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Предмет:  Извештај Комисије за оцену пријаве теме докторске дисертације кандидата 

Марије Стевановић, мастер инжењерa пољопривреде 

 

Одлуком Наставно-научног већа Пољопривредног факултета Универзитета у 

Београду, бр. 33/5-3.2. од 27.01.2016. године, одређени смо у Комисију за оцену пријаве 

докторске дисертације мастер инжењера Марије Стевановић под насловом: „Утицај 

кломазона и комерцијалних препарата на акватичне организме“.  

На основу увида у садржај пријаве докторске дисертације, Комисија у саставу др 

Драгица Бркић, ванредни професор Пољопривредног факултета Универзитета у 

Београду, др Славица Гашић, научни саветник Института за пестициде и заштиту 

животне средине, Београд-Земун и Ивана Теодоровић, ванредни професор Природно-

математичког факултета Универзитета у Новом Саду, подносимо Наставно-научном 

већу Пољопривредног факултета следећи  

 

И З В Е Ш Т А Ј 

1. Наслов дисертације  

 Комисија предлаже малу корекцију наслова: „Утицај активне супстанце и 

формулисаних препарата кломазона на акватичне организме“. 

  

2. Предмет и програм истраживања 
 

У пријави докторске дисертације кандидат указује на чињеницу да се константна 

потреба за повећањем продуктивности биљне производње, упркос сталним напорима на 

изналажењу алтернативних метода, и даље највећим делом заснива на примени 

пестицида, хемијских и биолошких средстава за заштиту биља. Имајући у виду да 

пестициди представљају ксенобиотике, који циљано доспевају у животну средину у 

великим количинама, они представљају веома важну групу загађујућих супстанци. 

Поред неоспорно веома позитивних они, у исто време, могу имати и нежељене ефекте 

на здравље људи и животну средину јер су нециљни организми, због биохемијске и 

физиолошке сличности, осетљиви на деловање пестицида. 

Кандидат указује на чињеницу да пестициди припадају групи веома строго 

законски регулисаних хемикалија и да је њихово стављање у промет на нивоу Европске 

уније дефинисано Уредбом 1107/2009 (EC, 2009), а у нашој земљи Законом о 

средствима за заштиту биља („Сл. Гласник РС“, 41/09). За пестициде се примењује 

регулаторни приступ превенције ризика, што значи да пре стављања у промет активне 
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супстанце пролазе веома детаљна испитивања токсиколошких, екотоксиколошких, 

физичко-хемијских и других својстава која су регулисана Уредбом 283/2013 (EC, 

2013a). Међутим, пре стављања у промет, активне супстанце се формулишу различитим 

процесима у финалне производе - средства за заштиту биља. Формулисање једне или 

више активних супстанци са одговарајућим помоћним супстанцама доприноси 

повећању ефикасности, али и низа других пожељних својстава формулација (Knowles, 

2005). Стављање у промет средстава за заштиту биља регулисано је Уредбом 284/2013 

(EC, 2013b), којом је, између осталог, утврђено да се детаљна испитивања ефеката на 

акватичне организме раде за производе чија се токсична својства не могу предвидети на 

основу својстава активне супстанце, затим уколико се примењују директно на водену 

површину, или уколико не постоје подаци о сличном призводу на основу којих се може 

извршити екстраполација. С обзиром на чињеницу да је деловање једне или више 

активних или помоћних супстанци у смеши (препарату) веома тешко предвидети; 

разлике у испољавању појединачних у односу на ефекте смеша, као и појава 

потенцијације, антагонистичких, синергистичких и других ефеката, предмет су 

истраживања бројних аутора (Kortenkamp et al., 2009; Kortenkamp, 2014). 

