UNIVERZITET CRNE GORE
VIJECU PRIRODNO-MATEMATICKOG FAKULTETA
PODGORICA

Predmet: Izvjestaj Komisije o podobnosti teme za izradu magistarskog rada, pod
nazivom ,,Upotreba bioloskih testova za procjenu uticaja antropogenih faktora u
vodama Bokokotorskog zaliva na dagnji Mpytilus galloprovinciallis (Lamarck,
1819.)” Kandidata Milice Mini¢. '

Na osnovu ¢lana 40 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u vezi sa ¢lanovima 9,101 11
Pravilnika o studiranju na Postdiplomskim studijama, na siednici Vijeéa Prirodno-
matematickog fakulteta odrZanoj 24.10.2017 god. imenovani smo za &lanove Komisije
za ocjenu teme magistarskog rada, pod nazivom ,,Upotreba biolo$kih testova za
procjenu uticaja antropogenih faktora u vodama Bokokotorskog zaliva na dagnji
Mytilus  galloprovinciallis (Lamarck, 1819.)” kandidata Milice Mini¢, biologa
specijaliste eksperimentalne biologije i biotehnologije. Na osnovu uvida u dostavljeni
materijal Komisija podnosi sljedeéi

IZVJESTAJ
1. Podaci o kandidatu

Ime: Milica

Preizme: Mini¢

Datum rodenja: 05.03.1993.

Mjesto rodenja: Mojkovac, Crna Gora

Obrazovanic:

2015-2016:  Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet Crne Gore Specijalisticke
akademske studije- studijski program Eksperimentalna biologija i biotehnologija.
2011-2015: Prirodno-matemati¢ki fakultet, Univerzitet Crne Gore, Osnovne akademske
studije- studijski program Biologija.

2007-2011: Gimnazija u Mojkoveu JUSMS,, Vuksan Dukic”

1999-2007: Osnovna 8kola “Aleksa Dilas Beco” Mojkovac

Studijski boravei

20.02.2017.- 20.04.2017. — Univerzitet u Ljubljani, Biotehni¢ki fakultet — Odsjek za
Biologiju . Boravak ostvaren preko CEEPUS projekta CIII-SI-0905-03-1617 Training!
and research in environmental chemistry and toxicology.




Radno iskustvo:
15.01.2016. — 15.10.2016. — Pripravni¢ki sta?. Univerzitet Crne Gore - Prirodno
matematicki fakultet - studijski program Biologija.

2. Obrazlofenje teme
a) Naucna oblast

PredloZena tema istraZivanja obuhvata oblasti Genotoksikologije, Ekofiziologije i Zastite
zZivotne sredine. !

b) Predmet rada

Predmet istraZivanja je potencijalni uticaj antropogenih faktora u vodama Bokokotorskog
zaliva na dagnju (Mytilus galloprovincialis). U ovom radu uz standardne fizickohemijske
parametre, poseban akcenat ¢e se staviti na biologko testiranje (Komet test, Test
aktivnosti acetilholinesteraze i Morfometrijska mjerenja izraZena kroz kondicijski ideks)
kao metode koje obezbjeduju nove znadajane parametre u procjeni zagadenja vodenih
ekosistema.

¢) Cilj istraZivanja

Cilj istraZivanja je razvoj tj. adaptacija efikasne, brze i relativno jednostavne kombinacije
testova, pogodnih za odredivanje potencijala uticaja zagadivada ili drugih prirodnih ili
antropogenih faktora prisutnih u morskoj vodi i procijena moguéih rizika kojima su
izloZeni organizmi na lokacijama uzorkovanja na podrucju Bokokotorskog zaliva.

U Crnoj Gori uraden je mali broj ovakvih istrazivanja, pa je cilj istraZivanja, takode,’
pokazati znafaj bioloskih testova za unapredenje postojeeg monitoringa vodenih
ekosistema u Crnoj Gori.

d) Aktuelnost problematike

Upotreba biologkih testova u poslednje vrijeme dobija sve viSe na znacaju u savremenom
monitoringu Zivotne sredine, narodito u monitoringu vodenih ekosistema. U razvijenim
drzavama ali i zemljama u okruZenju biolodki testovi se ve¢ duze vrijeme, uspjesno
koriste za procjenu stanja Zivotne sredine. Biotestovi se konstruisu i primjenjuju da bi
otkrili specifi¢na dejstva zagadenja na organizam, te omogucili rani uvid u promjene koje
mogu dovesti do oStecenja Celija, tkiva, jedinki odredene vrste ili &itave populcije, a
takode, mogu da otkrivaju pogor$anje stanja ekosistema u cjelini. Znamo da je svrha
biomonitoringa Zivotne sredine, da se na vrijeme otkriju negativne promjene koje
uzrokuje zagadenje ili drugi antropogeni faktori. Specijalno konstruisani i adaptirani,
testovi na Zivim organizmima, sa posebnom senzitivnoi¢u na zagadenje, znacajno
doprinose postizanju efikasnosti biomonitoringa.



