovi H7-H9 nastaju promenama iz H1.
Haplotipovi H2, H4-H6 jedinstveni su doprinos ove studije GenBank bazi. Opsti izgled mreze
haplotipova ove vrste izgleda gotovo nepromenjeno u prosirenom setu podataka (Slika 26).
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Slika 26. Median-joining mreza haplotipova COIl gena vrste Phthiridium biarticulatum
prosirenog seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 3).
Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu haplotipova

Divergencija izmedu svih sekvenci proSirenog seta podataka za ovu vrstu iznosila je 0.2 — 1.5
% (Prilog 7. e).

Geneland analizom 63 sekvence COl mtDNK gena uzoraka iz Srbije dobijena je najveca
podrska za postojanje jedinstvene populacije (60 %). BAPS softver je medutim podrzao
struktuiranje u dva klastera (Prilog 8. d), prema kome su haplotipovi H1, H5 i H6 ¢inili klaster
1, a haplotipovi H2, H3 i H4 su pripadali klasteru 2. Ove razlike rezultat su razli¢itih algoritama
u pozadini ova dva softvera, pri ¢emu je BAPS mnogo vise osetljiv prema diverzitetu
haplotipova (Latch i sar. 2006). Uradena je analiza varijanse AMOVA kako bi bile
identifikovane komponente varijanse izmedu hipoteti¢kih subpopulacija (Tabela 11). Rezultati
ukazuju da vecina geneticke varijabilnosti (98.6 %) potice od varijabilnosti izmedu jedinki
unutar populacije, dok varijabilnost unutar klastera prakti¢no ne postoji (Tabela 11). Geneticka
varijabilnost izmedu klastera je veoma niska, sa 2.37 %, §to potvrduje da ne postoji prostorno
grupisanje populacija ove vrste.
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Mismatch analiza distribucije za ovu vrstu, pokazala je multimodalnu distribuciju (Prilog 9. d)
Sto u teoriji ukazuje na stabilnu veli¢inu populacije u proslosti. Kao i u slucaju grinje S. psi,
grafici za scenario populacije konstantne veli¢ine, 1 scenario populacije promenljive veliine,
bili su identi¢éni (Prilog 9. d, levo i desno). Vrednost Harpendingovog indeksa
r=0.4631,(p<0.001), i SSD vrednosti pozitivne i statisticki znacajne za oba modela
(demografske i prostorne ekspanzije) (Tabela 10) takode potvrduju da nije bilo populacione
ekspanzije u proslosti. Vrednosti testova neutralnosti Fuov Fs (Fs=-0.451, p=0.431) i Tadzimin
D (D=-1.109, p=0.127), budu¢i da su obe negativne, ali i statisticki neznac¢ajne — ukazuju na
recentni rast populacije beskrilne muve Ph. biarticulatum, ali bez statisti¢ke podrzanosti.

Tabela 11. Analiza molekularne varijanse za vrstu beskrilne muve Phthiridium biarticulatum

Izvor varijacije Suma kvadrata ngﬁgﬁggte Procenat varijanse
Izmedu klastera

1.443 0.013 2.376
Izmedu populacija 0971 -0.006 -1.039
unutar klastera
Unutar populacija 32.348 0.558 98.663
Total 37.762 0.565

Dobijeni su parametri proseéne F-statistike na svim lokusima - indeksi fiksacije: FSC: -0.011
(p=0.305); FST: 0.013 (p=0.325) i FCT: 0.024 (p=0.343).

4.6.2 Grinja Eyndhovenia euryalis

Na setu podataka od 79 sekvenci 16S rRNK, duzine 341 bp, za vrstu grinje E. euryalis
detektovano je Sest haplotipova (H1-H6), pet polimorfnih mesta, od kojih samo jedno
informativno. Haplotip H1 je bio najzastupljeniji u uzorku sa cak 92.4 %. Haplotip H2 doprineo
je sa 2.5 %, a ostali (H3-6) su bili predstvaljeni sa po jednom sekvencom, odnosno sa 1.27 %
(Slika 27. a). Median-joining mreza haplotipova ima je zvezdastu strukturu, sa najées¢im H1 u
sredini, a ostalim haplotipovima koji se razlikuju za po jednu nukleotidnu promenu oko njega
(Slika 27. b).
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Slika 27. a Mapa numerisanih lokaliteta uzorkovanja (kao u Tabeli 1) vrste Eyndhovenia
euryalis sa distribucijom haplotipova; b Median-joining mreza Sest haplotipova 16S rRNK vrste
E. euryalis detektovanih u ovoj studiji. Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih
promena izmedu dva haplotipa

Nakon dodavanja deset sekvenci dostupnih u GenBank bazi (Prilog 3) u proSirenom setu
podataka (89 sekvenci), ukupna duzina analiziranih sekvenci bila je 329 bp. Sekvence sa
francuskog lokaliteta FR3 delile su najces¢i haplotip H1. Haplotipovi ove studije H2-H6 po
prvi put su zabelezeni, odnosno nisu ranije objavljeni. Druga dva haplotipa H7 i H8 sa
francuskog lokaliteta FR1 su se, pak, razlikovala za 17 nukleotidnih promena od
pretpostavljenog nedostajuc¢eg haplotipa (median vector) koji proizilazi iz H5 ili H1, a
medusobno su H7 i H8 imale samo jednu nukleotidnu promenu (Slika 28). Divergencija izmedu
sekvenci kojima je predstavljen H7 i ostatka sekvenci kretala se u opsegu 5.8 — 6.1 %, a
divergencija izmedu sekvenci H8 i svih ostalih sekvenci bila je 5.8 — 6.4 %. Divergencija
izmedu H7 i H8 iznosila je svega 0.3 %, dok je divergencija izmedu svih ostalih sekvenci
medusobno iznosila 0.3 — 0.6 % (Prilog 7. f).
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Slika 28. Median-joining mreza haplotipova 16S rRNK gena vrste Eyndhovenia euryalis
prosirenog seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 3).
Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu haplotipova

Geneland analizom 79 sekvenci, kao i BAPS softverom (Prilog 8. e), nije detektovano
substrukuiranje populacije, te je set podataka tretiran kao jedinstvena populacija. Mismatch
analiza distribucije pokazala je unimodalnu distribuciju, u teoriji ukazuju¢i na naglu
demografsku ekspanziju u proslosti. Posmatrane vrednosti se u potpunosti preklapaju sa
o¢ekivanim vrednostima na graficima, i u slucaju konstantne veli¢ine populacije, i u slucaju
promenljive veli¢ine populacije (Prilog 9. e, levo i desno). Vrednost Harpendingovog indeksa
iznosila je r=0.5247 (p<0.001), a SSD vrednosti su takode bile statisticki znacajne i za model
demografske, i za model prostorne ekspanzije (Tabela 10). Rezultat ukazuje da nije bilo
ekspanzije populacije ove vrste u proslosti. Vrednosti testova neutralnosti Fuov Fs (Fs=-7.496,
p<0.05) i Tadzimin D (D=-1.886, p<0.05), buduci da su obe negativne, i statisticki znacajne,
podrzavaju scenario recentnog rasta populacije za vrstu E. euryalis.

4.7 Infekcija muva iz familije Nycteribiidae krvnim parazitom iz roda Polychromophilus

Od ukupno 215 jedinki beskrilnih muva i ¢etiri vrste familije Nycteribiidae, prikupljenih
sa dve vrste domacina slepih miSeva (M. schreibersii i R. ferrumequinum), prisustvo infekcije
parazitom Polychromophilus je potvrdeno kod 33 jedinke muva (Tabela 12), sto odgovara
prevalenci od 15.3 %. Zdruzeno, muve iz roda Penicillidia (nadene na M. schreibersii
domacinu) pokazale su najvisu prevalencu sa 64.7 % (11 od 17 zarazenih). Prevalenca infekcije
vrste Nycteribia schmidlii (domacin M. schreibersii) bila je 15.8 % (21 od 133 jedinke su bile
pozitivne). Samo je jedna muva vrste Phthiridium biarticulatum (domacin R. ferrumequinum)
bila pozitivna na prisustvo infekcije (1.5 %) (Slika 29).
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Tabela 12. Broj muva pozitivnih na prisustvo infekcije Polychromophilus krvnim parazitom u
odnosu na ukupan broj skeniranih muva, po lokalitetima uzorkovanja

Vrsta doma_c’in_ M. schreibersii R. ferrumequinum Mesovita | Ukupno po
Vrste_ be_skrllnlh muva/ N.schm P.con P. duf Ph. biar infekcija lokalitetu
lokaliteti

1 Mali kamenolom 1/20 - - - 1/1 1/20

2 Petrovaradinska tvrdava 1/9 3/5 - - 0/4* 4/14

3 Dardagani (BiH) 10/13 4/4 313 - 11/17 17/20
4 Drenajicka pecina 0/16 0/2 - 0/4 - 0/22

5 Petnicka pecina 5/16 1/3 - o/7 2/5 5/26

6 Bela sala 0/20 - - - - 0/20

7 Toplik 1/20 - - 1/20 1/2* 2/40

8 Temska farma 4/19 - - 0/19 0/4 4/38

9 Baloj - - - 0/15 - 0/15
Ukupno po vrsti 21/133 8/14 3/3 1/65 15/33 33/215

* jedan uzorak po lokalitetu nije mogao biti umnoZen dovoljno dobro da bi se odredilo da li je u pitanju mesovita
infekcija. N. schm — Nycteribia schmidlii, P. con — Penicillidia conspicua, P. duf — Penicillidia dufourii, Ph. biar
— Phtihiridium biarticulatum.
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Slika 29. Prisustvo infekcije Polychromophilus krvnim parazitom, po vrstama muva i slepih

miSeva
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Muve inficirane Polychromophilus parazitom nadene su na $est od devet lokaliteta uzorkovanja
(Slika 30). Najvecu prevalencu imao je lokalitet Dardagani, 85 %, odnosno 17 od 20
prikupljenih muva bilo je inficirano. Slede¢i lokalitet po vrednosti prevalence bila je
Petrovaradinska tvrdava, sa 28.6 % (Tabela 12). Ostali lokaliteti imali su manje prevalence
infekcije. Lokalitet Toplik imao je svega dve Polychromophilus pozitivne muve — jednu
poreklom iz  sistema  N.schmidlii/M. schreibersii, a drugu iz sistema Ph.
biarticulatum/R. ferrumequinum. Na lokalitetima Bela sala, Drenajicka pecina i Baloj, nije bilo
muva inficiranih ovim parazitom (Slika 30).
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s | 00 7
3 Dardagani (BiH) 100 %

4 Drenajicka pecina

5 Petnicka pecina
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9 Baloj

Slika 30. Prevalenca infekcije beskrilnih muva iz familije Nycteribiidae krvnim parazitom
Polychromophilus, po lokalitetima uzorkovanja

Poredenjem sa referentnim sekvencama dostupnim u GenBank bazi, koriste¢i NCBI BLAST
alatku, sve sekvence u ovoj studiji odgovarale su vrsti Polychromophilus melanipherus. Kod
15 uzorka, uoceni su dvostruki vrhovi, ukazuju¢i na infekciju mesovitim Polychromophilus
haplotipovima u jednom ili oba sekvencirana gena (Tabela 12). Deset uzoraka je bilo zarazeno
isklju¢ivo Polychromophilus melanipherus istog haplotipa, dakle jednostrukom infekcijom
(Slika 31). Nasuprot tome, mesovite infekcije potvrdene su kod svih vrsta muva koje su nadene
na M. schreibersii domacinu.
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Slika 31. Zastupljenost infekcija jednim haplotipom i meSovitim haplotipovima
Polychromophilus melanipherus po lokalitetima. Neidentifikovano — sekvence nisu dovoljno
dobre da bi se odredilo da li je u pitanju meSovita infekcija

4.7.1 Molekularne analize DNK krvnog parazita Polychromophilus melanipherus

Pokazatelji molekularnog polimorfizma DNK fragmenata gena cytb i cox1l krvnog
parazita P. melanipherus, zajedno sa brojem sekvenci koriStenih u analizama i njihovim
duzinama prikazani su u Tabeli 13. Jedinstvene sekvence su deponovane u GenBank bazu
(Prilog 2). Za gen cytb detektovano je prisustvo Cetiri haplotipa, a za gen cox1 pet haplotipova.
Vrednosti diverziteta haplotipova (Hd) za oba gena su priblizne i iznose 0.731 (cytb), odnosno
0.757 (cox1), ali se vrednosti nuklearnog diverziteta (w) razlikuju (Tabela 13).

Mismatch analiza distribucije pokazala je multimodalnu distribuciju, u teoriji ukazujuéi
na stabilnu veli¢inu populacije u proslosti. Posmatrane vrednosti u sluc¢aju oba gena, bolje
odgovaraju o¢ekivanim vrednostima na graficima za populacije promenljive veli¢ine (Prilog 9.
f19. g desno). Vrednosti Harpendingovog indeksa iznosile su r=0.214 (cytb), odnosno r=0.437
(cox1), bududi da su pozitivne i da nisu statisticki znacajne (Tabela 13) ukazuju na ekspanziju
populacije u proslosti. Vrednosti testova neutralnosti Fuov Fs i TadZimin D, za oba gena bile
su pozitivne i nisu staticki znacajne, $to znaci da se ovi geni nalaze pod uticajem balansne
selekcije te da nije bilo skorasnjeg populacionog rasta.
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Tabela 13. Osnovni parametri molekularnog diverziteta nukleotidnih sekvenci i parametri

mismatch distribucije i testova neutralnosti krvnog parazita Polychromophilus

cytb coxl
Broj sekvenci 13 17
Duzina sekvence (bp) 579 945
Broj haplotipova 4 5
Diverzitet haplotipova - Hd (£SD) (88%) (88%)
Nukleotidni diverzitet -t (+SD) (06900090192) (06900040%12)
Prosecan broj nukleotidnih razlika 5.28 4.56
Broj polimorfnih mesta 13 12
Parsimonski informativna mesta 10 12
Distribucija multimodalna multimodalna
Fuov Fs (p) 4.170 (n.s.) 3.02 (n.s.)
Tadzimin D (p) 1.074 (ns)  1.067 (ns.)
Harpendingov index, r (p) 0.214 (n.s.) 0.437 (n.s.)

Vrednost (p) se odnosi na statisticku zna¢ajnost koja je <0.05. n.s. — nije statisticki zna¢aja vrednost

4.7.2 Geneticki diverzitet i bogatstvo haplotipova Polychromophilus

U setu od 13 sekvenci fragmenta mtDNK gena cytb P. melanipherus, ukupne duzine
nakon obrade 579 bp, detektovana su cCetiri razli¢ita haplotipa, obelezena sa H1-H4. Haplotipovi
H1 i H2 bili su predstavljeni sa po pet sekvenci, s tim §to je H1 prisutan na tri lokaliteta
(Dardagani, Petnicka pecina i Petrovaradinska tvrdava), a H2 samo na jednom lokalitetu
(Dardagani) (Slika 32. a). Treci haplotip H3 predstavljen je sa dve sekvence, obe poreklom od
jedinki sa Petrovaradinske tvrdave, a Cetvrti H4 sa jednom sekvencom poreklom sa lokaliteta
Dardagani (Slika 32. a). U Median-joining mrezi haplotipova centralnu poziciju zauzimaju dva
nezabeleZena hipoteticka haplotipa koja se medusobno razlikuju za jednu nukleotidnu promenu,
u odnosu na koje se nasi haplotipovi razlikuju za 3, 6, 1 i 4 promena (Slika 32. a). Drugi
analizirani mitohodrijski gen, cox1, predstavljen setom od 17 sekvenci, duzine 945 bp,
analizom je dao pet haplotipova. Najzastupljeniji, H1 prisutan je na Ccetiri lokaliteta
(Petrovaradinska tvrdava, Dardagani, Petnicka peéina i Temska) i predstavljen sa sedam
sekvenci, a potom H2 sa pet sekvenci (prisutan samo na lokalitetu Dardagani). Haplotipovi H3
i H4 su predstavljeni sa po dve sekvence, a H5 sa jednom (Slika 32. b). U Median-joining mrezi
haplotipova ovog gena, centar takode predstavlja neidentifikovani hipoteticki haplotip, ili
alternativno, haplotip H5, od koga se granaju haplotipovi H1 i H2, sa Cetiri, odnosno dve,
nukleotidne promene, i haplotipovi H3 i H4 sa dve, odnosno tri promene (Slika 32. b).
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Slika 32. Median-joining mreza haplotipova vrste Polychromophilus melanipherus prema
lokalitetu uzorkovanja (a-b) i prema vrsti muve domacina (c-d) za gene cytb (a, ¢) i cox1 (b,
d). Brojevi u zagradama na granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu
haplotipova

Ukoliko se uporede mreZe haplotipova za ova dva gena, moze se uociti apsolutno poklapanje u
strukturi i zastupljenosti po lokalitetima (Slika 32. a i b), te da sva cetiri haplotipa prisutna u
mrezi gena Cytb imaju svoje odgovarajuée parove u mrezi haplotipova za gen cox1. Haplotip
H5 za gen cox1 nema svog parnjaka medu haplotipovima za gen cytb. Ne postoji ocigledno
grupisanje haplotipova prema vrsti muve domacina kod koje je Polychromophilus detektovan,
ni prema cytb ni prema cox1 genu (Slika 32. c i d).

Uspelo je umnozavanje samo jedne kratke sekvence fragmenta gena cox1 (432 bp, iako
visokog kvaliteta) za infekciju Polychromophlus-om detektovanu kod beskrilne muve
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prikupljene sa R. ferrumequinum domacina. Ova sekvenca predstavlja meSovitu infekciju
haplotipovima H1 i H4, i nije prikazana na mrezama haplotipova, a pohranjena je u GenBank
bazu pod pristupnim brojem OQ357642 (Prilog 2).