Докторанд указује на чињеницу да се за активне супстанце пестицида примењује 

превентивна еколошка процена ризика (Ecological Risk Assessment - ЕРА), као 

комплексна процена вероватноће и размере негативних ефеката на популације, 

заједнице и екосистеме у циљу њихове заштите и превенције неприхватљивог ризика 

(Suter II, 2006). Кад су пестициди у питању она представља процену њиховог 

потенцијалног штетног деловања, пре стављања у промет. Темељ еколошке процене 

ризика je однос предвиђених концентрација пестицида у животној средини и 

концентрација које (не)доводе до одређеног билошког ефекта, а које су утврђене у 

лабораторијским условима (Suter II, 2006). Наглашено је да се законска регулатива 

превасходно заснива на проценама активне супстанце и да се токсична својства активне 

супстанце често изједначавају са токсичним својствима препарата, а процена ризика за 

активну супстанцу односи се и на препарат, без процене својстава помоћних супстанци 

које се користе у поступку формулисања препарата. 

У даљем образложењу предмета и програма истраживања кандидат указује на 

чињеницу да у укупној потрошњи пестицида највећи удео чине хербициди, који се 

примењују за сузбијање корова пре ницања, или у различитим фазама раста коровских 

биљака (Grube et al., 2012). Кломазон је активна супстанца хербицида из групе 

изосазолидинона, која се налази се у широкој примени код нас и у свету. Осим за 

потребе законске регулативе (DAR, 2006), мало истраживача се бавило испитивањем 

утицаја ове активне супстанце на организме у воденим екосистемима, док студије са 

формулисаним препаратима на бази кломазона осим, такође, за потребе регистрације, 

нису рађене. 

У докторској дисертацији кандидат ће испитивати утицај активне супстанце 

кломазон и два препарата формулисана на бази ове активне супстанце на акватичне 

организме; препарат Rampa
®
 EC, који припада старој генерацији средстава за заштиту 

биља и формулисан је у облику концентрата за емулзију и GAT Cenit 36 CS, који 

припада новој генерацији и формулисан је у облику суспензије капсула. Оба типа 

формулација са кломазоном као активном супстанцом (концентрат за емулзије и 

суспензија капсула), равноправно се примењују код нас и у свету. 

Организми на којима ће испитивања бити вршена одабрани су у сагласности са 

препорукама Уредби 283/2013 и 284/2013, и обухватају: две акватичне биљне врсте - 

Lemna minor и Myriophyllum aquaticum, водену буву (Daphnia magna), ембрионе рибе 

зебрице (Danio rerio) и афричке канџасте жабе (Xenopus laevis). Ova in vivo испитивања 

ће, пре свега, дати увид у потенцијално различите биолошке ефекте активне супстанце 
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и препарата за различите организме, али и дати допринос за предиктивну процену 

ризика. Свеобухватно испитивање токсичног деловања формулација ће указати да ли је 

процена ризика за активну супстанцу довољно поуздан показатељ ризика који носи 

примена средстава за заштиту биља. Испитивања ће бити рађена in vivo, али и in vitro 

где ће се испитивати цитотоксични ефекти активне супстанце и препарата за ћелије 

шкрга пастрмке (Oncorhynchus mykiss), линија RТgill-W1. Подобност коришћења ћелија 

као алтернативне методе утврдиће се испитивањем корелације резултата добијених 

тестирањем in vivo (D. rerio) и in vitro (RTgill-W1 ћелијске линије). Уколико се докаже 

токсични потенцијал активне супстанце и препарата на рибе, in vitro испитивања могу 

дати увид, или наговештај, потенцијалног начина деловања на ћелијском нивоу. 

 

3. Научни циљ истраживања 

Циљ истраживања у оквиру ове докторске дисертације је испитивање утицаја 

кломазона и два различито формулисана препарата на бази ове активне супстанце на 

акватичне организме, утврђивање разлика у биолошким ефектима појединачне 

супстанце у односу на две различите смеше (формулације које поред активне садрже и 

различите помоћне супстанце) као и допринос превентивној еколошкој процени ризика 

коју примена активне и две смеше има за организме који живе у води.  

Резултати добијени овим испитивањима треба да допринесу бољем увиду у 

екотоксиколошка својства активне супстанце кломазон и ова два препарата. Очекује се 

да ће резултати ове дисертације показати да ли постоје и колике су разлике у 

биолошким ефектима у зависности од примењеног типа формулације о чему, кад је ова 

активна супстанца у питању, углавном не постоје поуздани подаци. Важан сегмент 

истраживања биће допринос превентивној еколошкој процени ризика коју примена ове 

активне супстанце, и још важније ова два препарата, носи. Процена ризика рађена на 

основу праћених параметара за појединачне испитиване модел организме, показаће да 

ли процена ризика на основу токсичности активне супстанце може бити поуздан 

показатељ ризика који формулисани препарати представљају за акватичне организме. 

