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A. IZV]E@TA] SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
~ DISERTACIJE

Javna odbrana polaznih

istrazivanja organ

izovana su 03.07.2017godine u Sali za mehatroniki

Masinskog fakulteta. Kandidatkinja je obrazlozila temu objasnivsi zasto je znacajno determinisat
bakterijske zajednice u sedimentima Crnogorskog primorja na lokacijama koje su izlozene
razliditom stepenu i vrsti zagadenja. Potom je predstavila ciljeve, hipoteze, pregled istrazivanjy,
detaljno predstavila lokacije na kojima se uzorkuje sediment, ukazala na plan istrazivanja,
metodologiju kao 1 odekivani nauéni doprinos.Uslijedila su pitanja clanova IKomisije.

B. OCLENA POPOBNOSTI TEME DOKTORSKE __DIEERIACI]E

B1. ObrazloZenje teme
Jedan od razloga za determinisanje 1 analizu bakterijskih zajednica jeste njihov ogroman
diverzitet, izmedu 4000 1 10000 razlicitth genoma u jednom gramu sedimenta (Torsvik et al.,
1990). Istrazivanja pokazuju da brojnost bakterija u sedimentima znacajno zavisi od trofickog
statusa odredenog podrucja i da je gustina balkterija u poviiinskim slojevima sedimenta za 2 do
1000 puta veca nego u okolnoj morskoj vodi (Sander & Kalff, 1993; Edlund, 2007)
Bakterijske grupe sa specificnim metabolidkim sposobnostima sluze kao ekoloski relevantni
indikatori i biomonitori promjena u funkcionisanju ekosistema. Sedimenti predstavljaju
pcrzistcmui izvor '/.agadcnja 1 akvaticnom ckosistemu zbog akumulacije toksicnih , mutﬂgcnih t
karcinogenih supstancl koje nisu biorazgradive (Edlund, 2007). Pojedine bakterijske grupe

razvijaju odredenu otpornost na polutante koristeé¢i ih kao izvore energije 1 dominiraju
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bakterijsku raznolikost sedimenta, posebno na mjestima podloznim kontaminaciji 1 u
kojoj mjeri zagadivaci mijenjaju strukturu i funkeiju bakterijskih zajednica.
B2 Pregled literature

sedimentu.

(engl. Great Plate Anomaly).

1985; Rosselld — Mora & Amann, 2001).

markera. Poslednjih nekoliko godina razvoj metoda selvenciranja nove generacije

nukleotidnih nizova i time detaljniji uvid u bakterijsku raznolikost (Kozich et al,, 2013).

okruzenih intersticijalnom vodom i filogenetski je raznovrstan ckosistem.

dus horizonmlnog i vertikalnog profila sedimenta Baltikog mora objasnjava Edlund

zajednica 1 koliko uticu na funkcionisanje ckosistema. Opsezne studije bavile su se

poredenjem, prednostima i unapredenjem tchnika sekvenciranja medu kojima je 1

analizi sedimenta dubokomorskih stani$ta Kineske tetitorije ( Zhang et al., 2015).

moru.

Polymenakou i saradnici (Polymenakou et al., 2005) ispituju koji hemijski parametri

al, 2010) uporeduju oligotrofna dubokomorska staniita (oko 4000m) Stedozemnog

sjevernoistocnim dijelom Pacifika Kalifornijske obale koj

odredenim podrudjima (Amer & Fattah, 2014). Usled sve veceg razvoja pomorskih 1 nautickih
altivnosti kao i ubrzane urbanizacije na Crnogorskom primotju, od velikog je znacaja ispitatt

Da bi ukazala na vaznost istraZivanja na kojima se temelji doktorska disertacija kandidatkinja je
iznijela opseznu naucnu literaturu koja ukazuje da sc istrazivanja ove vrste izvode Sirom svijeta.
Takodje je dala i kraéi istorijski osvrt na metode u istrazivanju mikroorganizama i istakla da se u
doktorskoj disertaciji koristi savrement i aktuelni pristup u izucavanju bakterijskih zajednica u

Prva istrazivanja mikroorganizama u 19. vijeku folwusirala su se na uzgoj u gistoj kuleuri koji je bio
neophodan korals identifikacije. Kasnijim istrazivanjima postalo je jasno da je samo mali dio
mikrobiolodke zajednice u morskim ekosistemima uzgojiv na standardnim podlogama, svega 1%o.
Navedeni raskorak u broju uzgojivih predstavnika poznat je kao « velika anomalija podloge”