Analizom proSirenog seta za gen cytb P. melanipherus (Prilog 5) i njegove mreze
haplotipova uocava se da su H1, H2 i H4 iz ove studije takode prisutni na lokalitetima u Evropi
i Juznoj Americi, a H3 samo u Evropi (Slika 33. a, Prilog 5). Ovi dodatni haplotipovi, iako u
najvec¢oj meri poreklom iz Afrike dopunjavaju mrezu haplotipova naseg seta sekvenci, bez
prevelikog broja nukleotidnih promena izmedu sebe i ekstremnih razlika.

a b

Hlé H13
{_ Srbija Madagaskar
@ @® Eviopa O Istodna Afrika
O @ Zapadna Afrika @ JuZna Afrika
tuerak @y Centralna Afrika @ Japan

Slika 33. Median-joining mreza haplotipova vrste Polychromophilus melanipherus, prosirenog
seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 5) za a gen
cytb; b gen coxl. Crtice na granama predstavljaju broj nukleotidnih promena izmedu
haplotipova

Analizom mreze haplotipova prosirenog seta sekvenci za gen cox1 uocava se da se H1 iz seta
sekvenci ove studije, nasao medu sekvencama iz Evrope, a H2 medu sekvencama iz Isto¢ne
Afrike (Slika 33. b, Prilog 5), dok H3 i H4 nisu prethodno detektovani i ostaju jedinstveni za
Srbiju. Haplotip H5 iz ove studije nasao se i u Evropi (Svajcarska, Prilog 5) i u Istoénoj Africi
(Kenija; Prilog 5), te postao novi svojevrsni centar zvezdaste mreze od koga polaze ostali, novi
haplotipovi (Slika 33. b). Novi najzastupljeniji haplotip je H6 prisutan u Centralnoj, Zapadnoj
i Isto¢noj Africi.

Divergencija izmedu sekvenci razlicitih haplotipova prosirenog seta za gen cytb krece
se u opsegu od 4.1 do 58.9 % (Prilog 7. h) i najveca je izmedu H18, H19 i H8. Divergencija
izmedu sekvenci haplotipova za gen cox1 bila je 4.3 — 70.6 % (Prilog 7. g) i najvece su bile
razlike izmedu H6 (Evropa, isto¢na i zapadna Afrika) i H13 (isto¢na Afrika).
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4.8 Geneti¢ki diverzitet i bogatstvo haplotipova odabrane domacinske vrste
M. schreibersii

Pokazatelji molekularnog polimorfizma DNK za set od 23 sekvence gena HV1 (553 bp)
kod domacinske vrste M. schreibersii su slede¢i: Vrednosti diverziteta haplotipova Hd=0.585
+0.122, vrednosti nuklearnog diverziteta 1=0.00277 + 0.00082, prosec¢na vrednost nukleotidnih
razlika k=1.53. Ukupan broj polimorfnih mesta bio je 13, od ¢ega Cetiri informativnih.
Mismatch analiza distribucije pokazala je multimodalnu distribuciju, u teoriji ukazujuéi na
stabilnu veli¢inu populacije. Posmatrane vrednosti bolje odgovaraju ocekivanim vrednostima
na grafiku za populaciju konstantne velic¢ine (Prilog 9. h levo). Vrednost Harpendingovog
indeksa iznosila je r=0.096 (n.s.), buduci da je pozitivna i da nije statisti¢ki znacajna ukazuju
na ekspanziju populacije u proslosti. Vrednosti testova neutralnosti Fuov Fs=-4.044 (p<0.05) i
Tadzimin D=-2.111 (p<0.05), su obe negativne i statisticki znacajne $to ukazuje na skorasnji
populacioni rast.

Na istom setu sekvenci, detektovano je devet razli¢itih haplotipova (Slika 34. b),
obelezenih sa HI1-H9. Haplotip H1 bio je najéeséi, zastupljen sa ~65 % u ukupnom uzorku i
prisutan na Sest lokaliteta uzorkovanja (Slika 34. b). Svi ostali haplotipovi (H2-H9) bili su
predstavljeni sa po jednom sekvencom (Slika 34. b). Najveci diverzitet haplotipova (Cetiri)
zabelezen je na Petrovaradinskoj tvrdavi (Slika 34. a). Median-joining mreza haplotipova
pokazuje zvezdastu topologiju, sa najzastupljenijim haplotipom H1 koji zauzima centralnu
poziciju, a od koga polaze svi ostali haplotipovi, koji se razlikuju za jedan do tri mutaciona
koraka (Slika 34. b).
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Slika 34. a Mapa numerlsamh lokaliteta uzorkovanja (kao u Tabeli 1, sa izuzetim lokalitetom
br.3) vrste domacina Miniopterus schreibersii sa distribucijom haplotipova; b Median-joining
mreza devet haplotipova HV1 gena vrste M. schreibersii. Crtice na granama predstavljaju broj
nukleotidnih promena izmedu dva haplotipa

Nakon dodavanja 98 sekvenci dostupnih u GenBank bazi (Prilog 6) u prosirenom setu podataka
(121 sekvenca), ukupna duzina analiziranih sekvenci bila je 434 bp. Ukupan broj haplotipova
raste na 66, od Cega je Cak 45 predstavljeno sa po jednom sekvencom (Slika 35). Zbog izuzetno
velikog broja lokaliteta u studijama koje su prethodno objavile ove sekvence (Bilgin i sar. 2006,
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Bilgin i sar. 2008, Furman i sar. 2009, Ramos Pereira i sar. 2009) za koje nisu uvek date precizne
koordinate, Slika 35 je kodirana bojama prema radovima iz kojih sekvence poticu, a Sire
odrednice lokacija su date u Prilogu 6. Oznake na slici su pojednostavljene zbog velikog broja
haplotipova, tako da prikazuju samo numeraciju haplotipova nadenih u Srbiji. Najzastupljeniji
haplotip u Srbiji, H1, prethodno je objavljen sa teritorije Portugalije, jugoistoéne Evrope i
Turske. Sest haplotipova (H2-3, H5-7, H9) jedinstveni su za Srbiju, odnosno nisu prethodno
detektovani. Haplotip H4 zabeleZen je prethodno sa teritorije Turske (Furman i sar. 2009), a
haplotip H8 iz jugoistocne Evrope i Male Azije (Bilgin i sar. 2006, Bilgin i sar. 2008).
Divergencija izmedu sekvenci proSirenog seta Kretala se u opsegu od 0.2 — 2.2 %.
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Slika 35. Median-joining mreza haplotipova HV1 regiona vrste domacina M. schreibersii
prosirenog seta podataka ove studije i dodatih dostupnih sekvenci iz GenBank baze (Prilog 6).
Crni kruzi¢i predstvaljaju dve bazne promene izmedu haplotipova, a linije koje povezuju
razli¢ite haplotipove predstavljaju jednu nukleotidnu promenu

4.9 Poredenje genetickog diverziteta odabrane domacdinske vrste slepog misa
M. schreibersii i njegovih ektoparazita

Sve tri vrste, domacin i dva tipa parazita (najceSce prisutna vrsta muve — N. schmidlii i
grinja S. psi) pokazali su negativne ili niske vrednosti pairwise @ diferencijacije (Tabela 14)
(srednja vrednost M. schreibersii -0.14107; N. schmidlii 0.00892; S. psi 0.038075). Jedine
statistiCki znacajne vrednosti razlika dobijene su za N.schmidlii za lokalitete Dardagani i
Drenajicka, Drenajicka i Toplik, te Toplik i Temska (Tabela 14, vrednosti oznacene
zvezdicom*). Negativne vrednosti pairwise genetickih razlika dobijaju se svaki put kada su
unutarpopulacijske razlike vece od izmedupopulacijskih razlika (Sto je recimo slucaj kada na
jednom lokalitetu imamo tri haplotipa, a na drugom lokalitetu samo jedan haplotip). Dodatno,
usled neuspelih sekvenci za HV1 gen domacina sa lokaliteta Dardagani, ovaj lokalitet morao je
biti izbacen 1 iz matrica beskrilne muve i grinje kada su se poredile geneticke razlike izmedu
domacina i parazita. Lokalitet je zadrzan jedino u sluéaju poredenja genetickih razlika muve i
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grinje medusobno. Rezultate treba tumaciti sa oprezom, jer je za validne analize potrebno imati

najmanje pet jedinki po lokalitetu, $to u uzorku nije uvek bio slucaj.

Tabela 14. Pairwise ®st vrednosti za vrstu domacina, parazitsku muvu i parazitsku grinju

Miniopterus schreibersii

Domacin Ost 1Mkam 2Petr 3Dar 4Dre 5Petn 6Bel 7Top 8Tem
1 Mali kamenolom - -
2 Petrovaradin -0.090 - -
3 Dardagani - - - - - - - -
4 Drenajicka -0.104 0.044 - -
5 Petnicka -0.104  0.044 - -0.111 -
6 Bela sala -0.200 -0.017 - -0.290 -0.290 -
7 Toplik 0.208  0.069 - 0.440 0.440 0.500 -
8 Temska -1.000 -0.500 - -1.000 -1.000 0.000 0.000 -
Nycteribia schmidlii
Parazit muva
1Mkam 2Petr 3Dar 4Dre 5Petn 6Bel 7Top 8Tem
1 Mali kamenolom -
2 Petrovaradin 0.037 -
3 Dardagani -0.029  0.024 -
4 Drenajicka 0.004  0.040 0.050* -
5 Petnicka 0.019 -0.059 0.024 0.026 -
6 Bela sala 0.008 -0.003 0.030 -0.007 -0.018 -
7 Toplik 0.039 0.022 0.073* -0.022 0.033 0.009 -
8 Temska 0.022 -0.004 0.038 0.031 -0.032 -0.011 0.065* -
Spinturnix psi
Parazit grinja
1Mkam 2Petr 3Dar 4Dre 5Petn 6Bel 7Top 8Tem
1 Mali kamenolom -
2 Petrovaradin -0.042 -
3 Dardagani 0.067  0.097 -
4 Drenajicka 0.059  0.083 0.000 -
5 Petnicka -0.274  0.321 0.000 0.000 -
6 Bela sala -0.004 0.013 0.000 0.005 0.331 -
7 Toplik -0.006 0.078 0.014 0.008 0.330 -0.027 -
8 Temska -0.053 0.063 0.168 0.149 -0.313 0.013 -0.013 -

Zvezdica * oznacava statistiCku znacajnost p<0.05
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Slika 36. Parcijalni Mantel-test izmedu pairwise genetickih distanci domadinske vrste
M. schreibersii, beskrilne muve iz familije Nycteribiidae i grinje iz familije Spinturnicidae,
ispravljene na osnovu geografskih distanci

Parcijalni Mantelov test nije otkrio statisti¢ki zna¢ajnu korelaciju izmedu genetickih distanci
domacina i beskrilne muve N. schmidlii, nakon uklanjanja efekta geografske varijabilnosti
(r?=0.098; p=0.0012; p=0.946) (Slika 36). Parcijalni Mantel test izmedu genetickih distanci
domacina i grinje je takode rezultovao neznacajnom korelacijom (r>=0.266; f=0.115; p=0.202),
ali se nazire trend rasta razlika u genetickim distancama kod grinja sa porastom razlika u
genetickim distancama kod domacina (Slika 36). Veliki broj pairwise ®@s vrednosti za
domacinsku vrstu. parazitsku muvu i parazitsku grinju ima negativnu vrednost, $to ukazuje na
vecu varijabilnost haplotipova unuatar pojedinih lokaliteta nego izmedu lokaliteta. Ovaj
problem vezan je za veli¢inu uzorka, tako da bi Sira analiza dala bolju sliku o stvarnom odnosu
genetickih distanci kod domacina i njegovih parazita.
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5 DISKUSIJA

5.1 Identifikacija vrsta i specijalizovanost ektoparazita za vrstu domacina

U ovoj studiji, upotrebom mtDNK markera, zabeleZene su Cetiri vrste ektoparazita na
domacinu Miniopterus schreibersii: beskrilne muve Nycteribia schmidlii, Penicillidia
conspicua, Penicillidia dufourii i grinja Spinturnix psi. Na domacinu Rhinolophus
ferrumequinum zabeleZzene su dve vrste ektoparazita: beskrilna muva Phthiridium
biarticulatum i grinja Eyndhovenia euryalis. Sve ektoparazitske vrste nadene su na svojim
primarnim domacinima i nije bilo slucajeva unakrsne infekcije izmedu dve domacinske vrste,
uprkos tome $to su one imale priliku za kontakt unutar istog sklonista, ili su koristile ista
skloni$ta, u razli¢ito doba godine. Za sve vrste beskrilnih muva familije Nycteribiidae
morfoloska identifikacija poklapala se sa molekularnom identifikacijom kod svih jedinki ¢ija
je DNK bila sekvencirana. Mora se napomenuti da za odredene rodove iz ove studije nije bilo
blisko srodnih sestrinskih vrsta prisutnih u uzorku, $to je olaksalo morfolosku identifikaciju.

Rezultati studije koju ukazuju na visoku specificnost ektoparazita i domacina nisu
neocekivani, ali su pomalo iznenadujuci imajuéi u vidu brojne nalaze ektoparazitskih vrsta na
sekundarnim, ili slu¢ajnim, domac¢inima (Estrada-Pefia i sar. 1991, Lanza 1999, Kristofik i
Danko 2012, Postawa i Furman 2014; lvanova-Aleksirova i sar. 2022), ukljucujuéi i podatke
za svih Sest vrsta ektoparazita proucavanih ovde, na obe domacinske vrste (detaljan pregled kod
Szentivanyi i sar. 2016, Burazerovi¢ i sar. 2018). lako je ukupna zastupljenost jedinki
ektoparazita nalazenih na ne-primarnim domacinima ¢esto izuzetno niska, bilo je o¢ekivano da
budu nadeni barem sporadi¢ni slu¢ajevi unakrsne infekcije, imajuéi u vidu blisku vezu dve
domacinske vrste na vecini lokaliteta. U studiji koja je kvantifikovala specificnost prema
domacinskoj vrsti za ektoparazite slepih miSeva centralnog Balkana (Burazerovic i sar. 2018),
otkrivena je visoka specificnost za sve vrste proucavane ovde, > 90 %, sa izuzetkom vrste
beskrilne muve P. dufourii. Kada se posmatraju domacinske vrste M. schreibersii i
R. ferrumequinum, belezene su veoma niske vrednosti stope unakrsnih infekcija ektoparazitima
(npr. 1.205 jedinki S. psi nadeno je na domacinu M. schreibersii, a svega dve jedinke S. psi na
domacinu R. ferrumequinum). Medutim, drugi autori primetili su izrazen porast stope unakrsne
infekcije kada su kolonije obe domacinske vrste prisutne u nekom sklonistu (Estrada-Pefa i sar.
1991, Kristofik i Danko 2012). Treba naglastiti da je moguéa i razmena ektoparazita izmedu
vrsta prouc¢avanih u ovoj studiji i drugih vrsta koje koriste ista sklonis$ta, a koje nisu ukljucene.
Na primer, P. dufourii, vrsta beskrilne muve najmanje zastupljena u uzorku, smatra se muvom
specijalizovanom za velike veCernjake — vrste slepih miseva Myotis myotis i Myotis blythii, ili
nekada potpuno nespecifi¢na ka domacinu (Imaz i sar. 1999). Cesto se javlja na mnogim
kavernikolnim vrstama slepih miseva, ukljucujuéi i M. schreibersii, kao $to je bio slucaj i u
nasoj studiji (Postawa i Furman 2014). Sli¢no, R.ferrumequinum deli mnoge svoje
ektoparazite, ukljucujuéi i vrste beskrilne muve i grinje detektovane u nasoj studiji, sa ve¢inom
drugih evropskih vrsta iz familije potkovicara Rhinolophidae (Hutson 1984, Imaz i sar. 1999).
Odsustvo unakrsne infekcije koje smo primetili takode moze da sluzi kao poziv na oprez,
budué¢i da mnogi paraziti pokazuju odreden stepen morfoloske varijabilnosti. Mnoge vrste
familije Nycteribiidae pokazuju veliku plasticnost morfoloSkih karaktera te je u nekim
slu¢ajevima teSko razlikovati blisko srodne vrste (Theodor 1967). Istrazivanja u kojima se
paraziti identifikuju samo na osnovu morfologije mogu da precene stopu slucajnih infekcija
kroz pogresnu identifikaciju vrsta. U sluajevima kada su referentne molekularne sekvence
dostupne, jednostavnim sekvenciranjem fragmenata mtDNK (barkoding), kao $to je uradeno u
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ovoj studiji, moze se potvrditi identitet vrste, ¢ime se povecava pouzdanost rezultata analize
specifiCnosti vrste ektoparazita prema domacinu.

Razlic¢ite strategije specijalizacije parazita i afiniteti prema domacinskim vrstama su
prisutni ¢ak i kod blisko srodnih vrsta istog roda (Christe i sar. 2003). Kod vrsta slepih miseva
sa slicnim ekoloskim odlikama, kao $to su M. schreibersii i R. ferrumequium, Sansa da se
razmenjuju ektoparaziti je povecana, bez obzira na to $to nisu u pitanju filogentski srodne
domacinske vrste (Estrada-Pefia i sar. 1991, Bruyndonckx i sar. 2009). Pe¢ine koje oni koriste
kao podzemna skloniSta mesta su na kojima tokom vremena dolazi do nakupljanja kako veceg
broja jedinki beskrilnih muva, tako i veceg broj vrsta slepih miseva (Patterson i sar. 2007).
Dodatno, pored direktnog transfera ektoparazita prilikom bliskog kontakta medu domacinima,
indirektna transmisija putem puparijuma (lutki) koje su deponovane na zidove sklonista
omogucava beskrilnim muvama da prelaze sa jedinke na jedinku domacina, ali i sa vrste na
vrstu domacina koji koriste isto skloniste, cak i ako nisu u njemu prisutni u isto doba godine.
Zbog ove osobine bilo je o¢ekivano da ¢e broj sluc¢ajnih nalaza vrsta beskrilnih muva na sebi
nespecifiénoj domacinskoj vrsti biti veéi, medutim u ovoj studiji nije naden niti jedan (Slika
37).