Испитивања на ембрионима рибе зебрице и ћелијама шкрга пастрмке (in vivo и in vitro 

испитивања) показаће да ли су и колико алтернативне методе поуздане у односу на 

коришћење кичмењака у испитивањима токсичних својстава хемикалија. 

Добијени резултати могли би, такође, да сугеришу начин формулисања активне 

супстанце, односно облик препарата, које би требало изабрати у циљу боље заштите 

организама који живе у води.  

 

4. Основне хипотезе од којих се полази 

 Полази се од следећих хипотеза:  

1) Активна супстанца и два типа формулација (са истим садржајем активне супстанце) 

имају различита екотоксиколошка својства, али ће одговори одабраних тест 

организама (биљке, дафније, ембриони риба и жаба) бити уједначени за активну 

супстанцу и обе смеше, појединачно. 

2) Два различито формулисана производа на бази кломазона испољиће различите 

биолошке ефекте на испитиване организме који живе у води, у испитивањима која 

до сада нису рађена и о чему нема података.  

3) Претпоставља се да ће истраживања у оквиру ове докторске дисертације расветлити 

и разлике у ризицима које примена супстанце и препарата носи, и истовремено 

указати да избор различитих типова формулација, на бази исте активне супстанце, 

има веома важну улогу у заштити животне средине.  
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4) Два коришћена тест модела (ембриони рибе зебрице и ћелије шкрга пастрмке) 

показаће позитивну корелацију у одговору на присуство токсичних супстанци. 

Резултати добијени in vivo (D. rerio) и in vitro (RTgill-W1 ћелијске линије) показаће 

подобност коришћења ћелија као алтернативне in vitro методе, у односу на 

коришћење кичмењака, у дефинисању токсичних својстава хемикалија. 

 

 

5. Материјал и методе рада 

 

5.1. Материјал 

У изради ове докторске дисертације користиће се активна супстанца кломазон 

(техн. чистоће 95%, производ компаније „Shenzhen Yancheng Chemicals Co.“, Кина) и 

два препарата на бази ове активне супстанце: концентрат за емулзију (Rampa
®
 EC, 360 

г/л), производ компаније „Галеника-Фитофармација д.о.о.“, Београд и суспензија 

капсула (GAT Cenit 36 CS, 360 г/л), производ компаније „GAT Microencapsulation“, 

Аустрија.  

 

5.2. Методе 

5.2.1. Одређивање концентрације активне супстанце  

Концентрације активне супстанце биће испитиване методом течне 

хроматографије, применом HPLC-DAD Agilent 1100 Series са PDA детектором, према 

модификованој методи Niell et al. (2010). 

 

5.2.2. Тестови на акватичним макрофитама 

Тестови на акватичним макрофитама биће рађени према стандардизованим 

ОЕЦД методама: OEЦД метода 221 (2006) за врсту L. minor, односно OEЦД метода 239 

(2014) за M. aquaticum. Опсег испитиваних концентрација биће исти за активну 

супстанцу и препарате код обе биљне врсте. Врста L. minor биће тестирана у 

семистатичким условима, са променом раствора и праћењем параметара раста (број, 

маса и површина биљака). За разлику од ове флотантне врсте, емерзна макрофита M. 

aquaticum биће излагана у статичним условима. У току трајања експеримената (трећи и 

пети дан излагања) биће мерена дужина биљке изнад седимента, као показатељ раста. 

На крају експозиционог периода поред овог параметра биће мерена још и дужина целе 

биљке, свежа маса биљака, маса корена и садржај хлорофила. 

 

5.2.3. Тест токсичности на ембрионима рибе зебрице 

Одређивање средње леталне концентрације, као и утврђивање сублеталних 

ефеката, биће рађено према смерницама стандардизоване OEЦД методе (OEЦД метода 

210, 2013). У овим испитивањима ће оплођени ембриони, распоређени у три 

понављања, бити излагани различитим концентрацијама активне супстанце и 

препарата. Ради потврде добијених резултата огледи ће бити поновљени и на тај начин 

биће обезбеђена поузданост резултата. У току трајања експеримената свакодневно ће 

бити бележена смртност, као и појава сублеталних ефеката. 