Ogranic¢avajuéi faktori u konvencionalnim metodama kultivacije su nemogucnost predvidanja
sastava i osobina hranljivog medijuma za selekciju nepoznatih mikroorganizama, kao i to da
odredene podloge diskriminisu rast ¢elija prilagodene oligotrofnim uslovima (Staley & Konopka,

Sa razvojem filogenetskih molekularnih metoda omoguéena je identifikacija do tada nepoznatih
bakterijskih vrsta pa ekologija mikroorganizama dozivljava ogroman razvitak. Vedina dh metoda
sasniva se na izolaciji DNA (dezoksiribonulkleinska kiselina) 1 kloniranju specificnih gena

najveéu primjenu nasla Jllumina i 454 pirosckvenciranje) omogudio je dobijanje velikog broja

Tstrazivanja o mikrobiologiji sedimenta su malobrojnija u poredenju sa mikrobiologijom vodenog
stuba. Sediment predstavlja slozenu sredinu sastavljenu od organskih 1 neorganskih Cestica

U traganju za opisom novih bakterijskih sojeva 1 razumijevanja mikrobioloskih procesa u
morskim sedimentima obavljaju se opsezna naucna istrazivanja Sirom svijeta. Urakawa i saradnici
(Urakawa et al, 1999) prikazuju rezultate filogenetskih analiza bakterijskih zajednica u
sedimentima Japana koji su pod uticajem otpadnih voda. Determinaciju bakterijskih zajednica

proucava uticaj naftnih derivata na pojavu specifiénih bakterijskih organizama. Koristeci
molekularne tehnike, Hewson i saradnici (Hewson et al., 2007) istrazuju u koioj mjeri razlicit
fizidko-hemijski faktori u sedimentu duz obale Kalifornije diktiraju pojavu odredenih bakterijskih
(Caporaso et al,, 2011; Degnan & Ochman, 2012). llumina sekvenciranje primjenjeno je 1w
Filogenetska ispitivanja bakterijskih zajednica molekularnim metodama kao 1 uticaj zagadenja na
njthovu distribuciju visi se 1 u sedimentima Sredozemnog mora. Najvise ispitivanja viseno je u
istodnom basenu Sredozemnog mora, podrucju Krita, Jonskom moru i dijelom u Tirenskom

bakterijsku strukturu istocnog dijela Sredozemnog mora dok Kouridaki i saradnici (Kouridaki ¢t

i je eutrofan. Giovanelli (2013) daje
| detaljne rezultate istraZivanja prokariotskih zajednica selvenciranjem nove generacije istrazujuci

rvrditl u

(gdje e

(2007) i

opisom
Mumins

uficu na

mora §a
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hidrotermalne izvore pjeskovitog dna ostrva u Grckoj 1 biljezi dominaciju specificnih grupa

balsterija hemolitotrofa.

Strukturu bakterijskih zajednica u anoksi¢nim sedimentima u Juznoj Spantji

uticajem netretiranih otpadnih voda opisuju Kochling i saradnic (Kochling et al.;

Jadranskom moru istrazivanja ove vrste su takode prisutna ali u znatno manjoj mjetl.

U sedimentima Venecijanske lagune prikazane su grupe metalredukujuéih  bakterija koje
zahvaljujudi specificnim metabolickim putevima opstaju u oblasti luckih akvatorijuraa (Han et al.,
2007). Uticaj zagadenja na distribuciju bakterijskih zajednica u sedimentu obja
saradnici (Kotlevié et al., 2015) u sjevernom | adranu. Ispitane lokacije su izlozene dugotrajnom
zagadenju zbog blizine industrijskih postrojenja. Na tm mjestima detektovane su

ne postoje.
B3 Ciljevi i hipoteze
Problematika doktorske disertacije ukazuje nam na sljedece ciljeve:
1 Istraziti strulkturu bakterijskih zajednica u sedimentima na lokacijai

|
na izloZenim razlicitom

stepenu 1 vrsti zagadenja 1 istrazid odnos izmedu bakterijske strukture i funkcije:

2. Napraviti poredenje bakterijskih zajednica na mjestima koja su izlorena razlicitim vrstama

zagadivaca
3. Odredit kvalitet sedimenta na 0snovu hemijskih parametara.
4. Ukazati na mjere zastite

Osnovna hipoteza je zasnovana na tome da razli¢iti polutanti koji se akumuliraju u sedimentima

motskog dna mijenjaju prirodnu strukturu baktetijskih zajednica usled se
B4 Metode i plan istrazivanja

Metodologija istrazivanja predstavlja kombinaciju terenskog rada (uzorkovanje sedimenata 0a
odabranim lokalitetima), laboratorijskog rada (koji obuhvata analizu bakterijskih i hemijskil
parametara) kao i rada na statistickoj analizi dobijenth rezultata i poredenju sa podacima 17

literature.

