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A. IZVJESTA] SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
DISERTACIJE

U utorak, 05.09.2023. godine u 15h u Sali A3 na Studijskom programu za biologiju, Prirodno-
matematickog fakulteta, doktorantkinja Ana Manovi¢ pristupila je odbrani polaznih istraZivanija
doktorske disertacije pod nazivom , Ekotoksikolosko-histologka studija transporta mikroplastike
u sistemu predator-plijen izmedu vodenih grinja (Acariformes, Hydrachnidia) i hironomida
(Diptera, Chironomidae)* pred komisijom u sledecem sastavu:
1. Prof. dr Vesna VukaSinovié Pesié, vanredni profesor Metalurko-tehnoloskog fakulteta,
Univerzitet Crne Gore (predsjednica komisije);
2. Prof. dr Purad Milosevi¢, vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta, Univerzitet u
Nisu, Srbija (clan komisije) 1 .
3. Prof. dr Vladimir Pesi¢, redovni profesor Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerzitet Crne
Gore (mentor).
U svom izlaganju, kandidatkinja je predstavila: dosadagnja Istrazivanja u ovoj oblasti, materijale,
metode i plan istraZivanja, ciljeve i hipoteze i oekivani nauéni doprinos svojih polaznih
istrazivanja. Nakon izlaganja clanovi komisije su kandidatkinji postavili pitanja. Nakon §to je
kandidatkinja pruzla odgovore na postavljena pitanja, komisija je ocijenila da je kandidatlkinja
uspjesno odbranila polazna istraZivanja.
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B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACHE

B1. Obrazlozenje teme

Sve veéa upotreba sintetickih materjala izaziva zabrinutost na globalnom nivou u vezi sa pojavom
novih zagadivaca poput mikroplastike (MP). Medutim, naSe razumijevanje izvora mikroplastike,
transporta 1 uticaja MP u kraskim izvorimai sa njima povezanim podzemnim vodama jo3 uvijek je
veoma ograniceno $to predstavlja veliki rizik za Fivotnu sredinu i javno zdravlje, posebno zbog
velikog znacaja ovih ekosistema kao izvora vode za pice u Crnoj Gori.

Najbolji pokazatelji zdravlja izvorskih ekosistema jesu stalni stanovnici izvora (krenobiontne
vrste), na koje je u ovom radu stavljen poseban akcenat. Ova studija je pionir u istraZivanju
prisutnosti mikroplastike (MP) u kradkim izvorima, ukljucujuéi ispitivanje njenth transportnih
mehanizama i uticaja na organizme koji naseljavaju ove ekosisteme.

Po prvi put ée se istrazivati brzina trofickog prenosa MP u kraskim izvorima. U tom alju ¢e bid
postavljen biotest sa standardnim model organizmom Chimnomus riparius (plijen) koji je prethodno
hranjen esticama MP i sa krenobiontnim vrstama vodenih grinja (predatori). Hironomide i vodene
grinje su grupe organizama koje su prepoznate kao znacajne za monitoring vodenih ckosistema,
grade asocijaciju parazit-domadin.

Asoctjacije koje grade vodene grinje i hironomide predmet su mnogth nau¢nih radova. Ipak, jos
uvijek nije videno temeljnije pradenje crijevnog sadrzaja vodenih grinja na molekularnom i
histologkom nivou. U ovom radu ée akcenat biti i na tazvijanju novih biomarkera vodenih grinja
u akvati¢noj ekotoksikologiji na razli¢itim nivoima ekolotke i biologke organizacije.