Slika 37. Prikaz specifi¢nosti svih vrsta beskrilnih muva ove studije prema vrsti domacina

Sli¢no tome, iako je grinjama neophodan blizak fizicki kontakt izmedu domacina za uspeSnu
prelazak, a takvih prilika je bilo u nekoliko meSovitih klastera M. schreibersii i
R. ferrumequinum primeéenih na lokalitetima u Srbiji, nijedan slucaj grinja nadenih na
netipi¢noj vrsti domacina nije zabelezen u ovoj studiji. Izostanak ¢es$cih slucajeva slucajne
unakrsne infekcije u ovoj studiji potencijalno ukazuje da su vrste obe familije ektoparazita
proucavanih ovde visoko adaptirane i imaju izrazene preferencije ka svojim primarnim vrstama
domacina, uprkos okolnostima unutar sklonista koja im pruzaju priliku da promene domacina.
Eksperimentalni dokazi u korist snazne preferencije prema primarnom domacinu, i prednost u
prezivljavanju koju ona donosi, nadeni su na primeru nekoliko vrsta roda Spinturnix (Giorgi i
sar. 2004), a kompetitivna ekskluzija je predloZzena kao objasnjenje zasto nikada nije primeceno
da se razlicite vrste grinja pojavljuju unutar iste kolonije jedne domacinske vrste slepih miseva
(Bruyndonckx i sar. 2009).

Mnoge vrste litofilnih slepih miSeva su neretko spremne da formiraju meSovite grupe
(klastere), Sto potencijalno ukazuje na to da su njihovi paraziti dovoljno specijalizovani za jednu
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domacinsku vrstu, tako da udruzivanje sa drugim vrstama slepih miSeva ne povecava rizik
izlaganju novim parazitima. Formiranje ve¢ih klastera moze doneti prednost takvim
jedinkama/vrstama zbog socijalne termoregulacije (Kerth 2008). Sa druge strane, upravo zbog
toga S§to su njihovi paraziti usko-specijalizovani i verovatno visoko-imunokompatibilni sa
svojim primarnim domacinskim vrstama (Dick i Patterson 2007), svaki potencijalni prelazak
parazita na novog domacina moze predstavljati jo§ veéi rizik za populacije nove domacinske
vrste zbog izlaganja drugacijim infektivnim bakterijama, gljivicama, virusima ili krvnim
parazitima (Witsenburg i sar. 2015, Szentivanyi i sar. 2019, McKee i sar. 2021, S&ndor i sar.
2021). Slucajne unakrsne infekcije, koliko god bile retke, mozda nisu vazne sa aspekta
uspostavljanja novih vijabilnih populacija tog ektoparazita na novoj domacinskoj vrsti, ali jesu
vazne sa aspekta zdravlja i imunoloSkog statusa domacina (Alcala i sar. 2017).

5.2 Prisustvo hiperparazitske gljivice na muvama

Hiperparazitska gljivica iz roda Arthrorhynchus sp. pronadena je kod 4 % ukupnog
uzorka svih vrsta beskrilnih muva, §to je u skladu sa prevalencama opisanim u prethodno
objavljivanim studijama, koje su se kretale od 2 do 9 % (Blackwell 1980, Haelewaters i sar.
2017, Szentivanyi i sar. 2018, Walker i sar. 2018). Razlog ovim relativno niskim stopama
infekcije lezi u Cinjenici da se askospore gljivica prenose u direktnom kontaktu dve muve na
domacinu slepom misu (Haelewaters i sar. 2020). Budu¢i da su sve muve inficirane gljivicom
pripadale domacinskoj vrsti muve P. conspicua, to prevalencu infekcije ove vrste dize na 21 %
(15 od 71 jedinki), Sto je takode u skladu sa prevalencama infekcije objavljenim za ovu vrstu
muve u drugim studijama, 23.1 % (Haelewaters i sar. 2017), koja je obi¢no bila najvise
inficirana gljivicama od svih pregledanih vrsta muva (Szentivanyi i sar. 2018). Sto se tie
specijalizovanosti vrste gljivice ka vrsti muve, A. eucampsipodae je uvek do sada bila nalazena
isklju¢ivo u asocijaciji sa muvom N. schmidlii, a vrsta gljivice A. nycteribiae na P. conspicua i
P. dufourii (Szentivanyi i sar. 2018). Vrlo je moguce da ¢e se u buducnosti ispostaviti da je
svaka od njih zapravo kompleks viSe vrsta, koje se grupiSu prema svojoj preferenciji ka
domacinskoj vrsti (Haelewaters i sar. 2020).

Hiperparazitizam je Cesta pojava u prirodi, ali ga je lako prevideti, $to ima za posledicu
da se vrlo malo zna o funkcionalnim ulogama i klju¢nim ekoloskim i fizioloskim interakcijama
1izmedu domacina 1 njihovih hiperparazita. Interesantno je da su ove gljivice inicijalno opisane
kao parazitske biljke, a par godina kasnije kao akantocefalni crvi. Talusi ovih gljivica su
komplikovani za proucavanje: mikroskopskih su veli¢ina, nije th moguce gajiti u kulturi, ¢vrstih
su i otpornih ¢elija (kako bi izdrzali trenje na telu domacina), i vrlo su raznoliki (Haelewaters i
sar. 2020). Na jednom domacinu moze koegzistirati vise vrsta gljvica iz ove familije, a isto tako
1 viSe morfotipova jedne iste vrste. [zolacija DNK je teska 1 trebalo bi da se radi iz samo jednog
talusa (kako bi se izbeglo nehoti¢no uzorkovanje viSe vrsta). Pigment melanin prisutan u
¢elijskim zidovima moze da ometa amplifikaciju Zeljenih gena (Haelewaters i sar. 2018). Iz
svih navedenih razloga, kao i zbog cCinjenice da proucavanje ovih slucajno otkrivenih
stanovnika na delu uzorka beskrilnih muva nase studije nije predvideno u okviru ove disertacije,
zarazene muve SU poslate u Belgiju grupi istrazivaca koja ekskluzivno proucava gljivice ove
familije na dalje analize.

5.3 Kvantitativna analiza inficiranosti
Oba domacina bila su parazitirana sa veéim brojem jedinki grinja nego jedinki
beskrilnih muva, $to je o¢ekivano imajuci u vidu veli¢inu, prostornu nisu i ponaSanje obe grupe

ektoparazita. Budu¢i da beskrilne muve zive na krznu i aktivno trée preko citavog tela
domacina, kao i da su relativno krupne, domacin aktivnim timarenjem moze da ukloni sa sebe
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neki broj ovih muva (Giorgi i sar. 2004). Dodatno, da bi se razmnozavale muve moraju da
privremeno napuste domacina. Grinje, pak, nikada ne napustaju domacina, viSestuko su sitnije
i ¢vrsto prijanjaju za letne membrane krila i repa domacina (Rudnick 1961), gde su i teze
dostupne za uklanjanje timarenjem. Zbog svega navedenog, ne iznenaduje rezultat da su obe
domacinske vrste, sa 56 % kod M. schreibersii i 71 % kod R. ferrumequinum, bile vise
parazitirane grinjama nego beskrilnim muvama. Takode je moguée da postoji kompeticija za
resurse izmedu muva i grinja na jedinkama domacina, koje iako zZive u razli¢itim niSama (krzno
nasuprot kozne membrane), ipak se hrane krvlju i limfom. Autori Postawa i Furman (2014) su
kod populacija M. schreibersii u Turskoj primetili ve¢u abundancu muva u populacijama
domacina gde nije bilo grinja.

Velic¢ina kolonija populacija domacina pozitivno je korelisana sa prevalencom i
intenzitetom infekcije parazitima (Patterson i Ruckstuhl 2021, Czenze i Broders 2011), a
pretpostavka da ¢e domacinska vrsta M. schreibersii biti ozbiljnije parazitirana i sa vec¢im
diverzitetom parazitskih vrsta od drugog proucavanog domacina R. ferrumequinum potvrdena
je rezultatima ove studije. Statisticki znacajna razlika dobijena je samo izmedu parametara
srednja abundanca i srednji intenzitet infekcije za infekciju beskrilnim muvama, sa veéim
vrednostima oba parametra za domacinsku vrstu M. schreibersii (Tabela 7), dok razlika u
inficiranosti dveju vrsta domacina grinjama iz familije Spinturnicidae nije bila statisticki
znacajna. Kod druge vrste roda Spinturnix Lucan (2006) je otkrio da postoji korelacija izmedu
srednje abundance grinja i veli¢ine kolonije domacdina, ali samo do sredine avgusta, kada
nastupa period rojenja i selidbe domacina. Obzirom da se ova studija nije bavila sezonskom
dinamikom brojnosti grinja kod M. schreibersii, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se
utvrdilo da 1i 1 kod ove vrste postoji slican trend. Ukupni broj jedinki muva na domacinu
M. schreibersii bio je vedi, a takode je veci bio i broj vrsta beskrilnih muva na ovom domacinu,
tri, u poredenju sa jednom vrstom nadenom na domacinu R.ferrumequinum. U veéim
kolonijama domacina, verovatno¢a da ¢e jedinka nekog ektoparazita sresti partnera za
razmnozavanje se povecava, povecavajuéi tako i stopu reprodukcije. Ocekivano je da ce
domacinske vrste koje formiraju guste skupine i koje se udruzuju u masivne kolonije biti najvise
inficirane parazitima (Orlova i sar. 2018, Szentivanyi i sar. 2019). Migratorni potencijal vrste
domacina takode moze da doprinese razmeni ektoparazita. Za vrstu M. schreibersii koja je
sposobna za letove na duge distance, samim tim Sto pokriva §iri geografski region i §to dolazi
u kontakt sa drugim slepim misevima na svom putu, mogao bi se ocekivati veci diverzitet
parazita nego Sto je to slucaj sa sedentarnim vrstama, poput R. ferrumequinum (Presley 2011,
Wright i sar. 2020). Visok nivo migracija i protoka gena izmedu razliitih populacija parazita
koje dolaze u kontakt zahvaljuju¢i svojim domacinima odrzava nivo genetickog diverziteta
visokim (Matthee 2020).

5.4 Parametri molekularnog diverziteta, struktura populacija i analiza haplotipova
ektoparazita

Diverzitet haplotipova (Hd) gena COI kod beskrilnih muva (Tabela 9, Nycteribia
schmidlii, Penicillidia conspicua, Penicillidia dufourii, Phthiridium biarticulatum) je primetno
veéi za vrste muva poreklom sa domacina M. schreibersii (0.535, 0.722 1 0.7, respektivno) nego
za vrstu poreklom sa domacina R. ferrumequinum (0.289), dok su vrednosti nukleotidnog
diverziteta (m) priblizne za sve Cetiri vrste muva. Ovo se moze objasniti boljom povezanoséu
populacija domacina vrste M. schreibersii, koje sezonski migriraju i menjaju skloniSta na Sirem
geografskom prostoru u poredenju sa drugom domacinskom vrstom. Cak i ako ne dolazi do
protoka gena izmedu jedinki domacina, njthove muve mogu do¢i u kontakt, bilo direktno, bilo
preko istog sklonista koriStenog u razli¢ito doba godine, odrZavaju¢i na taj nain visoke
vrednosti Hd. Medu grinjama, geneti¢ki diverzitet (Hd, m) ispitivanog gena 16S rRNK bio je

65



priblizno jednako nizak kod obe vrste sa oba domacina (Tabela 9, Spinturnixpsi i
Eyndhovenia euryalis). Medutim, visoko konzervativna priroda fragmenata sekvenci ovog
gena otezava poredenje diverziteta unutar vrste (De Rojas i sar. 2002). Intenzitet infekcije
grinjama znacajno fluktuira tokom godiSnjeg ciklusa domacina, sa vrhuncem u vreme kocenja
domacina i minimumom u vreme zimske hibernacije. Ova dinamika u mnogome oblikuje
geneticku stukturu populacija parazita, koje prakti¢no prolaze kroz usko grlo svake zime, §to je
naro¢ito primetno na primeru manjih kolonija slepih miSeva (van Schaik i sar. 2014). Opadanje
brojnosti u procesu uskog grla moze biti sporo ili brzo, a redukcija veli¢ine populacije moze
biti trajna ili privremena. Bilo koje smanjenje brojnosti ima potencijal da umanji geneticki
diverzitet, ali brzo smanjenje obi¢no ima ozbiljnije i dugotrajnije posledice od postepenog
smanjenja (Beebee i Rowe 2004). Postepene promene dozvoljavaju prirodnoj selekciji da
procisti Stetne alele, dok nagli gubitak jedinki neke populacije moze da vodi i ka fiksaciji Stetnih
alela putem slucajnosti. Efekat uskog grla takode zavisi od finalne veli¢ine populacije 1 od
njegovog trajanja. Kratkoro¢ni efekat uskog grla, koji nije previse snizio broj reprodukujucih
jedinki, prac¢en brzim oporavkom populacije, moze da uopste ne uti¢e na geneticki diverzitet.
Sto duze traje efekat uskog grla, sve vise alela biva izgubljeno, i sve je ozbiljniji gubitak
diverziteta (Beebee i Rowe 2004). Takva populaciona dinamika takode smanjuje Sanse da se
novi retki haplotipovi odrZe u populaciji, i na taj na¢in moze delimi¢no da objasni ukupan nizak
geneticki diverzitet uocen kod obe vrsta grinja u nasoj studiji. Kada populacije postanu veoma
male ili ostanu izolovane od imigranata tokom vise generacija, dolazi do genetickog problema.
Inbriding, odnosno razmnozavanje medu srodnicima, moze dovesti do gubitka heterozigotnosti
i akumulacije blago Stetnih alela. Ovi aleli, potom, u malim populacijama, mogu biti slucajno
fiksirani putem genetickog drifta, i akumulirani tokom vremena, tako da sve viSe povecavaju
geneticko opterecenje te populacije (opadanje fitnesa u poredenju sa optimalnim genotipom).
Svi ovi efekti zajedno objasnjavaju nizak nivo genetickog diverziteta uocen kod grinja obe vrste
slepih miSeva domacina ove studije.

Ni kod jedne ovde proucavane vrste ektoparazita nismo dobili struktuiranost populacija,
nego su svi uzorkovani lokaliteti/kolonije pripadali jedinstvenim populacijama. Jedina naznaka
razdvajanja koja je dobijena, ali ne 1 statisti¢ki potvrdena, odnosila se na vrstu muve
Ph. biarticulatum kod koje su se dva lokaliteta iz zapadne Srbije (Drenajicka i Petnicka)
grupisala odvojeno od lokaliteta na severu i istoku zemlje (Baloj, Toplik, Temska). Ukoliko
bismo pokusali da objasnimo ovu naznaku razdvajanja, ona bi lezala u ¢injenici da u centralnoj
Srbiji mozda nema adekvatnih skloni$ta ove vrste - ne postoje pecinska stanista jer podloga nije
karstna, a manjka 1 informacija o alternativnim sklonistima u ljudskim gradevinama koje bi
vrsta eventualno mogla da koristi. Domacinska vrsta R.ferrumequinum ima mali areal
aktivnosti — dovode¢i do toga da imamo ekskluzivne haplotipove sa jedne i druge strane
,barijere®, odnosno centralne Srbije. Treba naglasiti da su u proslosti, pre 1990. godine, u ovom
delu zemlje postojala rudarska okna koje je ova vrsta redovno koristila, ali ona odavno nisu u
funkeiji, 1 nisu dostupna kao sklonista slepim miSevima, zbog ¢ega nema recentnih nalaza
jedinki ove vrste iz ovog dela Srbije (Paunovi¢ i sar. 2020).

Zvezdasta topologija mreza haplotipova kod svih vrsta ektoparazita proucavanih ovde
(u malo izmenjenom obliku kod vrste P. conspicua), kao i najzastupljeniji H1 kod svake od
vrsta, ukazuje na to da sve uzorkovane populacije analiziranih vrsta poticu iz zajedni¢kog
glacijalnog refugijuma. Za vrste muva N. schmidlii i P. conspicua na osnovu parametara
mismatch analize i SSD vrednosti zaklju¢ujemo da je u proslosti doSlo do njihove nagle
demografske ekspanzije, a kod N. schmidlii takode i do statisticki podrzanog recentnog rasta
populacije. Ponovo su u pitanju vrste muva sa domacina M. schreibersii, koji je i sam mobilniji
1 mnogobrojniji u kolonijama u poredenju sa drugom domacinskom vrstom R. ferrumequinum.
Treca vrsta muve sa ovog domacina, P. dufourii je izuzeta iz ovih analiza zbog male veli¢ine
uzorka. Muva poreklom sa domacina R. ferrumequinum, Ph. biarticulatum, kao i obe vrste
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grinja, sa oba domacina, pokazuju parametre konstantne veli¢ine populacije u proslosti i
negiraju ekspanziju. Predpostavljamo da sedentarno ponaSanje domacinske vrste
R. ferrumequinum, privrzenost istim sklonistima tokom ¢itavog Zivota, i prelazenje distanci od
svega nekoliko kilometara uti¢u i na stabilnost veli¢ine populacija njegovih ektoparazitskih
muva. Obe vrste grinja, S. psi i E. euryalis, u analizama pokazuju parametre recentnog rasta
populacija, §to je u skladu sa njihovom sezonskom dinamikom i gorepomenutim problemom
,bottleneck* procesa (van Schaik i sar. 2014) i ,,efektom osnivac¢a“ od strane manjeg broja
jedinki koje ¢e potom dovesti do populacionog rasta.

