ACADEMIA ROMANA
INSTITUTUL DE BIOLOGIE BUCURESTI

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

APLICAREA METODEI TAXONOMIEI INTEGRATIVE PENTRU
IDENTIFICAREA CULICIDELOR (DIPTERA, CULICIDAE) CA VECTORI
AI UNOR AGENTI PATOGENI IN CELE MAI REPREZENTATIVE

ECOSISTEME DIN DELTA DUNARII SI CLUJ-NAPOCA, ROMANIA

Conducator de Doctorat:
Prof. Dr. OCTAVIAN POPESCU
Doctorand: TOROK EDINA

BUCURESTI

2018



Cuprins

1. INEFOTUCETE ... 2
2. ODBIBCHIVE ... 3
3. Materiale $1MEOAE. ........ccuiiiiiiiiiie e 4
3.1. Colectatarea Culicidelor din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii .................... 4
3.2. Colectarea Culicidelor din Cluj-NapOCa ..........ccccvevveiieeieiiesieseeieseese e 5
3.3. Met0de taXONOMIUCE ........ccociirireiiiireee e 6
3.4, MEtOde BCOIOGICE ...ttt 7
3.5. Metode de identificare ale agentilor patogeni.........cccververeiveiieresiiseese e 7
4. REZUIALE ... 8
4.1  Cercetari faunistice asupra Culicidelor (Diptera, Culicidae) din Romania......8
4.2 Cercetariile taXONOMICE. .......eevviiitieiiieiee st riee st 12

Cercetari taxonomice asupra comunitatii de tantari din Rezervatia Biosferei Delta

DIUNGITT 1ttt bbbkt e ettt b et b e r e 12
Comunitatea tantarii din Cluj-NapOCa ..........ccceviiiiiiiiiiii e 11

4.3 ECOIOQIC. ...t 15

4.4  Rezultatele parazitOlogiCe ...........cooiiiiiiiieie i 30
4.4.1. ldentificarea unor MODOVIIUSUIT .........cccoiiiiiiiieieese e, 30

4.4.2. Cercetari asupra nematozilor folosind ca vectori diferite specii de

CULICIAE ettt 31
5. CONCIUZIT ottt 32
LISTA PUBLICATIILOR ...ttt 34
6. BIDHOGrafie ..o e 35



1. INTRODUCERE

Cercetariile taxonomice si ecologice asupra unor grupe de artropode in jurul
asezarilor umane devin preocupari fundamentale ale entomologiei medicale actuale.
Numeroase boli umane si animale cauzate de microorganisme si nevertebrate patogene sunt
transmise de un numar mare de specii de insecte, astfel ca detectarea lor timpurie are o
importantd crescanda in multe tari europene, inclusiv In Romania. Téntarii, iIn marea lor
majoritate (mai ales din familia Culicidae) sunt insecte hematofage, care pot transmite o serie
de organisme patogene cum ar fi virusuri (West Nile virus (Hubalek 2008)), bacterii
(Rickettsia sp. (Socolovschi si colab. 2012, Dieme si colab. 2015)), protozoare (Plasmodium
(Piperaki & Daikos 2016)) si nematode (Dirofilaria sp. (Kronefeld si colab. 2014, Ionica si
colab. 2016)).

Globalizarea si schimbdrile climatice creeaza conditii favorabile pentru mai multi
agenti patogeni exotici pentru largirea arealelor originale spre regiunile temperate (Kilpatrick
2011, Lee si colab. 2013). O serie de lucrari recente prognozeaza reaparitia unor boli odata
eradicate in Europa sau aparitia unor noi boli, datorita penetratii unor agenti patogeni si a
vectorilor lor, ca de ex. tantarii de malaria, din regiunile tropicale sau subtropicale invecinate
(Africa sau Asia) (Githeko si colab. 2000, Hunter 2003, Lourengo si colab. 2011). Malaria a
fost detectata din nou in 2013 in Europa de Est (Azerbaidjan, Tadjikistan si Turcia), unde 2,9
milioane de persoane sunt in pericol permanent de a fi infectate cu acest agent patogen sever
pentru sanitatea umana. In 2015, 3,2 miliarde de oameni din intreaga lume au fost expusi
riscului de malarie, cu aproximativ 214 milioane de cazuri noi si 438 000 de decese (Raportul
privind malaria la nivel mondial, 2015). Agentii patogeni al malariei (mai multe specii din
genul Plasmodium) se transmit oamenilor prin intermediul unor specii de tantari apartinand
genului Anopheles.

Sunt insa si 0 serie de alte specii de tantari, tot din familia Culicidae, care pot inocula
agenti patogeni din categoria mobovirusurilor (denumiti dupa engleza mosquito-borne
viruses), si care in timpul activitatiilor de hranire iau sange de la un donor infectat si transmit
la o gazda receptoare, inclusiv la om (Hubalek 2008). Numeroase lucrari recente relateaza
despre prezenta repetitiva a unor mobovirusuri responsabile pentru bolile grave la animale si
la om, in regiuniile extra-tropicale, care au fost odatd caracteristice doar zonelor tropicale
(West Nile, Usutu, Dengue, Batai) (Hubalek 2008, Halstead 2008, Jost si colab. 2011, Becker
si colab. 2012, Roiz si colab. 2012). Toate aceste date au dus la dezvoltarea unui sistem de
avertizare timpurie in multe tari europene, avand ca obiectiv principal monitorizarea si
prevenirea unor epidemii pe scard largd, continentala (Bakonyi si colab. 2007, Jost si colab.
2010, Becker si colab. 2012, Allering si colab. 2012). Prezenta unor mobovirusuri a fost
detectata si in Romania, precum West Nile (Purcarea-Ciulacu 2008, Purcarea-Ciulacu si
Nicolescu 2012), Tahyna si Sindbis (Prioteasa 2011). Este de asteptat insa prezenta si a altor
agenti patogeni, precum virusurile Usutu si Dengue sau Bunyavirusurile, prin urmare
coroborarea acestor date locale cu sistemele europene de avertizare timpurie este cruciala si
pentru prevenirea unor epidemii locale.



Aparitia si raspandirea unor mobovirusuri exotice in regiuni geografice noi depinde in
mare masurd si de prezenta unor habitate favorabile in care speciile respective de tantari
vectori, pot dezvolta populatii mari (Kilpatrick & Randolph 2012).

In plus, trebuie mentionati ci si alti agenti patogeni, cum ar fi diferite specii de
nematode, prezinta risc medical prin raspandirea filariozelor, estimate la o cifrda de 856
milioane de oameni in 52 de tari din intreaga lume unde transmiterea bolii se face prin
intermediul tantarilor. In anul 2000, peste 120 de milioane de persoane au fost infectate cu
nematode in zonele tropicale si subtropicale din Asia, Africa, Vestul Pacificului si parti din
Caraibe si America de Sud (World Filariasis Report, 2016). In Europa boli similare sunt
cauzate de nematode din genul Dirofilaria sp. identificate mai ales la diferite specii de
canine, dar cu risc potential si pentru populatia umana (Pampiglione si colab. 2009).

Din acest motiv, cunoasterea speciilor de Culicidae, distributia acestora, dinamica
populatiilor, preferintele de hranire (spectrul speciilor gazda) si competenta vectorilor sunt de
o importantd cruciald in multe tari din Europa, inclusiv in Romania.

2. OBIECTIVE

Obiectivele principale al cercetariilor noastre au fost identificarea prin intermediul
metodelor integrative a diferitelor specii de tantari din doua ecosisteme diferite din Romania,
in vederea caracterizarii taxonomice (1), ecologice (2) si parazitologice (3) a comunitatilor
de Culicidae studiate.

In cursul cercetariilor am selectat doua ecosisteme diferite:

2.1. Rezervatia Biosferei Delta Dunirii a fost selectata, fiind una dintre cele mai
importante ecosistemele umede din tara noastra. Acest ecosistem natural prin habitate
acvatice variate creaza conditii favorabile de reproducere a unui numar mare de specii de
tantari din Romania. Acesta fiind si un loc important de hranire si repaos pentru un numar
mare de specii de pasari, care prin migratiile lor din zonele tropicale spre zonele temperate
pot transmite boli prin intermediul tantarilor la un numar mare de specii de animale
autochtone, inclusiv la om. In acest ecosistem umed am selectat patru puncte de colectare
(ecosistemele lacustre, mlastina, padure si mediul urban), fiecare avand un numar
reprezentativ de probe din ecosistemele respective. Acest studiu longitudinal a fost realizat in
anii 2014 si 2015, intre luniile aprilie si septembrie, unde am urmarit in principal identificarea
tantarilor la nivel de specie, identificarea preferintelor ecologice si detectarea agentilor
patogeni.

Obiectivele noastre principale au fost:

1. Identificarea speciilor de Culicidae prin combinarea metodelor morfologice si
moleculare

2. Analiza filogenetica a speciilor de Culicidae identificate

3. Caracterizarea autecologica a speciilor de tantari (analiza distributiilor spatiale si
temporale a speciilor identificate, analiza perioadelor de zbor, habitatelor si preferintelor
climatice, modelarea distributiilor speciilor din Delta Dunarii)

4. Caracterizarea sinecologice a comunitatiilor de tantari (Diptera, Culicidae) din
diferite ecosisteme din Delta Dunarii (diversitatea comunitatiilor de tantari).



5. Detectarea moleculara a unor virusuri si nematode transportate de diferite specii de
Culicidae, ca vectori.

Pe baza datelor obtinute in timpul cercetariilor noastre dorim sa dezvoltam un sistem
de avertizare rapida pentru comunitatea locala privind prezenta acestor mobovirusuri in
regiunea Delta Dunarii oferind un support stiintific pentru prevenirea, aparitia si dispersia
unor boli cu efecte imporate asupra sanatatii umane.

2.2. Cluj-Napoca este un oras mare, cu o populatie de peste 324600 de locuitori (in
2011, www.population.city/romania/cluj-napoca/), fiind considerat al doilea metropolis din
Romaénia dupa Bucuresti, cu o zona urband diversificata, de la cartiere cu spatii verzi si
sisteme acvatice artificiale sau seminaturale, pdna la ecosisteme naturale la periferia orasului
cu habitate acvatice naturale sau seminaturale variate. In cazul acestei regiuni ne-am
concentrat atentia mai ales 1n directia cercetariilor longitudinale, de identificarea speciilor de
tantari din cele mai variate habitate acvatice si identificarea unor potentiali agenti patogeni
din materialul de Culicidae colectat in anul 2015, intre luniile aprilie si septembrie).

