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U skladu sa ¢lanom 35, stav 2, Pravila doktorskih studija, Komisija za ocjenu podobnosti
doktorske teze i kandidata koju je imenovao Senat Univerziteta Crne Gore na sjednici
odrZzanoj 11. 11. 2019. godine (Broj: 3524 ) u sastavu

1. Dr Danilo Mrdak, vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta
Crne Gore

2. Dr Danka Cakovié, vanredni profesor Prirodno-matemati¢kog fakulteta Univerziteta
Crne Gore

3. Dr Dragana MiloSevié, vanredni profesor Prirodno-matemati¢kog fakulteta
Univerziteta Crne Gore

podnijela je Vije¢u Prirodno-matematickog fakulteta lzvjestaj sa javne odbrane polaznih
istrazivanja doktorske disertacije i Ocjenu podobnosti teme doktorske disertacije

(Obrazac D1) kandidatkinje mr Marije Vojinovié.

Komisija za doktorske studije PMF-a je na sjednici odrZanoj 06. 12. 2019. godine,
zakljutila da dostavljeni lzviestaj sadrzi sve elemente propisane Pravilima doktorskih
studija i Voditem za doktorske studije i proslieduje ga na razmatranje Vije¢u Prirodno-

matemati¢kog fakulteta.

Podgorica, 06. 12. 2019. god. ZA KOMISIJU ZA DOKTORSKE STUDIWJE

Doc. dr G(){l%fe Popivoda
/\ )
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PR o Napredna molekularno bioloska istraZivanja i .éﬁaﬁia. CVO]:l:ltivnih
i | procesa na modelu balkanskih pastrmskih vrsta

Ba gl'ﬂski' jézik.’ L s Advanced molecular biology research and analysis of evolutionary
Rt e | processes on Balkan trout species model

Datum i'{prihva;_@ﬁi—_a* teme i
| kandidata na sjednici Vijeca

fakultera e
Naucna : .Obla-st-:- -:'dokt??ski:? Molekularna biologija
Za navedenu oblast maticni su sljededi fakulted

U utorak 19. 11.2019. godine u 16h u Sal no-matematickog fakulteta, doktorandkinja Matija
Vojinovié, pristupila je odbrani polaznih istrazivanja doktorske disertacije pod nazivom ,,Napredna
molekularno-biolo¥ka istra¥ivanja i analiza evolutivnih procesa na modelu balkanskih pastrmskih
vista “ u prisustvu komisije u sastavu:

1. Prof. dr Dragana Milofevi¢-MalidZan, vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta
Univerziteta Crne Gore (predsjednik komisije)
5 Prof. dr Danka Cakovié, vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta
Crne Gore (¢lan komisije)
3. Prof. dr Danilo Mrdak, vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta
Crne Gote (mentor)
Kandidaktinja je u tridesetminutnom izlaganju predstavila osnovne metodoloske elemente

(obrazlo¥enje disertacije, metode i plan istraZivanja, cilieve i hipoteze, statisticke obrade i
potencijalni nauéni doprinos) svojih polaznih istrazivanja na argumentovan nacin. Nakon izlaganja,
komisija je pristupila ispitivanju kandidatkinje. Pitanja su se odnosila na pojaénjavanje pojmova i
metoda koji su navedeni tokom izlaganja, na koje je kandidatkinja na precizan nacin odgovorila i
dala argumente na postavljena pitanja. Na kraju odbrane komisija je konstatovala da je
kkandidatkinja uspje$no odbranila polazna istrazivanja doktorske disertacije.
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B1. ObrazloZenje teme

