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MISLJENJE

: j mentora o radu doktoranda mr Milene Boki¢ na istrazivanjima | postignutim
rezultatima (imM obrazac).

Obrazlozenje

Dr Bozidarka Markovié, vanredni profesor na Biotehnickom fakultety podnijela je Komisiji za
doktorske studije Izvjestaj o napredovanju doktoranda (IM obrazac) mr Milene Pokic.

Komisija za doktorske studije je nakon razmatranja dostavljene dokumentacije prediozila Vijecu
Biotehnic¢kog fakulteta da prihvati predmetni lzvjestaj.

Imajuéi u vidu navedeno. dato Je Misljenje kao u dispozitivu.
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Vijeéu Fakulteta

IZVJESTAJ KOMISIJE ZA DOKT RORSKE STUDIJE

Komisija za doktorske studije Biotehnickog fakulteta razmatrala je i prihvatila:

- Godisnji izviestaj mentora,
- Prijavu teme doktorske disertacije i
- Predlog komisije za ocjenu podobnosti doktorske teza doktoranada Milene Dokic.

0 predmetnoj dokumentaciji ¢lanovi komisije su se izjasnili elektronskim putem. Pozitivno mislienje o

Komisija za doktorske studije predlaze Vijecu da nastavi sa daljom procedurom.
U Podgorici, 8/9/2020.

Predsjednik Komisije za doktorske studije
Prof. dr Zoran Jovovi¢
: L

Prilog: .
- Pozitivno midljenje prof. dr Radmile Pajovi¢
- Pozitivno misljenje prof. dr Bine BoZovi¢ .
Pozitivno mislienje prof dr. Nedeljka Latinoviéa
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Predmet: Predlog Komisije za ocjenu podobnosti doktorske teze i kandidata

Predlazem Komisiji za doktorske studije Biotehnickog fakulteta da imenuje komisiju za
ocjenu podobnosti doktorske teze: ‘Geneticki diverzitet i struktura crnogorskih populacija
ovaca” | kandidata mr Milene Boki¢ u sastavu:

1. Prof. dr BoZidarka Markovi¢, vanredni profesor Biotehnickog fakulteta Univerziteta
Crne Gore (naucna oblast: stocarstvo) - mentor

2. Prof. dr Pina BoZovi¢, redovni profesor, Biotehnicki fakultet Univerziteta Crne Gore
(naucna oblast: genetika, predmet Opsta genetika) - clan i

3. Prof. dr Milan Markovié, vanredni profesor Biotehnickog fakulteta Univerziteta Crne
Gore (naucna oblast: stocarstvo) - ¢lan.

Mentor

Prof. dr Boadarka Markovic¢
_' e / B9 [;,
\‘ e

‘r,-

U Podgorici, 04.09.2020.

***0Obrazlozenje: U narednim etapama rada - izrade i ocjene doktorske disertacije bice uklju¢en
novi €lan iz inostranstva (Regiona), zamjenom jednog od predloZenih ¢lanova ili ¢e biti dodata dva

nova ¢lana iz drugih institucija.
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PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE
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NASLOY PREDLOZENE TEME

.\‘:a Sluibc.n()iﬁjczika Geneti¢ki diverzitet i struktura crnogorskih populacija ovaca
Na engleskom jeziku Genetic diversity and structure of Montenegrin sheep
populations

Obrazlozenje teme
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Geneti¢ki
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ukrstanja sa drugim rasama, postale veoma malobrojne. a neke su u riziku od nestanka (Markovic
sar., 2011). U ukupnoj populaciji najzastupljenije su jezerapivska pramenka i sjenicka rasa ovaca, dok
je znatno manje ucesce bardoke. ljabe i sore. a zetska i piperska zuja broje svega par desetina grla i u
riziku su od nestanka (Markovic i sar., 2020).

Autohtone crnogorske rase ovaca zbog sy ojih specificnosti. dobre prilagodenosti na surove
ambijentalne uslove i tijesne veze sa tradicionalnim proizvodima. predstavijaju vrijedan geneticki
resSULS i veoma su vazne sa aspekta ocuvanja domacih genotipova.

Zbog materijalnih i nematerijalnih vrijednosti koje imaju autohtonih rasa ovaca i domacih zivotinja
uopste. danas se razy ijaju globalne. regionalne i nacionalne strategije njihovog otuvanja i koris¢enja. S
ciljem o¢uvanja genetickog diverziteta u poljoprivredi Crne Gore Ministarstvo poljoprivrede je 2008.
godine usvojilo Nacionalni program i akcioni plan otuvanja genetickih resursa u stotarstvu. U
smjernice donesene tim dokumentima uspostavljen je program ..in it~ konzervacije ugrozenih rasa
domacih zivotinja i preduzete su mjere za povecanje tih populacija i podizanje profitabilnosti njihovihi
uzgoja (Markovic i sar., 201 .