Obiectivele noastre principale au fost:

1. Identificarea speciilor de Culicidae

2. Caracterizarea functilor speciilor si comunitatiilor de tantari (Diptera, Culicidae)

3. Detectarea moleculara a unor virusuri transportate de diferite specii de Culicidae,
ca vectori.

3. MATERIALE SI METODE
3.1. Colectatarea Culicidelor din Rezervatia Biosferei Delta
Dunarii
Studiile noastre longitudinale au fost effectuate in doi ani consecutivi 2014 si 2015,

intre aprilie si septembrie. Au fost selectate patru zone reprezentative de capturare a tantarilor
in Rezervatia Biosferei Delta Dunarii (RBDD) intr-o zond de aproximativ 160 km? si 0
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Figure 1. Locurile de colectare din Delta Dundrii (1. ecosisteme de padure,

2. ecosisteme de mlastind, 3. zone urbane, 4. ecosisteme lacustre)
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distanta liniara minima de zece kilometri intre situri. Permisele de cercetare (ARBDD 15 /
25.04.2014, ARBDD 16 / 24.04.2015) au fost emise de Autoritatea Rezervatiei Biosferei
Delta Dunarii. Colectariile au fost effectuate In patru ecosisteme diferite: ecosistem lacustru,
de mlastind, de padure si zone urbane (Figura 1.).

Am folosit capcane cu dioxid de carbon (EVS, Bioquip Products Inc., California,
SUA), utilizind protocoale standard (Sebesta si colab. 2010). Capcanele folosite au un
recipient cu gheata uscata izolata int-un rezervor de plastic de 3,5 1 cu gauri in partea
inferioara pentru a permite evacuarea gazelor de CO2. In partea centrald a capcanei este
amplasat un tub cu ventilator alimentat de trei baterii de 1,5 V. Tantariisunt aspirati in jos de
un flux de aer generat si sunt suflati intr-o plasa de nylon (Jost si colab. 2010). Avantajul
utilizarii capcanelor EVS este faptul, ca colecteazd un numar mare de tantari de diferite
specii, care nu pot fi capturati cu ajutorul altor capcane. La fiecare punct de colectare am
folosit 5 capcane EVS pe care le-am amplasat la aproximativ 15 m unul fata de celalalt. in
toate aceste patru ecosisteme, capcanele EVS au functionat in perioada de activitate maxima
a tantarilor de la ora 16.00 dupa masa pand la ora 10.00, dimineata urmatoare. Tantarii Vil
colectati au fost pastrati pe gheata uscata pana la identificare.

3.2. Colectarea Culicidelor din Cluj-Napoca

Colectarea Culicidelor in orasul Cluj Napoca si din zonele invecinate a fost realizata
in anul 2015, din diferite ape temporare, ecosisteme semi-naturale si naturale umede din
orasul Cluj-Napoca. Materialul biologic a fost colectat din mai pana in septembrie (17
saptamani), din 7 puncte de colectare din diferite ecosisteme, dupa cum urmeaza (figura 2.):
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Figure 2. Locuri de colectare din Cluj-Napoca.
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1. Partea raului Somesul Mic langa Fanetele Clujului, in regiunea "Dealurile de Est ai
Clujului”, avand coordonatele GPS 46 © 4722.74 "N, 23 ° 36'1 47" E

2. Vegetatia ripariand de-a lungul canalului secundar al raului Somesul Mic langa
Fanetele Clujului, "Dealurile de Est ai Clujului", coordonatele GPS 46 ° 482.80 "N, 23 °
36'24.38" E

3. Lacul artificial "Lacul 3", coordonatele GPS 46 ° 46'28.85 "N, 23 © 37'48.58" E
4. Lacul de pescuit, coordonatele GPS 46 © 46'40.34 "N, 23 © 38'44.34" E

5. Statia de tratare a apei In centrul orasului Cluj Napoca, coordonate GPS 46 °
45'53.05 "N, 23 © 33'4.56" E

6. Vegetatia ripariand pe malul paraului care traverseazd Gradina Botanicd in orasul
Cluj Napoca, coordonatele GPS 46 © 45'41.49 "N, 23 © 35'10.93" E

7. Baltile temporare din padurea din "Fagetul Clujului - Valea Morii", coordonatele
GPS 46 °45'25.44" N, 23 °© 33'52.94 "E

In cazul cercetariilor noastre din Cluj Napoca am folosit capcane tip "Gravid" (GT)
respectand protocoalele standard (Scott si colab. 2001, Williams & Gingrich 2007).
Capcanele GT sunt concepute in asa fel incat sa capturezein numar mare femele fertilizate de
tantari in timpul cercetarii locurilor favorabile de ovopozitionare. Capcanele au fost echipate
cu recipiente inchise de culoare inchisa, umplute cu o infuzie vegetala in baia de apa.
Deasupra acestei infuzii au fost fixate ventilatoare pentru a produce o circulatie a aerului in
sus. 4 baterii D / Mono cu 1,5 V au fost utilizate ca surse de alimentare. Femelele care se
apropiau de infuzie erauaspirati in plasd. Din aceastd plasd tantarii au fost colectati
saptamanal si identificati pana la nivel de specie.

3.3. Metode taxonomice

Speciile de Culicidae au fost identificate pe baza caracterelor morfologice folosind
cheile de identificare dupa Becker si colab. 2010 si Kenyeres & Thot, 2008, precum si dupa
programele de software recomandate de Schaffner si colab. 2001 "The mosquitoes of Europe:
an identification and training program". Specimenele au fost examinate la un microscop
Olympus SZ50 folosind gheata ca substrat. Materilaul biologic a fost depozitat in frigider la -
80 ° C pentru a permite analiza molecular ulterioara. Datele de colectare sunt publice si pot fi
consultate in baza de date a dipterlor din Transilvania, TransDiptera Online (Kolcsar si colab.
2018).

Corectitudinea identificarii morfologice a indivizilor de Culicidae colectati au fost
confirmate prin analiza subunitatii citocrom oxidazei I (COI) a genei mitocondriale (Versteirt
si colab. 2015, Batovska si colab 2016). Secventele standard de mtCOI (asa numitele coduri
de bare COI) rezultate au fost utilizate pentru coroborarea rezultatelor morfometrice cu datele
moleculare (T6rok si colab. 2016).

Pentru analiza relatiilor filogenetice dintre speciile de tantari colectate in cercetariilor
noastre, raportate la secventele disponibile in baze genetice internationale (ex. GenBank), am
efectuat o analizd maximum likelihood (ML) folosind PhyML 3.0 (http://www.atgc-



montpellier.ft/ phyml / versions.php) cu 1.000 de pseudoreplicate. Pentru a evalua robustetea
grupdrilor filogenetice ML, a fost efectuatd o analizd de reesantionare a bootstrapului
folosind modelul de neighbour-joining (NJ) si modelul de distanta Tamura-Nei (TN93) in
MEGA7 (Kumar si colab. 2016). Secventele au fost depuse in GenBank cu numerele de acces
KU214640-KU214675 si KT876464-KT876495 (Torok si colab 2016).

In plus, am creat o Biblioteca virtulald a Secventelor standard (barcode) ale speciilor
de Culicidae din Romania, identificand secvente similare din Gen Banks ale unor specii de
Culicidae prezente in Romania. Am analizat polimorfismului secventelor de ADN
identificate pentru detectarea haplotipurilor folosind programul DnaSP v5 (Rozas si colab.
2017).

3.4. Metode ecologice

Analizele statistice au fost realizate folosind limbajul statistic RStudio versiunea
1.1.442 (RStudio Team 2015) si PAST versiunea 3.19 (Hammer si colab. 2001). Am folosit
urmatoarele metode de analiza pentru compararea puctelor de colectare: Principal Component
Analysis (PCA), Discriminant Analysis (DA), Hierarchical cluster analysis, MANOVA
analyses, Rarefaction analysis, si Diversity analyses. Perioadele de zbor a speciilor de
Culicidae identificate din zona Deltei Dunarii au fost analizate pe baza celor doi ani de
colectare (Wang si colab. 2015). Pentru a estima distributia speciilor identificate de noi in
habitatele potentiale din Delta Dunarii am folosit modelarea niselor ecologice a speciilor cu
ajutorul programului MaxEnt (v 3.4.1.). Pentru a studia preferinta ecologica a speciilor
colectate am folosit modelele liniare, metoda Bayesiana in modelul MCMCglmm in mod
similar cu utilizarea distributiei Poisson (Hadfield 2010), folosind urmatoarele pachete
statistice R: AlICcmodavg, Ime4, MCMCglmm (Hadfield 2010, Mazerolle 2017).

3.5. Metode de identificare ale agentilor patogeni

Pentru a detecta agentii patogeni potentiali din materialul de Culicidae colectat de noi
am folosit metoda clasica pan-PCR si a fost aplicata de noi pentru a detecta membrii
familiilor sau genurilor de mobovirusuri (Flaviviridae, Orthobunyaviridae, Alphavirus,
Rhabdoviridae si Phebovirus). Paralel cu metoda pan-PCR am infectat in conditii de laborator
culturi de celule clone apartinand speciei Aedes albopictus cu virusuri din grupa
mobovirusurilor, Am folosit culturi de celule din linia C6/36 (Aag Il. U 4.4. Cell) (lgarashi
1978, Condreay & Brown 1986, Mizutani si colab. 2003, Sivaram si colab. 2010) Dupa
infectia artificiala, culturile de celule de tantari au fost incubate iar dupa multiplicarea
genomului viral, au fost amplificate si secventiate, folosind protocoale adecvate.

Pentru identificarea nematodelor din materialul de Culicidae colectat in anul 2014
din Delta Dunarii din cele 4 ecosisteme investigate au fost selectate grupuri de la 1 pana la
250 de exemplare (media = 113,58). Dupa extragerea ADN-lui, materialul a fost analizat
pentru a detecta prezenta speciilor de nematode Dirofilaria repens si Dirofilaria immitis,
folosind un test PCR duplex in timp real, descris anterior, care vizeaza diferentele
nucleotidice din subunitatea 1 a citoxromului oxidaza 1 si fragmentul genei rSNA 16S
(Sulesco si colab. 2016).



