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PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET

Vijecu Prirodno-matematickog Fakulteta

PREDMET: Izvjc§taj komisijc o master radu pod nazivom ,,Dokazivanje prisustva jegulje
(Anguilla anguilla) i $arana (Cyprinus carpio) u slatkovodnim ckosistemima uz pomo¢ tehnike

cDNK.

Na CVIII sjednica Vijeéa Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore, odrzanoj 12.
decembar, imenovana je Komisija za pregled i ocjenu magistarskog rada pod naslovom
,Dokazivanje prisustva jegulje (Anguilla anguilla) i Sarana (Cyprinus carpio) u
slatkovodnim ekosistemima uz pomo¢ tehnike eDNK* kandidatkinje Kristine Krackovi¢. Na
osnovu pregledanog rada i uslova utvrdenih Zakonom o visokom Skolstvu i Statutom

Univerziteta Crne Gore, podnosimo sljedeci:
IZVIJESTAJ

Analiza magistarskog rada:
Rad je prikazan na 61 stranici i sadrzi sledeca poglavlja: Sazetak, Abstrakt, Uvod, Ciljeve,
Materijali i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucak i Literatura. U radu sc nalaze 17 slika 1 5

tabela. Poglavlje Literatura sadrZi 101 referencu.



Postavljeni ciljevi rada:

Osnovni motiv ovog istrazivanja proizilazi iz potrcbe da sc testira nova tchnika cDNA
(environmental DNA) na crnogorskim vodama, naro¢ito na naSem najveéem jezeru -
Skadarskom jezeru. Environmental DNA tchnika pripada neinvazivnim metoda utvrdivanja
prisustva vrsta u nckom ckosistemu na osnovu ostatka/fragmenata DNK kojc ta vrsta ostavlja u
Zivotnoj sredini. Stoga jc bilo od velikog interesa da se ta metoda primijeni na dvije vrste riba
koje nascljavaju vode NP ,Skadarsko Jezero®. Takode je bilo od intcresa i da sc testira
osjetljivost ove tchnike na koncentraciju DNK ali i da sc utvrdi da li je pouzdana za jcxcrzi koja
imaju veliku protoénost odnosno veéi broj izmjena ukupne vodene mase u toku jednogodisnjeg
ciklusa. Na kraju jc bilo potrebno da sc utvrdi da li koli¢ina uzorkovanc vode moZe da utice na

rezultate testiranja.

Primijenjene metode:

U cilju ostvarenja prethodno zacrtanih ciljeva uzorci vode su sakupljeni u ljetnjem periodu od
25 jula do 10 septembra 2023 godine. Prosje¢na temperatura vode bila je oko 22 °C, dok je
prosjcéna temperatura vazduha bila 35°C, sa prosje¢no jacinom vjetra 6 km/h. Uzorci vode
sakupljeni su sa lokalitcta: Koljeno (42°11'31.9" N 19°17'16.2" E), Grlo Zetitke rijeke
(42°15'52.8" N 19°13'08.3" E), Cisti jasen (42°25'35.1" N 19°18'23.9" E), izvoriSte manastira
Kom (42°18'33.4" N 19°07'37.9" E) ( Slika 9). Za potrcbe ovog istraZzivanja u bazenu ukupne
zapremine 3.85 m*, (2m x 2,5 m x 0,75 m), smo 25 dana dr7ali 4 jedinke Sarana prosjeéne teZine
2.5 kg kako bi sc nakon tog perioda uzcla voda iz ovog basena i testirala cDNA metodom na
prisustvo Sarana. ¢DNK mectoda prikupljanja 1 obrade uzoraka obuhvata nckoliko tchnika:
filtraciju, precipitaciju i centrifugiranje. Filtriranje uzoraka je izvrSeno u roku od 24h od
njihovog sakupljanja.

Tokom procesa filtracije, uzorci vode zapremine 5 1, filtrirani su kroz cclulozno-nitratni filter
papir sa veli¢inom pora 47 mm, 0.8 pm, uz pomo¢u Membran vakumpumpe (ROTILABO® CR-
MV 100), (Slika 11). Zapremina alikvota kod Membran vakum pumpe je bila 250 ml, tako da su
svih 5 1 sakupljene vode po uzorku, filtrirani kroz jedan filter papir. Nakon zavrSctka filtracijc

uzorka, sva oprema za filtriranje je isprana sa vodom iz ¢esme, a potom i destilovanom vodom u



cilju spreavanja unakrsne kontaminacije, ponavljajuci ovaj postupak nakon svakog obradenog
uzorka. Vodec¢i racuna o sterilnosti i spre¢avanju kontaminacije, uz pomocu ¢istih rukavica i
sterilne pincete filter papiri su prebaceni u zasebne zip kesice, a potom skladisteni u frizideru.
Ekstrakcija eDNK je proces uz pomocu koga se oslobada DNK iz netaknute ¢elije ili organcle,
koje su sastavni dio uzoraka sakupljenih iz Zivotne sredine. Osnovni koraci iokom izolovanja
molckula DNK su: priprema uzorka, liziranje, vezivanje DNK, ispiranje i cluacija. Prilikom
estrakcije eDNK kori$¢en je DNeasy® Blood & Tissue Kit ( Qiagen, Hilden, Germany), prateci
Quick- Start protokol, 1b. Nonnuclcated blood.