Globalnim akcionim planom za animalne geneti¢ke resurse FAO (2007 definisana su dva strateSka
prioriteta koja se odnose na karakterizaciju i oCuvanje genetickog diverziteta. Genetitka karakterizacija
i utvrdivanje diverziteta lokalnih populacija prvi je korak u uspostavljanju adekvatnog programa
njihovog otuvanja i odrzivog koridcenja. Ubrzan razvoj tehnika u oblasti molekularne genetike i
primjena brojnih molekularnih markera omoguéilo je direktno proucavanje genetickog diverziteta na
nivou DNK. Molekulara genetika daje osnovne spoznaje o porijeklu, nivou odgajivanja u srodstvu,
kontaminiranosti drugim genomima, 3to ie osnova za kreiranje odgoy araju¢ih odgajivackih programa
(Ivankovic, 2003, Eusebi i sar., 2020).

Geneticki (molekularni) markeri su jedno od najmocnijih sredstava genomske analize. jer detektuju
geneticke varijacija na nivou molekula DNK i njihovo poy ezivanje sa nasljednim osobinama. Brojna|
istrazivanja genetickog diverziteta populacija ovaca krajem 90-ih godina 20. vijeka sprovedena sy
primjenom mikrosatelita. koji su bili medu najpopularnijim tipovima markera u studijama genetickel
karakterizacije (Lenstra i sar. 201 2), Primjenom tih markera proucavan je diverzitet (resursa) domacih
zivotinja. s posebnim naglaskom na autohtone neselekcionisane rase U okviru raznih drzaval
(Medugorac i sar.. 2009). Paralelno sa razvojem mikrosatelita razvijalo se i Sirilo koris¢enje mDNK
kao markera. narocito u filogenetskim studijama porijekla rasa, rekonstrukeiji migracionih rutad
identifikaciji divijih predaka. lokalizaciji centara za pripitomljavanja i sl (Groeneveld i sar., 2010,
Ajmone-Marsan i sar., 2010). Brz napredak u oblasti molekularne tehnologije posljednjih desetak
godina doveo je do primjene nove generacije seky enciranja (engl. Vex Generation Sequencing - NGS)
koja podrazumijeva primjenu SNP markera visoke gustode. kao i unapredivanjivanje informatickog
pristupa u toj oblasti.

U dosadasnjim istrazivanjima na crnogorskim  populacijama ovaca fokus je bio uglavnom na
morfoloskoj karakterizaciji. dok je genetitka karakterizacija bila ogranicena samo na diverzitet
pojedinih gena ili markera i samo za pojedine rase i populacije ovaca. Sveobuhvatnom genetickom
karakterizacijom svih crnogorskih rasa i populacija ovaca primjenom SNP markera visoke gustoce
doslo bi se do relevantnih | medunarodno uporediyvih parametara geneti¢hog div erziteta u crnogorskom
ovéarstvu (efektivnoj velitini populacije 1 stepenu ugrozenosti, nivou inbridinga i introgresije,
stvarnom genetickom diverzitetu i strukturi populacija, kao 1 © genomskom opisu rasa za duze
vremensko razdoblje).

Dobijeni parameteri genetickog diverziteta omogucili bi kreiranje adekvatnog odgajivackog programa i
Programa odrzivog koris¢enja i otuvanja genetickih resursa u stodarstvu, §to bi.
iju tradicionalnih proizvoda. U

u ukupne ovcarske

implementaciju
takode. bilo osnova za priznay anje samih rasa i znamo bolju promoc
konaénom. istraZivanje u ovom pravcu dalo bi doprinos odrzivom razvo)
proizvodnje u Crnoj Gori.
Pregled istrazivanja _
Posliednje dvije decenije razvile su s¢ brojne metode molekularne genetike. Ove molekularne metode
omogucavaju ukljucivanje molekularnih markera u mnogim oblastima, kao i u istrazivanjima U
Zemu postaju svestrano orude u aa\gliigcgc_tigke varijabilnosti Zivotinja.

372

{ stocarstvu, P,’fi
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Upotreba .m'olekula-r:?ih markera danas omoguéava Upoznavanje genoma iy otinje u velikoj mjeri ilj y
Potpunosti. Zahvaljujugi genetickim markerima moguca je izgradnja genskih mapi (karti), o[.kri\'anjc
nosilaca nasljednik bolesti, Proucavanje filogeneze. sprovodenije odgqjiva&ko-selekciiskih programa
itd. (fvankovic, 2003). : =
Ubrzan razvoj tehnika i primjena brojnih molekularnih markera omoguéilo je direktno proucavanije j
Kvantificiranje genetickog diverzitera, dobijanje preciznih rezultata genetickih varijacija izmedu j
unutar rasa. populacija i jedinki na nivou DNK (Eusebi i sar 2020, Kawecka i sar., 2016).

U savremenim istrazivanjima geneticka karakterizacija (genotipizacija) animalnih genetickih resursa
pomocu odabranih marker sistema osnova je 7a uklju¢ivanje molekularno-genetickih informacija |
strategiju o¢uvanja | upravljanja animalnim genetickim resursima (Ivankovié, 2005, Kawecka i sar,
2016)

Mikrosateliti su Jedan od ¢esto koriscenih markera. koje su otkrili Weber j May (1989), a krajem 90-ih|
godina bili su medu najpopularnijim tipovima markera u studijama geneticke karakterizacije (Lenstra ;
sar., 2012). Mikrosatelite Je moguée koristiti zbog njihove izrazite polimorfnosti. Brojna istraZivanj
genetickog diverziteta populacija ovaca sprovedena su primjenom ovih markera. Cinkulov i sar (2008
proucavali su geneticki diverzitet ovaca iz skupine pramenki na prostoru Balkanskog poluostrva
primjenom mikrosatelit markera i mtDNK i utvedili dg postoje dvije materinske linije i u okviry
populacije pramenke vise rasa ovaca.