Poredenjem ovde detektovanih sekvenci sa prethodno nadenim otkriveno je da su
populacije vrsta beskrilnih muva verovatno deo vecih, jedinstvenih populacija svake od vrsta,
budu¢i da dele iste haplotipove sa sekvencama poreklom iz Rumunije i Madarske, bez obzira
sa koje domacinske vrste poti¢u. Haplotipovi grinja iz naSe studije poklapaju se sa sekvencama
poreklom iz Francuske (E. euryalis, S. psi), Italije i Svajcarske (S. psi), §to ukazuje, ili da
postoji protok gena, ili da je u pitanju zajedni¢ko poreklo ovih haplotipova, koji su se onda kao
najbrojniji odrZali u populacijama. Poredenje sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi
otvorilo je i nekoliko interesantnih pitanja. Kod muve N. schmidlii, ve¢ina haplotipova je
veoma sli¢na (H1-H25), a divergencija sekvenci niska, 0.2 — 0.9 % (Prilog 7)). Imaju¢i u vidu
potvrdene migracije domacina M. schreibersii na duge distance u Evropi (Wright i sar. 2020),
nije iznenadujuce S§to su isti haplotipovi gena COl poreklom sa ¢etiri lokaliteta u Rumuniji i
dva lokaliteta u Madarskoj pronadeni i u nasoj studiji. Sta vise, podaci dobijeni markiranjem
slepih miSeva ove vrste u Srbiji, koji su potom pronadeni u Rumuniji potvrduju konekciju
populacija u Srbiji i Rumuniji (Budinski i sar. 2018). Dve prethodno objavljene COI sekvence
vrste N. schmidlii su, pak, dale dva haplotipa koja su se znacajno razlikovala od svih ostalih:
H26 poreklom od M. schreibersii iz Rumunije, divergencija u odnosu na ostale sekvence od 4.4
—5.1% (McKee i sar. 2019) i H27 poreklom od druge dve vrste roda Miniopterus, M. africanus
I M. inflatus iz Kenije (Tortosa i sar. 2013), divergencija od ostalih sekvenci 3.9 — 4.6 % (Prilog
7). Divergencija sekvenci unutar iste vrste za gen COIl kod zivotinja retko je veca od 2 %
(Hebert i sar. 2003), ukazujuci na ¢injenicu da mozda kod ove vrste beskrilne muve postoji
znaajan, a prethodno neobjavljen diverzitet, kao 1 potencijalne kripticne linije Sirom
geografskog areala ove vrste, koje bi trebalo dodatno istraziti. Kod vrste grinje E. euryalis, nas
haplotip H1 za gen 16S rRNK poklapao se sa jednom jedinom sekvencom iz baze, i to poreklom
sa domacina R. ferrumequinum sa Korzike, Francuska. Drugi prethodno objavljeni haplotipovi,
H7 1 HS8, poreklom su sa drugih vrsta slepth miSeva, sredozemnog potkovicara
Rhinolophus euryale i rideg vecernjaka Myotis emarginatus, i znac¢ajno su se razlikovali od
haplotipova dobijenih u nasoj studiji (divergencija sekvenci 5.7 — 6.3 % (Prilog 7)), $to ukazuje
na potencijalno postojanje kriptickog diverziteta unutar ove vrste. Sekvence gena 16S rRNK su
u ranijim studijama koristene za razlikovanje vrsta roda krpelja Ixodes (Caporale i sar. 1995).
Kod njih, sekvence razli¢itih vrsta su se razlikovale za do 12.8 % (u proseku oko 6 %), a
varijacija unutar iste vrste bila je manja od 0.3 %. Sli¢ni nivoi divergencije sekvenci nadeni su
i kod drugih grupa beski¢menjaka (Kornobis i sar. 2010). Divergencija sekvenci koje su dale
haplotipove H7 i H8 i svih ostalih sekvenci ove studije bila je mnogo veéa nego $to bi se moglo
ocekivati unutar iste vrste. Interesantno je da je vrsta grinje E. euryalis predstavljena dvema
morfoloski-opisanim podvrstama, E. e. euryalis (Canestrini, 1884) koja primarno parazitira na
domacinima vrste R. euryale, i E. e. oudemansi (Eyndhoven, 1941), koja primarno parazitira
na domacinima vrste R. ferrumequinum (Imaz i sar. 1999). S toga, kao $to je navedeno od strane
autora studije koja je prvobitno objavila ove haplotipove (Bruyndonckx i sar. 2009), kako bi se
razresSili odnosi unutar ove kripti¢ne linije potrebna su dalja istrazivanja, tokom kojih ¢e se
sistematski prikupljati grinje sa obe vrste domacina iz familije potkovicara, sa lokaliteta gde
one zive u simpatriji, i potom ih molekularno okarakterisati.
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5.5 Infekcija muva iz familije Nycteribiidae krvnim parazitom iz roda Polychromophilus

Detektovali smo prisustvo DNK krvnog parazita Polychromophilus sp. u 15 % svih
ispitanih beskrilnih muva. Vrste roda Penicillidia, iako zastupljene sa manjim brojem jedinki u
celokupnom uzorku, imale su veée stope infekcije (64.7 % za rod Penicillidia: P. conspicua 57
%, P. dufourii 100 %) nego vrsta muve N. schmidlii (15.8 %). Samo je jedna muva vrste Ph.
biarticulatum bila pozitivna na prisustvo Polychromophilus sp. Sve infekcije Polychromophlus
parazitom molekularno su identifikovane kao P. melanipherus. Nasi rezultati ukazuju da je M.
schreibersii, zajedno sa svojim beskrilnim muvama ¢est domacin parazita Polychromophilus u
Srbiji i isto¢nom delu Bosne i Hercegovine. Vrste slepih miseva iz familije Minipteridae Sirom
sveta imaju najvecu stopu uocenih vrsta zarazenih beskrilnim muva, koje pak nose svoje
mikroparazite (Szentivanyi i sar. 2019), ukljucujudi i infekcije Polychromophilus sp. (Sandor i
sar. 2021). Nasa pretpostavka je da vrste roda Penicillidia imaju vece stope infekcije zbog svog
veceg tela, i verovatno vecih i ¢es¢ih obroka krvi slepog misa domacéina. Takode znac¢ajnu ulogu
u osobinama Zivotne istorije ovih muva igra i stepen specijalizacije prema vrsti domacina. Jedna
tropska vrsta roda Penicillidia, P. fulvida, ¢esto je u asocijaciji sa vrstama slepih miSeva iz
filogenetski udaljenih famlija, $to je ¢ini vrstom generalistom, ili poliksenom vrstom (Verrett i
sar. 2022). Protok gena izmedu populacija ove vrste muve koja parazitira na razli¢itim
domacinima je olakSan zbog Cinjenice da razliCite vrste slepih miSeva domacina dele isto
skloniste (Verrett i sar. 2022). lako su P. conspicua i P.dufourii opisane kao monoksena i
oligoksena vrsta, obe su ipak nalaZzene na ne-primarnim vrstama domacina ce$c¢e nego Sto je to
slu¢aj sa muvom N. schmidlii. Muva P. dufourii je specijalizovana za dve vrste velikih
veCernjaka (M. myotis i M. blythii), ali je takode Cesto nalaZzena na domaéinu M. schreibersii.
Zanimljivo je da su Sandor i sar. (2021) detektovali prisustvo Polychromophilus melanipherus
kod muve P. dufourii kada su one bile prikupljene sa slepih miseva vrste M. schreibersii, a
prisustvo Polychromophilus murinus kada su muve bile prikupljene sa slepih miseva vrsta M.
myotis i M. blythii. Budu¢i da je ova vrsta muve Penicillidia sposobna da bude vektor obema
evropskim vrstama roda Polychromophilus, kao i da ne ispoljavaju visoku specifi¢nost za vrstu
domacina, moze se pretpostaviti da su ove muve potencijalno sposobne da budu vektor parazita
iz reda Haemosporida i kada im se ukaze prilika preskoCe granice vrste.

U sklonistima koje koristi viSe vrsta slepih miseva (npr. Cetiri lokaliteta ove studije su
deljena izmedu vrsta M. schreibersii i R. ferrumequinum) beskrilne muve mogu lako prelaziti
izmedu jedinki slepih miseva iste vrste, ili ¢ak izmedu jedinki razli¢itih vrsta. S toga, ukoliko
su inficirane Polychromophilus parazitom, ove muve potencijalno mogu preneti bilo koju od
dve vrste krvnih parazita Heamosporida na ne-specifi¢nu vrstu domacina slepog misa (Sandor
I sar. 2021). U skorasnjoj studiji iz Bugarske (lvanova-Aleksirova i sar. 2022), infestacija
sekundarnog domacina od strane beskrilnih muva bila je prilicno ¢esta u skloniStima koja su
deljena izmedu viSe vrsta slepih miSeva. lako u ovoj studiji nije uo¢ena pojava prelazenja muva
sa primarnog domacina (Peji¢ i sar. 2021), o¢igledno je da se ono ipak desava, iako retko. Cak
i jedna jedina muva, zarazena Polychromophilus sp. parazitom bila bi dovoljna da prenese P.
melanipherus ne na jedinku vrste M. schreibersii, nego na neku drugu vrstu slepog misa, ili P.
murinus na domacina slepog misa koji nije iz familije vecernjaka.

Nasi podaci ukazuju da je infekcija Polychromophilus parazitom kod vrste domacina
R. ferrumequinum i beskrilnih muva prikupljenih sa njega retka, ili odsutna na istrazivanim
lokalitetima, budu¢i da je detektovana kod samo jedne jedinke muve. lIpak, vrste roda
Rhinolophus koje dele sklonista sa vrstama roda Miniopterus redovno su izloZene beskrilnim
muvama sa Miniopterus vrsta, te tako imaju priliku da se zaraze P. melanipherus parazitom.
Bez fizicke barijere koja bi sprec¢ila muve da menjaju domacine, moglo bi se ocekivati da se
Polychromophilus nade na netipicnom domacinu mnogo cesée. Da li je R. ferrumequinum
nekompatibilan domacin, ili je neka vrsta beskrilne muve manje podoban vektor za P.
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melanipherus, pitanja su koja tek treba istraziti. Treba napomenuti da detekcija parazita
Polychromophilus u ukupnoj genomskoj DNK muva moze predstavljati, ili pravu infekciju
(Polychromophilus uspesno kompletira svoj seksualni ciklus u muvi-domacéinu), ili moze da
bude detektovan iz ostataka obroka prethodnog hranjenja muve krvlju slepog misa. Jedino
disekcijom pljuvacnih zlezda beskrilnih muva i utvrdivanjem prisustva faze sporozoita krvnog
parazita u njima moze se sa sigurno$¢u govoriti o pravoj infekciji muve Polychrmophilus-om.
Infekcije muva poreklom sa domac¢ina M. schreibersii u nasoj studiji mozemo tumaciti kao
prave infekcije, buduéi da su i Miniopterus, i obe njegove muve Nycteribia i Penicillidia od
ranije, i u viSe navrata, potvrdeni domacini P. melanipherus parazita. Infekciju muve Ph.
biarticulatum ovim krvnim parazitom treba tumaciti sa oprezom.

Dok su vrste familije Miniopteridae Cesti domacini parazitu Polychromophilus na
raznim geografskim Sirinama, vrste familije Rhinolophidae su retko domacini, sa samo
nekoliko detekcija do sada (Adam i Liau 1973, Borner i sar. 2016). Na evropskim uzorcima do
sada proveravanim, sve P. melanipherus infekcije detektovane su na domacinu M. schreibersii
i njemu asociranim muvama. Polychromophilus murinus je detektovan kod sedam evropskih
vrsta iz familije vecernjaka Vespertilionidae i tri vrste iz familije potkovicara, ukljucujuéi i R.
ferrumequinum, i muve asocirane sa ovim vrstama slepih miseva (Sandor i sar. 2021). Koliko
je poznato, ova studija po prvi put prijavljuje slucaj detektovanja vrste P. melanipherus (bez
saznanja o tome da li potice od prave infekcije ili iz zaostalog obroka krvi) kod beskrilne muve
Ph. biarticulatum sa domacéina R. ferrumequinum.

Infekcije parazitom Polychromophilus prisutne su na Sest od devet lokaliteta na kojima
su uzorkovani, i ukazuju na efikasnu transmisuju medu jedinkama vrste M. schreibersii i
njihovih beskrilnih muva. Infekcija nije detektovana na tri lokalieta, 1 to na jednom koji sluzi
kao ekskluzivno skloniste vrste M. schrebersii, jednom koje je ekskluzivno za vrstu R.
ferrumequinum, i jednom koje je bilo deljeno. Toplik, lokalitet na kome je nadena jedina Ph.
biarticulatum muva pozitivna na Polychromophilus, imao je nisku stopu infekcije, sa jo§ samo
jednom pozitivnom muvom, vrste N. schmidlii, poreklom sa M. shreibersii domacina. Sekvence
gena cox1l Polychromophilus-a umnozenog iz DNK Ph. biarticulatum muve iz Toplika,
predstavlja infekciju mesovitim haplotipovima (H1 i H4) koji su takode detektovani kod
beskrilnih muva domacina M. schreibersii sa vise lokaliteta. Jedna od opcija je da se, buduéi
da obe vrste slepih miSeva dele ovo skloni$te, muva Ph. biarticulatum hranila na domacinu M.
schreibersii, pre nego §to se vratila na R.ferrumequinum domacina, te je DNK parazita
Polychromophilus poreklom iz tog obroka krvi detektovana zahvaljuju¢i umnozavanju u
reakciji PCR.

Postojeci podaci o prstenovanju slepih miSeva u Srbiji 1 njihovim nalazima daju nam
informacije o kretanju slepih miseva (Budinski i sar. 2018, Peji¢ i sar. 2018b). Zanimljiv je
lokalitet - Dardagani, sa druge strane drzavne granice Srbije nalazi se u Bosni i Hercegovini,
kod Zvornika. U pitanju je napusteni podzemni kre¢njacki kamenolom iz vremena antickog
Rimskog carstva, i kod beskrilnih muva sa ovog lokaliteta smo detektovali najvecu prevalencu
infekcije Polychromophilus-om. Tamo se mogu naci porodiljske kolonije vrsta M. schreibersii
i M. myotis, sa manjim brojem M. cappaccinii, kao i hibernacijske kolonije M. schreibersii,
R. ferrumequinum i R. euryale. Kretanja vrste M. schreibersii zabelezena su izmedu ovog
lokaliteta i lokaliteta Petrovaradinska tvrdava iz ove studije (Presetnik i sar. 2017, Peji¢ i
Budinski 2018), koji je drugi lokalitet po prevalenci infekcije Polychromophilus. Takode,
zabeleZena je migracija slepih miSeva izmedu Dardagana i Cebi¢a pecine u zapadnoj Srbiji.
Cebida peéina je relativno blizu (<15 km) druga dva istrazivana lokaliteta ove studije —
Drenajicke i Petnicke pecine, i migracije vrste M. schreibersii su prethodno zabelezene izmedu
te tri pe¢ine medusobno, kao i sa skloniStem u Petrovaradinskoj tvrdavi (Peji¢ i Budinski 2021).
Sa druge strane, ne postoje podaci o tome kakva je veza kamenoloma Dardagani sa drugim
skloniStima dublje u teritoriji Bosne i Hercegovine. Petrovaradinska tvrdava je veoma vazno
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skloniste slepih miSeva, koje se prati od 1950-ih godina u Srbiji (Miri¢ 1960). Ono §to je
najinteresantnije je veza koju ova tvrdava ima sa viSe od deset skloniSta u Srbiji, udaljenim u
svim pravcima 10 do 100 km (Peji¢ i sar. 2018a). Relativno visoka prevalenca infekcije
primeéena kod muva domacina M. schreibersii sa lokaliteta Temska farma, koja je zapravo
porodiljska kolonija druge domacinske vrste R.ferrumequinum, sa svega nekoliko jedinki
M. schreibersii koje su tamo uhvacene.

Rezultati prethodnih istrazivanja (Ramasindrazana i sar. 2018, Szentivanyi i sar. 2020)
koja su se bavila ispitivanjem prisustva infektivnih mikroorganizama u ektoparazitima slepih
miSeva pokazali su da je prevalenca infekcija Polychromophilus-om u muvama uvek bila niza
nego stopa infekcije dobijena iz krvi domacina, Sto moze da bude ili zbog manjeg opterecenja
parazitom, ili zbog nize koncentracije DNK parazita, izolovane iz ektoparazita. Takode treba
uzeti u obzir i zivotni vek muve spram zivotnog veka domacina, kao i reprezantitvnost uzorka.
U Rumuniji i Bugarskoj, 20 % krpelja i 62 % beskrilnih muva poreklom sa Polychromophilus-
pozitivnih slepih miseva, takode su bili pozitivni na testu (Sandor i sar. 2021). Pregledanjem
mikroskopskih preparata razmaza krvi domacina Cesto se moze potceniti prevalenca infekcije
krvnim parazitima, jer je teSko detektovati niske nivoe infekcije (Megali i sar. 2011).
Nedostatak koriStenja ektoparazita umesto krvi domacina je to §to usled velike mobilnosti
muva, infekcija detektovana u njima se ne moze povezati sa jednom jedinkom domacina, nego
se odnosi na celu koloniju te vrste slepih miSeva (Szentivanyi i sar. 2020).

Beskrilne muve mogu se koristiti za pretragu (screening) i drugih mikroparazita kojima
sluze kao vektor, ili mogu da prenose, kao $to su bakterija Bartonella, Lloviu virus, protozoa
Trypanosoma, ili gljivica Pseudogymnoascus. Nedavno su muve N. schmidlii proveravane na
prisustvo Lloviu virusa, ¢ija se RNK nasla kod ovih insekata (4/320), ali samo kao pasivna
transmisija od ve¢ pozitivnog domacina slepog misa i bez aktivne viralne replikacije (Kemenesi
i sar. 2022). Potencijal koristenja ektoparazita koji se hrane krvlju za donoSenje zakljucaka o
opterecenju patogenima i njihovoj transmisiji u populacijama slepih miseva je veliki, dokle god
su svi svesni ograni¢enja koje ova metoda ima i tumace rezultate sa paZznjom.