B2. Cilj i hipoteze
Generalni cilj ovog istraZivanja je progiriti saznanja o transportu mikroplastike (MP) u sistemu
predator-plijen u vodenim ekosistemima. Kao model organizmi koristice se: vodene grinje
(Acariformes, Hydrachnidia) kao predatori i larve hironomida (Diptera, Chironomidae) kao plijen.
Za postizanje primarnog cilja postavljeni su sledeéi ciljevi:
Cilj 1: Mjerenje koncentracija MP i identifikacija MP u vodi i sedimentu izvorskih ekosisterma.
Cilj 2: Definisanje obrasca osjetljivosti zajednice vodenih grnja (Acariformes, Hydrachnidia) na
prisustvo i koncentraciju MP u lotickim ekosistemima.
Cilj 3: Analiza zajednice hironomida (Diptera, Chironomidae) pracenjem crijevnog sadr¥aja
vodenih grinja na molekularnom i histolo§kom nivou.
Cilj 4: Objasnjenje transportnih mehanizama mikroplastike unutar biote koja naseljava kragke
izvore u sistemu izmedu predatora (Acatiformes, Hydrachnidia) 1 plijena (Diptera, Chironomidae)
kroz analiziranje standardnih Zivotnih parametara populacionog fitnesa.
Glavna hipoteza (Hgy) je da su izvorska stani$ta i organizmi koji ih naseljavaju izlozeni uticaju
mikroplastike.
Hy; — Organizmi koji su stalni stanovnici izvora (krenobionti) su bolji bioindikatori zagadenja
mikroplastikom u odnosu na organizme koji nijesu stalni stanovnici izvora (krenofilne i krenoksene
vrste).
Hos; — Transfer mikroplastike u sistemu predator — plijen utide na karakteristike zivotnog ciklusa
vrsta predatora (Hydrachnidia) i plijena (larve Chironomidae) u kraskim izvorima.

B3. Metode i plan istraZivanja

IstraZzivanje obuhvata terenski rad, rad u laboratoriji i analizu podataka.

Terenski rad sastoji se iz:

- uzorkovanje vodenih grinja na istraZivanom podrudju,

- transportovanja materijala u laboratodju radi identifikacije do nivoa morfo-vrsta prema
dostupnoj literaturi i odabira materijala za DNK ekstrakeiju 1 COI kodiranje,
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- fiksiranja cjelokupnog materijala u 96% etalnolu kako bi se omogucila dalja molekularna analiza.
Ekstrakcija genomske DNK izvodi se po standardnom laboratorijskom postupku za vodene grinje
(Dabert et al., 2008; Stryjecki et al., 2016). Amplifikacija i sekvencioniranje vrie se nad kompletom
planiranih molekularnih markera koji ukljutuju mitohondrijski COI marker, skup od éetiri
nezavisna nuklearna markera (285 rDNA, 18s rDNA, ITS1, eEF1al ili H3), kao i dodatnim
mitohondrijskim markerom 16S tDNA koji dopunjuje COI (Pesi¢ et al, 2017). Zeljeni DNK
barkod region bi¢e amplifikovan landanom reakeijom polimeraze (PCR reakcija) koris¢enjem
odgovarajucih prajmera. Za poduzorak svakog produkta amplifikacije bi¢e uradena vizuelizacija
pomocu UV-transiluminatora i fotografisanje gela. Produkti PCR reakcije koji budu odabrani za
sekvencioniranje bi¢e podvrgnuti procesu preciséavanja uz pomo¢ Fxo-FastAP protokola. Sanger
sekvencioniranje e se obaviti od strane Kanadskog Centra za DNK Barkoding (Canadian Center
for DNA Barcoding). Za uredivanije i obradu dobijenih sekvenci koristiée se BioEdit/Geneious
softver. U javnoj bazi podataka BOLD (Barcode of Life Data System) bice sacuvani barkodovi.
Eksperimentalni dio doktorske teze radiée se u laboratorijama Prirodno-matematickog fakulteta u
Podgorici 1 Nisu. Molekularna, ekotoksikoloska i histolo$ka istrazivanja bice sprovedena u
Laboratoriji za ekotoksikologiju na Departmanu za biologiju 1 ekologiju, Prirodno-matematickog
fakulteta u Nisu za vrijeme istraZivacke posjete.

Kodséenjem model organizma, larve vrste Chironomus riparins, koji je zastupljen u standardnim
bioloskim testovima, iz referentne populacije sa Prirodno-matematickog fakulteta u Podgorici, uz
pracenje OECD protokola bice sprovedeni ekotoksikoloski bioeseji na hironomidama.