Brzi napredak y razvoju i primjeni nove generacije sekvenciranja (engl. Next Generation Sequencing 4
NGS) u posliednjih desetak godina, zajedno sa unapredivanjem informaticke podrske toj oblasti,
omogucio je koris¢enje naprednih marker sistema, Primjena ove tehnologije znacajno je povecaly)
dostupnost genskih informacija koje su smjedlene na nizovima pojedina¢nih nukleotida (engl. Single
Nucleotide Polymorphism — SNPs) ili sekvenciranje cijelog genoma (engl. Hhole Genome Sequencing
- WGS), ciljanim sekvencama DNK i RNK (Dunistawska i ir., 2017, Eusebi i sar., 2020, Bruford i
sar. 2015, Kawecka i sar. 2016, Toro i sar., 2009, SNP markeri imaju oigledne prednosti u
genetickoj karakterizaciji u odnosu na mikrosatelite, prije s ega posjeduju veéu informativnost,
Takode, primjena ovih makera omoguéila je skraciy anje vremena sekvenciranja smanjenje troskoval
istrazivanja (Bruford i sar 2015, Kawgcka i sar., 2016). Za identifikaciju fragmenata koriste modernel
metode platforme, koje se u sirokoj upotrebi u centrima il laboratorijama za sek venciranje (llumina-
bivsi Soleka, HiSck, Roche, Applied Biosystems SOLiD™ Svisrem).

Razvojem novih generacija sckvenciranja. za analizu geneticke varijabilnosti i strukture populacijaj
ovaca u razlic¢itim dijelovima sy ijeta dominantno se primjenuju SNP markeri visoke gustoce, od 50 d
600K SNP. Primjena SNP Cipova srednje i velike gustoce prvo je otpocela kod goveda 2008. godine, 4
zatim kod ostalih vrsta Zivotinja - sy inja. ovaca. konja, koza. SNP markeri domacih vrsta stoke mogu|
se koristiti u istrazivanjima drﬁgih srodnih vrsta Zivotinja (Bertolini i sar. 20] " Bruford i sar. 2015).
Analiza genoma ovaca sprovodi se pomoéu OvineSNP50-600K BeadChip Koji je razvijen od strane
Internacionalonog konzorei juma za genetiku ovaca (engl. International Sheep Genomics Consortium -
ISGC), Kawgcka { sar. (2016,

SNP paneli visoke gustoce predstavljali su znacajnu alatku u istraZivanju genct;’ékc raz.nolikos_li.
strukture populacije, otkrivanje velikog broja lokusa i identifikovanje povezanosti sa pronzvosimm
osobinama i / ili bolestima Zivotinja, pracenje istorije populacije i mapiranje genomskih regiona,
analiza biodiverziteta (Bertolini i sar., 2017, Kijas i sar.. 2009 Bruford i sar.. 2015, Kawgcka i sar.,
2016, Zhao i sar., 2017, Edea i sar. 2017, Toro i sar., 2009). Rezultati geneticke kamktcrizac‘ije
brojnih rasa ovaca iz svih dijelova svijeta, dobijeni na osnovu SNP markera. objavljeni su i dostupni u

HapMap bazi podataka, .
Geneticka karakterizacija na bazi SNP markera visoke gustoce \azlmje_za uspostay ]:]'Clnjtf %c.nomske
selekcije i poboljsanije strategija odgajivanja rasa ovaca (Edea i sar. _’().1 ; /\m.u,j%-ktj‘f ,\m-..‘_,r)]q(;\)l.PZg
je pokazalo istraZivanje u SAD gdje su Davenport i sar, (2019 sproveli gcno‘n{?mnuuu‘ Qwielfci]i‘ :
‘BeadChip-om radi ispitivanja genetickih ndnnca‘izmgdu rasa ovaca, da' b.: wsez;;od.ji,ui vuerLrl’UIS)
strategije selekcije. Odrediy anje genetickog diverziteta i st.uklure rase Sproy eli bu’ m.n‘?,[ .nthéeHOm
takode na americkim rasama ovaca - Suffolk. Rambouillet. Cﬂfumbm.uPv'l}dpd['-:"'ln"la;ifen.ﬁca ;
istrazivanje je sprovedeno radi ukljucivanja podataka u genomsku selekeiju i dobijanja smj
svaraniy nose rase - - 472
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Istrazivanje Ai-Maniun i sar. (2015) pokazalo je visok stepen diverziteta australijskih rasa ovaca na
OSNOVU parametara (Fo, e, ROH Fst. LD) dobijenih genotipizacijom na bazi SNPSOK markera,
P{)bei?l_io kod merino rase. Grasse, [ sar. (2014) uradili sy Karakterizaciju genetickog diverziteta,
identifikovali rase i detektovali strukiury populacije za tri rase ovaca Corriedale, Merino Creolg
Koristeéi lllumina Ovine SNP5( beadchip u genotipizaciji,