5.6 Geneticki diverzitet i bogatstvo haplotipova Polychromophilus

Analiza sekvenci gena cytb i coxl P. melanipherus u ovoj studiji otkrila je visok
diverzitet haplotipova. Distribucija jedinstvenih haplotipova ukazuje na dobro povezanu
populaciju domacinske vrste slepog misa M. schreibersii kao i njegovih beskrilnih muva.
Potpuno poklapanje svih detektovanih cytb haplotipova ove studije sa sekvencama poreklom iz
raznih evropskih drzava, i ¢ak i Juzne Afrike, kao i potpuno poklapanje tri od pet haplotipova
gena cox1 (H1, H2 i H5) sa prethodno objavljenim sekvencama iz Evrope i Isto¢ne Afrike je u
skladu sa zaklju¢kom autora Duval i sar. (2012) da je P. melanipherus Siroko rasprostranjen i
da cirkulise izmedu domacinskih vrsta familije Miniopteridae bez geografskog diferenciranja
(ili potencijalno kao kompleks vrsta).

Petnaest uzoraka kod kojih je detektovana infekcija meSovitim haplotipovima mogu biti
rezultat hranjenja muve na dve razlicite jedinke slepog misa koji su bili zarazeni razliCitim
haplotipovima Polychromophilus-a. Ve¢ina mesovitih haplotipova detektovana je sa lokaliteta
sa visokom prevalencom infekcije. Mesoviti haplotipovi su samo dva puta pre opisani za
infekciju Polychromphilus (Duval i sar. 2012, Sandor i sar. 2021), dok su infekcije meSovitim
haplotipovima Ceste kod krvnog parazita Hepatocystis, jos jednog taksona iz reda
Haemosporidia koji inficira slepe miSeve i druge sisare (Thurber i sar. 2013, Schaer i sar. 2017,
2018). Medutim, Hepatocystis paraziti se prenose posredstvom vrsta komaraca roda Culicoides
(Ceratopogonidae), privremenih hematofagnih ektoparazita (Garnham 1966). Visok udeo
infekcija meSovitih haplotipova u nasem uzorku ukazuje da su ove jedinke slepih miseva u vise
navrata zarazavane razli¢itim haplotipovima Polychromophilus-a koga prenose razli¢ite

70



jedinke muva. Ili, alternativno, svaka jedinka muve se hranila na razli¢itim inficiranim
jedinkama slepih miSeva (inficiranih razli¢itim haplotipovima) i u tom procesu razvila infekciju
mesovitim haplotipovima. Buduc¢a istrazivanja mogla bi da uporede infekcije
Polychromophlus-om/haplotipove poreklom iz uzorka krvi slepog misa i iz njegove beskrilne
muve. Analiza haplotipova Polychromophilus-a moze nam pomo¢i da razumemo interakcije
izmedu slepih miSeva i njihovih beskrilnih muva kao i mogucu transmisiju izmedu slepih
miSeva razli¢itih sklonista.

5.7 Geneticki diverzitet i bogatstvo haplotipova odabrane vrste domaéina M. schreibersii

UocCena vrednost diverziteta haplotipova na uzorku sekvenci gena HV1 vrste
M. schreibersii je relativno visoka, i sli¢na vrednosti dobijenoj na uzorku beskrilnih muva ovog
domacina, dok je vrednost nuklearnog diverziteta niza. Na osnovu mismatch analize
zakljucujemo da je u proslosti populacija ove vrste imala stabilnu veli¢inu, a da je u skorijoj
istoriji doslo do populacionog rasta. Zvezdasta morfologija mreze haplotipova i dominantna
zastupljenost jednog haplotipa (H1) svedo¢e o moguc¢om poreklu iz jedinstvenog glacijalnog
refugijuma. Ono §to je interesantno je da je visok broj “ekskluzivnih” haplotipova, odnostno
haplotipova koji su prisutni samo na po jednom lokalitetu uzorkovanja, tako da prakti¢no svaka
od pecina ima jedinstven haplotip: Mali kamenolom H9, Petrovaradinska tvrdava H2, H3 i H8,
Drenajicka pe¢ina H7, Petnicka pec¢ina H4, Toplik HS i H6. Budu¢i da smo analizom
struktuiranosti populacije dobili najvecu podrzanost za postojanje jedinstvene populacije,
ekskluzivnost haplotipova najverovatnije je rezultat nedovoljne veli¢ine uzorka, a ne realna
slika populacione strukture, narocito imajuc¢i u vidu migratorni potencijal ove vrste i prilike za
protok gena barem unutar geografski bliskih lokaliteta unutar iste regije. Lokalitet najbogatiji
haplotipovima bila je Petrovaradinska tvrdava, $to ponovo potvrduje ranije podatke dobijene
monitoringom, zasnovane na prstenovanju slepih miseva, o vezi ovog i mnostva drugih
lokaliteta u Srbiji (Peji¢ i sar. 2018).

Poredenjem u ovoj studiji dobijenih, sa prethodno objavljenim sekvencama gena HV1
ove vrste slepog misa, najéesce prisutan haplotip u nasoj studiji (H1) je takode naj¢esce prisutan
u celom uzorku, uklju¢ujuéi Portugaliju, jugoistoénu Evropu i Tursku. Cinjenica da je ovaj
haplotip tako Siroko rasprostranjen, govori u prilog jedinstvenoj metapopulaciji vrste M.
schreibersii na prostoru celog areala (Gdrin i sar. 2019). Haplotip H4 iz ove studije prethodno
je pronaden na lokalitetu u Turskoj, a H8 na teritoriji jugoistone Evrope i Male Azije. Svi
ostali haplotipovi iz ove studije (H2, H3, H5, H6, H7 i H9) jedinstveni su za Srbiju, odnosno
nisu prethodno detektovani na drugim lokalitetima, i predstavljaju jedinstven doprinos ove
studije poznavanju genetickog diverziteta Miniopterus schreibersii. Dobijena divergencija
izmedu sekvenci nasih i sekvenci proSirenog seta odgovara prose¢nim stopama divergencije
unutar jedne ki¢menjacke vrste (Miller-Butterworth i sar. 2003).

5.8 Poredenje geneti¢kog diverziteta odabrane vrste domacina M. schreibersii i njegovih
ektoparazita

Poredenje geneticke varijabilnosti unutar i izmedu populacija se Cesto koristi u
primenjenoj populacionoj genetici. lako je u prethodnim analizama u programima Geneland i
BAPS dobijeno da ne postoji struktuiranost ni za jednu od proucavanih vrsta iz ove studije,
izraCunate su matrice pairwise geneti¢kih distanci za domacina M. schreibersii, i parazite
N. schmidlii i S. psi. Rezultati su pokazali negativne vrednosti na vise mesta u matricama, koje
ukazuju da je unutarpopulaciona varijabilnost bila ve¢a od medupopulacione. Da bi se uporedio
znacaj asocijacije matrica pairwise genetickih distanci M. schreibersii i njegovih ektoparazita,
uraden je parcijalni Mantel test. Poredenje parametara geneticke varijanse izmedu domacinske
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vrste i ektoparazita dveju grupa parcijalnim Mantel testom nije dalo statisticki znacajnu
korelaciju ni izmedu M. schreibersii i muve Nycteribia schmidlii, ni izmedu M. schreibersii i
grinje Spinturnix psi. Kod poredenja sa S. psi moze se primetiti trend da sa porastom genetic¢kih
razlika kod domacina, rastu geneticke razlike u populacijama grinja. Ovo se moze objasniti
¢injenicom da grinje nikad ne napustaju domacina slepog miSa, samim tim su zavisnije od
njega, nego Sto je to slucaj kod beskrilnih muva, koje ipak u nekom momentu moraju da napuste
domacina kako bi polozile predlutku na zid sklonista. Tako sredinski faktori koji menjaju
geneticki diverzitet domacina istovremeno uticu i na geneticki diverzitet grinje. S druge strane,
ovde prikazani rezultati upucuju na nepostojanje veze izmedu genetickog diverziteta beskrilne
muve i1 njenog domacina. Pored osobina zivotne istorije koje uti¢u na geneticku strukturu, i
drugi faktori, poput razlicitih filogenetskih istorija mogu dovesti do razlika u geneticCkom
diverzitetu poredenih vrsta. Prilikom tumacenja ovih rezultata treba biti oprezan zbog
ograni¢enja nametnutih prirodom seta podataka ove studije. Budu¢i da se radi o uzorcima iz
prirodnih populacija, tesko je imati savrSeno izbalansiran uzorak koji ispunjava sve kriterijume
potrebne za statisti¢ki podrzane analize. Dodatno, kod sve tri vrste imamo podatke dobijene
sekvenciranjem razli¢itih mitohondrijskih gena, a preporucljivo je koristiti iste geneticke
markere za domacdina i parazita, kada god je to mogucée, kako bi se dobilo najvise informacija
o njihovoj interakciji u proslosti (Light i Hafner 2008).

Na populacionom nivou, geneticka struktura parazita u bliskoj je vezi sa osobinama
Zivotne istorije, kako samog parazita, tako i domacina, kao i sa socijalnom organizacijom
domacinske vrste. Na dinamiku koadaptacija izmedu domacina i parazita veoma uticu stopa
disperzije (samim tim i protok gena), i genticki drift (van Schaik i sar. 2014). Zato smo zeleli
da poredenjem strukture populacija i genetickog diverziteta domacinske vrste, i dveju vrsta
ektoparazita koji pripadaju razli¢itim grupama, beskrilnim muvama i grinjama, i imaju razlicite
osobine zivotne istorije, reprodukcije i prenosenja, ispitamo da li ovi faktori uticu na dinamiku
domacin-parazit. Mogucnosti su brojne, od toga da paraziti imaju izrazeniju strukturu
populacija od domacina (postoji protok gena domacina, ali ne i parazita) (McCoy i sar. 2005),
da domacin i parazit imaju strukture koje se u potpuno poklapaju, do toga da je veci protok
gena izmedu parazita, koji onda ima jedinstvenu populaciju, dok je domacinska vrsta ipak
podeljena na subpopulacije (Gémez-Diaz i sar. 2007). Ipak, i u slu¢ajevima kada postoji
uporediv stepen protoka gena i izmedu domacina i izmedu parazita, geneticki drift moze
znacajno da utiCe na to kakav ¢e konacni ishod biti, 1 da poremeti koevolucionu dinamiku
(Nuismer i sar. 2010). Budu¢i da je odabrana domacinska vrsta sklona obrazovanju velikih i
gustih kolonija, kao i da je sposobna za migracije na srednje velike udaljenosti, nismo ni
ocekivali da ¢e imati izrazenu geneti¢ku strukturu, pogotovo ne na teritoriji Srbije, kada je
pokazano da ¢ak i na mnogo ve¢im distancama ima uniforman geneticki diverzitet na osnovu
nuklearnih markera — mikrosatelita, odnosno pokazuje struktuiranje na potezu jugoisto¢na
Evropa — Anatolija na osnovu mtDNK markera (Bilgin i sar. 2008, Gurin i sar. 2019). Ipak,
zanimalo nas je da li ¢e geneticka stuktura populacija njegovih parazita pratiti ovaj obrazac, ili
¢e pak, postojati odreden stepen diferencijacije medu kolonijama razli¢itih geografskih regija
gde je uzorkovano. Poredenje parametara genetickog diverziteta (matrica pairwise geneti¢kih
distanci) izmedu domacinske vrste i ektoparazita dveju grupa parcijalnim Mantel testom nije
dalo statiticki znacajne korelacije. Kod poredenja sa S. psi moze se primetiti trend da sa
porastom genetickih razlika kod domacina, rastu geneticke razlike u populacijama grinja. Ovo
se moze objasniti ¢injenicom da grinje nikad ne napustaju domacina slepog misa, samim tim su
zavisnije od njega, nego $to je slucaj kod beskrilnih muva, koje ipak u nekom momentu moraju
da napuste domacina kako bi polozile predlutku na zid sklonista. Tako sredinski faktori koji
menjaju genetiki diverzitet domacina istovremeno uticu in a geneticki diverzitet grinje. S
druge strane, ovde prikazani rezultati upucuju na nepostojanje veze izmedu genetickog
diverziteta beskrilne muve i njenog domacina. Pored osobina Zivotne istorije koje uti¢u na
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geneticku strukturu, i drugi faktori, poput razlicitih filogenetskih istorija mogu dovesti do
razlika u genetiCkom diverzitetu poredenih vrsta.

6 ZAKLJUCCI

Morfoloskom 1 molekularnom karakterizacijom parazita sa dve vrste domacina slepih
miSeva koje dele skloniSte, M. schreibersii i R. ferrumequium, u ovoj studiji, nije pronaden
nijedan slucaj unakrsne infekcije ektoparazitima izmedu ova dva domacina niti kod beskrilnih
muva, niti kod grinja. Dobijeni rezultati ukazuju na izuzetno visoku specifi¢nost prema
domacinu kod ovih ektoparazita, potvrduju¢i dodatno specijalizaciju vrsta u obe parazitske
grupe ka svom primarnom domacinu. U opseznijim studijama i postojecoj literaturi govori se o
znacajno vise preklapanja zajednice parazita izmedu domacinskih vrsta, pa je upotreba
molekularnog barkodinga za potvrdu identiteta vrsta pokazala precizniju karakterizaciju stope
ovih sekundarnih infekcija. Ujedno ovo je prva studija koja analizira geneticki diverzitet
beskrilnih muva i grinja slepih miSeva u Srbiji. Detektovan je znacajan set novih haplotipova
za svih Sest proucavanih ektoparazitskih vrsta koji doprinosi referentnoj bazi podataka sa
sekvencama gena beskrilnih muva i grinja evropskih vrsta slepih miSeva, $to je zna¢ajno za
buduce komparativne analize ektoparazitskih vrsta.

Kod 4 % pregledanih beskrilnih muva, odnosno kod 21 % pregledanih jedinki vrste
P. conspicua, pronadeni su talusi hiperparazitske gljivice iz roda Arthrorhynchus sp., §to je u
skladu sa prevalencama u prethodno objavljivanim studijama. Ocekuje se dobijanje
interesantnih rezultata u daljim istrazivanjima ove pojave, ukljucujuci i sliku o tome kako su
vrste gljivica iz familije Laboulbeniales specijalizovane ka vrstama beskrilnih muva, dodajuéi
jos§ jedan nivo odnosa domacin — parazit u prouc¢avani sistem.

Kvantitativnom analizom inficiranosti dve domacinske vrste ektoparazitima pokazano
je da je parazitiranost grinjama bila veca nego parazitiranost beskrilnim muvama, §to se moze
objasniti odredenim osobinama njihove Zivotne istorije, a narocito reproduktivnim ponasanjem.
U skladu sa postavljenom hipotezom, domacinska vrsta koja formira vece i kompaktnije
kolonije, i migrira na vece distance, M. schreibersii, imala je veéi intenzitet infekcije i diverzitet
vrsta beskrilnih muva koje na njoj parazitiraju.

Dobijeni parametri genetickog diverziteta za vrste beskrilnin muva prikupljenih sa
brojnijeg i mobilnijeg domacina vrste M. schreibersii, bili su visi nego za vrste muva sa drugog
prouc¢avanog domacina, R. ferrumequinum, sto je u skladu sa pocetnim ocekivanjima. Ovaj
obrazac, medutim, nije primecen kod grinja, $to se delimi¢no moZe objasniti ogranicenom moci
upotrebe fragmenata sekvenci jednog gena na ovom nivou poredenja. lako veli¢ina
grupe/kolonije domacinske vrste, kao i njegova mobilnost, pozitivno utiu na intenzitet
infekcije parazitima i njihov diverzitet, postoje i drugi faktori poput: specijalizacije za
domacina, osobine zivotne istorije parazita, kompeticije medu vrstama parazita, vremena
provedenog na domacinu i van njega, 1 spoljasnjeg okruzenja, koji takode uti¢u na protok gena
i posledi¢no na geneticki diverzitet ektoparazita (Matthee 2020). Imajuéi u vidu njihovu blisku
vezu sa domac¢inom, diverzitet vrsta i razlike u reproduktivnim osobinama Zivotne istorije,
beskrilne muve familije Nycteribiidae i1 grinje familije Spinturnicidae predstavljaju
perspektivan komparativni sistem koji moze da pomogne da se dinamika domacin — parazit
dodatno 1 detaljno istrazi.

Rezultati ove studije doprinose novim saznanjima o prevalenci, distribuciji i genetickom
diverzitetu krvnog parazita Polychromophilus melanipherus kod evropskih vrsta slepih miseva
i vektora, beskrilnih muva iz familije Nycteribiidae. Infekcija je zabelezena kod 32 jedinke
beskrilnih muva koje su parazitirale na domac¢inu M. schreibersii, i to pripadnicama sve tri
vrste: N. schmidlii, P. conspicua i P. dufourii. ZabeleZen je samo jedan slucaj infekcije
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P. melanipherus kod vrste muve Ph. biarticulatum, koja je parazitirala na domacinu
R. ferrumequinum. Potvrden je znacaj upotrebe ektoparazita koji se hrane krvlju u
neinvazivnom testiranju populacija slepih miseva na prisustvo infekcija, Sto predstavlja
alternativni pristup u odnosu na klasi¢ne studije u kojima se uzorkuje krv domacina.

Geneticki diverzitet odabrane domacinske vrste, M. schreibersii, na nasem uzorku je
srednje visok, sa parametrima pribliznim onima uo¢enim kod njegovih beskrilnih muva, i sa
jedinstvenom populacijom bez uocenog struktuiranja, Sto je bilo 1 o¢ekivano imajuci u vidu
biologiju vrste. Ova studija doprinela je sa Sest novih, prethodno neobjavljenih haplotipova sa
teritorije Srbije, a preostala tri haplotipa su se u potpunosti poklapala sa haplotipovima
poreklom iz ostatka Evrope (ukljucujuci i Portugaliju i Tursku) i Male Azije. Poredenje
parametara genetic¢kih distanci populacija ove domacinske vrste i dveju ektoparazitskih vrsta,
muve N. schmidlii i grinje S. psi nije pokazalo statisticki znacajnu korelaciju. Bilo bi od znacaja
dodatno istraziti da li je razlog tome Cinjenica da korelacija realno ne postoji, ili je to rezultat
dobijen usled ogranic¢enja vezanih za veli¢inu uzorka.