4. REZULTATE

4.1
Romania

Cercetari faunistice asupra Culicidelor (Diptera, Culicidae) din

Prima lista a speciilor de Culicidae din Romania a fost publicata in 1995 de
Nicolescu, unde el a publicat date asupra 50 de specii de Culicidae si alte 6 specii cu prezenta
incerta in fauna tarii. Pe baza rezultatelor noastre am actualizat aceasta lista, completand la un
numar final de 60 de specii (Torok si colab. 2018). Aceste rezultate faunistice se datoreaza in
principal pe concentrarea colectariilor noastre spre zone mai putin studiate din Romania, cum
ar fi Transilvania, de unde amidentificat 20 de specii diferite de Culicidae.

Datele noastre faunistice, bazate pe identificarea morfologica a Culicidelor adulte, au
fost completae ulterior cu date genetice asupra speciilor de Culicidae prezente in fauna tarii.

Am identificat un numar total de 314 secvente apartinand la 19 specii diferite de
Culicidae, secvente depozitate in diferite baze de date genetice internationale, completand cu
secventele genetice standard generate de noi (reprezentand doar 32% din totalul speciilor
Culicidae din Romania) pentru patru regiuni ale genelor: ARN ribozomal 18S, gena NADH
dehidrogenazd 5 - MT-NDS, citocromul ¢ oxidazd I mitocondrial (mtCOI) si citocromul ¢
oxidaza mitocondriala I (mtCOII). Am identificat 75 de haplotipuri diferite, cu diversitate
haplotipica de 0,8764, regiunea selectata a fost de 846 bp si 270 de situsuri variabile (Tabelul
1). Aceasta prima librarie virtuald a secventelor de ADN standard a Culicidelor din Romania
va fi finalizata in viitor; acoperind toate cele 41 de specii lipsa inregistrate din Romania si va
ajuta la identificarea rapida a tantarilor adulti, precum si asocierea stadiilor larvare cu stadiile
adulte.

Table 1. Rezumatul informatiilor din GenBank despre secventele speciilor de
Culicidae din Romania

Specii Genbank Cod Gene Autorii Haplotype
Aedes HF536719.1 18S ribosomal ARN | Prioteasa,L., Dinu,S., Falcuta,E., Oprisan,G., 1
albopictus Gatej,R., Badescu,D. and Ceianu,C.
Aedes LN808745.1-LN808746.1, = Mitochondrial COI Prioteasa,L., Dinu,S., Falcuta,E., Oprisan,G., 1
albopictus HF566374.1, HF912379.1, Gatej,R., Badescu,D. and
HF536717.1 Ceianu,C./Falcuta,E., Dinu,S., Prioteasa,F.L.,
Gatej,R.1., Dikolli,E. and Ceianu,C.S.
Aedes LN808747.1-LLN808748.1, MT-ND5 Prioteasa,L., Dinu,S., Falcuta,E., Oprisan,G., 1
albopictus HF566375.1, Gatej,R., Badescu,D. and
HF912380.1,HF536718.1 Ceianu,C./Falcuta,E., Dinu,S., Prioteasa,F.L.,
Gatej,R.1., Dikolli,E. and Ceianu,C.S.
Aedes KT876487.1 Mitochondrial COI Torok,E., Tomazatos,A., Cadar,D., 1
cinereus Horvath,C., Keresztes,L., Jansen,S.,
Becker,N., Kaiser,A., Popescu,O., Schmidt-
Chanasit,J., Jost,H. and Luhken,R.
Aedes vexans = KT876471.1, KT876477.1 Mitochondrial COI Torok,E., Tomazatos,A., Cadar,D., 2
Horvath,C., Keresztes,L., Jansen,S.,
Becker,N., Kaiser,A., Popescu,O., Schmidt-
Chanasit,J., Jost,H. and Luhken,R.
Anopheles KU214665.1-KU214675.1, = Mitochondrial COI Torok,E., Tomazatos,A., Cadar,D., 13
algeriensis ~ KT876491.1, KT876482.1, Horvath,C., Keresztes,L., Jansen,S.,
KT876467.1 Becker,N., Kaiser,A., Popescu,O., Schmidt-
Chanasit,J., Jost,H. and Luhken,R.
Anopheles AY634505.1-AY634534.1 5.8S ribosomal Nicolescu,G., Linton,Y.-M., Vladimirescu,A., 1
atroparvus ARN Howard, T.M. and Harbach,R.E.
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Ochlerotatus = KT876474.1-KT876475.1, Mitochondrial COI Torok,E., Tomazatos,A., Cadar,D.,

hungaricus KT876493.1 Horvath,C., Keresztes,L., Jansen,S.,
Becker,N., Kaiser,A., Popescu,O., Schmidt-

Chanasit,J., Jost,H. and Luhken,R.

Uranotaenia KT876494.1 Mitochondrial COI Torok,E., Tomazatos,A., Cadar,D.,

unguiculata Horvath,C., Keresztes,L., Jansen,S.,
Becker,N., Kaiser,A., Popescu,O., Schmidt-

Chanasit,J., Jost,H. and Luhken,R.

Din cele 60 de specii de Culicidae identificate pana in prezent in Romania, trei specii
nu au referinte genetice in baze de date genetice internationale. Aceste Specii sunt:
Ochlerotatus duplex (Martini, 1926), Culex martinii Medschid, 1930, Coquillettidia buxtoni
(Edwards, 1923). Sunt recomandate investigatii suplimentare pentru completarea acestei baze
de date cu date mai complete (Torok si colab., 2018). Aceasta prima librarie de secvente
standard de ADN a speciilor de Culicidae din Romania initiata de noi va avea o importanta
practicd majora pentru cercetarile ulterioare, servind drept baza pentru dezvoltarea in viitor a
unor programe mai eficiente de control al tantarilor, inclusiv pentru indetificarea locurilor de
dezvoltare a larvelor din diferite ecosisteme naturale si aglomerari urbane.

Comunitatea tantarii din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii

Rezultatele noastre bazate pe o ampla investigare faunistica si taxonomica au avut ca
rezultat mai mult de o jumitate de milion de exemplare (538 617) apartinand la 17 specii. in
plus, am identificat doua specii noi pentru fauna Culicidelor din Romania: Anopheles
algeriensis Theobald, 1903 si Ochlerotatus hungaricus (Mihalyi, 1955), care au fost
confirmate atat din punct de vedere morfologic, cat si genetic. Detectarea acestor specii noi
evidentiaza lipsa de cunostinte despre compozitia si diversitatea geneticd a faunei tantarilor
din Romaénia si In special, RBDD. Am secventiat 64 de exemplare si am compilat pentru
prima datd ADN barcode Library Culcidae din Romania. Datele noastre din doua perioade
consecutive de vegetatie (2014-2015) oferd o prima si detaliata prezentare a comunitatii de
tantari in RBDD. Monitorizarea culturilor de culicide prin date faunistice oferitd este
importantd pentru identificarea unor specii potentiali de vectori de boald si, prin urmare,
actioneaza ca un sistem de avertizare rapida pentru regiunea investigata de noi.

Speciile de Culicidae identificate in prezentul studiu:

Genus Anopheles Meigen, 1818
Subgenus Anopheles Meigen, 1818
1. Anopheles algeriensis Theobald, 1903
2. Anopheles hyrcanus (Pallas, 1771)
3. Anopheles maculipennis messeae (Falleroni, 1926)
Genus Aedes Meigen, 1818
Subgenus Aedes Meigen, 1818
4. Aedes cinereus Meigen, 1818
Subgenus Aedimorphus Theobald, 1903
5. Aedes vexans (Meigen, 1830)
Genus Culex Linnaeus, 1758
Subgenus Culex Linnaeus, 1758
6. Culex modestus Ficalbi, 1890
7. Culex pipiens Linnaeus 1758
8. Culex torrentium (Martini, 1925)
Subgenus Neoculex Linnaeus, 1758
9. Culex martinii Medschid, 1930
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Genus Culiseta Felt, 1904
Subgenus Culiseta Felt, 1904
10. Culiseta annulata (Schrank, 1776)
Genus Ochlerotatus Lynch Arribalzaga, 1891
Subgenus Ochlerotatus Lynch Arribalzaga, 1891
11. Ochlerotatus caspius (Pallas, 1771)
12. Ochlerotatus detritus (Haliday, 1833)
13. Ochlerotatus dorsalis (Meigen, 1830)
14. Ochlerotatus flavescens (Miiller, 1764)
15. Ochlerotatus hungaricus (Mihalyi, 1955)
Genus Coquillettidia Dyar, 1905
Subgenus Coquillettidia Dyar, 1905
16. Coquillettidia richiardii (Ficalbi, 1889)
Genus Uranotaenia Lynch Arribalzaga, 1891
Subgenus Pseudoficalbia Theobald, 1912
17. Uranotaenia unguiculata Edwards, 1913

Comunitatea tantarii din Cluj-Napoca

Numarul total de 728 de indivizi de Culicidae au fost colectate si identificate in
perioada de vara (din iunie pana in septembrie 2015), rezultdnd un numar de 14 specii
Culicidae (tabelul 2.) care reprezinta 46,66% din speciile identificate din Transilvania. Acesta
este un numadr relativ mare comparativ cu raportul recent al lui Nicolescu si colab. (2002,
2003), care a identificat din aceasta regiune un numar de 30 de specii Coquiuettidia richiardii
este semnalatd de noi pentru prima datd din Transilvania. Alte opt specii au fost colectate
pentru prima data in jurul orasului Cluj-Napoca.

