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Obrazlozenje teme

Sve veca upotreba sintetickih materijala izaziva zabtinutost na globalnom nivou u vezi sa
pojavom novih zagadivaca poput mikroplastike (MP). Medutim, nase razumijevanje izvora
mikroplastike, transporta i uticaja MP u kraskim izvorima i sa njima povezanim podzemnim
vodama jos uvijek je veoma ograniceno $to predstavlja veliki tizik za Zivotnu sredinu i javno
zdravlje, posebno zbog velikog znacaja ovih ekosistema kao izvora vode za piée u Crnoj Gori.
Najbolji pokazatelji zdravlja izvorskih ekosistema jesu stalni stanovnici izvora (krenobiontne
viste), na koje je u ovom radu stavljen poseban akcenat. Ova studija je pionir u istraZivanju
prisutnosti mikroplastike (MP) u kraskim izvorima, ukljucujuéi ispitivanje njenih transportnih
mehanizama 1 uticaja na organizme koji naseljavaju ove ekosisteme.

Po ptvi put Ce se istrazivati brzina trofickog prenosa MP u kraskim izvorima. U tom cilju ¢e biti
postavljen biotest sa standardnim model organizmom Chironomus riparins (plijen) koji je
prethodno hranjen cesticama MP 1 sa krenobiontnim vtstama vodenih grinja (predatori).
Hironomide i vodene grinje su grupe otrganizama koje su prepoznate kao znacajne za
monitoring vodenih ckosistema, grade asocijaciju parazit-domaéin.

Asoctjacije koje grade vodene grinje i hironomide predmet su mnogih nauénih radova. Ipak, jo$
uvijek nije viSeno temeljnije pracenje ctijevnog sadtZaja vodenih grinja na molekularnom i
histoloskom nivou. U ovom radu e akcenat biti i na razvijanju novih biomarkera vodenih grinja
u akvaticnoj ekotoksikologiji na razlicitim nivoima ekoloske i bioloske organizacije.

Pregled istraZivanja

Mikroplastika (MP), sinteticki polimeri manji od 5 mm, privukla je globalnu paznju javnosti i
naucne zajednice. Poznato je da je mikroplastika zastupljena u Zivotnoj sredini, ukljucujuéi
okeane, rijeke, sediment, zemljiste, pa cak i vazduh u stambenim objektima (Thompson et al.,
2004; Koelmans, 2015; Koelmans et al., 2015).

Akumuliranje mikroplastike u izvorskim organizmima nedovoljno je istrazeno podrudje na
globalnom nivou. Mali broj dosadasnjih studija bio je fokusiran na stanovnike kraskih izvora,
zbog Cega je bitno rijesiti ovaj nedostatak u nasem znanju. Izazov je definisati metodologiju
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istrazivanja za proucavanje pasivnog transporta MP i identifikovanja potencijalnih indikatorskih
vista u ovom tipu ekosistema (Rocha-Santos et al., 2020; Wahl et al., 2020).

Trenutno postoji nedostatak razumijevanja o tome koje viste u ckosistemima povezanim sa
izvorskim 1 podzemnim vodama mogu akumulirati MP i posluziti kao indikatori zagadenja
mikroplastikom (Stankovi¢ et al., 2021). Nadovezujuéi se na rad Pesica i saradnika (2019a), kojt
je predlozio Spring ICMi (The SPRING - Intercatibration Multimetric Index) kao multiparametarski
indeks za procjenu odgovora zajednice organizama koja naseljava izvore na antropogene i
klimatske promjene, ovo istraZivanje nastoji identifikovati vste koje su posebno sklone
akumulaciji cestica mikroplastike.

Nedavne studije naglasile su vaznost krenobiontnih vista kao indikatora zdravlja izvorskih
staniSta 1 kao prioritetnih vrsta za zastitu (Pesi¢ et al., 2019a). Stavljajudi u fokus krenobiontne
vrste, cilj je bolje shvatiti njihov bioakumulacijski potencijal za MP, §to je kljucno za
uspostavljanje jednog sveobuhvatnog indeksa za procjenu zagadenja izvora mikroplastikom.
Veci broj studija pokazao je da medu grupama organizama koje naseljavaju izvorske ekosisteme,
grupa vodenih grinja ima najvedi broj krenobiontnih vrsta (Pesié et al., 2019b; Pozojevié et al.,
2020).