Postupak histoloske analize

Nakon fiksiranja potrebno je izvesiti dehidrataciju uzoraka i to povecavanjem koncentracije etanola
(70%, 80%, 90%, 1 96%), a zatim ih prebaciti u toluen na 10 min i preko nodi ostaviti u parafin za
ugradnju tkiva. Sledeceg dana, nakon hladenja, uzorci su pripremljeni za rezanje. Na mikrotomu
Leica® RM 2125RT napraviée se uzduini presjeci i nakon toga obojiti kombinacijom
hematoksilina i eozina (H&E). Pomoéu Leica® DM 2500 svietlosnog fotomikroskopa ée biti
posmatrani i fotografisani.

Mjerenje koncentracija MP i identifikacija MP u vodi i sedimentu izvorskih ekosisterna

Kako bi se utvrdilo porijeklo MP, istovremeno ée se uzorkovati voda, sediment i vazduh. Na
svakoj lokaciji uzotkovanja kantama od nerdajuceg celika zahvatiée se 100 I vode i profiltrirati kroz
sito od 64 um. Prije uzorkovanja vode prikupiée se najvise 100 grama sedimenta (mokra teZina).
Za potrebe kontrolnih proba potrebno je uzeti , slijepi uzorak na terenu na svakom izvoru. Bududi
da mrezasto sito skuplja MP u vodenom stubu na iznad opisani nacin, zajedno sa drugim
organskim supstancama, uzorak je prije dalje analize potrebno digestirati sa kalijum hidroksidom
(KOH) 1 30 ml 95% ectanolom. Uzorci vode i sedimenta filtrirace se sljededi dan kroz filter od
aluminijumovog oksida. Filtrat ée se zatim analizirati pod Bruker LUMOS 1T FT-IR mikroskopom.
Pracenje ingestovane MP u odabranim model organizmima makrobeski¢menjaka

Ovaj dio temelji se na odredivanju unosa mikroplastike od strane odabranih grupa
makrobeskicmenjaka. Kako bi se izbjegla degradacija éestica plastike ili nedovoljna digestja tkiva,
koristice se alkalna metoda za izolaciju MP iz biolo$kih uzoraka i za kasniju identifikaciju
(Stankovi€ et al., 2021). Protokol se temelji na koriéenju 10% rastvora kalijum hidroksida (KOH)
kao medijuma za uzorke i inkubaciji na 60°C tokom 24 sata. To dovodi do efikasne razgradnje
bioloskih tkiva bez znacajne degradacije na svim testiranim polimerima, osim celuloznog acetata.
Nakon primjene alkalnih metoda uzordi ée se filtrirat kroz filter od aluminfjumovog oksida. Filtrat
Ce se zatim analizirati pod Bruker LUMOS II FT-IR mikroskopom.

Istrazivanje transportnih mehanizama mikroplastike unutar kraske izvorske biote putem
proucavanie interakcije predator (Acariformes, Hydrachnidia) - pliien (Diptera, Chironomidae)
Kako bi se istraZila troficka brzina prenosa mikroplastike u kraskim izvorima, bice postavljen indoor
biotest sa standardnim model organizmom Chirnomus riparius (plijen), koji ée prethodno biti
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hranjen Eesticama mikroplastike, i sa krenobiontnim vrstama vodenih grinja (predatori). Ovaj dio
ukljucuje: postavljanje laboratorijskih mikrokozma, unoSenje razli¢ith koncentracija mikroplastike
u jedinke plijena (larve hironomida), a zatim davanje jedinki plijena njthovim predatorima
(krenobiotske vodene grinje), odredivanje unosa mikroplastike od strane plijena 1 predatora
bojenjem i posmatranjem fluorescentnim mikroskopom.