V.clika brojnost i diverzitet autohtonih populacija ovaca u Kini utvrden proucavanjem genetickog
diverziteta preko 1,000 Kineskih ovaca koridéenjem SNP ¢ipa. mitohondrijske DNK Y-h;omozomzi
dovode se u vezu sa tradicionalnim nomadskim nacinom Zivora (Zhao | sar, 2017, Pracenje nacinal
evolucije, genetickog diverziteta, stukture populacije kineskih rasa ovaca sproveli su Yang i sar- 12016)
na 77 izvornih rasa ovaca j iri divije rase na osnovu SNP markera radi razumijevanja genetickily
mehanizama za brzu adaptaciju na ekstremne usloy e okoline,

Edea i sar. (2017) odredili sy geneticku raznolikost rasa ovaca koje se gaje u Etiopiji. koridéenjem
Ovine HD SNP BeadChip visoke gustode 600K

Istrazivanjima Deniskova i sar (2019} po prvi put je uradena procjena genetickog diverziteta lokalnih
rasa ovaca u Kirgistanu. Za te potrebe utvrdeni su sljedeci parametri: velicina ROH segmenata,
efektivna velicina populacije, i odredena je analiza mijesanja rasa. Dobijeni SNP profili uporedivani
su sa globalnim (evropskim, azijskim i jednom americkom) rasama ovaca,

Analizom geneticke strukture o aca markerima visoke gustoée (oko 600K SNP markera) u Francuskoj
identifikovana su dva glavna porijekla rasa ovaca (Rochus i sar., 2018). Koriscenjem istog marken
sistema odredena Jje struktura populacije pet autohtonih Svedskih rasa ovaca i izvrieno Jje njihovc

poredenje sa pojedinim evropskim i azijskim rasama. pri cemu je izvrieno grupisanje po geografskom
pUl’i_jEHU (Rochus i sar., 2020).

Ciani i sar. (2015) su u regionalnoj studiji objavili preliminarne rezultate filografske strukture dobijeng
genotipizacijom Mlumina OvineSNP30 cipom. U istrazivanja su bile direktno ukljucene rase iz grupe
pramenke iz Slovenije, Hrvatske, Bosne j Hercegovine, Crne Gore. Makedonije i Cetke Republike.

U posliednjih desetak godina u Crnoj Gori radena je ponovna morfometrijska (fenotipska

karakterizacija za rase koje su obuhvacene Programom oéuvanja. Fenatipskom karakterizacijom
sagledane su promjene Koje su se vremenom desile na populacijama. Napredovanjem metoda
molekularne genetike javila se potreba za utvrdivanjem razlicitost izmedu rasa na genetickom nivou, tj,
7a genetickom karakterizacijom rasa i u Crnoj Gori,

Rad na genetickoj harakterizaciji crnogorskih rasa | populacija ovaca do sada je bio dosta skroman.
Geneticka karakterizacija radena Je samo za pojedine rase ili za pojedine gene koji su vezani za neku
proizvodnu osobinu. Proucavanje polimorfizma gena beta laktoglobulina i kappa kazeina realizovanol
j¢ za tri crnogorske rase ovaca (Markovié i sar., 2013, Pokié i sar., 2019, Geneticka karakterizacija na
bazi 8 mikrosatelit markera i mIDNK radena je samo za Jezeropivsku pramenku u okviry regionalnog]
projekta (Cinkulov i sar , 2008).

S abzirom da do sada nije bilo prilike da se uradi sveobuhvatna geneticka karakterizacija svih rasa i
populacija ovaca u Crnoj Gori primjenom nove generacije - SNP markera visoke gustoce. realizacija
ovakvih istraZivanja predstvaljala bi Sirenje spektra naucnoistrazi ackih aktivnosti kod nas. |

Cilj i hipoteze
acija populacija sedam autohtonih rasa ovaca

Opsti cilj istrazivanja je da se uradi geneticka karakteriz ras
uja. piperska Zuja. ljaba i sienicka rasa.

Crmoj Gori: jezeropivska pramenka, bardoka. sora, zetska z
Geneticka karakterizacija i struktura crnogorskih populacija ovaca obavila bi se primjenom danas|
najrelevantnijih SNP markera visoke gustoce (OvineSNP S0KBead chip).

Ciljevi istraZivanja su da se odredi:
I. Geneticka varijabilnost i geneticka raznolikost (diverzitet) unutar i izmedu proucavanih rasa ovaca,
. odrédixanjc Hardy-Weinbergove ravnoteze (ekvilibrijuma). ocekivana heterozigotnost
expected heterozygosity (H,) i dobijena heterozigotnost — observed heterozygosity (H,)J
cfektivna velitina populacije (Ne), identifikacije nizova homozigotnosti (regioms o
homozygosity — ROH). izratunay anje koefcijent inbridinga (F,.) na osnovu oécfii‘\var}e
hclero;zi\gom-osti ili ROH analize (Fy, ). izratunavanje frekvencije minor alela, specifiénih
—— e o e 5/2
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SNP gena. bogatstvo alela,

§ P eee s e g : %
3. Geneti¢ki odnosi (distance) unutar i izmedy crnogorskih populacija ovaca, kao | odnosi tih rasa i
rasa sa drugih prostora. :

* analiza molekularne varijanse (AMO1VA), fiksacijski indeks - F.. analiza glavnih
komponenti (Principal Component Analysis - PCA),

4. SII'UkFLlrii pupu?aq_]c cmulgorsk:ih rasa ovaca radi jasne geneticke diferencijacije rasa, odnosno da bi
se utvrdilo stvarno pripadanje rasi.