Po prvi put ovim radom Ce se istraziti brzina trofi¢kog prenosa MP u kraskim izvorima. Vodene
grinje 1 hironomide bi¢e model organizmi. Winkel i saradnici (1988) ispitali su odnos predator
(vodene grinje) - plijen (hironomide) u okviru veéeg broja cksperimenata; primjeceno je da su
vodene grinje vrsile predaciju nad razli¢itim larvalnim stadijumima hironomida. Veliki je 1zazov
1zv1siti determinaciju plijena kod predatora koji unosi te¢nu hranu. Tradicionalna metoda analize
sadrzaja crijeva (disekctja crijeva predatora i identifikacija ostataka egzoskeleta) moguéa je za
organizme koji konzumiraju plijen Zvakanjem, ali bi bila beskotisna za ve¢ pomenute predatore.
Martin i saradnici (2015) su u svjoj studiji, po prvi put upotrebom molekularnih metoda, u tijelu
vodenih grinja detektovali hironomidnu DNK. Do tada je bilo potpuno nepoznato da li je
moguce otkriti DNK plijena u vodenim grinjama nakon ingestije.

Cilj i hipoteze

Generalni cilj ovog istrazivanja je prosiriti saznanja o uticaju mikroplastike na kraske izvore i
njihove stanovnike. Za postizanje primarnog cilja postavljeni su sledeéi ciljevi:

Cilj 1: Mjerenje koncentracija MP i identifikacija MP u vodi i sedimentu izvorskih ekosistema.
Cilj 2: Istraziti akumulaciju mikroplastike (MP) kod otganizama koji naseljavaju kraske izvore,
a sa ciljem da se bolje razumije opseg i uticaj zagadenja ovih jedinstvenih ckosistema sa
mikroplastikom.

Cilj 3: Definisanje paterna zajednice vodenih grinja (Acatiformes, Hydrachnidia) u lotickim
ekosistemima.

Cilj 4: Analiza zajednice hironomida (Diptera, Chironomidae) pracenjem crijevnog sadrzaja
vodenih grinja na molekularnom i histoloskom nivou.

Cilj 5: Razvijanje novih biomarkera vodenih gtinja u akvati¢noj ekotoksikologiji na razli¢itim
nivoima ekoloske 1 bioloske organizacije.

Cilj 6: Objasnjenje transportnih mehanizama mikroplastike unutar biote koja naseljava kraske
izvote u sistemu izmedu predatora (Acatiformes, Hydrachnidia) i plijena (Diptera,
Chironomidae); analiza standardnih Zivotnih parametara populacionog fitnesa.

Cilj 7: Ukljuciti vrste s visokim faktorom biokoncentracije za MP u postojeée multimetrijske
indekse, kao sto je Spring ICMi, kako bi se pobolj$ala procjena kvaliteta vode.

Materijali, metode i plan istraZivanja

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

Terenski rad sastoji se 1z:

- uzorkovanje vodenih grinja na istrazivanom podrudju,
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- transportovanja materijala u laboratoriju radi identifikacije do nivoa morfo-vrsta prema
dostupnoj literaturi i odabira materijala za DNK ekstrakciju i COI kodiranje,

- fiksiranja cjelokupnog materijala u 96% etalnolu kako bi se omoguéila 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 vrée se nad
kompletom planiranih molekularnih markera koji ukljucuju mitohondrijski COT market, skup od
Cetirl nezavisna nuklearna markera (288 tDNA, 18s rDNA, ITS1, eEF1al ili H3), kao 1 dodatnim
mitohondrijskim markerom 16S rDNA koji dopunjuje COI (Pesi¢ et al., 2017). Zeljeni DNK
barkod region bice amplifikovan lancanom reakcijom polimeraze (PCR reakcija) kori$éenjem
odgovarajucih prajmera. Za poduzorak svakog produkta amplifikacije bice uradena vizuelizacija
pomocu UV-transiluminatora i fotografisanje gela. Produkti PCR reakcije koji budu odabrani
za sekvencioniranje bice podvrgnuti procesu preciscéavanja uz pomo¢ Exo-FastAP protokola.
Sanger sckvencioniranje ¢e se obaviti od strane Kanadskog Centra za DNK Barkoding
(Canadian Center for DNA Barcoding). Za uredivanje i obradu dobijenih sekvenci koristi¢e se
BioEdit/Geneious softver. U javnoj bazi podataka BOLD (Barcode of Life Data System) bice
sacuvani barkodovi.