Sa pocetkom primjene istraZivanja molekula DNK u izucavanju filogenetskih i evolucionih
procesa smatralo se da ¢e se konaéno otkloniti sva subjektivnost i da ¢e ovo omoguciti da na
matematicki precizan na¢in konaéno razlikujemo sve taksone medu sobom. Pocetna istrazivanja
dala su veliku nadu, ali kako se uveéavao broj prou¢avanih uzorka i kao se prosirivala geografska
tetitorija sa koje su podaci o istim ili srodnim otganizmima stizali slika je postajala sve maglovitija.
Najveéi problem je bio u tome $to svi djelovi jednog istog DNIK molekula nemaju istu brzinu
kojom se mijenjaju (neki djelovi DNK su jako konzervativni, dok su drugi podloZni cestim
izmjenama — mutacijama). Poredenje izmedu familija, ili cak klasa, kao i rekosntrukcija
najvjerovatnijih modela evolucije i filogentskih odnosa medu njima pokazala se kao veoma
pouzdana kada se analiziraju djelovi DN molekula koji imaju realtivho nizak nivo izmjena, pa su
se ova istraZivanja uglavnom koncentrisala na uporedivanje Citavih ili djelova nekih glavnih gena
koji uéestvuju u vaznim biohemijskim procesima. Sama ptirodna selekcija koja je jedan od glavnih
,motora® evolutivnih procesa pokazala se kao velika prepreka za ova istraZivanja jer veoma Cesto,
¢ak i neke manje mutacije kod vaznijih gena mogu da vode ili letalnoj posledici ili je selekcija protiv
njih toliko jaka da nosioci takvih mutacija ne ostavljaju potomstvo, §to vodi ka tome da se te
mutacije ne prenose na sledecu generaciju. RjeSenje je potra¥eno u takozvanim  strukturnim
djelovima DNK molekula (npr. d-loop mithondrijske DNK), to jeste djelovima DNK molekula
koji ne kodiraju nikakav protein i, koliko nam je za sada poznato, imaju ulogu samo da povezuju
pojedinacne gene unutar molekula DNK. Ova istrazivanja pokazala su pocetne uspjehe, ali kao sto
je i navedeno, sa poveéanjem broja uzoraka i prosirivanjem geografske teritorije sistem je pokazao
veliku slabost. Da bi se poveéala raznolikost na individualnom nivou u ovim istrazivanjima se
koriste i visko repetativni motivi koji se nalaze u molekulima DNIK (mikrsatelit}) uz pomo¢ kojih
se sa lako¢om identifikuju pojedinaéne jedinke i koji su pokazali veliki potencijal za unutar- i intet-
populaciona istraZivanja izmedu geografski bliskih populacija, ali sa povecanjem geografske
teritorije njihova velika varijabilnost je samo stvotila veliku koli¢inu redundantnih podataka
(takozvani ,,$um®) koji je prikrio stvarne evolutivne dogadaje i udinio otezanim rekonstrukciju
filogentskih odnosa medu njima.

Od pocetka primjene ovih istraZivanja bilo je jasno da bi najbolji pristup bio sekvencioniranje
kompletnog genoma i njihovo poredenje, medutim Sanger tehnologija sekvencioniranja je
neprikladana za ovakva istrazivanja, jet je potrebno uposliti veliki broj ljudi, kao i potrositi
ogtomno vrijeme i resurse da bi se sekvencionirao samo jedan genom jedne individue. Sa pojavom
NGS tehnologije (Next Genetation Sequencing) stvorili su se uslovi za skeniranje daleko veceg
dijela DNK (pa ¢ak i kompletnog) u relativno kratkom vremenskom intetvalu po daleko nizoj
cijeni i sa razumnim utro$kom resursa. Medutim, opet je cijena vrlo visoka i podrazumijeva timski
rad, a skeniranje veéeg broja uzoraka je i dalje ostalo veoma problemati¢no sve do pojave RADseq,
dRADseq i ddRADseq protkola (restriction-site associated DNA sequencing i digest ili double
digest restriction-site associated DNA  sequencing). Ova tehinika omogucava takozvano
skvencioniranje molekula DNK po principu saéme kada se skeniraju i Citaju svi segmenti DNK
molckula ¥eljene duZine koji su nastali nakon aktivnost jednog ili dva restrikiciona enzima. Ovo
je relativno nova tehnika koja je tek pocela da se primjenjuje i na istraZivanje evolutivnih procesa
i rekonstrukcije filogenije.