 

5.2.4. Тест цитотоксичности на ћелијској култури шкрга пастрмке  

Испитивања цитотоксичности кломазона и оба препарата биће рађена на 

ћелијској култури шкрга пастрмке (Oncorhynchus mykiss), линија RТgill-W1. Након 
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утврђивања опсега ефективних концентрација приступиће се утврђивању средњих 

ефективних концентрација за активну супстанцу и оба испитивана препарата. Пратиће 

се следећи параметри: смањење метаболичке активности, нарушавање интегритета 

ћелијске мембране и дисрупција лизозома, према стандардизованој оперативној 

процедури SOP CS-02 (2014). Ћелије ће бити излагане деловању активне супстанце и 

препарата у трајању од 24h, у микротитар плочама, у мраку. Након завршеног периода 

експозиције ћелије ће бити третиране са три различите боје (Alamar blue, CFDA, Neutral 

red) и спектрофотометријски ће бити мерена флуоресценција ради одређивања 

параметара цитотоксичности. 

 

5.2.5. Тест токсичности за ембрионе афричке канџасте жабе (X. laevis)  

Утицај активне супстанце и препарата испитиваће се провером њихове 

токсичности за ембрионе афричке канџасте жабе (X. laevis), тако што ће оплођена јаја 

афричке канџасте жабе, распоређена у три понављања, бити изложена деловању 

различитих концентрација активне супстанце и препарата током 96 часова. Испитивања 

ће бити изведена према смерницама стандардизоване ASTM FETEX (1991) методе. 

Свакодневно ће бити регистрована смртност и евентуална појава деформација. 

 

5.2.6. Статистичка обрада резултата  

Добијени резултати биће обрађени у статистичком програму GraphPad Pizm. 

Израчунавање средњих инхибиторних/ефективних/имобилизационих/смртних 

концентрација биће урађено преко нелинеарне логаритамске регресије. Где је могуће 

биће урађена једнофакторска анализа варијансе а, где због типа података то не буде 

могуће, подаци ће бити обрађени преко Fisher-овог егзактног теста. 

 

6. Списак литературе која ће се користити: Прилог 1 

 

 

7. Списак саопштених и објављених научних радова кандидата Марије 

Стевановић:  Прилог 2 

 

8. Биографија кандидата 

Марија (Драгослав) Стевановић је рођена 1985. године у Београду, Република 

Србија. Пољопривредни факултет, Универзитета у Београду уписала је школске 

2004/2005. године. Као редован студент на одсеку за Заштиту биља и прехрамбених 

производа, дипломирала је 2010. године,  са просечном оценом  9,21 (девет двадест 

један). Дипломски рад под називом „Присуство и распрострањеност вируса мозаика 

краставца (Cucumber mosaic virus) у усеву парадајза“ одбранила је на катедри за 

Фитопатологију, са оценом 10. 

Докторске студије, модул Фитомедицина, на Катедри за пестициде 

Пољопривредног факултета, Универзитета у Београду, уписала је школске 2010/2011. 

године. Испитне обавезе на докторским студијама успешно је завршила, са просечном 

оценом 10. Радни назив теме докторске дисертације која је у периоду реализације је: 

„Утицај кломазона и комерцијалних препарата на акватичне организме“. 
Након уписа на докторске студије, ангажована је као стипендиста Министарства 

за просвету, науку и технолошки развој у Институту за пестициде и заштиту животне 

средине на пројекту „Развој интегрисаних система управљања штетним организмима 
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у биљној производњи са циљем превазилажења резистентности и унапређења 

квалитета и безбедности хране“, којим руководи проф. др Алекса Обрадовић.  

Од децембра 2013. до децембра 2014. године, као стипендиста Европске 

Кoмисије у оквиру програма Erasmus Mundus (JoinEU-See), докторске размене, 

боравила је, у  лабораторији RECETOX (Research Center for Toxic Compounds in the 

Environment), на Масарик Универзитету, Брно, Чешка Република. Од 01.04.2015. године 

засновала је радни однос на одређено време у трајању од две године у Институту за 

пестициде и заштиту животне средине, Београд-Земун, као истраживач приправник. 