Table 2. Speciile de Culicidae identificate in prezentul studiu, numarul exemplarelor,
locul si data colectarii

Numarul
Culicidae specie eX;TF;;:?A?; /de cI;_oolggtladri Colectarea lunilor 2015
masculin
Anopheles (Anopheles) claviger (Meigen, 1804) 16f 3 Septembrie
Anopheles (Anomg:gz)ntnfgfgpenms complex 157f.2m 2.7 lulie, August
Culex (Culex) pipiens Linnaeus, 1758 164f/154m 1,2,3,4,56,7 M '“S”e'gt;r‘#t')‘il eAUQUSt'
Culex (Culex) territans Walker, 1856 75f 1,3,4,6 lunie, lulie
Culiseta (Culiseta) alaskaensis (Ludlow, 1906) 11f 4 Septembrie
Culiseta (Culiseta) annulata (Schrank, 1776) 11f,3m 4 lulie, August, Septembrie
Aedes (Aedes) cinereus Meigen 1818 10f 4 Septembrie
Aedes (Aedes) vexans (Meigen, 1830) 13f 4 lunie
Ochlerotatus (Ochlerotatus) annulipes (Meigen 1830) 3f,2m 3 August
Ochlerotatus (Ochlerotatus) cantans (Meigen, 1818) 3f, 3m 7,4 lunie
Ochlerotatus (Ochlerotatus) caspius (Pallas, 1771) of 7 Septembrie
Ochlerotatus (Ochlerotatus) cataphylla (Dyar, 1916) 5f 3,4 Septembrie
Ochlerotatus (Ochlerotatus) punctor (Kirby 1837) 32f, 5m 7 lunie
Coquiuettidia (Coquilleétgg)ia) richiardii (Ficalbi, 48f.2m 134 lulie, August, Septembrie
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4.2 Cercetariile taxonomice

Cercetari taxonomice asupra comunitatii de tantari din Rezervatia Biosferei
Delta Dunarii

Analiza taxonomica moleculara pe baza codurilor de bare de ADN a materialului de
Culicidae colectat de noi in perimetrul RBDD s-a facut pentru a verifica confidentialitatea
identificarii morfologice si a evidentia prezenta posibila a unor specii criptice.

Analiza variatiei intraspecifice la specia An. algeriensis a secventei mt COl a genei
mitocondriale de 3,1% releva existenta a cel putin trei linii genetice criptice. Acest rezultat a
fost sustinut si de analiza filogenetica sugerand prezenta unei diversitati genetice
extraordinare in interiorul speciei An. algeriensis intr-o regiune relativ mica (RBDD).
Prezenta simultand ale acestor linii genetice diferentiate (posibile specii criptice) in
subpopulatii ale speciei An algeriensis are o importanta practica majora, datorita diferitelor
receptivitatifatda de -diversi agenti patogeni (ex. mobovirusuri) si calitatea lor ca vectori
(Hardy si colab. 1983).

Similitudinea dintre diferite grupuri de tantari (indivizi din specii diferite) identificate
pe baza criteriului morfologic si gruparea secventelor AND standard in clade pe arborele
filogenetic cu un suport ridicat de bootstrap (> 95%) a fost gasita pentru toate Speciile
identificate morfologic. Principala dificultate in reconstructia arborelui filogenetic a fost
cantitatea neechilibratd a secventelor de nucleotide disponibile din alte tari. Cu toate acestea,
filogenia bazatd pe gena mitocondriala (COI) a asociat in mod clar speciile de tantari din
RBDD cu cele colectate in alte tari europene si a evidentiat diviziunea genetica a
subpopulatiilor in cazul speciei An. algeriensis. Aceste diferente genetice sugereaza prezenta
unor specii alopatrice criptice sau amestecarea diferitelor linii genetice de tantari, care s-au
dezvoltat in regiuni geografice distincte, dar care sunt acum in conditii de simpatrie pe
teritoriul RBDD. Un alt rezultat interesant care merita mentionat aici este divergenta genetica
a populatiilor speciei Oc. hungaricus. Desi pare sia fie o specie morfologic omogena
(populatiile din RBDD sunt aproape identice cu specimenul de referintd din Ungaria studiat
de noi, diversitatea gentica (detectata de noi in cazul acestei specii aratd ca sunt necesare
studii suplimentare pe tot arealul de raspandire a speciei pentru o lua a decizie taxonomica
finala (Torok si colab. 2016).

Rezultatele analizei filogenetice a genei mtCOI a materialului de Culicidae colectata
de noi in RBDD au fost similare cu un studiu al lui Harbach 2007. in arborele nostru
filogenetic Culicidae formeaza un grup monofiletic. Toate genurile majore sunt separate unul
de celalalt cu valori ML bootstrap foarte sustinute (100%) Rezultatele noastre moleculare
sunt in concordantd cu recunoasterea conventionald a doud subfamilii de Culicidae
Anophelinae, Culicinae si sapte genuri. In cursul analizei noastre filogenetice am identificat
doua grupuri bine individualizate; primul este un cluster care incorporeaza cele mai apropiate
genuri Coquillettidia si Anopheles si cel de-al doilea grup este alcatuit din speciile Culiseta,
Aedes, Ochlerotatus si Uranotaenia, Culex. Culiseta, Aedes si Ochlerotatus sunt linii inrudite
in arborele nostru filogenetic (PP = 1). Uranotaenia este cel mai apropiat vecin al genului
Culex. Relatiile filetice dintre diferite grupuri de Culicidae au fost generate cu metoda
probabilitatii maxime a arborelui filogenetic cu estimarea diferentelor genetice ale

12



secventelor standard al genei MtADN COIl. Aceste secvente standard au pobabilitatea
posterioara mare (PP = 1) in cazul speciilor Cx. modestus si Cx. Pipiens, de care se apropie
cel mai mult specia U. ungurculeata (PP = 1). Cq. richiardii este bine separata de speciile de
Anopheles (PP = 1). An. algeriensis se grupeaza impreuna cu An. darling. Aceste 2 specii
sunt bine separate de celelalte specii ale genului Anopheles incluse in acest studiu. Speciile
Aedes sunt grupate impreuna, fiind separate din doud sub clade, Ochlerotatus si Culiseta.
Ramura formata din speciile genului Ochlerotatus are o structura complexa care incorporeaza
Oc. hungaricus ca ruda ei apropiata, Oc. caspius. Relatiile filetice detaliate dintre speciile
colectate in zona RBDD sunt prezentate in figura 3.
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4.3 Ecologie

Numarul total de specii de Culicidae (17) identificate de noi in zona RBDD in celor
doi ani de investigatii este ridicat in comparatiec cu datele din literature de specialitate.
Numarul taxonilor detectati din cele patru puncte de colectare defalcat pe saptimani
caledaristice a variat intre cinci si paisprezece, cu cel mai mic numar de taxoni din materialul
de esantionare din aprilie, iar cel mai mare numar de taxoni au fost detectati in luna iunie. Cel
mai mare numar de exemplare de tantari pe saptamana calendaristica a fost Inregistrata de noi
la inceputul lunii iunie, urmat de doud varfuri la sfarsitul lunii iunie si august. Speciile
investigate s-au grupat in mai multe tipuri fenologice. De exemplu: cel mai mare numar de
specimene din speciile Ae. vexans si Oc. caspius au fost prinsi la inceputul verii, in timp ce
indivizi de Cx. modestus au fost prelevate in numar mare doar la sfarsitul verii. Un alt
exemplu este numarul diferit de generatii observate la diferite specii de tantari. Populatiile
apartinand speciei Oc. caspius a produs un singur varf, in timp ce populatiile speciilor Cq.
richiardii si An. hyrcanus au trei, respectiv doud varfuri populationale, in corelatie cu cele
mai ridicate valori ale temperaturii si precipitatii abundente in zona investigatd de noi.
Comunitatiile de tantari in perioada de esantionare au fost dominate de populatii ale taxonilor
care au depus ouale in apa, in timp ce speciile care au depus ouile pe sol au fost prezente
doar la inceputul perioadei de esantionare. Procentul cel mai ridicat din materialul colectat de
noi au avut speciile care au supravietuit conditiilor nefavorabile pe timpul iernii in stadiul de
oua la inceputul anului, urmate de o suprasaturarea taxonomica a materialului colectat
supravietiuni pe timpul iernii in stadiul de larva, urmate de cele care ierneaza ca si female
adulte. Speciile univoltine au avut cea mai mare proportie in timpul luniilor de vara, in timp
ce speciile multivoltine au fost prezente pe intreaga perioada de esantionare.

In comunitatiile de Culicidae din locurile de capturare am evidentiat dominanta a dous
specii: Cq. richiardii si An. hyrcanus. Aceste date sunt in concordanta cu datele similar din,
literature de specialitate vizand comunitatiile de tAntari RBDD si zonele inundate invecinate
(Nicolescu si colab. 2003b). Coquillettidia richiardii are o biologie mai specializata pentru
ecosisteme acvatice naturale, cu larve si pupele care traiesc permanent submersse si obtinand
oxigen din aerenchimia diferitelor plante acvatice din corpuri de apa permanente, astfel
gasind conditii perfecte in RBDD. Preferinte similare pentru locurile de reproducere in
apropierea corpurilor de ape stagnante cu o vegetatie acvatica bogata a fost descrisa si pentru
specia An. hyrcanus. Ambele specii sunt multivoltine (Gutsevich si colab. 1974, Becker si
colab. 2010) si au doua varfuri populationale (An. hyrcanus), respectiv trei varfuri
populationale (Cq. richiardii) observate si de noi pe timpul investigatiilor. Datorita
dominatiei lor, reprezentand peste trei sferturi din toate specimenele colectate, fenologia
globala si modelul de distributie temporala al acestui grup ecologic urmeaza in principiu,
dinamica populationala cu trei varfuri maxime distincte, reusind astfel dominarea locurilor
favorabile pentru depunerea pontei (ambele specii). Dominanta numerica ale acestor doua
specii in stadiul de adulti in perioada de colectare poate fi explicata si prin strategia de iernare
in stadiul de larva (Cq. richiardii) sau femele (An. hyrcanus).

Pentru analiza dinamicii populationale a comunitatiilor de Culicidae colectate de noi
am folosit testul statistic MANOVA in perechi pentru analizele noastre comparative ale
siturile de colectare. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3., cu indicarea valoriilor p.
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Table 3. Rezultatul testului MANOVA in perechi intre punctele de colectare, 2014-2015 si
suprafata totala a ecosistemelor cercetate. Numerele in bold arata valorile semnificative,

2014- perioada
DUNAREA VECHE
LAKE ROSULET
LETEA
SULINA
2015-period
DUNAREA VECHE
LAKE ROSULET
LETEA
SULINA
Total (2 years)
DUNAREA VECHE
LAKE ROSULET
LETEA
SULINA

avandp < 0,05.
DUNAREA VECHE LAKE ROSULET
0.33719
0.33719
0.6261 0.075
0.76293 0.0223
DUNAREA VECHE LAKE ROSULET
0.00503
0.00503
0.00358 0.00366
1.20E-08 2.70E-07
DUNAREA VECHE LAKE ROSULET
0.54678
0.54678
0.2241 0.00891
0.00881 9.30E-05

LETEA
0.6261
0.075

0.07728
LETEA
0.00358
0.00366

9.88E-07
LETEA
0.2241
0.00891

0.0008

SULINA
0.76293
0.0223*
0.07728

SULINA
1.20E-08
2.70E-07
9.88E-07

SULINA
0.00881
9.30E-05
0.0008

Analiza principald a componentelor (PCA) a fost utilizata in patru habitate diferite, iar
rezultatele noastre demonstreaza ca diferenta in compozitia comunitatii in timp nu a fost
semnificativa. Rezultatele PCA arata ca habitatele nu sunt bine separate. Numai ecosistemul
Lacului Rosulet este separat de celelalte datorita prezentei masive a doua specii: Cq richiardii

si An. hyrcanus (Figura 4.).