* STRUCTURE analiza, ADMIXTURE analiza, analiza glavnih komponenti (Principu
Component Analysis - PCA), fiksacijski indeks - Fsi. sadr7aj informacija o polimortizmy|
(f’u/_l'mufyu’fiw Information  Contenr - PIC).,  neravnoteza vezanosti - (Linkage
disequilibrium - L1)).

5. Genomsko pozicioniranje crnogorskih rasa u odnosu na rase sa kojima su se mijesale i/ili koje suj
ucestvovale u njihovom stvaranju (virtemberg, ci gaja, romanovska, istoéno-frizijska, avasi).

Svi dobijeni parametri treha da budu osnova za uspostavljanje adekvatne Strategije ocuvanja i odrzivog
koriséenja autohtonih populacija ovaca. posebno ako se ima u vidu da su neke od njih veom
malobrojne i u riziku od nestanka.

Polazne hipoteze su slijedeée:

HO: Nema genetickih razlika izmedu i unutar proucavanih rasa i populacija. tj. niska genetickal
diterencijacija.

H1: Utvrdeno postojanje genetickog diverziteta unutar pojedinih populacija ovaca, odnosno da sy svel
one u HWE,

H2: Nivo geneticke diferencijacije izmedu proucavanih populacija ovaca opravdava da imaju status
rasa.

H3: Struktura populacije crnogorskih rasa ovaca pokazuje introgresiju — uticaj rasa ovaca iz drugih
zemalja.

Materijali, metode i plan istraZivan ja

Predmet istrazivanja je 7 rasa ili populacija ovaca: jezeropivska pramenka, zetska zuja. bardoka, ljaba,
piperska Zuja. sora i sjenicka rasa Koje se gaje u razlicitim regionima Crne Gore.

Istrazivanje obuhvata proucay anje literaturnih izvora, rad na terenu (odabir stada i prikupljanje uzoraka
tkiva). rad u domacim i inostranim laboratorijama i statisticku obradu molekularno-geneti¢kih
podataka.

Na osnovu proucavane literature. ). rezultata do kojih su dosli drugi autori. postavlj
odabiraju pouzdane metode. na¢in obrade podataka i prikazivanje dobijenih rezultata istrazivanja.

Pri odabiru stada iz kojih poticu Zivotinje od koji ¢e uzimati uzorci tkiva i krvi uzece se u obzig
geografska lokacija sa koje poti¢u. proizvodni sistem. zatim porijeklo i sl. Odabrace se stada koja sej
gaje u tipicnim proizvodnim podrucjima ili podru¢jima koja su najbliza izvornoj lokaciji razvoja i
gajenja rase. Prema preporukama F.40 (20]] ). da bi uzorci bili reprezentativni odabrane Zivotinje bice
tipicni predstavnici rase. nece biti u srodstvu j bice nasumicno odabrane iz vite stada. Uzorkovace 5¢
o populacije na jednom mjestu ili selu. Sakupice se od 30 do 40 uzoraka krvi ili drugog

a se Koncept,

manje od 10°
tkiva od svake rase.

Nakon odabira stada pristupice se sakupljanju uzoraka bioloskog materijala - krvi ili isjecka u:“sne
Skoljke od proucavanih ovaca radi ekstrakcije (izolacije) genomske DNK. Uzimanje uzoraka f\'l’\"l iz
jugularne vene ovaca obavide nadlezni terenski veterinarl. Za ovu svrhu koristide se odg()\‘ara.luéu.f
sterilne igle. vakuumtajneri i epruvete sa EDTA konzervansom. Uzeti uzorci ¢e na ledu biti
transportovani do laboratorije i do sprovodenja izolacije DNK e biti éuvani na temperaturi od + 4°C.
Druga vrsta uzoraka - dio usne Skoljke uzimade se pomocu specijalnih klijesta. Klijesta se koriste
zajedno sa specijalnim tubicama za direktno skladistenje uzoraka tkiva, 5to znatno olakSava procedury
uzorkovanja. Svi uzorci se uzimaju u duplikatu (paralelke).

Pouzdanost uzoraka. provjera koncentracije i cistoce. ocijenice se nakon probne ekstrakeije DNK.

Prva faza u laboratoji je ekstrakeija (izolacija) genomske DNK, koja ¢e se obaviti u Laboratoriji 731
672
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molekularnu genetiku stocarstvu na Biotehnickom fakulteru.

l‘.l\‘b'.l‘r‘:ik(.‘.i_iﬂ DNK y r&‘_i.éc se na dva nacina - primjenom organskih rasty araca (fenol-hloroform metoda) i
kxvrl§cgn1011? komercijalnih kitova - DNeasy Biood & Tissue Kir (Qiagen, Germany) za 250 uzoraka,
[:)\‘(i_]ﬂl nacin ckstrzll\u‘mlcc s¢ primjenjivati ukoliko bude bila potrebe, jer je pri sekvenciranju HD
S'Nl ‘chrp—nm pozrebng visoka koncentracija DNK (preko 50ng ul) u kolicini od minimalno 50 pl, s
cistocom A260: 280 koja treba da bude 1.5-1.8.