Parazitske vrste svojim ukupnim brojem vrsta ¢ine veliki deo bioloskog diverziteta. One
odrzavaju stabilnost i integritet ekosistema i doprinose njegovom funkcionisanju kroz
kontrolisanje veli¢ine populacija svojih domacina (Haelewaters i sar. 2018). Sistemi domacin-
parazit su, zbog svoje kompleksnosti koja je posledica koevolucije, od posebnog znacaja za
evolutivnu ekologiju, a istrazivanja na slepim miSevima i njihovim parazitima vazna su kako
sa aspekta zaStite ugrozenih vrsta slepih miSeva i njihovih sklonista, tako i iz perspektive
ljudskog zdravlja.
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8 PRILOZI

Prilog 1. Lista dozvola za istrazivanje slepih miseva u Srbiji i Bosni i Hercegovini
SRBIJA

Dozvole br. 353-02-502/2017-17, br. 353-01-1432/2017-04 i br. 353-01-675/2018-04, izdate od strane
Ministarstva za zastitu zivotne sredine Republike Srbije.

BOSNA | HERCEGOVINA

Dozvola br. 13-0-2/17, u skladu sa Misljenjem Ministarstva za prostorno uredenje, gradevinarstvo i
ekologiju Vlade Republike Srpske broj 15.04-052-8793/16 od 28.12.2016. godine, Odobrenjem
Federalnog Ministarstva turizma i okoliSa broj 04-23-1469/16 od 10.1.2016. godine te Saglasnosti
Ministarstva spoljne trgovine i ekonomskih odnosa broj 08-3-28-2225-5/16 od 3.2.2017. godine.
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Prilog 2. Jedinstvene sekvence gena submitovane u GenBank bazu kao doprinos ove studije

Tabela prustupnih brojeva iz GenBank baze, za jedinstvene sekvence subjedinice 1 citohrom oksidaze (COI) beskrilnih muva i male subjedinice ribozomalne
RNK (16S rRNK) grinja, sakupljenih sa dve domacinske vrste slepih miseva. Oznake lokaliteta: 1 Mali kamenolom, 2 Petrovaradinska tvrdava, 3 Dardagani, 4

Drenaji¢ka pecina, 5 Petnicka pecina, 6 Bela sala, 7 Toplik, 8 Temska farma, 9 Baloj

Rber%?' pricgfl?;?nbkroj Vrsta domacina Vrsta parazita Gen  Haplotip uz';?til\;;?ja
1 MZ380293 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H1 1,2,3,4,5,6,7,8
2 MZ380294 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H2 5
3 MZ380295 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H3 4
4 MZ380296 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H4 6,7,8
5 MZ380297 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H5 4
6 MZ380298 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H6 6,7
7 MZ380299 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H7 5
8 MZ380300 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H8 2,5,8
9 MZ380301 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H9 4
10 MZ380302 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H10 7
11 MZ380303 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H11 8
12 MZ380304 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H12 1
13 MZ380305 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H13 6
14 MZ380306 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H14 2
15 MZ380307 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H15 3
16 MZ380308 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H16 2
17 MZ380309 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H17 1,4
18 MZ380310 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H18 1,3,6,7
19 MZ380311 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H19 7
20 MZ380312 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col H20 6
21 MZ380313 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii COl H21 2
22 MZ396953 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H1 1,2,3,56,7,8
23 MZ396954 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H2 1,2,5,8
24 MZ396955 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H3 4
25 MZ396956 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H4 4
26 MZ396957 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua COl H5 6
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27 MZ396958 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H6 1,6
28 MZ396959 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H7 1

29 MZ396960 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H8 1

30 MZ396961 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H9 5

31 MZ396962 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H10 4

32 MZ396963 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col H1l 4

33 MZ396964 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua COl H12 3

34 MZ389896 Miniopterus schreibersii Penicillidia dufourii Col H1 1,3,6
35 MZ389897 Miniopterus schreibersii Penicillidia dufourii Col H2 3

36 MZ389898 Miniopterus schreibersii Penicillidia dufourii COl H3 3

37 MZ390121 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S H1 1,2,3,4,56,7,8
38 MZ390122 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S H2 1,6
39 MZ390123 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S H3 2,7
40 MZ390124 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S H4 1

41 MZ390125 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S H5 8

42 MZ390126 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S H6 1

43 MZ396965 Rhinolophus ferrumequinum Phthiridium biarticulatum CoOl H1 4,57,8,9
44 MZ396966 Rhinolophus ferrumequinum Phthiridium biarticulatum Col H2 7,9
45 MZ396967 Rhinolophus ferrumequinum Phthiridium biarticulatum Col H3 7,8
46 MZ396968 Rhinolophus ferrumequinum Phthiridium biarticulatum Col H4 8

47 MZ396969 Rhinolophus ferrumequinum Phthiridium biarticulatum Col H5 5

48 MZ396970 Rhinolophus ferrumequinum Phthiridium biarticulatum COl H6 8

49 MZ389890 Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S H1 4,5 7,8,9
50 MZ389891 Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S H2 4,5
51 MZ389892 Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S H3 4

52 MZ389893 Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S H4 8

53 MZ389894 Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S H5 5

54 MZ389895 Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S H6 8

55 0Q357633 Nycteribia schmidlii Polychromophilus melanipherus cytb H1 2,3,5
56 0Q357634 Penicillidia conspicua Polychromophilus melanipherus cytb H2 3

57 0Q357635 Nycteribia schmidlii Polychromophilus melanipherus cytb H3 2

58 0Q357636 Penicillidia conspicua Polychromophilus melanipherus cytb H4 3

59 0Q357637 Nycteribia schmidlii Polychromophilus melanipherus coxl H1 2,3,58
60 0Q357638 Penicillidia conspicua Polychromophilus melanipherus coxl H2 3

61 0Q357639 Nycteribia schmidlii Polychromophilus melanipherus coxl H3 2
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62
63
64

0Q357640
0Q357641
0Q357642

Penicillidia conspicua
Penicillidia conspicua
Phthiridium biarticulatum

Polychromophilus melanipherus
Polychromophilus melanipherus
Polychromophilus melanipherus

cox1l
cox1l
cox1l

H4
H5
mixed

3,5

w
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Prilog 3. Sekvence iz GenBank baze, iz prethodno objavljenih studija, kori¢enih kao dodatak sekvencama ove studije

Tabela prustupnih brojeva iz GenBank baze za koristene sekvence subjedinice 1 citohrom oksidaze (COI) beskrilnih muva i male subjedinice ribozomalne RNK

(16S rRNK) grinja, objavljenih u drugim studijama

Redni GenBank . . . . . Ozngka Oznaka
broi istuoni broi Autori studije Vrsta slepog misa domacina Vrsta ektoparazita Gen Iokallteta_ haoloti
j pristupni broj aplotipa
uzorkovanja
1 MK140156.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunijal H22
2 MK140141.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunijal H1
3 MK140151.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunijal H23
4 MK140143.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunijal H1
5 MK140154.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunijal H18
6 MK140142.1 McKee i sar. 2019 Myotis oxygnathus Nycteribia schmidlii Col Rumunijal H1
7 MK140139.1 McKee i sar. 2019 Myotis daubentonii Nycteribia schmidlii Col Rumunija2 H1
8 MK140155.1 McKee i sar. 2019 Myotis daubentonii Nycteribia schmidlii Col Rumunija2 H18
9 MK140145.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Ccal Rumunija3 H1
10 MK140144.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunija3 H1
11 MK140138.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunija3 H1
12 MK140137.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunija3 H1
13 MK140136.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Ccal Rumunija3 H1
14 MK140149.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunija3 H25
15 MK140153.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Ccal Rumunija3 H4
16 MK140140.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Ccal Rumunija3 H1
17 MK140146.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunija4 H1
18 MK140147.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Rumunija4 H7
19 MK140130.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Ccal Rumunijab H26
20 MK140148.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Madarskal H7
21 MK140150.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Madarskal H24
22 MK140135.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Nycteribia schmidlii Col Madarska2 H1
23 KF021502.1 Tortosa i sar. 2013 Miniopterus africanus Nycteribia schmidlii Col Kenija H27
24 KF021503.1 Tortosa i sar. 2013 Miniopterus inflatus Nycteribia schmidlii Col Kenija H27
25 KF021504.1 Tortosa i sar. 2013 Miniopterus africanus Nycteribia schmidlii COl Kenija H27
26 MK140176.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Cal Rumunijal H15
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27 MK140179.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H3
28 MK140170.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H1
29 MK140171.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H1
30 MK140174.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H1
31 MK140165.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H4
32 MK140166.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H4
33 MK140180.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H2
34 MK140177.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunijal H14
35 MK140162.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunija2 H4
36 MK140173.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunija2 H1
37 MK140175.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Ccal Rumunija2 H16
38 MK140178.1 McKee i sar. 2019 Myotis oxygnathus Penicillidia conspicua Col Rumunija2 H13
39 MK140167.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunija2 H1
40 MK140169.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunija2 H1
41 MK140163.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunija2 H4
42 MK140168.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua Col Rumunija3 H1
43 MK140164.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia conspicua COl Madarskal H4
44 MK140181.1 McKee i sar. 2019 Myotis myotis Penicillidia dufourii Col Rumunijal H1
45 MK140182.1 McKee i sar. 2019 Miniopterus schreibersii Penicillidia dufourii Col Madarskal H1
46 MK140183.1 McKee i sar. 2019 Myotis blythii Penicillidia dufourii COl Madarska?2 H4
47 EU784898.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S Francuskal H1
48 EU784896.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Myotis capaccinii Spinturnix psi 16S Francuska2 H1
49 EU784897.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Myotis capaccinii Spinturnix psi 16S Francuska2 H1
50 EU784893.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S Francuskal H1
51 EU784893.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S Svajcarska H1
52 EU784893.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S Italija H1
53 EU784894.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S Svajcarska H1
54 EU784895.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Miniopterus schreibersii Spinturnix psi 16S Svajcarska H1
55 MK140105.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus euryale Phthiridium biarticulatum  COI Rumunijal H1
56 MK140110.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus euryale Phthiridium biarticulatum  COI Rumunijal H9
57 MK140106.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus mehelyi Phthiridium biarticulatum  COI Rumunijal H1
58 MK140115.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus euryale Phthiridium biarticulatum  COI Rumunijal H3
59 MK140114.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus blasii Phthiridium biarticulatum  COI Rumunijal H7
60 MK140107.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus blasii Phthiridium biarticulatum  COI Rumunijal H1
61 MK140108.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus ferrumequinum  Phthiridium biarticulatum  COI Rumunija2 H1
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62 MK140111.1 McKee i sar. 2019 Myotis capaccinii Phthiridium biarticulatum  COlI Rumunija3 H1
63 MK140116.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus mehelyi Phthiridium biarticulatum  COI Rumunija4 H3
64 MK140112.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus mehelyi Phthiridium biarticulatum  COI Rumunija4 H1
65 MK140113.1 McKee i sar. 2019 Rhinolophus mehelyi Phthiridium biarticulatum  COlI Rumunija4 H8
66 EU784846.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Rhinolophus euryale Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
67 EU784847.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Rhinolophus euryale Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
68 EU784849.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Myotis emarginatus Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
69 EU784849.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Myotis emarginatus Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
70 EU784848.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Myotis emarginatus Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
71 EU784850.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Myotis emarginatus Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
72 EU784851.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Rhinolophus euryale Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H7
73 EU784852.1  Bruyndonckx i sar. 2009 Rhinolophus euryale Eyndhovenia euryalis 16S Francuskal H8
74 EU784853.1  Bruyndonckx i sar. 2009  Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S Francuska3 H1
75 EU784853.1  Bruyndonckx i sar. 2009  Rhinolophus ferrumequinum Eyndhovenia euryalis 16S Francuska3 H1
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Prilog 4. Temperaturni protokoli PCR reakcija za umnozavanje cytb i cox1 gena Polychromophilus sp. parazita
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cytb 3932F/DW4 standardna  90°, 35 90°,  48°, 68°, 68°,
240 s 60 s 15s 60 s 600 s
coxl coxl1-out-F/R spoljasnja 96°, 35 92° 53°,  48°,  68° 68°,
120 s 30s 15s 10s 40s 180s
coxl-in-F/mid-R nested 90°, 35 90° 500, 68°, 68°,
20s 20s 15s 45 s 600 s
cox1-mid-F/in-R nested 90°, 35 90° 500, 68°, 68°,
20s 20s 15s 45s 600 s
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Prilog 5. Sekvence vrste Polychromophilus melanipherus iz GenBank baze, iz prethodno objavljenih studija, kori¢enih kao dodatak sekvencama
ove studije

Tabela prustupnih brojeva iz GenBank baze za koristene sekvence gena citohrom b (cytb) i subjedinice 1 citohrom oksidaze (cox1) krvnog parazita
Polychromophilus melanipherus, objavljenih u drugim studijama. Sekvence sa oznakom 2 odgovaraju u potpunosti sekvencama dobijenim u ovoj
studiji
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GenBank Originalni Ime lokaliteta haKI?)Si a
Broj ) S Autori studije Vrsta domaéina Gen gin prema ovoj piotipa
pristupni broj lokalitet prema ovoj
studiji
studiji
AY762067 Duval i sar. 2004 Neobjavljeno - cytb Madagaskar Madagaskar H6
AY762068 Duval | Sar. 2004 - cytb  Madagaskar Madagaskar H6
Neobjavljeno
AY762069 Duval | Sar. 2004 - cytb  Madagaskar Madagaskar H7
Neobjavljeno
AY762070 (Duval i sar. 2007) Miniopterus manavi cytb  Madagaskar Madagaskar H8
AY762071 (Duval i sar. 2007) - cytb  Madagaskar Madagaskar H9
AY762074 (Duval i sar. 2007) - cytb  Madagaskar Madagaskar H5
JQ995284 (Duval i sar. 2012) Miniopterus inflatus cytb Gabon Cirgriilga H10
Q995285 (Duval i sar. 2012) Miniopterus inflatus cyth Gabon Cechtrrif;a H11
Q995286 (Duval i sar. 2012) Miniopterus inflatus cyth Gabon CeA’}trrii';a H12



10

11

12

13

14

15

16

Q995287

Q995288

KF159681

KF159699

KJ131270%

KJ131271

KJ131272%

(Duval i sar. 2012)

(Duval i sar. 2012)

(Schaer i sar. 2013)

(Schaer i sar. 2013)

(Witsenburg i sar. 2015)

(Witsenburg i sar. 2015)

(Witsenburg i sar. 2015)

Miniopterus inflatus

Miniopterus inflatus

Miniopterus villiersi

Miniopterus villiersi

Miniopterus schreibersii

Miniopterus schreibersii

Miniopterus schreibersii
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cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

Gabon
Gabon
Gvineja

Gvineja

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svajcarska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svajcarska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svajcarska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Zapadna
Afrika

Zapadna
Afrika

Evropa

Evropa

Evropa

H13

H14

H15

H14

H1®

H16

H4



17

18

19

20

KJ1312732

KJ131274

KJ131275%

KJ131276

(Witsenburg i sar. 2015)

(Witsenburg i sar. 2015)

(Witsenburg i sar. 2015)

(Witsenburg i sar. 2015)

Miniopterus schreibersii

Miniopterus schreibersii

Miniopterus schreibersii

Miniopterus schreibersii
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cytb

cytb

cytb

cytb

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svaj carska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svajcarska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svajcarska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svajcarska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Evropa

Evropa

Evropa

Evropa

H2e

H17

H3?

H18



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30
31
32

KJ131277

KU182361

KU182362

KU182363

KU182364

KU182365

KU182366

KU182367

KU182368

LC668428
LC668429
LC668430

(Witsenburg i sar. 2015)

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

(Obame-Nkoghe i sar.

2016)

2016)

2016)

2016)

2016)

2016)

2016)

2016)

(Rosyadi i sar. 2022)

(Rosyadi i sar. 2022)

(Rosyadi i sar. 2022)

Miniopterus schreibersii

Nycteribia schmidlii

Nycteribia schmidlii

Nycteribia schmidlii

Nycteribia schmidlii scotti

Nycteribia schmidlii scotti

Nycteribia schmidlii

Nycteribia schmidlii

Penicillidia fulvida

Miniopterus fuliginosus
Miniopterus fuliginosus

Miniopterus fuliginosus
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cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb

cytb
cytb
cytb

Hrvatska,
Portugal,
Spanija,
Svaj carska,
Italija,
Slovacka,
Francuska

Gabon

Gabon
Gabon
Gabon
Gabon
Gabon
Gabon

Gabon

Japan
Japan

Japan

Evropa

Centralna
Afrika
Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Centralna
Afrika

Japan
Japan

Japan

H19

H10

H10

H20

H12

H12

H11l

H21

H14

H22
H23
H23



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

MH744503
MH744504

MH744505
MH744506
MH744507
MH744508
MH744509
MH744511
MH744512
MH744513
MH744514
MH744515
MH744517
MH744518
MH744519
MH744520
MH744521
MH744522
MH744523
MH744524

(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.
(Ramasindrazana i sar.

(Ramasindrazana i sar.