Implementacija molekularne tehnike v istrazivanju cjelokupne raznolikosti bakterijskih zajednic
je neophodna jer se 09% ovih organizama ne moze uzgojiti u Cisto] kulturl (Rossello-Mor

&Amann, 2001; Su et al., 2012).
Ekstrakeija DN iz uzoraka sedimenta vrdice se pomocu PowerSo
Filogenetska analiza bakterijskih zajednica i uticaj zagadenja na njih

pomocu molekularne rchnike sekvenciranja nove generacije - [lumina (koristeéi gen 168 rRINE
koja omogucava nekoliko hiljada do nekoliko stotina hiljada nukleotidnih sekvenci po uzorku st
zahtjeva koristenje takozvanih ,pipeline’ softverskih programa u analizi |

mikroorganizama. (Kozich et al,, 2013).

Hemijski pm‘ﬂmctri koji se analiziraju su:

TOC (ukupan organski ugljenik) analizira se ratunanjem razlike sadrzaja ukupnog ugljenika TC

ncorganskog ugljenika 1C. Analiza ée se vrditi TOC analizatorom (ISO/

lelktivinog pritiska

koji se nalazi pod

2011). U

Snjavaju Korlevic 1

posebne
bakterijske grupe koje imaju moguénost razlaganja aromati¢nih ugljov odoni¢nih jedinjenja. Sto se
ti¢e juznog dijela Jadrana zabiljezeni su odredent podaci dubokomorskih stanista od strane
Giovanelli (2013). Medutim podaci o bakterijskim zajednicama sedimenta Crnogorskog primotja

il DNA Isolation Kitd.

ov sastav spmvodi se

'S 13137:2001).

taksonomsko
Klasifikaciji. lumina se zasniva na sekvenciranju sintezom. Ioristi tzv. most aplifikaciju DNK 1
protoénoj celiji i formiranje klastera. Jedan klaster sadr¥i i do 1000 kopija originalnog molelkuls
U svakom ciklusu selvenciranja dodaje se pojedinacno fluorecentno obil)
koji sluZi za terminaciju polimerizacije. Velika prednost sekvenciranja nov
na ostale molekularne metode je mogucnost dobijanja velike kolicine podaraka (npr. 10 090
qukleotidnih nizova u jednom  ciklusu sckvenciranja, §to je posebno vazno u  ckologiji

ezeni nukleotid (dN'T
¢ generacije u odno

=c 2P e =0

L
—
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TJk_lq:m azot analizira se Ijeldal digestijom i Ieltec analizatorom ( Persson ctal,, 2008).
Ukupan fosfor analizira se ckstrakcijom kotistedi mjesavinu HINO, i HC! pomo¢u mikrotalasne
pedi 1 spektrometra sa indukovano spregnutom plazmom ( EPA 3051A,1997).

Amonijak se analizira ckstrakscijom koristed KCJ, filtriranjem i mjerenjem na spektrofotometru
(ISO/TS 14256-1:2003).

PAH ( policikli¢na aromaticna ugljovodonicna jedinjenja 1 PCB (polihlorovani bifenili)
analiziraju se gasnom hromatografijom uz masenospektrometrijski selektivau deteketju (GC /

MS) (EPA 8270,1996).
Uzotkovanje i odabrane lokacije

Uzorkovanje povesinskih uzoraka sedimenata sprovodice se Ponarovim grabilom dok se
wzorkovanje dubinskog profila sedimenata na pozicijama koje se ocjenjuju kao znacajne sa
aspekta zagadenja 1 rasprostranjenja bakterijskih zajednica sprovodi gravitacijskim korerom.
Uzorci sedimenta cuvaju se na temeparatuti — 70°C do obrade.
Uzorkovanje sedimenta Ce se vrsiti na ukupno 12 lokacija u Bokokotorskom zalivu i otvorenom
moru prema proceduri i dinamici UNEP, MED POL (2006). U zavisnosti od prvih rezultata
analiza poveéinskih sedimenata sprovodice se planiranje i realizacija dubinskog profila sedimenta
na dvije ,,hot spot tacke i jednoj referentnoj poziciji. |