-3000-

4300+

T
10000
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Figure 4. Analiza principald a componentelor dintre cele patru zone de studiu: albastru - Lacul Rosulet,

maro - Dunarea Veche, verde - Letea, rosu - Sulina
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Analiza discriminatorie (DA) a fost utilizata pentru a testa separarea celor patru habitate
diferite investigate de noi. DA arata o diferentiere maxima intre grupuri, dar nu arata o
separare clara. Habitatul cel mai diferit de toate celelalte investigate de noi s-a dovedit a fi
zona urband la Sulina, atat privind componenta taxonomica a comunitatii de Culicidae
colectate, cat si pe perioada de esantionare. Celelalte 3 habitate studiate Lacul Rosulet,
Dunarea Veche si Letea sunt mai apropiate intre ele, (Figura 5.). Rezultatele noastre arata ca
zona urband are o comunitate de Culicidae ,,artificiala, diferitd de cea naturald, din cauza
numarului mare a locurilor de reproducere “produse de om", cum ar fi acumularile temporare
de apa in diferite obiecte accumulate in jurul asezarilor umane, numite ,,technotelma,,.
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Figure 5. Analiza diferentiata intre cele patru zone de studiu: albastru - Lacul Rosulet,
maro - Dunirea Veche. verde - T etea. rosn - Silina
Analiza clusterului ierarhic are un suport semnificativ pentru bootstrap, separand Lacul
Rosulet (100 AV / valoare BP%) de la toate celelalte puncte de colectare. Dunarea Veche este

de asemenea bine separata (AV =99 / BP = 90) de la Letea si Sulina. Dendrograma din fig. 6

Cluster dendrogram with AU/BP values (%)
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Figure 6. Dendrograma -rezultat din analiza clusterului ierarhic cu valorile bootstrap AU / BP (distanta este

euclidiana si metoda cluster este sectiunea)
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aratd o apropiere a punctelor de colectare Letea si Sulina fara a avea insd un support mare
(AV =67/ BP = 40) (Figura 6).

Valoarea cea mai ridicata a diversitatii specifice a comunitatiilor de Culicide colectate
din cele patru ecosisteme diferite a fost Inregistratd de noi in luna mai, urmat de luna iunie
(tabelul 4.), diversitatea specific cea mai ridicatd fiind detectatd in cazul ecosistemului de
padure si in jurul orasului Sulina (Tabelul 5.). Numarul cel mai mare de indivizi au fost
colectati langa ecosistemul lacustru, Lacul Rosulet.

Table 4. Valorile indicilor de biodiversitate a comunitatiilor de Culiciidae pe luniile de

colectare.
April May lunie lulie August ~ Septembrie

Taxa 5 14 14 13 9 9
Individuals 30 15106 234857 207581 53668 22934
Dominance 0.4844 0.2393 0.603 0.4581 0.374 0.3693
Simpson 0.5156 0.7607 0.397 0.5419 0.626 0.6307
Shannon 1.026 1.772 0.9107 1.101 1.214 1.326
Evenness 0.5579 0.4202 0.1776 0.2314 0.3742 0.4185
Fisher alpha 1.713 1.521 1.145 1.067 0.8108 0.8856

Richness 6 14 14 19 9 9

Table 5. Valorile indicilor de biodiversitate a comunitatiilor de Culiciidae pe punctele de

colectare

Dunarea Veche Lake Rosulet Letea Sulina
Taxa 13 11 15 15
Individuals 102473 311046 51507 70074
Dominance 0.3517 0.5671 0.2907 0.3748
Simpson 0.6483 0.4329 0.7093 0.6252
Shannon 1.331 0.8878 1.462 1.432
Evenness 0.2913 0.2209 0.2875 0.2791
Fisher_alpha 1.14 0.8594 143 1.385
Richness 13 11 16 16

Am acordat o atentie speciald cercetdrii ecologice a speciilor avand importanta
medicald. Din materialul colectat de noi 6 specii au fost identificate in literatura de
specialitate ca vectori importanti ai unor agenti patogeni. Aceste specii sunt: An.
maculipennis s.l., Ae. vexans, Cx. modestusus, Cx. pipiens s.l., Oc. caspius, Cqg. Richiardii. Pe
baza datelor noastre putem afirma cd un numadr relativ mare de indivizi au fost detectati la
inceputul lunii mai, insd cele mai numeroase populatii au fost identificate de noi in lunile
iunie si iulie, care este, de asemenea, si o perioadd cu O concentrare umana importantd in
zona, din cauza turismului (figura 7.). Toate aceste specii sunt comune in RBDD, activitatea
lor coreland pozitiv cu temperaturi ridicate (aproximativ 20 ° C, cu exceptia speciilor Culex
cu activitate ridicata la 24-26 ° C) si cu un nivel ridicat de umiditate a aerului.
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In contunuare prezentim mai detaliat datele ecologice si modelarea distribitiilor
acestor 6 specii in zona RBDD.

100%
90%
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70%

20%

10%

0%
April May Tune Tuly August September

B WN Vector specis Other species

Figure 7. Rezumatul colectarii se concentreaza asupra speciilor vectoriale si distributie la suta

1. Anopheles maculipennis messeae (Falleroni, 1926)

Este o specie larg raspanditd in Europa de Nord si Centrald. Este, de asemenea, o
specie comuna si in Romainia. Aceasta specie apartine complexului Anopheles maculipennis,
care este un exemplu clasic al unui "complex de specii*, continand cel putin 8 specii criptice
diferite. Caracterele morfologice ale adultilor si larvelor sunt foarte asemanatoare, diferentele
apar numai in stadiul de oud. Modelarea nisei ecologice a complexului de specii in zona
RBDD arata ca are o distribuitie generala pe toate canalele Dunarii (Figure 8.). Modelul a
folosit 3 componente variabile ale mediului, explicand 39,9% din modelul total de distributie:
indicele productivitatii vegetale (fitomasa) (VPI_2016apr), prezenta vegetatiei ripariene
bogatd cu arbori si arbusti (eco_f38), densitatea joasd a cladirilor (eco_f55), prezenta
terenurilor arabile si a gradinilor (ec052).
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Figure 8. Resultate Niche model, An.
maculipennis messeae distributia din Delta-Dunarii

Datele noastre arata ca aceasta specie are populatii numeroase in ecosistemele din
Dunarea Veche si Lacul Rosulet. Aceste populatii pot supravietui in stadiul de adult si n
timpul iernii, devenind dominante in zona cercetata de noi. Indivizii au fost colectati in numar
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colectarii, pe baza modelului generat de MCMCglmm.

Figure 9. Parametrii ale temperaturii si activitatea speciei An. maculipennis in ziua
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mare in primul an de investigare, in lunile iunie si iulie. Specia are doua sau mai multe
generatii pe an. Rezultatele modelarii MCMCglmm aratd o corelatie pozitiva semnificativa
intre temperatura aerului si abundenta indiviziilor, astfel, o temperatura ridicata constanta cu
0 saptamana si chiar cu o luna Tnainte de colectare asigura o abundenta a indiviziilor in ziua
colectarii. Aparitia unor zile cu intensificarea vantului cu o saptamana inainte de colectare are
0 corelatie negativa semnificativa cu perioada de aparitic a indiviziilor. Modelul arata ca
specia are un singur varf populational in luna iulie.

Temperatura ridicatd constantd a avut Insd o corelatie negativd cu abundenta
indiviziilor in ziua colectarii, limitdnd activitatea speciilor. Temperatura medie ridicata cu
una sau doud saptamani Inainte de perioada de aparitie a adultilor a influentat negativ
abundenta indiviziilor. Pe de alta parte, valorile medii ridicate a precipitatiilor au influentat
pozitiv dezvoltarea larvelor. In ziua colectirii, parametrii necesari pentru aparitia abundenti a
adultilor au fost in jurul valorii de 20-26 ° C, cu zile fara precipitatii sau cu precipitatii
minime, indicand o tendintd crescatoare in abundenta indiviziilor cu un vant moderat de 4-8
m / s si umiditate ridicata (Figura 9.).

Femelele se hranesc in mod zoophilic, aproape exclusiv pe animale domestice; astfel
pot fi afectati si oameni. Atacul asupra oamenilor apar numai atunci cand densitatea
indivizilor este foarte mare si existd o lipsa de animale gazde, dar pot ataca, de asemenea,
oamenii si in case (Barber & Rice 1935, Becker si colab. 2010). Literatura de specialitate
mentioneaza acestd specie ca fiind endofil, identificand in timpul zilei si in cladirile umane
(si grajduri si pivnite) (Becker si colab., 2010). Specia este cunoscuta ca fiind cel mai
important vector pentru transmiterea malariei. Specia are si importantd veterinard prin
transmiterea virusului Batai in Europa, cu efecte letale asupra rozatoarelor. Specia este, de
asemenea, gazda pentru bacteria Francisella tularensis, agentul tularemiei, izolat numai din
populatiile naturale de tantari de rozatoare (Detinova & Smelova 1973). Datele noastre arata
ca specia are doua varfuri populationale in iunie si iulie, sugerand existenta a doua generatii
pe an.