Prije samog podetka ckstrakcije, svaki filter papir je bio isjeckan uz pomocu sterilnih makaza na
fragmente veliéine lmm x 5 mm, koji su potom stavljani u Eppendorf tubice od 1.5 ml, koje'su
obiljezene istim brojem kao i filter papir. Upotrijebljeno je smo % filter papira.

Nakon zavrSenc pripreme uzoraka, slijedi liziranje, kada se u Eppendorf tube sa komadi¢ima
filter papira doda 20 ul proteinaze K ¢ija je uloga da odvoji histone od molekula DNK, a potom
200 pl lizirajuéeg AL pufera. Slijedi vorteksiranje par sckundi na vorteksu Microspin 12, 1
inkubacija na inkubatoru Termomixer comfort (Eppendorf) na 56 sat vremena do potpunc
lize. Po zavrSetku inkubacije, u tubicu je dodato 200 ul ctanola (96-100%), uz pomocu kojeg sc
vezuju niti DNK, zatim sc blago vortcksira kako bi se sve homogenizovalo.

Slede¢i korak je ispiranje nukleinske kiscline, kada se szidriaj iz Eppendorf tube najprije
ispipctira u DNecasy Mini spin kolumnu koja je ubaéena u kolekcionu tubu od 2 ml, a potom
ostavi da sc iscentrifugira na >6000 x g. Stara kolckciona tuba sc odbacuje, dok sc DNcasy
Mini spin kolumna prebacuje u novu kolckcionu tubu od 2ml, uz dodavanjec 500 ul AWI, a
potom sc centrifugira 1 min na 13, 000 rpm. Slijedi isti postupak odbacivanja starc 1 uzimanje
nove kolckcione tube, uz dodavanje 500 ul AW2, Iznova je izvrSeno centrifugiranje na 20,000 x
2 (14, 000 rpm), 3 minuta. Odbacujc sc kolckciona tuba, a DNecasy spin kolumna se prebacuje u
novu mikrocentrifugalnu tubu od 1. 5 ml ili od 2 ml

Na samom kraju slijedi rastvaranje DNK, dodavanjem 200 pl AE pufera, a potom sc ostavi da
odstoji 1 minut na sobnoj temperaturi, a na samo Kraju sc iscentrifugira 1 minut na >6000 x g.

DNcasy spin kolumna sc odbacuje, dok rastvor DNK ostaje u mikrocentrifugalnoj tubi od 1.5 ml.

Kao pozitivna kontrola kori§¢ena je rastvor DNK dobijen izolacijom iz tkiva (pcraja) Sarana i

jegulje. DNK je izolovana uz pomocu DNecasy® Blood & Tissuc Kit ( Qiagen, Hilden,



Germany), prate¢i Quick- Start protokol, la. Tissue, po uzoru na rad Takahara ct al., 2014,
Proces izolacije DNK iz peraja je isti za obje vrste. Tokom istrazivanja koristena je 1 pozitivna
proba koja je dobijena izolovanjem DNK i komada peraja krapa i jegulje, kao i negativna proba.

Za potrcbe ovog istraZivanja napravljena su i razblazenja uzoraka krapa 1 jegulje i cilju
odredivanja minimalne koli¢ine koncentracije DNK ovih jedinki koja s¢ moZe detektovati. Stoga

su napraviljena razblazenja u razmjeri 10:90, 5:95, 2:98, 0.5:99.5, za Sarana.

Sckvence prajmera koje su koriSteni za PCR reakcije za vrste Anguilla anguilla 1 Cyprinus

carpio dobijeni su od NCBI Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Prajmeri za vrstu

Anguilla anguilla su identifikovani koristeé¢i funkcije NCBI primer- Blast features koji- su
vizuelno optimizovani za qPCR (Weldon et al., 2020), dok su za detckciju DNK Sarana koristeni

prajmeri koje su dizajnirali Zidek & Golian (2008).

Nakon ¢eDNK ckstrakcije, izmjerena je koncentracija DNK u svakom uzorku uz pomocu Qubit 3
fluorometra sa dsDNA 1IS assay kit-om. Za identifikaciju specifi¢nih markera dvije vrste
Cyprinus  carpio 1 Anguilla  anguilla  koriteni su  specifi¢ni  prajmeri:  Carpl-F
(5" TGGCATCTGGTTCCTATTTCA-3"), Carpl-R (5'CCAAAGGGGGCACTATGTAA-3") za
Sarana, Angl-F 5'-3' TTGCCCTATTCTACCCGAACC, Ang 2-R 53
ACAAGGCTAATACCCCGCC, za jegulju. Sve PCR amplifikacione reakcije su izvedene u
ukupnoj zapremini od 30 u I ukljuéujuéi: 1 pl prajmera R i prajmera I, 0.5 pl dNTP, 3 ul MgCI2
, 3 ul puffera BD, 8 ul dI120, 8 pul Solution S, 0.5 DNA polymerasc i 5 ul DNK. PCR reakcije su

pripremanc odvojeno za Saran i jegulju, koristeéi se prajmerima specificnim za istrazivanu vrstu.