Eksperimentalni dio doktorske teze radice se u laboratorijama Prirodno-matematickog fakulteta
u Podgorici 1 Nisu. Molekularna, ekotoksikoloska i histoloska istraZivanja biée sprovedena u
Laboratoriji za ekotoksikologiju na Departmanu za biologiju i ekologiju, Prirodno-
matematickog fakulteta u Nisu za vrijeme istrazivacke posjete.

Koriscenjem model organizma, larve viste Chironomus riparius, koji je zastupljen u standardnim
bioloskim testovima, iz referentne populacije sa Pritodno-matemati¢kog fakulteta u Podgorici,
uz pracenje OECD protokola bice sprovedeni ekotoksikoloski bioeseji na hironomidama.
Postupak histoloske analize

Nakon fiksiranja potrebno je izvtsiti dehidrataciju uzoraka i to poveéavanjem 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 napravi¢e se uzduZni presjeci i nakon toga obojiti
kombinacijom hematoksilina i cozina (H&E). Pomocu Leica® DM 2500 svjetlosnog
fotomikroskopa ce biti posmatrani i fotografisani.

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

Kako bi se utvrdilo porijeklo MP, istovremeno ce se uzorkovati voda, sediment i vazduh. Na
svakoj lokaciji uzorkovanja kantama od nerdajuceg celika zahvatice se 100 1 vode i profiltrirati
kroz sito od 64 pm. Prije uzorkovanja vode prikupice se najvise 100 grama sedimenta (mokra
tezina). Za potrebe kontrolnih proba potrebno je uzetl ,,slijepi® uzotak na terenu na svakom
1zvoru. Buduci 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) i 30 ml 95% etanolom. Uzorci vode i sedimenta filtriraée se sljedeéi dan
kroz filter od aluminijumovog oksida. Filtrat ce 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
makrobeski¢menjaka. Kako bi se izbjegla degradacija Cestica plastike ili nedovoljna digestija
tkiva, koristice se alkalna metoda za izolaciju MP iz bioloskih uzoraka i za kasniju identifikaciju
(Stankovic et al., 2021). Protokol se temelji na korisé¢enju 10% rastvora kalijum hidroksida
(KOH) kao medijuma za uzotke 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 uzorci ¢e se filtrirati kroz filter od
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aluminjjumovog oksida. Filtrat ée se zatim analizirati pod Bruker LUMOS II FI-IR
mikroskopom.

Istrazivanje transportnih mehanizama mikroplastike unutar kraske izvorske biote putem

Kako bi se istrazila troficka brzina prenosa mikroplastike u kragkim izvorima, bi¢e postavljen
indoor biotest sa standardnim model organizmom Chironomus riparins (plyen), koji ¢e prethodno
biti hranjen Cesticama mikroplastike, 1 sa krenobiontnim vrstama vodenih grinja (predatori).
Ovaj dio ukljucuje: postavljanje laboratorijskih mikrokozma, unoSenje razli¢itih koncentracija
mikroplastike u jedinke plijena (larve hironomida), a zatim davanje jedinki plijena njihovim
predatorima (krenobiotske vodene grinje), odredivanje unosa mikroplastike od strane plijena 1
predatora bojenjem i posmatranjem fluotescentnim mikroskopom.

Ocekivani nauéni doprinos

Ovim radom ce se analizirati brzina trofickog prenosa mikroplastike u sistemu predator-plijen.
Dobice se podaci o tome kako se vrsi transfer mikroplastike u sistemu parazit-domacin, o ¢emu
nema slicnih studija. Bududi da do sada nisu vSena temeljnija proucavanja crijevnog sadrzaja
vodenih grinja, ocekuje se da ¢e tome doprinijeti istrazivanje na molekularnom i histoloskom
nivou.

Disertacija ce imati za cilj uticaj mikroplastike na ckosisteme izvorskih i podzemnih voda u
Crnoj Gori. Samim tim, unaprijedi¢e nase znanje o uticaju mikroplastike na organizme koji
naseljavaju pomenute ekosisteme. Ova disertacija predstavlja pionirski korak u koriscenju FTIR
spektromikroskopije za efikasno pracenje zagadenja mikroplastikom kraskih izvora, sa ciljem
otktivanja, kvantifikacije 1 identifikacije mikroplastike.

Spisak objavljenih radova kandidata

Kandidatkinja do sada nije objavila nau¢ne radove na ovu temu.
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