Dagnje su izabrane kao pogodan test organizam za ovo istraZivanje, jer je preko njih
veoma jednostavno testirati vodeni ekosistem, s obzirom na njihovu veliku brojnost,
sesilan nain zivota, filtracioni na¢in ishrane i veliki znacaj kao bioindikatora. Pored
navedenog, bitno je naglasiti znacaj dagnje kao organizma koji se $iroko koristi u ishrani
ljudi 1 zato ima izuzetno vazan ekonomski znac¢aj za populaciju Boke.

Smatramo da bi upotrebom biotestova mogao znacajno unaprijedi monitoring stanja
zivotne sredine u Crnoj Gori, ¢ine¢i ga kako efikasnijim, takoo 1 vremenski i finansijski
ekonomicnijim 1 isplativijim, jer sem opsteg stanja Zivotne sredine zahvata i1 toksikoloski
aspekt u posmatranju i prepoznavanju zagadenja koje moze biti 1 kopleksne prirode.

e) Naucne metode

Ovo istrazivanje radice se u specijalizovanoj laboratoriji za fiziologiju, mikrobiologiju i
ckotoksikologiju, Univerzitet Crne Gore - Prirodno-matematicki fakultet — Odsjek za,
biologiju, a koristi ¢e se i rezultati mjerenja Centra za ekotoksikoloska ispitivanja Crne
Gore i Instituta za biologiju mora u kotoru.

Uzorkovanje dagnji

Dagnje ¢e se uzorkovati iz Bokokotorskog zaliva, sa pet lokacija: Dobrota, Tivat,
Orahovac, Bijela i Stoliv. Uzorkovanje ¢e se vrsiti zaronom.

Morfometrija i kondicijski indeks

Dagnje ¢e se vagati, mjeri¢e im s¢ duZina, Sirina 1 visina. Takode ¢e se vagati meso
odvojeno od ljusture i masa ljusture. Uzorci ¢e se zamrzavati na -80°C i sugiti u
liofilizatoru 24 ¢asa do potpune suvoce i ponovo biti izvagani.

Kondicijski indeks ¢e se odredivati prema (Mann, 1978), a indeks mesa racunati po
formuli (IFREMER, 2003).

Komet test

Komet test je metoda koja se temelji na pokretljivosti oSte¢enih dijelova DNK u
elektricnom polju, pri ¢emu dolazi do njihovog odvajanja od nukleoida imobiliziranih u
agaroznom gelu. Komet test radi¢e se na hemocitama dagnji, prema metodi koju je
opisao Singh et al., 1988. uz manje modifikacije (Rojas et al., 1999).

Preparati se fiksiraju i boje fluorescentnom bojom etidijum bromid (EtBr). Jedra se
fotografiSu na uvec¢anju 400x pomocu digitalne kamere. Mjerenja duzine repa i postotka
DNA u repu kometa sprovediée se pomocu kompjuterskog programa Komet 5 Kinetic
Imaging Ltd. Rezultati komet-testa bi¢e prikazani kao srednja vrijednost (& st. gre3ka)
svih jedinki po pojedinanom  mjestu sakupljanja, a podaci ¢e biti obradeni
neparametarskim Mann-Whitney U-testom.



Mjerenje koncentracije proteina

Koncentraciju proteina u homogenim $krgama mjeriée se po metodi koju je opisao Lowry
(1951.) spektrofotometrijski na mikrotitarskim plotama 96 u kontrilisanim uslovima.
Koncentracija proteina e se koristiti za izradunavanje enzimske aktivnosti.

Mjerenje aktivnosti acetilholinesteraze

AChE mjeri¢e se po metodi koju je opisao Ellman et al., 1961, koja je prilagodena
mjerenjima u mikrotitarskim plodama na mikro¢itadima (Mancini et.al., 2004).