2. Aedes vexans (Meigen, 1830)

Aceastd specie are o distributie generala, incluzand toate tarile europene. Ae. vexans
prefera zonele inundate pentru depunerea pontei, cum ar fi luncile raurilor sau lacurilor cu
niveluri variabile de apa, dovedite si de rezultatele modelarii ecologice a speciei (Figura 10.).
Modelul a folosit 3 componente variabile ale mediului, explicand 66,7% din modelul total de
distributie: densitatea joasa a cladirilor (eco_f55), indicele productivitatii vegetale (fitomasa)
(VP1_2016apr), distanta de minim 1 km fata de apa (dist2 apa). In perioada colectirii specia a
dezvoltat populatii puternice cu un numar mare de indivizi in zona Deltei Dunarii. Rezultatele
modelarii MCMCglmm arata o corelatie negativa semnificativa intre abundenta ridicata si
intensitatea medie a vantului si a umiditatii cu o saptiméana inainte de aparitia speciei. In ziua
colectdrii, pentru activitatea adultilor parametrii meteorologici favorabili sunt necesari:
temperatura de 20-24 °C, fara precipitatii si o intensitate a vantului de max. 3-6 m/s, precum
si o umiditate a aerului ridicata (Figura 11.).

Ae. vexans prefera habitatele de padure, avand generatii multiple pe an. Acest lucru a
fost confirmat si de rezultatele noastre identificand doua varfuri in perioada de zbor. In 2014,

21



Figure 10. Resultate Niche model, distributia
Ae. vexans in Delta Dunarii

specia a fost activa in iunie si iulie, dar abundenta cea mai ridicata inregistrata de noi a fost
in luna mai, 2015. Pe baza observatiilor noastre si a datelor din literatura de specialitate
putem concluziona cd numai o parte a populatiei initiale se Intoarce la locurile de reproducere

originala dupa prima hranire a femelelor, n timp ce o mare parte din populatie migreaza si
depune ouile mai departe de locurile de emergenta ale adultilor.
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Figure 11. Parametrii ale temperaturii si activitatea speciei Ae. vexans in ziua colectarii, pe
baza modelului generat de MCMCglmm
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Ae. vexans este considerat o specie de vector interspecifica ideala. Este raspandita pe
scara larga in Europa, si poate deveni local foarte abundenta, deseori in acelasi timp cand
activitatea virusului este maxima, se hraneste atat pe oameni, cat si pe animalele domestice si
a fost gasita infectata natural cu diverse mobovirusuri (Reinert 1973, Molaei & Andreadis
2006). In Europa, Ae. vexans este implicat in transmiterea virusului Tahyna (Hubalek 2008,
Becker si colab., 2010), virusul West Nile (Kenyeres & Toth 2008) si bacteria Francisella
tularensis, agentul tularemiei izolate din populatiile naturale ale speciei de tantar (Detinova &
Smelova 1973). In plus, pot transmite si Dirofilaria repens, asa cum a fost demonstrat de
Tonica si colab. in 2017 pe baza unor investigatii pe diferite specii de Culicidae de la noi.

3. Culex modestusus Ficalbi, 1890

Cx. modestusus este o specie larg raspandita in Europa si este o specie comuna si in
tarile sudice si centrale. Larvele au 0 preferinta pentru habitatele acvatice de mica adancime
si sunt frecvent intalnite pe pajisti, canale de irigatie, zone inundate ale raurilor sau campuri
de orez. Bazine acvatice comune pentru depunerea pontei sunt iazurile simlastinile (mai ales
cele cu 0 vegetatie bogatd). In locurile de depunerea pontei apa poate si fie dulce sau usor
saratd. Au fost colectate un numar mare de indivizi in toate punctele de colectare. Rezultatele
modelarii niselor ecologice a speciei este prezentatd n figura 12. Datele noastre aratd ca
specia prefera ochiurile de apa cu rogozuri, papurd si stufaris pe margine, dar apare si in
mlastini. Modelul a folosit 3 componente variabile ale mediului, explicind 46,5% din
modelul total de distributie: densitatea populatiei umane in zona (datele din 2011), solul
argilos si valorile pH a solului. Distributia speciei in zona RBDD este disjuncta, specia a fost
detectatd numai in cateva habitate. Rezultatele modelului MCMCglmm aratd o corelatie
semnificativd intre precipitatii, umiditate cu doud sdptamani si chiar cu o lund mai devreme
de ziua colectdrii si abundenta speciei in perioada de colectare. Modelul arata o corelatie

Figure 12. Rezultatele modelarii nigei
ecologice a speciei, Cx. modestus din Delta Dundrii
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Figure 13. Parametrii de temperatura necesari pentru Cx. modestus activitate
folosind la data de colectare de MCMCglmm modelul generat
pozitiva intre abundenta indiviziilor si temperatura ridicata a aerului. In zilele de colectare
parametrii meteorologici necesari pentru activitatea adultilor au fost: temperature aerului de
20-26 ° C, zile fara precipitatii, activitatea adultiilor nefiind influentate de vant sau de
umiditate (Figura 13.).

Perioada de zbor inregistratd de noi in 2014 arata o tendinta crescatoare a abundentei
indiviziilor pana la sfarsitul perioadei de vegetatie, dar in 2015 populatia specie a prezentat
doua varfuri in luna iulie si septembrie, fiind o specie frecventda in zona cercetata de noi,
alatur de specia Cx. Pipiens. Perioada de zbor a specie Cx. modestusus observat in cei doi ani
consecutivi aratd dinamici ale populatiilor similare, avand doua varfuri, unul mic la inceputul
lunii iulie si al doilea varf mai inalt la inceputul lui septembrie, cu un numar usor mai mare
de indivizi in 2014 decat in 2015.

Femelele de Cx.modestus pezinta a agresivitate ridicatd fatd de populatia umana,
prefera aglomerari urbane si au fost detectate ca fiind active toatd ziua cu 0 preferinta
pronuntatd pentru mamifere. Cu toate acestea, specia nu paraseste mult locurile de dezvoltare
a larvelor, fiind o specie caracteristica asezarilor umane. Este o specie vectoriald, a fost
identificata in mod repetat ca vector al unor mobovirusuri, la doua tipuri diferite de
Bunyaviremia, Tahyna si Lednice (Lundstrom 1994) si este de asemenea consideratd un
vector potential al virusului West Nile (Golding si colab. 2012). In plus, agentul patogen
Francisella tularensis a fost gasita in populatiile naturale ale aceste specii de tanatar, fiind
implicati si in transmiterea tularemiei (Gutsevich si colab. 1974). Intre 2011 si 2013, diferite
specii de tantari din Romania au fost testate pozitiv pentru virusul West Nile (Dinu si colab.
2015). Cx. modestusus este considerat a fi principala specie vectoriala a virusului West Nile
in Europa (Balenghien si colab., 2008, Nicolescu 1998, Golding si colab. 2012, Dinu si colab.
2015).
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4. Culex pipiens/ torrentium Linnaeus 1758

Aceastd specie este raspandita in regiunea Holarctica si este prezentd si in toate tarile
Europene, este, de asemenea, si o specie comuna in Romania. Este capabil sa colonizeze

Figure 14. Modelarea nisei ecologice a
speciei Culex pipiens / torrentium la Delta Dunarii

practic orice tip de sursa de apa. Larvele apar frecvent in corpurile de ape create de om, cum
ar fi pivnitele inundate, santierele de constructii, butoaiele de apd si cutii de conserve,
rezervoarele metalice, iazurile ornamentale si containerele din gradini si biserici. Specia
tolereaza o cantitate mica de salinitate a apei si pot sa apard si in acumularile de ape pe
diferite roci. - Aceasta specie a fost colectatd in numar mare din toate locurile de colectare.
Rezultatele modelarii nisei ecologice a specie este prezentata in figura 14.

Specia are un spectru ecologic larg. Modelul a folosit 3 componente variabile ale
mediului, explicand 37,8% din modelul total de distributie: distanta fatd de corpul de apa
(dist2waterlkm_scale), prezenta terenurilor arabile si a gradinilor (eco_f52), prezenta
vegetatiei ripariane pe malul raurilor si a mlastinilor (eco_f38). Are o distributie general in
RBDD. Rezultatele modelarii MCMCglmm arata o corelatie pozitiva semnificativa intre
temperatura, precipitatiile, umiditatea, intensitatea vantului si abundenta indiviziilor inainte
cu o luna de la prelevarea mostrelor. Modelul arata o corelatie semnificativa intre temperatura
ridicata si precipitatiile cu doud sdptdmani Tnainte de prelevarea probelor, si abundenta
indiviziilor. Umiditatea ridicata si vantul cu o luna nainte de colectare au o influenta pozitiva
asupra abundentei indiviziilor adulte In ziua colectarii, parametrii meteorologici necesari
pentru activitatea adultilor sunt temperaturi de 20-26 °C, adultii nu prefera zilele cu
precipitatii, dar nu sunt influentate de vant sau de umiditate (Figura 15.). Speciile pot genera
mai multe generatii pe an, in functie de conditiile climatice. Acest model a fost sustinut si de
observatiile noastre, detectand trei sau mai multe varfuri in perioada de zbor a speciei.
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Figure 15. Parametrii de temperaturd necesari pentru activitatea adultilor de Cx.
pipiens / torrentium folosind datele modelarii MCMCglmm

Cx. pipiens a fost considerata ca fiind o specie nocturna, cu femele care hranesc doar
pe pasari (Farajollahi si colab., 2011). Cu toate acestea, Borstler si colab. in 2016 au dovedit
ca acestea se hranesc si pe mamifere si oamenii. Specia poate fi intalnita frecvent si intr-un
numar mare in case si in practic toate tipurile de constructii umane si pentru animale din
aglomeririle urbane. In astfel de medii "ficute de om", aceasta specie are mai multe generatii
pe an, fata de destul de putine in ecosistemele naturale, ceea ce se reflectd si in perioada de
zbor. Cx. p. pipiens pare sa aiba un rol minor ca vector al unor mobovirusuri in Europa
(Farajollahi si colab. 2011). Cu toate acestea existd deja date care demonstraza o incidenta
ridicata a WNV din Romania (Nicolescu 1998), dar si un record scazut al incidentei virusului
Ockelbo la femelele salbatice capturate (Lundstrom 1994) demonstreaza capacitatea speciilor
de a transmite mobovirusuri. In plus, pot transporta si nematode, ca Dirofilaria repens si D.
immitis in Europa.