ddRAD tehnika i NextGenerationSequncing tehnologija do sada nije radena u Crnoj Gori obzirom
da se radi o relativno novom pristupu u molekularnoj biologiji, kao i o opremi za sekvencioniranje
koja je relativno skupa i zahtijeva ozbiljnu obuku za kori$éenje. Za sada su se u oblasti analize
DNK razlititih taksona, kao i rekonstrukcije evolucije, populacione strukture i filogenetske istotije
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analiziranih vrsta koristili mali djelovi DNK: strukturni djelovi mitohondrijske DNK,
mitohondrijski ili jedarni geni i mikrosatelitska DNK. Ove analize su se bazirale na najvise stotinjak
SNP-ova (kratka polimorfna mjesta u DNK molekulu), dok ova nova tehnika i tehnologija
omoguéavaju rad sa 5000 — 10000 SNP-ova §to nam otvara nesluéene moguénosti u istrazivanju.
Ovo istrazivanje ¢e nam dati moguénost novog i mnogo preciznijeg uvida u evolutivne procese,
filogenetske odnose i populacionu strukturu i testiranje mogucnosti, ali i ograniCenja ove nove
tehnologije u molekularnoj biologiji na izabranom modelu - balkanske pastrmske vrste. PredloZeni
model se sastoji od uzoraka sve tri filogentske linije poto¢ne pastrmke (kompleks vrsta Sakno trutta),
zatim endemi¢ne mekousne pastrmke (Sakmo obtusyrosiris), glavatice (Sakmo marmoratus) ohridske
belvice (Acantholingua ochridana) ali i najugorZenije evropske pastrmske vrste mladice (FHucho bucho).
Dakle, tema ove doktorske disertacije je primjena i adaptacija ove molakularno bioloske tehnike
na predloZeni model vista kao i kasnija rakonstrukcija evoltivnih procesa i filognetskih odnosa
medu izabarnim OTUima (,,Operational taxonomic units®)

B2. Cilj istraZivanja i hipoteze

Primarni cilj ove doktorske teze bice primjena nove molekularno bioloske tehnike i njena
adaptacija za model-sistem balkanskih pastrmskih vesta. Ocekuje se da e se kroz ovo istraZivanje
otkriti, to jeste desifrovati, novi djelovi genoma pastrmskih vrsta koji u sebi kriju informaciju o
filogenetskim odnosima i evolutivnim procesima zahvaljujuéi kojima je doslo do ovakve adaptivne
radijacije pastrmskih taksona na Balkanu. Ovo je od velikog znacaja da se dobije jasnija i bliZa slika,
kao i shvatanje samog procesa specijacije. Kroz ovo isttazivanje pokusacemo da pronademo
djelove DNK molekula (i da dizajniramo prajmere za njihovo lako umnoZavanja zbog buduceg
testiranja) koji su disktiminatorni na nivou OTU-a, to jeste nominalnih vrsta koje postoje. Takode,
elimo da steknemo uvid i u odnose unutar Saémo frutta kompleksa kako bi smo mogli da
doprinesemo ,,raspetljavanju® ovog svojevisnog Gordijevog cvora evropske inhtiologije. I na
kraju, #elimo da kroz kompleksne analize dobijenih setova podataka stvorimo sistem softverske
analize (,pipeline®) koji bi na relativno uniforman naéin mogao da se koristi i za druga slicna
istrazivanja.

Nulte, to jeste polazne hipoteze ove disrtacije su:

HO; — ddRAD pristup je veoma informativan i ima veliku moguénost usavrsavanja i nadogradnje
kako bi se na telativno jednostavan i jeftin nacin sekvencionirao vedi dio genoma pastrmskih vrsta
HO, — Uz pomoé ove tehnike i adekvatnog kreiranja biblioteka (,,DNK library”) moguce je na
NGS-u sekvencionitati veliki broj baznih parova (do 15 miliona BP po jedinci) za relativno veliki
broj jedinki u jednom NGS procesu (,,tray -u®)

HO; — Ova tehnika omoguéava otkrivanje velikog broja do sada nepoznatih SNP-ova (Short
nucleotide polymorphism) kod pastrmskih vrsta

HO, — Balkanske endemié¢ne vrste iz roda Sakmo imaju zajednickog pretka od kojeg su evoluirale u
nekoliko pravaca

HOs — U okviru Salmo trutta kompleksa vierovatno postoje najmanje dvije dobre vrste (po
bioloskom konceptu vrste)

HOs — ddRAD tehnikom i kasnijom bioinformati¢kom analizom moguce je pronaéi djelove DNK
koji nedvosmisleno odvajaju vrste medu sobom i koji su pogodni za buduéi barkoding ovih vrsta

B3. Metode i plan istraZivanja

Obrazac D1: Ocjena podobnosti teme i kandidata
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Da bi se ovaj projekat u potpunosti realizovao i da bi se ostvarili glavni ciljevi planom je predvidena
realizacija specifiénih ciljeva koji ujedno predstavljaju i plan istraZivanja, a koji su navedeni u
hronoloskom redu.