B4. Naucni doprinos

Ovim radom ¢e se analizirati brzina trofitkog prenosa mikroplastike u sistemu predator-plijen.
Dobice se podaci o tome kako se vréi transfer mikroplastike u sistemu parazit-domaéin, o éemu
nema sli¢nih studija. Bududi da do sada nisu vriena temeljnija proucavanja crijevnog sadr¥aja
vodenih grinja, oéekuje se da ée tome doprinijeti istraZivanje na molekularnom i histolofkom
nivou.

Disertacija ¢e imati za cilj uticaj mikroplastike na ekosisteme izvorskih i podzemnih voda u Crnoj
Gorl. Samim tim, unaprijediée nase znanje o uticaju mikroplastike na organizme koji naseljavaju
pomenute ekosisteme. Ova disertacija predstavlja pionirski korak u koris¢enju FTIR
spektromikroskopije za efikasno pracenje zagadenja mikroplastikom kraskih izvora, sa ciljem
otkrivanja, kvantifikacije i identifikacije mikroplastike.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istrazivanja
Predstavljeno istraZivanje je finansijski zahtjevno, ali ée se ved dio istrazivanja realizovati kroz
projekat Horizon-MSCA-2021-DN-01 ,,PlasticUnderground*.
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Misljenje i prijedlog komisije

Tokom odbrane polaznih istrazivanja, kandidatkinja MSc Ana Manovic je predstavila ideje, ciljeve,
metode 1 ocekivane rezultate doktorske disertacije. Komisija za ocjenu prijave doktorske disertacije
smatra da je predlog istraZivanja u potpunosti odgovarajuéi i da predstavljeno istraZivanje ima
znacajan naucni doptinos, kao 1 da je tema 1strazivanja aktuelna.

Na osnovu vrednovanja polaznih istrazivanja, komisija predlae Vijecu Prirodno-matemati¢kog
fakulteta, Centru za doktorske studije i Senatu Univerziteta Crne Gore da odobri dalji rad na izradi
doktorske disertacije kandidatkinje MSc Ane Manovié.

Prijedlog izmjene naslova

/

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

/

Planirana odbrana doktorske disertacije

Ljetnji semestar 2025. godine

Izdvojeno misljenje

/
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/
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ZAKLJUGAK
Predlozena tema po svom sadraju odgovara nivou doktorskih studija. DA
Tema je orginalan naucno-istrazivacki rad koji odgovara medunarodnim DA
kiterfjumima kvaliteta disertacije.
Kandidat mozZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i stecenog znanja da DA
uz adekvatno mentorsko vodenje realizuje postavljeni cilj i dokaze hipoteze.
Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata ¥ Vi
Prof. dr Purad MiloSevié, vantredni profesor  Prirodno- ¢~ / '
matematickog fakulteta, Univerzitet u Nigu, Stbija (clan komisije) ¢ T
Prof. dr Vesna Vukasinovié¢ Pesi¢, vanredni profesor Metalutsko-/, / S g i
tehnoloskog fakulteta, Univerzitet Crne Gore (clan komisije) (/ . L WC@S_} Wan'd R, )¢
Prof. dr Vladimir Pesi¢, redovni profesor Prirodno-matematickog 3 0
fakulteta, Univerzitet Crne Gore (mentor) t" U/U‘l [’IAL ) 0(\/\
U Podgorici,

12.09.2023. godine
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PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I

KANDIDATA

Prof. dr Vesna Vukadinovi¢ Peié,
(predsjednica komisije)

Da i ste odabrali vrstu vodene grinje koja ¢e biti model
organizam?

Prof. dr Durad MiloSevié, (¢lan

komisije)

Da li postoje razvijeni biomarkeri na histopatoloskom
nivou za vodene grinje i da li ée biti pogodni za
determinaciju potencijalnih toksic¢nih efekata
mikroplastike na vodene grinje?

Prof. dr Vladimir Pedié, (¢lan
komisije)

Koji su problemi koji se mogu ocekivati prilikom
identifikacije mikroplastike u hemolimfi predatora i
domadina?

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANQJ FORMI

/
(Ime 1 prezime) /
/
/
(Ime i prezime) /
/
/
(Ime 1 prezime) /
/
ZNACAJNI KOMENTARI
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