5. Ochlerotatus caspius (Pallas, 1771)

Oc. caspius este o specie Holarctica, distribuita pe scara larga si in Europa. Are o
toleranta ridicatd la salinitate si uscaciune. Este considerat un tantar de pe litoral, care se
reproduce cu usurintd in mlastini interioare salmastre cu 0,5 g NaCl / | (Pires si colab. 1982).
In timpul investigatiilor noastre am colectati aceasta specie in numir mare din toate locurile
de colectare. Rezultatul modelarii nisei ecologice a specie este prezentat in figura 16.
Rezultatele arata ca specia preferata canalele de irigatie si diferite, cursuri de apa. Modelul a
folosit 3 componente varialbile ale mediului, explicind 73,4% din modelul total de
distributie: indicele de calitate a vegetatiei (VCI_2016apr_scale), tipul de sol (eco_f38),
vegetatia ripariana de-a lungul raurilor si a mlastinilor (eco_f52).
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Figure 16. Rezultatele modelarii nigei
ecologice la specia, Oc. caspius din Delta Dunarii

Dupa rezultatele modelarii noastre ne asteptam la o distributie generala a speciei in
RBDD, Modelul MCMCglmm arata o corelatie semnificativa intre abundenta populatiilor si
temperaturd, precipitatii, umiditate si vant in zilele de prelevare a probelor, dar si cu 0
saptdmana si o luna inainte de eclozarea adultilor. Modelul aritatd ca existd o corelatie

semnificativa intre temperatura medie, precipitatiile si umiditatea si abundenta indiviziilor in
ziua colectarii, astfel Incat temperatura ridicata, precipitatiile si umiditatea ridicata au
influente negative asupra activitatii speciei. Abundenta indiviziilor a fost influentata pozitiv
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Figure 17. Modelarea parametriilor de temperatura necesari pentru activitatea Oc. castius, in
ziua colectarii dupa modelul MCMCglmm generat
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de temperatura medie cu o saptaimana inainte de colectare. Temperatura ridicata cu o luna
inainte de colectare are o influentd pozitiva asupra abundentei adultilor. In zilele de prelevare
a probelor, parametrii meteorologici necesari pentru activitatea adultilor au fost temperaturi
de 20-22 ° C, fara precipitatii, vant mediu de max. 3-6 m/s, iar umiditatea ridicata are o
influenta pozitiva, (Figura 17.).

Oc. caspius este o specie policiclica, halofila, dovedita si de datele noastre. Specia are
cateodata numai o generatie pe an (ca in 2014), uneori poate genera chiar mai multe generatii
(ca in 2015) in functie de conditiile ecologice ale locului de depunere a pontei. Femelele se
hranesc pe oameni si mamifere (animale salbatice si domestice) (Kenyeres & Toth 2008).
Activitatea femelelor poate fi diurna sau nocturna, perioada cea mai activa fiind insd la
sfarsitul zilei, la apus. Specia are o rezistentd ridicata la caldura si seceta. Femelele cautd in
mod activ mamifere la temperaturi cuprinse intre 11,5 si 36 ° C si cu 0 umiditate relativa a
areului de la 47 la 92% (Petric 1989). Ele pot migra pe distante lungi, pana la 10 km (Becker
si colab. 2010).

Specia este consideratd ca un vector interspecific important care pot transmite,
virusuri cum ar fi Tahyna si West Nile (Medlock si colab. 2005) si nematode cum ar fi
Dirofilaria repens si D. immitis, dar contribuie de asemenea la raspandirea bacteriilor ca
Francisella tularensis, care au fost deja detectate in populatiile naturale ale tantarului
(Detinova & Smelova 1973). Acesti tantari pot fi implicati si in transmiterea virusului
myxoma al iepurelui (Kenyeres & Toth 2008). in Romaénia, aceasta specie este vector pentru
virusul West Nile.

6. Coquillettidia richiardii (Ficalbi, 1889)

Cq. richiardii este o specie comuna in intreaga Europa si a fost identificata in toate
tarile europene. In cazul tirii noastre aceastd specie a fost raportati avand distributia
principald in RBDD si zonele umede invecinate (Nicolescu si colab. 2003b). Cq. richiardii
are o biologie specializata, cu larve si pupele, care traiesc permanent submersi si obtindnd

Figure 18. Modelarea nisei ecologice a
speciei, Cqg. richiardii in Delta Dunarii 28



oxigen din aerenchimia diferitelor plante acvatice in corpuri de ape permanente, astfel gasind
conditii perfecte in zona RBDD. Este o specie multivoltina (Gutsevich si colab. 1974, Becker
si colab. 2002), confirmat si de rezultatele noastre, identificand trei varfuri populationale pe
parcursul celor 2 ani de studiu. Indivizii adulti colectati din aceasta specie contribuie la trei
sferturi din tot materialul de Culicidae colectat in perimetrul RBDD. Fenologia speciei arata o
preferintd pentru ape naturale permanente, abundenta locurilor pentru depunerea pontei si
dezvoltarea larvelor. Indivizii acestei specii au fost colectati in numar ridicat langa Lacul
Rosulet. Rezultatul modelarii nisei ecologice a speciei este prezentata in fig 18. Specia are o
preferinta clara pentru cursurile permanente de apa si lacuri naturale. Modelul a folosit 3
componente variabile ale mediului, explicand 45,1% din modelul total de distributie:
densitatea populatiilor umane (datele din 2011), prezenta vegetatiei ripariene de-a lungul
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Figure 19. Parametrii de temperatura necesari pentru activitatea speciei Cq. richiardii in data
de colectare, dupa modelul MCMCglmm generat

cursurilor de apa si marginea mlastinilor (eco_f38_scale). Pe toata perioada cercetarii noastre
au fost identificate populatii massive ale specie in RBDD.

Modelarea MCMCglmm arata o corelatie semnificativa intre abundenta adultilor si
temperatura aerului in ziua de prelevare. Am constatat o corelatie semnificativa intre
temperatura ridicata si abundenta adultilor scdzutd in ziua colectarii, astfel cd temperatura
ridicatd influenteaza negativ activitatea speciei. Temperatura medie si precipitatiile cu 0
saptamana nainte de colectare are o influentd pozitiva asupra abundentei. Temperatura medie
cu doud saptamani si o luna inainte de colectare are o influenta pozitiva asupra abundentei.
Modelul arata o corelatie negativa semnificativa intre vantul mediu, umiditatea cu o luna sau
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doui saptimani nainte de colectare si abundenta adultilor. In ziua de prelevare a probelor,
parametrii meteorologici necesari pentru activitatea adultilor au fost temperaturi de
aproximativ 20-26 ° C, preferand precipitatii scazute, iar abundenta este corelata pozitiv cu
rezistenta la vant de peste 4-8 m/s si cresterea umiditatii (Figura 19.).

Pe baza datelor din literatura Cq. richiardii are doar o generatie pe an in nordul
continentului (Serviciul 1969) si 2-3 generatii in sudul Europei (Gutsevich si colab. 1974).
Rezultatele noastre aratd, de asemenea, doud generatii in ambii ani investigati de noi.

Specia a fost raportata ca fiind autogen, dar unele female nu pot sa-si dezvolte primele
ponte fara o hranire prealabila cu sange. Activitatea de hranire a femelelor a fost inregistrata
la 0 temperatura cuprinsa intre 9 si 26 C si o umiditate relativa intre 30 si 92%. Preferintele
de hranire sunt diferite specii de mamifere (Becker si colab. 2010), dar pot si hraneasca si pe
pasari (Service 1969), amfibieni si oameni (Kenyeres & Thot 2008).

In Roméania, virusul WNV a fost detectat in materialul de tantari ai speciei Cq.
richiardii (Nicolescu 1998), subliniind ca aceasta specie ar putea juca un rol important in
ciclul de transmisie al VNV, daca speciile vectori principali lipsesc sau sunt prezente numai
in densitati reduse. Tatarii pot fi vectori potentiali pentru a transmite virusurile WNV
(Medlock si colab. 2005), Tahyna si Batai care pot provoaca diferite boli la animale.

4.4  Rezultatele parazitologice

Speciile potential periculoase de tantari (care se hranesc preferential cu singele uman)
sunt, de asemenea, vectori care cauzeaza boli pentru oameni. In cursul cercetariilor noastre
am identificat 6 specii-vectori de tantari in zona RBDD cu risc ridicat pentru sanatatea
umana. Aceste specii au fost prezente pe parcursul intregii perioade de esantionare,
reprezentdnd mai mult de 75% din numarul total de exemplare colectate si depasind 50% din
toate probele colectate pentru majoritatea saptdmanilor de calendare din timpul verii.

4.4.1. Identificarea unor mobovirusuri
Identificarea unor mobovirusuri din RBDD

Pe parcursul celor doi ani de cercetare, numai un procent de 0,5% din materialul
biologic colectat au fost detectate pozitiv pentru virusuri. Diferite virusuri din familia
Flaviviridae au fost detectate in An. hyrcanus si Oc. caspius (din siturile de colectare Sulina,
Lacul Rosulet si Dunarea Veche). Virusuri din familia Rhabdoviridae gasite de noi sunt date
noi pentru regiune. Diferite rhabdovirusuri au fost detectate in Oc. caspius, Oc. dorsalis, Ae.
vexans, Oc. detritus si Cq. richiardii (din Lacul Rosulet, Sulina Letea, punctele de colectare
din Dunarea Veche).

Intre 2011 si 2013, diferite specii de tAntari din Romania au fost testate cu WNV
pozitiv (Dinu si colab., 2015). Culex pipiens s.l. este considerat fiind cel mai important vector
WNV din tard (Nicolescu 1998, Dinu si colab. 2015) si impreund cu Cx. modestus sunt
considerate principalele specii vectoriale de WNV in Europa (Savage si colab. 1999,
Balenghien si colab. 2008). Cu toate acestea, in Romania, WNV a fost de asemenea detectat
in materialul de Culicidae, apartintnd speciilor Cq. richiardii, An. hyrcanus, Ur. unguiculata,
Oc. caspius si An. maculipennis s.I. (Nicolescu 1998) a subliniat ca aceste specii ar putea juca
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un rol important in ciclul de transmitere al VNV, in cazul in care speciile vectoriale
principale lipsesc sau sunt prezente numai cu densititi reduse. In timpul intregii perioade de
esantionare, o mare parte a comunitdtii de tantari poate fi clasificata drept vectori potentiali
de VNN. Reprezentand 40% din tot materialul de Culicidae colectati, specia Cq. richiardii
este probabil si cel mai important vector al WNV in RBDD, urmat de Cx. pipiens s.l./Cx.
torrentium, Oc. caspius si Cx. modestusus, care au fost gasite toate WNV pozitive in
Romania (Dinu si colab. 2015). Anopheles hyrcanus a fost a doua specie cea mai frecventa in
timpul cercetarii noastre si a fost detectat, de asemenea, WNV pozitiv in tara (Lvov si colab.
2004, Dinu si colab. 2015). Cu toate acestea, datoritd preferintei mai specifice pentru
mamifere, specia probabil nu joaca un rol important ca vector interspecific.