Termalni ciklus na PCR-u za jegulju bio je: inicijalna denaturacija 2 minuta na 50 °C , potom 10
minuta na 95 °C, zatim 60 ciklusa po 30 sckundi na 95 °C i 30 sckundi na 60 °C, pri ¢ecmu je

vrijeme trajanja ovog termalnog ciklusa bilo 2 sata i 17 minuta (Ilinlo ct al., 2017).

Termalni ciklus za Sarana trajc 4 sata i 14 minuta i bio je postavljen po slede¢im uslovima:
inicijalna denaturacija 2 minuta na 48 °C, 5 minuta na 95 °C, zatim 50 ciklusa po 30 sckundi na
95 °C, 1 minut na 60 °C, 1 minut i 20 sckundi na 72 °C, kao i finalna ckstenzija 10 minuta na 72
°C (Bajzik ct al., 2012). Nakon zavr$ctka PCR reakcija, produkti amplifikacije su o€itavani opet

uz pomoc¢u Qubit 3 fluorometra sa dsDNA S assay kit-om.



Na kraju produkti PCR rckacija su vizualizovani uz pomoc¢ elektroforeze na agaroznom gelu. Gel
za clektroforezu je napravljen uz pomoé 0.9 g i 60 ml SB pufera kao i vrlo malo SYBR® Safc
DNA Stain ( fluorescentna boja koja se vezuje za molekul DNK). Provjera uspjeSnosti PCR

reakcije s¢ nakon zavrSene clektroforeze provjeravala na UV Transiluminatoru.

Dobijeni rezultati:

U poglavlju Rezultati predstavljeni su rezultati analize testiranih uzoraka. Pokazalo sc da
je eDNK tchnikom je moguée potvrditi prisustvo jegulje i Sarana u Skadarskom jezeru sa tim $to
je za $arana bila manjc cfikasna. ¢cDNK tchnika sc pokazala kao vrlo osjetljiva u odnosu’na
poziciju i na¢in to jeste dubinu uzorkovanja. Sustinski cDNK tehnika s¢ pokazuje kao necfikasna
za velika jezera velike protocnosti kao §to je Skadarsko jezero dok je sudeéi prema do sada
objavljenim podacima ¢DNK tchnika jc pogodna za manja jezera, veée lokve i mocvare gdje ne
postoji veliki stepen izmjenc vodenih masa. Koli¢ina izlovance ¢DNK iz vode je dirckino zavisna
od kompleksnosti ckosistema odnosno od njegovog bogatstva vrstama ali i od godidnjeg doba.
Takode se pokazalo da nagin uzorkovanja za ¢DNK tchniku mora biti prilagodena biologiji i
ponasanju ciljne vrste koja sc zeli potvrditi. Potvrda prisustva ili odsustva odredene vrste u
akvati¢nom ckosistemu zavisi od koncentracije njenc DNK u uzorku vode dok je u ukupno
izolovanoj ¢cDNA ncophodno je da bude §to veéi udio fragmenata DNK ciljne vrste, ali jo$
bitnije je da ti fragmenti sadrzc specifiéna mjesta vezivanja prajmera, kako bi imali pozitivnu
PCR rekaciju i potvrdu te vrste. Pretpostavljamo da je za analizu prisustva vrsta iz ckosistema
veée protodnosti i povrSine, potrebno upotrijebiti ncku od NGS metode (next generation

scquencing) obrade dobijenec cDNK

Zakljucak i predlog Komisije:

Nakon pregledanog magistarskog rada, analize rezultata i znaCaja ostvarenih istraZivanja,
Komisija konstatuje da rad zadovoljava sve uslove nauc¢no-istrazivackog rada. Zadata tema ovog
rada je nau¢no aktuclna i na savremen nacin obrazloZena. Prikazano istrazivanje je dalo znaCajnc
rezultate o potencijalima ali i ogranienjima upotrebe ¢eDNA tchnike za crnogorske vodne

ckosisteme.



Na osnovu izloZenog, Komisija predlaZe Vijeéu Prirodno-matematickog fakulteta u
Podgorici, da rad kandidatkinjc Jovanc Drobnjak, pod naslovom ,Dokazivanje prisustva
jegulje (Anguilla anguilla) i Sarana (Cyprinus carpio) u slatkovodnim ckosistemima uz

pomoé tehnike eDNK* prihvati kao master rad i odobri javnu usmenu odbranu.

Podgorica, 14.02.2024. god.
Komisija:

1. Dr Dragana MiloScvi¢ MalidZan, redovni profesor, PMF, ¢lan
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2. Dr Andclka gécpanovié, vanredni profesor, PMF, ¢lan