Predstavljene su lokacije i njihov znacaj:

|. Luka Kotor —Unutraénji dio Bokokotorskog zaliva najdublje uvucen u kopno sa velikim
prilivom slatkih voda (izvor Gurdié, rijeka Skurda). Uticaj otpadnih voda i rizik od izlivanja nafte
usled sve brojnijih pomorskih aktivnosti. U proslosti su na ovom podrudju postojale fabrike
sapuna, gume 1 prerade metala.
2. Risan — Unutradnji dio Bokokotorskog zaliva sa velikim prilivom slatkih voda (vrelo Sopot 1
rijela Morinj). Podlozno eutrofikaciji; 2013g. potonuo remorlker.
3. Sveta Nedelja — Tjesnac; opasnost od zagadenia; sve vedi broj kruzera; prisutno uzgajaliste
musulja

4, Bijela — Najvece brodogradiliste u juznom Jadranu; problem grita; rizik zagadenja PAH —om i
PCB-om.

5. Tivat centar — Utica] marine Porto Montenegro i brodogradilista Bijela
6. Porto Montenegro — Na mjestu nekadasnjeg brodogradilifta, sada marina jahti. Opasnost od
fekalnog otpada i zagadenja PAH -om
7. Tivat uvala —Najpliéi dio Tivatskog zaliva. Prisutna dva uzgajalifta musulja; uticaj sa kopna
malim rijekama; u zaledu nekada bila solana
8. Hetceg Novi — Dio Bokokotorskog zaliva blizu otvorenog mora; uticaji otpadnih voda
moguce zagadenje sa plovila.
9. Igalo — Dio Bokokotorskog saliva blizu otvorenog mora. Uticaji otpadnih voda i moguce
zagadenje sa plovila; uticaj rijeke Sutorine. Posjeduje podrudja sa lickoviam blatom
10. Luka Budva — Otvoreno mote; veliki broj jahti i moguce zagadenje sa plovila
11. Luka Bar —Otvoreno more. Najveca nacionalna luka teretnih, putnickih i vojnih brodova, a
unutar luke ve¢ godinama postoji kamenolom i razne vrste skladista.
12. Ada Bojana — Otvoreno more; uticaj rijeke Bojane

B5 O&ekivani nauéni doprinos
1. Dobijanje prvih rezultata raznolikosti bakterijskih zajednica u sedimentima Crnogorskog
primorja u cilju procjene stepena zagadenja 1 antropogenog uticaja.

2 Karakterizacija bakterijskih grupa koje dominiraju na
=k s § S (o X = i M T O

“hot spot” tackama i koje su razvile
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btpémo_st ka zagadivacima.

3 Karakterizacija i procjena stepena zagadenja mogskih sedimenata na Crnogorskom primotju na
osnovu hemijskih parametara.

40Ocekuje se da ¢e ova studija predstavljat znacajan doprinos u izucavanju  ekoloske
mikrobiologije i zadtite Zivotne sredine.

Misljenje i ptijedlog komisije

Komisija je saglasna da se radi o uspjesnoj odbrani polaznih istrazivanja kandidatkinje Sandre
Jokanovi¢ imajuéi u vidu ciljeve, hipoteze, kompleksnost,vaznost i naucni doprinos njenog
istrazivanja. Vazno je napomenuti da se u doktorskoj disertaciji koristi aktuelna 1 savremena
metodologija. IstraZivanje sa ciljem determinacije bakterijskih zajednica u sedimentima, koristeci
sekvenciranje nove genetacije (NGS) je po prvi put izvedeno u Crnoj Gorl. Komisija je utvrdila
da kandidatkinja mr Sandra Jokanovi¢ ispunjava Zakonom predvidene uslove za rad na
doktorskoj tezi pod nazivom ,, Filogenetska struktura bakterijskih zajednica u sedimentima
Crnogorskog primorja i procjena uticaja polutanata na njihovu distribuciju 1 strukrura®.

Prijedlog izmjene naslova

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentota

Planirana odbrana doktorske disertacije

2019¢

[zdvojeno misljenje

(popuniti ukoliko neki ¢lan komisije ima izdvojeno misljenje)

Ime 1 prezime

Napomena

(popuniti po potrebi)

ZAKLJUCAK

Predlozena tema posvom sadrzaju odgovara nivou doktorskihstudija. ‘ DA | NE

Tema je originalan nauéno-istrazivacki rad koji odgovara medunarodnim DA | NE

kriterijumima kvaliteta disertacije. a

Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i stecenogznanja da DA ‘ NI
1 !

uz adekvatno mentorsko vodenje realizuje postavljeni cilj i dokaze hipoteze.
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