Identificarea unor mobovirusuri din Cluj Napoca

Un numar mare de specii Culicidae (11 specii vector din 14 specii) identificate de noi
in zona Cluj-Napoca reprezinta un risc potential ridicat pentru transmiterea unor virusuri,
deoarece acestea sunt deja implicate in mecanismele de transmisie unor virusuri in multe alte
tari europene. Rezultatele analizei mobovirusurilor din materialul de Culicidae colectat in
perimetrul orasului Cluj Napoca au fost negative, ceea ce sugereaza ca fauna tantarilor din
zona nu este inca infectatda de nici un fel de mobovirusuri. Studiile noastre ar trebui sa
serveasca drept un sistem de avertizare rapida pentru sanatatea publica, prezentand un interes
deosebit in epidemiologie, prin detectarea eventualelor noi agenti patogeni in viitor si prin
estimarea frecventei acestora la tantari si implicatiile potentiale asupra sanatatii umane.

In timpul cercetirilor noastre, nu am reusit sa identificim mobovirusuri in materialul
de Culicidae din zona Cluj-Napoca, in ciuda prezentei unor habitate adecvate care gazduiesc
aici comunitati de tantari numeroase si diverse. Existd un numar mare de habitate umede
importante in Cluj Napoca si imprejurimile sale (ecosistemele lacurilor, prezenta raului
Somes, zone impadurite intinse cu habitate umede sau acvatice abundente), prin urmare, lipsa
sau nivelul foarte scazut al infectiei in comunitatile studiate de Culicidae ar putea fi asociate
cu lipsa unor gazde posibile (cum ar fi pasarile migratoare) sau prezente doar accidental sau
neuniform.

4.4.2. Cercetari asupra nematodelor folosind ca vectori diferite specii de
Culicidae

In 2014, 3% din toti tAntarii colectati din zona RBDD (240 572 exemplare de
Culcidae) au fost infectati cu nematozi paraziti. Dirofilaria repens si D. immitis au fost
detectate mai ales din Lacul Rosulet din An. hyrcanus, Cq. richiardii, Cx. pipiens, Cx.
modestusus, Ae. vexans, An. algeriensis, An. maculipennis. Anterior cercetariilor noastre,
aceste specii de nematozi au fost detectate doar in culicidul Ae. vexans, dar in timpul anchetei
noastre am reusit sa detectam nematodele si 1n alte 6 specii de tantari. Materilaul de Culicidae
analizat de la 14 taxoni diferiti au fost testate pentru D. repens si D. immitis folosind metode
moleculare. Din cele 2,118 de unitati de material analizat, 96 unitati (4,53%) au fost testate
pozitiv pentru Dirofilaria spp. ADN (EIR la 100 de exemplare = 0,041, CI 95%: 0,034-
0,050), care se mai divizeaza in 83 de unitati (3,92%) pozitive pentru D. immitis (EIR =
0,036, 95% CI: 0,029-0,044) 1,09%) pozitiv pentru D. repens (EIR = 0,010, CI 95%: 0,006-
0,014). In total, 10 unitati (0,47%) au fost testate pozitiv pentru ambele specii de Dirofilaria
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reprezentand 10,42% din toate unitatiile de material de Culicidae testate pozitiv pentru
Dirofilaria spp.. Intre 2.85 si 5.49% din unitatiile testate din materialul de Culicidae per loc
de capturare au fost pozitive pentru Dirofilaria spp.. D. immitis a fost mai raspandita decat D.
repens pentru toate cele patru locuri de colectare (Tomazatos si colab. 2018).

Studii recente privind prezenta nematozilor din genul Dirofilaria in diferite tari din
estul Europei evidentiaza circulatia locald semnificativa, cu o gama largad de specii de tantari
implicate ca vectori (de exemplu, Belarus sau Moldova (Sulesco si colab. 2016)).
Constatarile noastre recente au confirmat faptul cad in zona RBDD (Roménia), tantarii ar
trebui sa prezinte o prevalenta ridicata pentru Dirofilaria spp.. Alte studii sistematice de
xenomonitorizare, incluzand diferite componente ale mechanismelor de transmitere a
speciilor de Dirofilaria spp. in tarile din Europa de Est (identificarea speciilor de tantari ca
vectori, specii canine ca gazde definitive si oameni ca gazde secundare) pentru a evalua riscul
local de dirofilarioza umanad si canind, permitdnd punerea in aplicare a unor masuri eficiente
de supraveghere si control (Tomazatos si colab. 2018).

5. ConcLuzil

Rezultatele cercetarilor faunistice

» Am actualizat lista faunei Culicidaec din Romania, care contine in prezent 60 de
specii de tantari (cu 10 specii in plus fata de lista precedenta publicata de Nicolescu in 1995)

« Am publicat date faunistice noi pentru 20 de specii de Culicidae, mai ales din
Transilvania

* Am inisiat o librarie virtuala pentru secventele standard de ADN (DNA Barcode
Library) continand secventele de ADN standard ale speciilor de Culicidae din Roméania (314
date asupra secventelor de ADN standard apartinand la 19 specii diferite de tantari)

« In zona Rezervatiei Biosferei Delta Dundrii, am colectat mai mult de o jumitate de
milion (538 617) de exemplare de Culicidae din 17 specii si doua specii noi pentru fauna de
Culicidae din Romania: Anopheles algeriensis Theobald, 1903 si Ochlerotatus hungaricus
(Mihalyi, 1955)

* Au fost identificate de noi in perimetrul orasului Cluj-Napoca un numar de 14 specii
(728 exemplare), Coquiuettidia richiardii este semnalata pentru prima oara din Transilvania

Rezultate taxonomice

* 64 de exemplare de Culicidae colectate din RBDD au fost secventiate si a fost
generat un arbore filogenetic pe baza secventelor standard ale ADN-ului mtCOI

» Identificarea 3 specie complexe
Rezultatele cercetarii ecologice a comunitatii de Culicidae din RBDD

* Au fost cercetate un numar de 4 ecosisteme diferite. Cele mai divese locuri privind
numarul de specii identificate s-au dovedit a fi asezarile umane si ecosisteme de padure.
Mediul urban are o compozitie specifica de Culicidae si foarte diferita fata de comunitatiile
de culicide din ecosisteme naturale care poate fi explicata prin diversitatea locurilor pentru
depunerea pontei (rezervoare mici de ape, lipsa pradatorilor din aceste ape), (ex. colectoare
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de ape artificiale, cum ar fi anvelope, canale de diferite dimensiuni, recipiente de apa) si
numarul mare de surse potentiale de hrand (oameni)

* Cel mai mare numar de exemplare a fost colectat in apropierea ecosistemelor lotice
(lacuri naturale)

* Perioada de colectare cu cea mai mare diversitate de specii a fost identificata a fi
luna mai si iunie

« Am caracterizat 17 specii identificate in RBDD

* 10 specii identificate care pot fi implicati ca vectori in transmiterea unor agenti
patogeni, dintre care 6 specii sunt comune cu abundentd mare in RBDD si pot fi un risc
potential si pentru sdnatatea umana

» Toate cele 6 specii vectoriale sunt corelate pozitiv cu temperaturi ridicate
(aproximativ 20 ° C, cu exceptia speciilor de Culex cu activitate ridicata la 24-26 ° C) si cu
un nivel ridicat de umiditate in RBDD.

Rezultatele cercetari in domeniul parazitologiei

« In RBDD, in cursul celor doi ani de colectare (2014-2015) 0,5% din materialul de
Culicidae a fost infectat cu diferite virusuri. Membrii familiei Flaviviridae au fost detectati in
specii de Culicidae An. hyrcanus si Oc. caspius (din siturile de colectare Sulina, Lacul
Rosulet si Dunarea Veche). Membrii familiei Rhabdoviridae au fost identificati prima data de
noi din zona RBDD. Rabdovirusurile au fost detectate in Oc. caspius, Oc. dorsalis, Ae.
vexans, Oc. detritus si Cq. richiardii (de la Lack Rosulet, Sulina Letea, punctele de colectare
Dunarea Veche)

» Numarul mare de specii de Culicidae (11 vectori din 14 specii) a fost identificate de
noi in zona Cluj-Napoca, reprezentand un risc potential ridicat de transmitere a unor virusuri
deoarece aceste specii sunt deja implicate in mecanismele de transmitere a virusului in multe
alte tari europene. Rezultatele analizei mobovirusurilor au fost negative in oras, ceea ce
sugereaza cd fauna tantarilor din zona nu este inca infectatd de nici un fel de mobovirus.

« In 2014, 3% din - tantarii colectati de noi (240 572 exemplare Culcidae) au fost
infectati cu nematozi paraziti. Dirofilaria repens si D. immitis au fost detectate mai ales din
Lacul Rosulet din An. hyrcanus, Cqg. richiardii, Cx. pipiens s.l., Cx. modestus, Ae. vexans, An.
Algeriensis, An. maculipennis s.1..

Rezultatele noastre confirmd faptul cd zonele investigate de noi (Delta Dunarii si
imprejurimile metropolisului Cluj Napoca) au nevoie de mai multe investigatii faunistice in
viitor din cauza prezentei unor specii-vectori potential importanti pentru o serie de agenti
patogeni importanti din punct de vedere medical. Ambele regiuni pot fi considerate ca zone
biogeografice tranzitorii, fiind la ,,rascrucea,, unor rute de migratie pentru numeroase specii
de pasari si de aceea consideram cd aceste doua regiuni ar trebui incluse in reteaua europeand
de alertd rapidd si, prin urmare, sunt recomandate mai multe sondaje faunistice privind
diversitatea si raspandirea speciilor de Culicidae de la noi din tara.
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In cele din urma, aceste informatii ne pot ajuta, sd implementam programe de control
vectorial in functie de ciclul de viata al unor specii de tantari de importantd medicala si daca
este necesar, sa ajustam momentul interventiilor privind limitarea numarului de indivizi.
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