(}cnoti_pizacij-a pomocu Ovine SNPSOK BeadChip-a ili Ovine Infinium HD BeadChip (/lluming,
San Dh'_s:r{. (‘.VI. { nm."d ..\mru.x) Za oko 210 uzoraka obavice se u inostranstvu zbog opreme kojom
raspolazu jedino specijalizovane laboratorije. DNK uzorci de se prema uputstvima pripremati | slati
nekoj od Hlumina laboratorija u Evropi ili Kini.

Statisticka obrada podataka - predvideno je da se analiza sekvenci uradi na Agronomskom fakultetu
u Zagrebu. Nakon obavljenih laboratorijskih analiza za obrady molekularno-genetickih podatakal
koristi¢e se specifieni bionformati¢ki sofiveri. Nakon dobijanja rezultata sekvenciranja, formirace s
baze podataka. Jednu bazu ¢ine sekvence crnogorskih populacija ovaca. a druga ukljuCuje javno
dostupne sekvence drugih rasa ovaca koje su ukritane ili su utestvovale u stvaranju autohtonih
crnogorskih ovaca (v irtemberg. cigaja. romanovska, cigaja. istotno-frizijska, avasi). Po rasi ¢e se uzeti
0ko 30 uzoraka — podataka. Javno sy dostupni podaci HapMap baze koju vodi Internacionalni
Konzorcijum za genetiku ovaca (ISGC). kao i podaci Nacionalnog centra za informacije u
biotehnologiji (engl. Nurional ¢ enter for Biotechnology Information - NCBI).

U statistickom programu je prvo potrebno uraditi ¢iscenje SNP-ova s niskom frekvencijom rjedih alela,
onih koji odstupaju od Hardy-Weinbergove ravnoteZe i onih koji pokazuju visoku neravnotezu
vezanosti (LD). jer mogu uticati na rezultate, Dakle, podaci nakon genotipizacije obradice se
spajanjem platformi u SNP i Variation Suite -8.5.0. programu,

SNP and Variation Suite v.8.5.0 program. PLINK ili program R (diveRsity) koristiée za odredivanje]
intrapopulacijskog i interpopulacijskog diverziteta. Ho. He. Ne. Ar, Fst, frekvencije minornih gena,
analiza glavnih komponenti (PCA), odstupanja od Hardy- Weinbergove ravnotee (HWE) | ROH.
Filogenetski odnosi (geneticke distance) analizirace se Koristenjem mreZe NeighborNet, odnosnol
Konstruisace se Neighbor-joining stablo pomocu sofivera SplitsTreed, zatim Admixture v1.3 za
utvrdivanje genetickog mijesanja.

Program STRUCTURE v.2.3.4. koristide se za prezentovanje genetitke strukture populacija i ocjenu
Stvamog broja populacifailirasa " .

Ocekivani naucni doprinos

Ovim istrazivanjem obavila bi se cjclokupna geneticka karakterizacija autohtonih rasa populacija
ovaca, koja do sada nije radena na vrstama domacih Zivotinja na prostoru Crne Gore. Na Biotehnickom
fakultetu u sklopu laboratorije za Molekularnu genetiku u stocarstvu primjenjuju se osnovng
molekularne tehnike. 3to ukazuje da ima mogucnosti da se neke laboratorijske metode usavrse za)
buduca istrazivanja. Takode. vazan doprinos rezultati mogu imati pri uvodenju i usavrsavanju
softverskih programa za obradu molekularnih podataka.

S obzirom da je do sada geneticka karakterizacija crnogorskih rasa i populacija ovaca bila djelimi¢nog
obuhvata. tj. radena je samo za pojedine rase ili za pojedine gene koji su vezani za neku proi_zvod'm‘l
osobinu, i .primjena SNP markera u genomskim istraZzivanjima u Crnoj Gori predstavljala bi veliki
naucni iskorak. Ovo istrazivanje otvorilo bi nove istrazivacke mogucnosti i omoguéilo da budemo u
korak sa najrazvijenijim istrazivackim centrima u o 0] oblasti. kao i saradnju sa srodnim ing:lilucijama.
Koriséenje SNP markera visoke gustode v buduénosti moglo bi da se sprovede i na drugim vrstam_a
domacih Zivotinja kaje se gaje na teriteoriji Crne Gore (konji i magarei. ko;e. goxe.da). Buduca
istrazivanja mogla bi se usmijeriti na ispitivanje zajednickih — regionalnih autohtonih rasa (jedna rasa sa
vise varijeteta u susjednim drzavama). -
Dobijeni rezultati geneticke karakterizacije bi¢e od znacaja za Cm‘u Goru i njene iqslﬂuwg Eo_ie' 8¢
bave ukupnim biodiverzitetom. a bili bi i vazna alatka u sproy odenju Programa odrzivog korisc¢enja i
oCuvanja genetickih resursa u stocarstvu. | e ’ ik
OCuvanjem rasa daje se vazan doprinos ocuvanju crnogorske tradicije putem proizvodnje
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Odgovorno poty rdujem da sam saglasan sa temom Koja se_prijavljuje