2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)
2018)

Miniopterus mahafaliensis
Miniopterus mahafaliensis

Miniopterus mahafaliensis
Miniopterus griffithsi

Miniopterus mahafaliensis
Miniopterus griveaudi
Miniopterus gleni

Miniopterus gleni

Miniopterus manavi sensu lato

Miniopterus manavi sensu lato

Miniopterus griveaudi
Miniopterus griveaudi
Miniopterus griveaudi
Miniopterus gleni
Miniopterus griffithsi
Paratriaenops furculus
Miniopterus gleni
Miniopterus griveaudi
Miniopterus griveaudi

Miniopterus griveaudi
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cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cyth
cyth
cytb
cyth
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb

Madagaskar
Madagaskar

Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar
Madagaskar

Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar

Madagaskar

H5
H5

H5
H5
H8
H24
H9
H25
H9
H9
H9
H9
H9
H14
H14
H26
H26
H6
H6
H27



53
54
55
56
57
58
59

60

61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

MH744525
MH744526
MH744527
MH744528
MH744529
MH744530
MH744531

MK098848

MK098849

MT996236°
MT9962372
MWO0076712
MWO007672
MWO007673
MWO007674%
MWO007675%
MWO007676%
MWOQ07677
MWO007678

(Ramasindrazana i sar. 2018)
(Ramasindrazana i sar. 2018)
(Ramasindrazana i sar. 2018)
(Ramasindrazana i sar. 2018)
(Ramasindrazana i sar. 2018)
(Ramasindrazana i sar. 2018)
(Ramasindrazana i sar. 2018)

(Rosskopf i sar. 2018)

(Rosskopf i sar. 2018)
(Sandor i sar. 2021)
(Séandor i sar. 2021)

(Szentivanyi i sar. 2020)
(Szentivanyi i sar. 2020)
(Szentivanyi i sar. 2020)
(Szentivanyi i sar. 2020)
(Szentivanyi i sar. 2020)
(Szentivényi i sar. 2020)
(Szentivanyi i sar. 2020)
(Szentivanyi i sar. 2020)

Miniopterus griveaudi
Miniopterus manavi sensu lato
Nycteribia stylidiopsis
Penicillidia leptothrinax
Penicillidia leptothrinax
Penicillidia leptothrinax

Penicillidia leptothrinax

Miniopterus minor

Miniopterus minor

Miniopterus schreibersi
Miniopterus schreibersi
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Miniopterus natalensis

Miniopterus natalensis
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cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cyth
cyth
cyth

cytb

cyth
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb

Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar

Gabon

Gabon

Rumunija
Rumunija
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika

Juzna Afrika

Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar

Centralna
Afrika
Centralna
Afrika

Evropa
Evropa
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika

Juzna Afrika

H6
H7
H5
H7
H9
H9
H9

H10

H28

H1®
H3*
H4
H18
H18
H1e
H1e
H2e
H8
H14



72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

MW007679
MW007680°
MW007681°
MW007682°
MW007683°
MW007684°
MW007685
MW007686°
MW007687°
MW007688°
MW007689°
MW039207
MW039208
MW039209
MW039210
MW039211
MW039212
MW039213
MW039214
MW039215

(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.
(Szentivanyi i sar.

(Szentivanyi i sar.

(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.
(Rasoanoro i sar.

(Rasoanoro i sar.

2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2020)
2021)
2021)
2021)
2021)
2021)
2021)
2021)
2021)
2021)

Miniopterus natalensis
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii
Nycteribia schmidlii

Miniopterus schreibersi

Miniopterus schreibersi

Miniopterus schreibersi

Miniopterus schreibersi

Miniopterus sp.
Miniopterus griveaudi
Miniopterus ambohitrensis
Miniopterus gleni
Miniopterus gleni
Miniopterus gleni
Miniopterus gleni
Miniopterus gleni

Miniopterus gleni
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cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cyth
cyth
cytb
cyth
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb
cytb

Juzna Afrika
Madarska
Madarska

Italija
Italija
Italija
Spanija
Madarska
Italija
Italija
Spanija
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar
Madagaskar

Madagaskar

Juzna Afrika
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

Madagaskar

H14
H3
H3
H3°
H3°
H3e
H14
H3"
H3e
H3"
H3"
H9
H14
H14
H14
H14
H14
H14
H14
H14



92 MW039216 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
93 MW039217 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
94 MW039218 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
95 MW039219 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
96 MW039220 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
97 MW039221 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
98 MW039222 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
99 MW039223 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
100 MWwWO039224 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
101  MWO039225 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H14
102 MWO039226 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus ambohitrensis cytb  Madagaskar Madagaskar H5
103  MWO039227 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H5
104 MWO039228 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus gleni cytb  Madagaskar Madagaskar H5
105 MWO039229 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus griveaudi cytb  Madagaskar Madagaskar H7
106 MWO039230 (Rasoanoro i sar. 2021) Miniopterus ambohitrensis cytb  Madagaskar Madagaskar H7

1 JN990714 (Witsenburg i sar. 2012) Miniopterus schreibersii cox1 Svajcarska Evropa H12

2 JN990716° (Witsenburg i sar. 2012) Miniopterus schreibersii coxl  Svajcarska Evropa H1?

3 JN990717¢ (Witsenburg i sar. 2012) Miniopterus schreibersii coxl  Svajcarska Evropa H5?

4 MK 098851 (Rosskopf i sar. 2018) Miniopterus minor coxl Gabon C%Tiil;a H6
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

KF159795

KT750434
KT750435
KT750437
KT750438
KT750440
KT750441
KT750442%
KT750443
KT750444
KT750445
KT750448
KT750452%
KT750453
LC715187
LC715188
LC715189
LC715190
LC715191

(Schaer i sar. 2013)

(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Lutz i sar. 2016)
(Rosyadi i sar. 2022)
(Rosyadi i sar. 2022)
(Rosyadi i sar. 2022)
(Rosyadi i sar. 2022)
(Rosyadi i sar. 2022)

Miniopterus villiersi

Miniopterus sp.
Miniopterus sp.
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus rufus
Miniopterus natalensis
Miniopterus natalensis
Miniopterus natalensis
Miniopterus fuliginosus
Miniopterus fuliginosus
Miniopterus fuliginosus
Miniopterus fuliginosus

Miniopterus fuliginosus
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cox1l

coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl

cox1l

Gvineja

Tanzanija
Tanzanija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Japan
Japan
Japan
Japan

Japan

Zapadna
Afrika

Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Istocna Afrika
Istocna Afrika
Isto¢na Afrika
Istocna Afrika
Japan
Japan
Japan
Japan

Japan

H6
H16
H6
H9
H6
H15
H5%
H6
H6
H6
H13
H2?
H7
H8
H8
H11l
H10
H14



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

LC715192
LC715193
KT750433
KT750439
KT750447
KT750449
KT750450%
KT750451
KT750541
KT750455
KT750456

(Rosyadi i sar. 2022)
(Rosyadi i sar. 2022)

(Lutz i sar.
(Lutz i sar.
(Lutz i sar.
(Lutz i sar.
(Lutz i sar.
(Lutz i sar.
(Lutz i sar.
(Lutz i sar.

(Lutz i sar.

2016)
2016)
2016)
2016)
2016)
2016)
2016)
2016)
2016)

Miniopterus fuliginosus
Miniopterus fuliginosus
Miniopterus sp.
Miniopterus rufus
Miniopterus natalensis
Miniopterus natalensis
Miniopterus natalensis
Miniopterus natalensis
Miniopterus sp.
Miniopterus natalensis

Miniopterus natalensis

coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl

cox1l

Japan
Japan
Tanzanija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Kenija
Tanzanija
Kenija

Kenija

Japan
Japan
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika
Isto¢na Afrika

Istoéna Afrika

H10
H10
H17
H16
H13
H16
H2?
H13
H18
H17
H13
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Prilog 6. Sekvence vrste Miniopterus schreibersii iz GenBank baze, iz prethodno objavljenih studija, kori¢enih kao dodatak sekvencama ove
studije

Tabela prustupnih brojeva iz GenBank baze za koriséene sekvence fragmenta gena za citohrom b (cytb), tRNK prolin, tRNK treonin, te fragment
hipervarijabilnog regiona 1 (HV1) kontrolnog regiona vrste Miniopterus schreibersii, objavljenih u drugim studijama. Sekvence sa oznakom 2
odgovaraju u potpunosti sekvencama dobijenim u ovoj studiji

Redni GenBank : . Lokalitet Oznaka
broj ristupni broj Autori studije uzorkovanja haplotipa
] pristup J J ploup
1 GQ149027.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
2 GQ149028.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H16
3 GQ149029.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H16
4 GQ149030.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H16
5 GQ149031.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
6 GQ149032.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
7 GQ149033.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H15
8 GQ149034.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H14
9 GQ149035.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
10 GQ149036.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H20
11 GQ149037.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H10
12 GQ149038.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H21
13 GQ149039.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H13
14 GQ149040.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H22
15 GQ149042.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
16 GQ149043.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H11
17 GQ149044.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
18 GQ149045.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H19
19 GQ149046.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H11
20 GQ149047.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H15
21 GQ149048.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H12
22 GQ149049.1  (Ramos Pereira i sar. 2009) Portugal H1?
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

GQ149050.1
GQ149052.1
GQ149054.1
GQ149056.1
GQ149060.1
GQ149061.1
GQ149062.1
GQ149065.1
AY923064.1
AY923065.1
AY923067.1
AY923068.1
AY923069.1
AY923071.1
AY923072.1
AY923073.1
FU332355.1
FU332356.1
FU332357.1
FU332358.1
FU332359.1
FU332360.1
FU332361.1
FU332363.1
FU332364.1
FU332365.1
FU332366.1
FU332367.1
FU332368.1
FU332369.1
FU332370.1
EU332371.1

(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.
(Ramos Pereira i sar.

2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)

(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2006)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)
(Bilgin i sar. 2008)

Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Jugoistocna Evropa
Jugoisto¢na Evropa
Jugoistocna Evropa
Jugoisto¢na Evropa
Jugoisto¢na Evropa
Zapadna Anatolija
Jugoisto¢na Evropa
Zapadna Anatolija
Bugarska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
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H17
H18
H17
H16
H1l
H1l
H10
H1¢@
H1¢@
H40
H39
H23
H8?
H32
H44
H45
H39
H61
H12
H30
H57
H50
H56
H27
H55
H60
H54
H54
H49
H1¢@
H14
H1l



55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

EU332372.1
EU332373.1
EU332374.1
EU332375.1
EU332376.1
EU332377.1
EU332378.1
EU332379.1
EU332380.1
EU332381.1
EU332382.1
EU332383.1
EU332384.1
EU332385.1
EU332386.1
EU332388.1
EU332389.1
EU332390.1
EU332391.1
EU332392.1
FJ028608.1
FJ028609.1
FJ028610.1
FJ028611.1
FJ028612.1
FJ028613.1
FJ028614.1
FJ028615.1
FJ028616.1
FJ028617.1
FJ028618.1
FJ028619.1

(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.
(Bilgin i sar.

(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.

2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2008)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)

Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
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H46
H23
H24
H48
H53
H59
H8?
H28
H47
H58
H40
H52
H66
H32
H65
H64
H63
H62
H44
H51
H38
H31
H43
H36
H4¢@
H26
H30
H12
H12
H25
H42
H35



87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

FJ028620.1
FJ028621.1
FJ028622.1
FJ028623.1
FJ028624.1
FJ028625.1
FJ028626.1
FJ028627.1
FJ028628.1
FJ028629.1
FJ028630.1
FJ028631.1

(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.
(Furman i sar.

2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)
2009)

Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska
Turska

H41
H34
H33
H37
H32
H29
H1l
H28
H27
H24
H31
H1¢®
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Prilog 7. Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci ektoparazita

Prilog 7. a Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za subjedinicu 1 citohrom oksidaze (COI) kod vrste beskrilne muve
Nycteribia schmidlii. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu je
ukljuc¢eno 27 nukleotidnih sekvenci, i ukupno 585 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG [2].

Nsch_H1

Nsch_H2 0,003

Nsch_H3 0,002 0,005

Nsch_H4 0,002 0,002 0,003

Nsch_H5 0,002 0,005 0,003 0,003

Nsch_H6 0,002 0,003 0,003 0,002 0,003

Nsch_H7 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003

Nsch_H8 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003

Nsch_H9 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003

Nsch_H10 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003

Nsch_H11 0,003 0,007 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005

Nsch_H12 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005

Nsch_H13 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003

Nsch_H14 0,003 0,007 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,007 0,005 0,005

Nsch_H15 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005

Nsch_H16 0,003 0,003 0,005 0,002 0,005 0,003 0,005 0,005 0,005 0,002 0,007 0,005 0,005 0,007 0,005

Nsch_H17 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005 0,003 0,005

Nsch_H18 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005 0,003 0,005 0,003

Nsch_H19 0,005 0,005 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,009 0,007 0,007 0,009 0,007 0,009 0,007 0,003

Nsch_H20 0,003 0,007 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,007 0,005 0,005 0,007 0,005 0,007 0,005 0,005 0,009

Nsch_H21 0,003 0,007 0,005 0,005 0,005 0,005 0,002 0,005 0,005 0,005 0,007 0,005 0,005 0,007 0,005 0,007 0,005 0,005 0,009 0,007

Nsch_H23 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005 0,003 0,005 0,003 0,003 0,007 0,005 0,005

Nsch_H22 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005 0,003 0,005 0,003 0,003 0,007 0,005 0,005 0,003

Nsch_H24 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005 0,003 0,005 0,003 0,003 0,007 0,005 0,005 0,003 0,003
Nsch_H25 0,002 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,003 0,005 0,003 0,005 0,003 0,003 0,007 0,005 0,005 0,003 0,003 0,003
Nsch_H26 0,046 0,046 0,048 0,044 0,048 0,046 0,044 0,048 0,044 0,048 0,049 0,046 0,048 0,049 0,048 0,046 0,048 0,048 0,051 0,046 0,046 0,048 0,048 0,048 0,048
Nsch_H27 0,040 0,042 0,042 0,040 0,042 0,039 0,039 0,042 0,039 0,042 0,040 0,040 0,042 0,044 0,042 0,042 0,042 0,042 0,046 0,044 0,040 0,042 0,042 0,042 0,042 0,051
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Prilog 7. b Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za subjedinicu 1 citohrom oksidaze (COI) kod vrste beskrilne muve
Penicillidia conspicua. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu je
ukljuceno 16 nukleotidnih sekvenci, i ukupno 547 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG6 [2].

Pcon_H1

Pcon_H2 0,002

Pcon_H3 0,004 0,002

Pcon_H4 0,002 0,004 0,006

Pcon_H5 0,006 0,007 0,000 0,004

Pcon_H6 0,002 0,004 0,006 0,004 0,007

Pcon_H7 0,004 0,006 0,007 0,006 0,000 0,006

Pcon_H8 0,006 0,007 0,009 0,004 0,004 0,007 0,006

Pcon_H9 0,004 0,002 0,000 0,006 0009 0,006 0,007 0,009

Pcon_H10 0,004 0,006 0,007 0,002 0,006 0,006 0,007 0,006 0,007

Pcon_H11 0,006 0,007 0,009 0,004 0,004 0,007 0,006 0,007 0,009 0,006

Pcon_H12 0,004 0,006 0,007 0,002 0,002 0,006 0,007 0,006 0,007 0,004 0,002

Pcon_H13 0,004 0,006 0,007 0,002 0,006 0,006 0,004 0,002 0,007 0,004 0,006 0,004

Pcon_H14 0,002 0,004 0,006 0,004 0,007 0,004 0,006 0,007 0,006 0,006 0,007 0,006 0,006
Pcon_H15 0,002 0,004 0,006 0,004 0,007 0,004 0,006 0,007 0,006 0006 0,007 0,006 0006 0,004
Pcon_H16 0,002 0,004 0,006 0,004 0,007 0,004 0,006 0,007 0,006 0006 0,007 0006 0006 0,004 0,004

Prilog 7. ¢ Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za subjedinicu 1 citohrom oksidaze (COI) kod vrste beskrilne muve
Penicillidia dufourii. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu je
uklju¢eno 4 nukleotidne sekvence, i ukupno 579 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG [2].

Pduf_H1

Pduf_H2 0,002

Pduf_H3 0,003 0,005

Pduf_H4 0,002 0,003 0,005
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Prilog 7. d Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za malu ribozomalnu subjedinicu RNK (16S rRNK) kod vrste grinje
Spinturnix psi. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu je uklju¢eno
6 nukleotidnih sekvenci, i ukupno 354 pozicije baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG [2].

Spsi_H1

Spsi_H2 0,003

Spsi_H3 0,003 0,006

Spsi_H4 0,003 0,006 0,006

Spsi_H5 0,003 0,006 0,006 0,006

Spsi_H6 0,003 0,006 0,006 0,006 0,006

Prilog 7. e Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za subjedinicu 1 citohrom oksidaze (COI) kod vrste beskrilne muve
Phthiridium biarticulatum. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu
je uklju¢eno 9 nukleotidnih sekvence, i ukupno 626 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGA®G [2].

Phbiar_H1

Phbiar_H2 0,010

Phbiar_H3 0,006 0,003

Phbiar_H4 0,008 0,005 0,002

Phbiar_H5 0,002 0,011 0,008 0,010

Phbiar_H6 0,002 0,011 0,008 0,010 0,003

Phbiar_H7 0,002 0,011 0,008 0,010 0,003 0,003

Phbiar_H8 0,002 0,011 0,008 0,010 0,003 0,003 0,003
Phbiar_H9 0,005 0,015 0,011 0,013 0,006 0,006 0,006 0,006

112



Prilog 7. f Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za malu ribozomalnu subjedinicu RNK (16S rRNK) kod vrste grinje
Eyndhovenia euryalis. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu je
ukljuc¢eno 8 nukleotidnih sekvenci, i ukupno 329 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG [2].

Eeur_H1

Eeur H2 0,003

Eeur_H3 0,003 0,006

Eeur H4 0,003 0,006 0,006

Eeur H5 0,003 0,006 0,006 0,006

Eeur H6 0,003 0,006 0,006 0,006 0,006

Eeur H7 0,057 0,060 0,060 0,060 0,057 0,060

Eeur_H8 0,060 0,057 0,063 0,063 0,060 0,063 0,003
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Prilog 7. g Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za citohrom b (cyth) kod vrste krvnog parazita Polychromophilus
melanipherus. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U analizu je uklju¢eno
28 nukleotidnih sekvenci, i ukupno 479 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG6 [2].