Mjerenje ¢e se vrditi u spektrofotometru TECAN SUNRISE na mikrotitarskim plo¢ama
96, na na talasnoj duzini 405 nm. Rezultati mjerenja koncentracije proteina i aktivnosti
enzima e biti izraunati u exelu, prikazti tabelarno i graficki, i statisticki obraditi.

f) Hipoteza sa obrazlozenjem ;
Dagnje ¢e se uzorkovati sa pet lokacija: Bijela, Dobrota, Tivat, Orahovac i Stoliv.
Odabrane lokacije su interesantne zbog razliditosti nivoa antropogenog uticaja,
hidrobioloskih karakteristika i vaZnosti za turizam i ekonomske valorizacije akvakulture
u Bokokotorskom zalivu. Bijela se smatra umjereno  zagadenom lokacijom zbog
brodogradilista i prisustva otpadnih materijala, np. teskih metala ali organskih polutanata,
prisustvo kojih je utvdeno u ranijim istraZivanjima. Za Tivat i Stoliv ne postoji dovoljno
podataka o uticaju antropogenih faktora. Na tim lokacijama se nalaze uzgajaliSta Skoljki,
pa su odabrane imajuéi u vidu znadaj $koljki u ishrani i njihovu ekonomsku valorizaciju.
Dobrota je bila aktuelna zbog nerije§enog pitanja kanalizacionih ispusta koji su
sprovedeni direktno u more, pa ée zato biti predmet istraZivanja ovog rada uz ostale
lokacije. Referentna lokacija Orahovac, prema do sada dostupnim informacijama nije bila
opterecena antropogenim djelovanjem.

Sva istraZivanja koja su do sada uradena u ovom podrucju, baziraju se preteZno na
fizi¢ko-hemijskim analizama, a u ovom radu uz hemijske analize poseban akcenat ée se
staviti na biolosko testiranje, tj. biotestove (Komet test, Mikronukleus test i test aktivnostit
Acetilholinesteraze) kao nove znadajane parametre u procjeni zagadenja vodenih
ekosistema.

Za oblast obuhvacenu istraZivanjem ne postoji dovoljno podataka o uticaju zagadivaca
prisutnih u Zivotnoj sredini na Zivi svijet.

Nulta hipoteza je da e postojati statisticki mjerljiva razlika uticaja na dagnje, sakupljenih
sa odabranih lokacija u odnosu na potencijalno prisustvo antropogenih faktora odnosno
stepen zagadenja okoline.

Da bi se pratila genotoksi¢nost u morskom ekosistemu u ovom radu biée uraden komet
test na hemocitama dagnji (Singh et al., 1988.). Komet test je prikladan u preliminarnim
istraZivanjima genetitke toksikologije i ckotoksikologije. Ocekuju se rezultati koji
ukazuju na razli¢it stepen oste¢enja DNK u zavisnosti od lokacija uzorkovanja i stepena
izloZenosti tj. uticaja razliitih faktora.

U cilju koristenja Mytilus galloprovinciallis acetilholinesterazne aktivnosti na Skrgama
(Ellman et al., 1961.) kao biomarkera zagadenja Zivotne sredine u vodama
Bokokotorskog zaliva uporedivadée se polazne vrijednosti enzimskih aktivnosti i
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vrijednosti u  kontaminiranim podru¢jima kao i odgovor indikatora izloZenosti:
kontaminiranoj Zivotnoj sredini,

Pozeljno bi bilo napraviti korelaciju izmedu rezultata dobijenih biotestovima sa
hemijskim analizama tkiva skoljki (bi¢e uradena u akreditovanoj hemijskoj laboratoriji)
kako bi se utvrdio konkretan uzrok potencijalnog negativnog djelovanja, ako pronademo
da takav postoji, kao i moguce porijeklo toksikanata. Na ovaj nadin pokusaéemo da

Gori, a ovo IstraZivanje takode moze bitj smjernica za buduéa ispitivanja na podrudju
Bokokotorskog zaliva.

Na kraju istraZivanja dobijeni podaci ée biti adekvatno statisti¢ki obraden; i prikazani,

3. Zakljuéak

Nakon pregleda dostavljenog materijala, Komisija je utvrdila da kandidat Milica Minig,
biolog specijalista, ispunjava sve Zakonom predvidene uslove, neophodne za pogetak
magistarskog rada. PredloZena tema poCiva na nauénoj osnovi i ima Jasno definisane,
cilieve i metode istraZivanja, na osnovu kojih se mogu o&ekivati odgovarajuéi nauéni
rezultati. Stoga Komisija predlaze Vijeéu Prirodno-matematickog fakulteta, da odobri
izradu magistarskog rada pod nazivom ,,Upotreba bioloSkih testova za procjenu
uticaja antropogenih faktora u vodama Bokokotorskog zaliva na dagnji Mytilus

galloprovinciallis (Lamarck, 1819.)” , kandidata Milice MInié.

Podgorica, KOMISIJA
22. 12,2017,

L. Dr Andrej Perovié, van. profesor PMF-a- mentor
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2. Dr Sladana Krivokapi¢ , van. profesor PMF-a- &lan
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3. Dr Svetlana Perovié, van. ppetesor PMF-a- ¢lan
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