. - ¢ Ly
Prof. dr Bozidarka Markovi¢ |, / W

Prvi mentor

: : —
Drugi mentor (Ime i prezime) TPotpis)
Doktorand Mr Milena Poki¢é
I1ZJAY A

Odg('m\v-ornoﬂiz_i'd\'l_j ujem da doktorsku disertaciju sa istom temom nisam prijavio/la nj na jednom

drugom fakultetu,

U Podgorici,

04.09.2020.
Ime i prezime doktoranda

Mr Milena Pokié
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MENTORSTVO

| Mr Milena Dokié

Kandidat: Ime i prezime

PREDLOZENI MENTOR/ — ]

. Titula. ime i prezime Ustanova i drzava Naucna oblast
: _— s el i s e e s i, SR -
Prvi mentor fProf. dr Bozidarka Univerzitet Crne Gore, | Stocarstvo
Markovic  Biotehnicki fakultet
| HEHE " =

Drugi mentor ,\ |
. #—T._,____fﬁhf___%?f—_“T'. g —— T

Sjednica Vijeca organizacione jedinice na kojoj je izvrseno |

predlaganje mentora '

S |

\
KOMPETENCIJE MENTORA
(pet objavljenih radova u relevantnim Casopisima)
| Mgrkuﬁ(‘, B.. Markovic, flmm\\“lmiim:mlcnc
frequencies of caprine alpha s1 casein polymorphism in Montenegrian Balkan
goat breed. Acta Neterinaria (Beograd). Val. 59. No. 5-6. 613-619,
Mirecki. S.. Tomic. D.. Vutini€, S.. Markovic. M., Markovié. B, (3017}
Technology and quality of Skorup « traditiona) Montenegrin dairy product.
| Mbckarstvo 67 @), 109007 =~ o g
| 3 Clani. E.. Mastrangelo. S.. Silva. A.. Marroni. .. Ferencakovic. M., Marsan,
PA. Dovenski, T.. Gorjanc. G. ~.Markovic, B. ....Curik. I, Cubric-Curik. V.
and Johannes A, Lenstra (2020): On the origin of Luropean sheep as revealed
by the diversity of the Balkan breeds and by optimizing population-genetic
analysis tools. Genetic. Selection and Evolution, Vol. 32, Issue 25,
4 BoZidarka Markovic, Peter Doy ¢. Milan Markovic, Dusica Radonjic. Mirjana
\dakalic. and Mojca Simeic (2019): Differentiation of some Pramenka sheep
| breeds based on J_msrphg\mclrig_glmr;mcriglics. _Efifl_-}_”M’f“"d-'f’;:iﬁ{»‘:“’L
5 Bozidarka Markovié. M. Markovic. Dusica Radonjic. S. Mirecki, M. Velji¢
{2020): Factors Affecting Milk Yield and Composition of Indigenous
Balkan Goat Breed Reared in Semi | stensive Conditions, Indian Journal of

Prvi mentor =

Ca R NN taantine i I ‘-\niﬂa.':_ll_[g.\‘._“;u_u'lll. Vol, 54. Issue 3. a2 2 0 T S 3 I
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*inm ) . CAR T
Drugi mentor ER B T MR ) ) Gl
4
5
PODACI O MAGISTRANDIMA I DOKTORANDIMA
T‘ Broj magistranada Broj doktoranada
| :
trenutno ukupno trenutno ukupno
Prvi mentor ﬁ} I 4 2 4 s
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|
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(navesti datum)
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GOD[gNJl IZVJESTAJ MENTORA ONAPREDOVANJU
DOKTORANDA
Akademska godina za koju se podnosi izvjestaj | 2019/2020
OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime. ime roditelja, . ;
" {Mag:smr Milena (Dragoje) Dokié

prezime
Fakultet Biotehnicki fakultet Nk
Edijski program ,&lﬁt_cllnif\_zf R I i 1 A i
Broj indeksa l 2/19
MENTOR/MENTORI
Prvi mentor Prof. dr Bozidarka Univerzitet Crne Stocarstvo
___ Markovi¢ __ Gore

Drugi mentor

EVALUACIJA DOKTORANDA®

Koliko ste zadovoljni kvalitetom odrzanih susreta [ | 2 3 4 X5
sa doktorandom? : 0 ] [] ] .
(Ako je prethodni odgovor .1 ili .2 dati obrazIL]chnjc i prijedloge za poboljsanje)

Dali je definisan plan rada sa doktorandom? Gt 7@ B s
Da li je doktorand ostvario napredak prema ' pa [INE

predvidenom planu rada? e :
(AKo je prethodni odgovor ..ne™ dati obrazlozenje i prijedloge za poboljsanje)
g 2 o~ . s R i

Kvalitet napretka doktoranc_!mpg istrazivackog | th B Eh 4 Cxs
raduuperiody Zmedu dvaizvjeStajaje: . | 0 0 - .3 |
(AKo je prethodni odgovor ..1" ili .2" dati obrazloZenje i prijedloge za poboljsanje)

Dati  ocjenu doktorandove  spremnosti zu‘] D] [ 13 []4 E'S

konsultacije. _ i
Dati ocjenu planiranja i izvrSavanja godisnjih |

istraZivackih aktivnosti i stru¢nog usavrsavanja | Eh - Ly Eh []4 Cxs
doktoranda. R ]
Dati ocjenu napretka u savladavanju metodologije | O, [, D3 []4 DX 5
naucno-istrazivatkog rada.