Pm_cytb_H1

Pm_cyth_H2 0,21

Pm_cytb_H3 019 0,19

Pm_cytb_H4 014 014 004

Pm_cyth_H5 032 032 009 013

Pm_cyth_H6 018 032 018 013 031

Pm_cytb_H7 0,14 0,14 0,13 0,09 0,25 0,25

Pm_cytb_H8 0,46 0,46 0,18 0,24 0,31 0,44 0,37

Pm_cyth_H9 039 039 03 029 037 037 031 051

Pm_cytb H10 014 014 013 008 024 024 009 035 029

Pm_cytb_H11 0,25 0,25 0,13 0,08 0,24 0,24 0,18 0,24 0,29 0,18

Pm_cytb_H12 0,25 0,25 0,04 0,08 0,14 0,24 0,18 0,13 0,42 0,18 0,18

Pm_cytb H13 009 020 009 004 019 008 014 031 037 013 013 013

Pm_cytb H14 013 026 013 009 025 004 019 037 031 018 018 018 004

Pm_cytb H15 019 019 008 004 019 018 013 018 036 013 013 004 009 013

Pm_cytb H16 009 020 018 013 031 018 014 044 037 013 024 024 008 013 018

Pm_cytb H17 013 026 024 018 037 023 019 051 044 018 029 029 013 018 024 004

Pm_cytb H18 046 046 042 035 044 044 037 059 004 035 035 049 044 037 042 044 051

Pm_cytb H19 046 046 042 036 044 044 037 059 004 036 036 049 044 037 042 044 051 008

Pm_cytb H20 009 009 008 004 018 018 004 029 024 004 013 013 009 013 008 009 013 029 0,30

Pm_cytb H21 018 032 018 013 031 008 025 044 037 024 024 024 008 004 019 018 023 044 044 018

Pm_cytb H22 020 020 018 013 031 031 014 018 025 013 013 024 019 025 018 019 025 031 031 009 031

Pm_cytb H23 013 026 024 018 037 023 019 037 031 018 018 029 013 018 024 004 008 037 037 013 023 014
Pm_cytb H24 025 025 004 008 004 024 018 024 029 018 018 008 013 018 013 024 029 035 035 013 024 024 029
Pm_cytb H25 032 032 009 013 019 031 019 031 051 024 024 013 019 025 018 031 037 059 051 018 031 031 037 013
Pm_cytb H26 004 014 013 009 025 013 009 037 031 009 018 018 004 008 013 004 008 037 037 004 013 014 008 018 025
Pm_cytb H27 004 027 014 009 026 013 020 039 046 019 019 019 004 009 014 013 018 054 054 014 013 026 018 019 026 0,09

Pm cytb H28 019 033 019 014 032 009 026 046 039 025 025 025 009 004 019 018 024 046 046 019 009 032 024 025 032 013 014

114



Prilog 7. h Procena stepena evolutivne divergencije izmedu sekvenci fragmenta gena za subjedinicu 1 citohrom oksidaze (cox1) kod vrste krvnog parazita
Polychromophilus melanipherus. Prikazan je broj substitucija baza po mestu na sekvenci. Analize su radene primenom Kimura 2-parametarskog modela [1]. U
analizu je uklju¢eno 18 nukleotidnih sekvenci, i ukupno 768 pozicija baznih parova nukleotida. Evolutivne analize su radene u softveru MEGAG [2].

Pm_cox_H1
Pm_cox_H2
Pm_cox_H3
Pm_cox_H4
Pm_cox_H5
Pm_cox_H6
Pm_cox_H7
Pm_cox_H8
Pm_cox_H9
Pm_cox_H10
Pm_cox H11
Pm_cox H12
Pm_cox_H13
Pm_cox_H14
Pm_cox H15
Pm_cox_H16
Pm_cox_H17
Pm_cox H18

0,352
0,148
0,272
0,093
0,370
0,352
0,272
0,148
0,203
0,203
0,284
0,446
0,143
0,260
0,250
0,320
0,203

0,272
0,423
0,203
0,090
0,527
0,423
0,272
0,335
0,335
0,043
0,655
0,260
0,402
0,383
0,472
0,335

0,090
0,044
0,284
0,143
0,203
0,093
0,043
0,143
0,211
0,203
0,090
0,195
0,188
0,250
0,143

0,143
0,446
0,044
0,335
0,203
0,044
0,260
0,352
0,093
0,195
0,203
0,307
0,383
0,044

0,211
0,203
0,143
0,044
0,090
0,090
0,148
0,272
0,043
0,138
0,133
0,188
0,090

0,562
0,446
0,284
0,352
0,352
0,044
0,706
0,272
0,423
0,402
0,498
0,352

0,423
0,272
0,093
0,335
0,446
0,148
0,260
0,272
0,383
0,472
0,093

0,203
0,260
0,260
0,352
0,527
0,195
0,320
0,307
0,383
0,260

0,143
0,143
0,211
0,352
0,090
0,195
0,188
0,250
0,143

0,195
0,272
0,148
0,138
0,143
0,240
0,307
0,093

0,272
0,423
0,138
0,250
0,240
0,307
0,195

0,562
0,203
0,335
0,320
0,402
0,272

0,272
0,352
0,402
0,498
0,148

0,188

0,087 0,294

0,138 0,366 0,044
0,138 0,143 0,240 0,307

1. Kimura M. 1980. A simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions through comparative studies of nucleotide sequences. Journal of

Molecular Evolution 16:111-120.

2. Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S. 2013. MEGAG: Molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol Biol Evol. 30:2725-

2729.
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Prilog 8. Analiza strukturiranosti populacija ektoparazita u softveru BAPS
Prilog 8. a Nycteribia schmidlii

4
e s

Prilog 8. b Penicillidia conspicua

| |
19 195 20 205 21 2148 22 2245

Prilog 8. ¢ Spinturnix psi
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Prilog 8. d Phthiridium biraticulatum
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Prilog 8. e Eyndhovenia euryalis

19.48 20 208 B 215 2 224
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Prilog 9. Mismatch analiza distribucije parova nukleotidnih razlika
Mismatch grafikon leva kolona - konstantna veli¢ina populacije; desna kolona - promenljiva veli¢ina
populacije (rast ili opadanje) za vrste: a Nycteribia schmidlii; b Penicillidia conspicua; ¢ Spinturnix psi;
d Phthiridium biarticulatum; e Eyndhovenia euryalis; f Polychromophilus melanipherus cytb; ¢
Polychromophilus melanipherus cox1; h Miniopterus schreibersii

*Puna crvena linija sa oznakom Freq. Obs. u legendi predstavlja uoCene frekvencije, a zelena isprekidana linija sa
oznakom Freq. Exp. predstavlja uocene frekvencije diferencijacije nukleotidnih parova

veli¢ina populacije konstantna

veli¢ina populacije promenljiva
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Prilog 10. Primer rezultata analize iz programa Geneland

a Podrzanost za najverovatniji broj populacija u procentima; b Najverovatniji broj klastera na
grafiku; c Pripadnost jedinki sa svakog od lokaliteta uzorkovanja odredenom klasteru. U sluc¢aju
postojanja klastera mapa bi izgledala kao ,,heat-map* sa razli¢itim nijansama; d Program daje
mape pripadanja klasterima za svaki od zadatih scenarija, tj. od postojanja jednog, do deset
Klastera

a
@ Multiple runs for inferring the number of populations — ] x
Run MNumber of populations Average log posterior probability Select a run
1 1(38.64 %) -63.7837290712798 r
2 1(38.05 %) -83.71028127972957 ~
3 1(38.93 %) -63.77580112558034 ~
4 1(3831%) -68.99020310194265 -
5 1(37.53 %) -66.94007994917887 p
6 1(38.23%) -69.25529681720154 -
7 1(36.88 %) -59.9488153056753
8 1(37.68 %) -62,99186949879973 g
9 1(37.46 %) -66.28942599606536 L
10 1(3833%) -58.4447013764612 .
~

. Recalculate Sort by
SEmils with burnin 0 posterior probability

Done
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y coordinates
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I I I I I I
195 200 205 21.0 215 220

X coordinates

124



BIOGRAFIJA AUTORA

Branka Baji¢ (rodeno Peji¢) je rodena 16.12.1991. u Loznici. Osnovnu $kolu i gimnaziju
je zavrsila u Zvorniku. Osnovne studije biologije upisala je 2010. godine na Bioloskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu, a master studije (modul eksperimentalna fiziologija) na
istom fakultetu 2014. Doktorske studije (modul evoluciona biologija) upisala je Skolske
2015/2016. godine, takode na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Odeljenju za geneticka istrazivanja Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sini$a Stankovi¢*
se pridruzuje odmah po upisavanju doktorskih studija, prvo u svojstvu stipendiste Ministarstva
nauke, prosvete i tehnoloSkog razvoja (2016-2018), a od aprila 2018. u svojstvu zaposlenog
istrazivaca pripravnika. Zvanje istraziva¢ saradnik je stekla u junu 2020. godine. Od 2017. je
spoljaSnji saradnik Prirodnjackog muzeja 1 Centra za markiranje Zivotinja u Beogradu,
ukljucena u projekat monitoringa populacija slepih miSeva i njihovih stani$ta u Srbiji.

Aktivno angazovana od 2013. godine u popularizaciji nauke kroz projekte Evropske
komisije, a od 2016. i kao organizator beogradske No¢i istrazivaca (H2020-MSCA-NIGHT-
2016-2017 i 2018-2019). Od 2013. godine ucestvuje kao organizator i prezenter na
manifestacijama Medunarodna no¢ slepih miSeva u Beogradu. U IstraZivackoj stanici Petnica
angazovana je kao stru¢ni saradnik na seminarima biologije od 2016. godine. Od 2021-2023.
godine bila je angazovana na medunarodnom projektu ,,Prekograni¢na zastita slepih miseva iz
familije potkovicara u rumunsko-srpskom podrucju Perdapske klisure*.

Preko programa mobilnosti Erasmus+ provela je tri meseca 2017. godine u Italiji u grupi
za primenjenu ekologiju na Univerzitetu Federico 11 u Napulju, a 2019. mesec dana u Odeljenju
za primenjenu ekologiju 1 zastitu prirode Univerziteta u Grajsvaldu (Nemacka), kao stipendista
nemacke agencije za akademsku razmenu.

Autor je, ili koautor, 10 nau¢nih radova, od kojih je 5 publikovano u vrhunskim medunarodnim
casopisima. Ucestvovala je na medunarodnim 1 doma¢im nau¢nim skupovima sa 22 kongresna
saopStenja.



H3jaBa o ayropcTBy

ITormcana bpanka bajuh (poheno Ilejuh)

opoj nanexca 53004/2015

HU3jaBbyjem
Jla je TOKTOpCKa UcepTaIija Mo HaClIOBOM

] CHeTHYKH JUBEP3UTET M CTPYKTYPA monyvJjanuja oeckpuanux mysa pamuiauje Nycteribiidae n

rpuwka_¢amuianje Spinturnicidae, ekTomapa3ura aBe JuTO(UIHE BpCTe CJeNUX MHIIEBA VY
Cponju“

® PE3YJTaT COIICTBCHOTI UCTPAKUBAYKOI paaa,

® JIa TpeUIoKEHA JHCcCepTalija y [MeMHN HU Y JISIOBUMA HHje OWiia MpeasioKeHa 3a Jo0ujame
OMIIO KOje AMIIJIOME IIPeMa CTYAUjCKUM MPOrpaMuMa JIPyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e Ja cy pe3yiaTaTH KOPEKTHO HaBeIEHHU U

e  Jla HACAM KpILIWIA ayTOPCKa paBa U KOPUCTHO WHTEJIEKTYallHy CBOjUHY APYTHX JHLA.

IMoTnuc noxTOopanaa

V¥ Beorpany, 28.04.2023.




M3jaBa O HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIeKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paaa

Nme u npe3ume aytopa bpanka b. Bajuh (poheno Iejuh)

Bpoj unexca 53004/2015

Crynujcku iporpam buonoruja, moayn EBonyimona 6uosoruja

HacnoB pana ,J['eHeTHYKH JMBEP3UTET W CTPYKTYpa nonyJjanuja OecKpWJIHUX MyBa damuinje
Nycteribiidae u rpuma dpamuinje Spinturnicidae, ekronapasura jaBe JuToduiaHe BPCTE CJIENUX
mumesa v Cponju“

MenTopu: ap JeneHa bmarojeBmh, Hay4yHHM caBeTHWK YHUBep3uTera y beorpamy, WucTHTYT 3a
OmosonIKa ucTpaxnBama ,.Cuanma CrankoBuh*

np Mwunan ITaynosuh, HayYHM capaJHUK M MY3€]CKH CABETHHK, IIpUpOAmHAYKH MY3€] YV
beorpany

UzjaBipyjeM na je mTamiiaHa Bep3rja MOT JIOKTOPCKOT pajla ICTOBETHA €NEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy caM
npenao/na 3a 00jaBJbUBamkE HA OPTATy JUIHTATHOT peno3uTopujymMa YHuBep3uTera y Beorpany.

Jlo3BospaBam j1a ce 00jaBe MOjU TMYHU TIOAAIN BE3aHU 3a JO0OHjamke aKaJeMCKOT 3Bama JIOKTOpa HayKa,
Kao IITO Cy UME U MPe3uMe, FoJIMHa U MECTO poljera u JaTyM oJ0paHe paja.

OBHM JIMYHM TNOJanM MOry ce oOjaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHMLaMa IUTuTajgHe OubianoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTajory 1y myonukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

IHoTnuc noxkTopanaa

V¥ Beorpany, 28.04.2023.




N3jaBa o kopumhemy

Ognamhyjem YHuBep3utetcky 0u0mmnoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y JIurutamau peno3utopujym
VYuusepsutera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AHCEPTALH]y IO HACIOBOM:

»] €eHeTMUYKY JTMBEP3UTET U CTPYKTYPA monyJanuja 6eckpuanux MyBa hamuinje Nycteribiidae u

rpumha_damuiauje Spinturnicidae, ekTomapa3duta aBe JUTO(UIHE BpCTe cjleNuX MUIIEBA Y
Cpouju*

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIIO.

Jucepranujy ca CBUM NpWIO3UMa Tpejao/Ja caM y eJISKTPOHCKOM (opMmary MOTroJHOM 3a TPajHO
apXUBHUpambE.

Mojy IOKTOpCKY AWCepTanujy moxpameHy y Jurnramau permo3utopujyMm YHuBep3uteTa y beorpamy
MOTYy J1a KOPHUCTE€ CBHU KOjH TOIITYjy oApeade caapikaHe y onabpaHoM THUIy JniieHIle KpeaTuBHe
3ajenuuiie (Creative Commons) 3a KOjy caM ce OTy4dno/Ja.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITHjaTHO
@AyTOpCTBO — HeKoMepuujaaHo — 0e3 mpepaje
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPITHjATHO — ICJUTH 0]l HCTUM YCJIOBUMA
5. AyropcTtBo — 0e3 mpepajie
6. AyTOpCTBO — JICJIMTH MOJ KICTUM YCIIOBHMA

(Monmmo Ja 3a0KpYKHTE CaMo jellHy OJ1 IecT MOoHyh)eHNX JTUIeHIH, KpaTaK OIHMC JIMICHIN JaT je Ha
nosiehuHu JINCTA).

IToTniuc noxkTOopanaa

V¥ Beorpany, 28.04.2023.




1. AyropctBo - Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKABambE, AUCTPUOYIIM]Y U jABHO CAOMILTABAE JIeNIa, U Ipepasie, ako
ce HaBe/le MME ayTopa Ha HauuH oipeheH o] cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JIMLEHIE, YaK U Y
KoMmeprujaitae cepxe. OBo je HajcI000AHUja O/ CBUX JIUIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIHjaiaHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U jaBHO CAOMIITABAHC
Jiel1a, U Ipepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauKH ojipel)eH o] cTpaHe ayTopa WU AaBaolia TULEHIIE.
OBa nnrieHna He J03B0JbaBa KOMEPITHjallHy YIOTpeOy aerna.

3. AyTopcTBO - HeKoMeplMjanHo — 0e3 mpepane. [[03BoJbaBaTe YMHOKABAKkE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
CaoIITaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, TPeoOINKOBamba WIH yIoTpede /iena y CBOM JIeNy, aKo Ce HaBe/e
uMe ayTopa Ha Ha4MH oJpeleH oJ] cTpaHe ayTopa WiH JaBaolla JuneHne. OBa JMIeHIa He 03BOJbaBa
KOMepLHjaTHy yrnoTpeOy aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTalie JIMIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OrpaHHYaBa
HajBehn 00uM mpaBa kopuithema siena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLUHMjaTHO — JEIUTH IO HCTUM YCJIOBMMa. J(03BOJbAaBaTE yMHOKaBambe,
JUCTpHOYIIN]Y U jaBHO CAOIIITABALC JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH onpeheH
0]l CTpaHe ayTopa WM JlaBaola JIMICHIE U aKo Cce mpepajia AUCTpUOyHpa MoJ UCTOM HIIH CIMYHOM
nmuueHnoM. OBa JUIEHIA He 103B0JbaBa KOMEPLHjalIHy YHIOTpeOy Jesa 1 mpepaja.

5. AytopctBo — 0e3 mipepaze. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKABaKkE, TUCTPUOYIIN]Y U jABHO CAOIIITaBamke Jena,
0e3 mpoMeHa, IpeoOINKOBamka WK yIoTpede Jea y CBOM JIely, ako ce HaBe/e NMe ayTopa Ha HauMH
oapehen ox cTpaHe ayTopa Wi JaBaona jureHie. OBa JIMIEHIA 103B0JbaBa KOMEPLUjalIHy ynoTpeoy
Jena.

6. AyTOpPCTBO - JIGIUTH I0JI UCTUM yciioBUMA. Jl03BOJbaBaTe yYMHOXaBambE, AUCTPUOYIIM]Y U jaBHO
CaoIIIITaBake JIeNla, U Tpepajie, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauMH ojpel)eH o cTpaHe ayropa Win
JlaBaola JIMIEHIE ¥ aKo ce Mpepajia JUCTPUOyUpa MoJ HCTOM WIIM CIIMYHOM JuleHoM. OBa JTUIeHa
JI03BOJbaBa KOMEPIHjaJIHY yIIoTpeOy Jiena u npepana. CiudHa je copTBEPCKUM JIUIICHIIaMa, OJIHOCHO
JIMIIEHI[AMa OTBOPEHOT KOJIA.