- Prikupiti uzorke tkiva jedinki vsta koje ée se analizirati (terensko uzotkovanje)

- Izolovanje DNK iz uzoraka tkiva (laboratorijski rad)

- Obrada DNK materijala i restrikcija materijala uz pomo¢ dva izabrana endonukleazna enzima

- Ligaza isjecaka DNK molekula sa adapterima i barkodirajuéim sekvencama

- Odabir i izolacija isje¢aka Zeljene duZine (obi¢no 200 - 700 baznih parova)

- Umno¥avanje isje¢aka (na PCR madini) i njihovo obiljeZavanje sa indeksiranim sekvencama
specifiéno dizajniranim za Ilumna NG Sekvencer

- Sekvencioniranje (Citanje) ovako pripremljenih biblioteka na Ilumna NG Sekevencioneru

- Informaticka obrada i analiza dobijenih skevenci, kao i dalji rad na analizi podataka iz ugla
interesovanja ove doktorske teze.

Za ovo istrazivanje kotisti¢e se ddRADsequencing metoda (doubledigestrestriction-site associated
DNA sequencing) kao i llumna NG Sekvecner sistem koji omogucavaju brzo i jeftino ,,iscitavanje®
velikih setova DNK. U kasnijoj obradi i analizi podataka kotisticemo se znanjem i softverskim
tjedenjima koja su razvijena u EMBL-ovom informatickom centru u Londonu i koja ¢emo
primijeniti na na$ set podataka. Kako se ocekuje veliki broj SNP-ova, uz pomoc¢ ovih softverskih
paketa biéemo u moguénosti da selektujemo informativne, to jeste one koji nam omogucavaju
dalju analizu, u pravcu ostvarenja zacrtanih ciljeva.

Uzorci peraja jedinki svakog od OTU-a prikupljani su prilikom terenskog istrazivanja. Ribe su
wzotkovane standardnom opremom za elektro izlov i svakoj od individua je uzet uzorak tkiva,
komad analnog peraja, koji je pohranjen u tubici sa 96% etil-alkoholom u kojem se DNK ne
rastvara. Uzorci jedinki koje su bili zamrznute uzeti su na isti nadin s time $to su od svake individue
dodatno uzimani i djelovi misi¢nog tkive.

U laboratotiji je izvriena izolacija DNK metodom isoljavanja (Miller et al., 1988) da bi se napravili
rastvori DNK za svaku jedinku. Koncetracije DNK je izmjerena u svakom od radnih rastvora na
madini Qubit 2.0. Od svakog uzorka uzeto je 500 ng DNK, stavljeno je u reakeiju sa dva
restrikciona enzima (EcoRI-HF and Mspl) i ostavljeno je na termo bloku preko nodi da restrikcioni
enzmi digestuju DNK.

Nakon toga izvr$ena je ligacija adaptera na krajevima isjecaka koji sadrze barkodove. Poslije ligacije
izvieno je predi§cavanje isje¢aka sa adapterima uz pomo¢ CleanPCR beads na taj nacin da u
rastvoru ostanu samo isjecci duzina 200 do 700 bp. Nakon ovoga izvrSena je selekcija isjeCaka koji
su sa jedne strane bili isjeeni EcoRI-HF, a sa druge strane Mspl enzimima, a uz pomo¢ N-270
Sterptovidin Dynabeds™ . Nepostedno prije sekvencioniranja isjecci su umnozeni u PCR rekaciji i
obiljeZeni sa jedinstvenim indeksima spcificno razvijenim za Iumna sekvencioner (Peterson et al.
2012).

Ovako pripremljene biblioteke su date na sekvencioniranje na Tllumina HiSequation 5000 masinu
koja &ta po 150 bp sa 5'i 3' strane. Svi uzorci su sekvencionirani zajedno na jednom plejtu.

Nakon ovoga podaci su obradeni kroz softwerski ,,pipeline® da bi se mogla raditi dalja analiza. U
softwerskom paketu STACS (Catchen et al,, 2013) gdje e se uraditi alignement u odnosu na
referentni genom i dalja analiza preklapajucih sekvenci. Nakon odabira filogentski informativaih
sekvenci uradiée se filogenetska analiza u cilju rekonstrukcije najvjerovatnije filogenije.