Dati ocjenu o aktivnostima sprovedenim na BEa? O [ x4+ s
pisanju i objavljivanju nauénih radova. fix? | ) el I
Dati ocjenu doktorandovog generalnog odnosa I DI DE D:‘ 4 5

prema studijamq. o A R R A S E . A
Dati ocjenu ukupnog kvaliteta doktorandovog | it  [h s 4 s
rada. L 3 T A | iy

(Ako je prethodni odgovor LI liL2e dati obrazlozenje i prijedloge za pobaljsanje)
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| ((Da i i Ol

Moze li doktorand nastaviti studije? l‘ [[]Da. uz odredene uslove
|
!

[ INe

(Ako je prethodno dat odgovor pod by ili )~ dati ubrazlo)?njc i prijedloge za poboljsanje)

Napomene

[)ok.l.urand Milcna Doki¢ je u prethodnom periodu polozila sve ispite predvidene doktorshim
_studi_;ama Biotehnika sa prosje¢nom ocjenom preko 9.7. Tokom prve godine studija obavila
je opsezno prikupljanje literature i definisanje istrazivacke oblasti za izradu doktorske
disertacije. U prvoj godini obavljen je dio preliminarnih — polaznih istrazivanja koja se
odnose terenski rad koji se sastojao u obilasku i odabir farmi i grla koja su tipicni
predstavnici pojedinih rasa i populacija ovaca koje se Zele proucavati, zatim uzorkovanje
hioiqékog materijala (po 50 uzoraka krvi po svakoj rasi / populaciji ovaca) radi genomskih
analiza. Nakon prikupljanja uzoraka krvi i prvaljenja baza podataka za uzorke u laboratoriji
je uspostavljena metodologija i izvrsena ekstrakcija DNK. prilagodena koncentracija i
¢istota genomske DNK koje su neophodne za primjenu tehnika nove (sljiedece) genera‘lci‘ie
sekvenciranja - SNP 50K Beadchipa.

Za potrebe pripreme prijave disertacije i osmisljavanja cijelog istrazivanja ostvarena je
intenzivna medunarodna komunikacija posebno sa kolegama sa Agronomskog fakulteta u
Zagrebu, koji ¢e vjerovatno biti ukljuceni u narednim fazama izrade pa i odbrane doktorskle
disertacije.

- IZJAVA MENTORA

Nakon polozenih ispita. prikupljene literature. doktorand mr Milena Poki¢ je veoma dobro
proucila sve dostupne literarturne izvore koji su relevantni za odabranu oblast i tematiku
istrazivanja.

U koordinaciji sa mentorom definisan je cilj i hipotesa. metedologija rada i naucni doprinos
istrazivanja.

U prethodnom periodu osim polozenih ispita i odabrane metodologije rada. uradila je i
pocetni — preliminarni dio istrazivanja za doktorsku disertaciju.

Dosada prikupljena literaturna iskustva i ostvarena medunarodna komunikacija sa iskusnim
istrazivaCkim timovima daje joj dobru osnovu za nastavak istrazivanja. Ocekuje se da ¢e do
kraja ove Kalendarske godine pripremiti sve uzorke genomske DNK radi slanja u referentnu
laboratoriju (Illumina) radi sekvenciranja.

U dosadasnjem radu doktorand mr Milena PoKIc je ispunila sve pretpostavke za kvalitetan
nastavak rada na istrazivanjima koja se odnose na njenu doktorsku disertaciju.

U Podgorici.

04.09.2020.
Ime i prezime prvog mentora

Prof. dr BoZidarka Markeyi¢
K’ﬁ e~

me i prezime drugog mentora

O} -2255
03.04 ,20
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Prilog dokumenta sadrzi:

* Gantogram aktivnosti (za prvi izvjestaj mentora)

Prilog dokumenta sadri:

*  Gantogram aktivnosti 7a pryu godinu studija

T.\TR.—‘[LE&.—T Jan.  [reb. |

‘2();“

[ Aktivnosti
[ 2019,
T
"‘l_._()ha\ ezni predmet | __L

| 2. Obavezni predmet 11

13 . Obavesni predmet (11— |
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JS. I/borni predmet 1

2018,

2020.

| 2020.

I

jnjn.llnlll,
|

mfﬁﬁﬁhﬁﬁm‘.ﬁ'ﬁﬁ“
[ 21 2020. [2020 |2020.

Sep.

2020,

| 6. Obilazak farmi i odabir
|grla

n S'u_kuplj;m_ic uzoraka krvi i
ekstrakctja DNK

| 8. Samostaini rad na

‘ izucavanju tematike i
hﬁluniruniu istraZivanja
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