Тренутно обавља послове везане за реализацију поменутог пројекта на коме је 

ангажована. 

У сарадњи са другим ауторима објавила је или саопштила 14 научних радова. 

Говори енглески, а служи се руским и шпанским језиком. Члан је Друштва за заштиту 

биља, као и међународног научног удружења Society of Environmental Toxicology and 

Chemistry (SETAC). 

 

9. Закључак и предлог 

 

На основу чињеница изнетих у пријави докторске дисертације мр Марије 

Стевановић, а које се односе на научни и стручни значај изабране проблематике, 

актуелност теме, полазних хипотеза, предложеног материјала и метода рада и 

очекиваних резултата, може се закључити 1) да ће се испитати утицај активне 

супстанце кломазон и два различито формулисана препарата на бази ове активне 

супстанце на различите акватичне организме, 2) да ће резултати допринети бољем 

увиду у екотоксиколошка својства активне супстанце кломазон и ова два препарата 

чиме ће се показати да ли постоје и колике су разлике у биолошким ефектима у 

зависности од примењеног типа формулације, 3) да ће бити дат допринос превентивној 

еколошкој процена ризика од активне супстанце и два одабрана препарата, 4) 

обезбеђивањем неопходних експерименталних података из лабораторијских 

испитивања и праћених параметара за појединачне испитиване модел организме, 

видеће се да ли процена ризика на основу токсичности активне супстанце може бити 

поуздан показатељ ризика који формулисани препарати представљају за акватичне 

организме, 5) резултати добијени in vivo (D. rerio) и in vitro (RTgill-W1 ћелијске линије) 

показаће подобност коришћења теста на одабраној ћелијској линији (in vitro тест) као 

алтернативне методе у односу на in vivo експерименте на кичмењацима у дефинисању 

токсичних својстава хемикалија и 6) да ће добијени резултати сугерисати начин 

формулисања активне супстанце, односно облик препарата, који би требало изабрати у 

циљу боље заштите организама који живе у води.  

Истовремена истраживања активне супстанце, и различито формулисаних 

препарата на неколико изабраних организама који живе у води, први пут се спроводе у 

нашој земљи и очекује се да ће добијени биолошки одговори пружити значајан 

допринос у расветљавању разлика које постоје у деловању појединачне супстанце и две 

смеше са истим садржајем активне супстанце, али са различитим помоћним 

супстанцама. Имајући у виду константне напоре међународне научне и стручне 

јавности за смањење коришћења кичмењака у експерименталне сврхе, паралелно 

постављени експерименти са свим одабраним тест супстанцама у in vivo (D. rerio) и in 

vitro (ћелијска култура шкрга пастрмке) условима, представљају могућост директног 

поређења биолошких одговора добијених на суштински различитим биолошким 

моделима, а у циљу верификације и промоције примене in vitro техника као 

алтернативе in vivo тестовима на кичмењацима, не само у сфери научних истраживања 

већ и у домену регулаторне (еко)токсикологије.  
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Полазећи од наведених констатација, Комисија позитивно оцењује поднету 

пријаву и предлаже Наставно-научном већу Пољопривредног факултета Универзитета 

у Београду да прихвати и одобри израду докторске дисертације мр Марије Стевановић 

„Утицај активне супстанце и формулисаних препарата кломазона на акватичне 

организме“. Koмисија предлаже за ментора при изради ове докторске дисертације др 

Драгицу Бркић, ванредног професора Пољопривредног факултета у Београду. 

 

 

 

 

У Београду, 05.02.2016. године                                   

  

 ЧЛАНОВИ КОМИСИЈЕ: 

 

 

др Драгица Бркић, ванредни професор 

Пољопривредни факултет, Београд 

(Пестициди)  

 

 

др Славица Гашић, научни саветник   

Институт за пестициде и заштиту животне 

средине, Београд 

(Фитофармација) 

 

 

др Ивана Теодоровић, ванредни професор 

Природно- математички факултет, Нови Сад 

(Заштита животне средине)  
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