Obrazac D1: Ocjena podobnosti teme i kandidata
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U softverskim paketima i kori$¢enjem specifi¢nih algoritama analizirace se dobijeni podaci u cilju
otkrivanja novih SNP-ova kao i odredivanje djelova genoma koji su podlozni evolutivnim
procesima, ali i onih koji su konzervativni. Daljim uporedivanjem proba¢emo da pronademo
djelove DNK koji se nedvosmisleno razlikuju izmedu nominalnih OTUa kako bi se definisali
prajmete za jednostavno umnozavanje ovih segmenata.

B4. Nauéni doprinos

Kroz ovo isttaZivanje ¢e se naciniti ozbiljan pomak u razumijevanju i prakticnoj primjeni
molekularne biologije na evolutivnim modelima filogentski bliskih vrsta. Sagledace se puni
kapacitet ove metodologije i moguée modifikacije koje ¢e doprinijeti sveukuponosti i svestranosti
analiziranih podataka i na tome zasnovanim zaklju¢cima. Prelazak sa nivoa od nekoliko desetina
na nivo od nekoliko hiljada SNP-ova na osnovu kojih ¢e se raditi dalje analize samo govori o
svojevrsnom ,,kvantnom skoku® za koji ocekujemo da se ostvati u ovoj oblasti. Sigurni samo da
ée svi rezultati biti objavljeni u prestiznim naucnim casopisima jer se radi o potpuno novom
pristupu koji ¢e svakako da zasluZi paznju internacionalne naucne javnosti.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Predstavljeno istraZivanje je znadajno finansijski zahtjevno, medutim kandidatkinja je dobitnica
stipendije za doktorska istraZivanja Ministarstva nauke Crne Gore u trajanju od tti godine, tako da
¢e se doktorska teza realizovati na planiran nacin i u predvidenom vremenskom roku.
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: Mlsl]en]e i pn]edlog konusx]e

Komisija smatra da je predlog i 1strazwan]“ doktorske disertacl]e kandldatkm]e mr Marije Vo)movlc
u potpunosti odgovarajuci i da je predstavljeno istrazivanje originalno, pa ée stoga imati kako
prilican naucni znacaj. Rezultati ostvareni ovim istraZivanjima ¢e predstavljati znacajan naucni
doprinos u razumijevanju i primjeni naprednih molekularno-bioloskih tehnika i naciniti ozbiljan
pomak u analizi evolutivnih procesa i filogenetski odnosa ispitivanih vrsta. Inovativni potencijal
buduce disertacije ogleda se u primjeni ddRADseq pristupa koji se moze unaprijedivati i
nadogradivati u zavisnosti od cilja istrazivanja. Analiziranje velikog dijela genoma odabranih
pastrmskih vrsta, dizajniranje prajmera za prepoznati informativni dio genoma, kao i formiranje
softverskog paketa za analizu podataka definitivho ¢e ovo istrazivanje uciniti medu prvim ovog
tipa na Balkanu, a dobijeni podaci ¢e olaksati svako buduce istrazivanje koje ¢e se raditi po slicnom
ptincipu. Oéekujemo da ovaj stav budu potvrden publikovanjem u ¢asopisima visokog impakt
faktora.

Na osnovu vrednovanja polaznih istraZivanja pod naslovom ,,Napredna molekularno bioloska
istraZivanja i analiza evolutivnih procesa na modelu Balkanskih pastrmskih vrsta®, komisija
predlaze Vijecu Prirodno-matematickog fakulteta, da usvoji ovaj izvjestaj tj. pozitivnu ocjenu o
podobnosti doktorske disertacije kandidatkinje, kao i da to isto predlozi Senatu Univerziteta Crne
Gore i time ih predloZi za dalju proceduru predvidenu Pravilima doktorskih studija Univerziteta
Crne Gore.

Komisija ]e dala predlog korekm]e naslova doktorske ci.tsertam]e

Predlozeni naslov je:

,Napredna molekularno bioloska istrazivanja u cilju analize evolutivnih procesa i filogenetskih
odnosa na predlozenom model sistemu balkanskih pastrmskih vrsta®
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