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Dinarski voluhar (Dinaromys bogdanovi) je mali biljojedni glodavac, endem Balkanskog
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apsorpcije hranjivih tvari, s razlikama izmedu spolova. Ovo istrazivanje doprinosi
razumijevanju fiziologije probave dinarskog voluhara, pruzajuci prve uvide u morfoloske i
fizioloske karakteristike probavnog sustava ove vrste, koje ukazuju na specijalizaciju prema

biljojednoj hranidbi.
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adaptations of the masticatory system, as well as the morphological and histological
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1. UvOoD

Svrha ovog istraZivanja je pruziti sveobuhvatno razumijevanje fiziologije probavnog sustava
dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi, V. et E. Martino, 1922) kroz cetiri klju¢na
elementa: 1) funkcionalnu anatomiju Zva¢nog sustava preko sile ugriza, rasporeda i mase misica
Celjusti, 2) morfologiju, histologiju i histokemiju probavne cijevi, 3) brzinu probave te 4)

probavljivost (sposobnost probavljanja).

Funkcionalna anatomija zvacnog sustava sisavaca, posebno malih biljojednih glodavaca,
predstavlja vazan predmet istrazivanja zbog njihove jedinstvene prilagodbe hranidbi.
Prilagodbe u denticiji i pripadaju¢oj muskulaturi omoguéuju glodavcima ucinkovito
iskoriStavanje razlicitih hranidbenih resursa, poboljSavajucéi efikasnost probave i prezivljavanje
u razli¢itim ekoloSkim niSama (Butler, 1983.; Kavanagh i sur., 2007.). Specifi¢na struktura
sjekuti¢a koji neprestano rastu, omogucuje glodavcima grickanje i zvakanje na nacin koji je
specifi¢an za njihove hranidbene navike (Meng i Wyss, 2005.; Nowak, 1999.). Zva¢ni misici
pokazuju visok stupanj specijalizacije, omogucujuéi snazan ugriz i efikasnu obradu hrane, §to
je bio klju¢an ¢imbenik u evoluciji i ekoloskom uspjehu ovog reda (Becht, 1954.; Butler, 1983.;
Hiiemae i Ardran, 1968.; Ungar, 2015.).

U okviru prvog dijela istrazivanja, analizirane su funkcionalne karakteristike zva¢nog sustava
dinarskih voluhara kroz mjerenje sile ugriza i distribucije mase zva¢nih misica. Istrazivanje je
ukljucivalo in vivo mjerenja sile ugriza pomocu izometrijskog Kistlerovog transduktora i post-
mortem analizu mi§iéne mase. Zive jedinke koristene su za mjerenje maksimalne sile ugriza,
dok su mi$i¢ni parametri procijenjeni na temelju uzoraka uginulih jedinki koje su konzervirane
i analizirani pomo¢u stereomikroskopa. Statisti¢ka analiza obuhvacala je usporedbu omjera sile
ugriza i tjelesne mase, analizu razlika izmedu spolova te usporedbu mase 1 distribucije Zva¢nih
miSica izmedu razlicitih jedinki kako bi se identificirale moguce funkcionalne varijacije.
Pretpostavka je da dinarski voluhari posjeduju specifi¢ne prilagodbe u Zvacnom sustavu koje
im omogucuju razvijanje snaznog ugriza u odnosu na tjelesnu masu, sto je kljucna prilagodba
za konzumaciju tvrde biljne hrane. Takoder se o¢ekuje da dinarski voluhari imaju relativno veéi
udio zvacnog (musculus masseter) i sljepoo¢nog misic¢a (musculus temporalis) u usporedbi s
glodavcima koji su svejedi, §to im omogucuje generiranje vecih sila ugriza potrebnih za

uc¢inkovitu obradu biljne hrane.



Dosadasnja istrazivanja o morfologiji i histologiji probavnog trakta sisavaca pokazala su
znacajne varijacije medu vrstama, ovisno 0 hranidbenim navikama i uvjetima okolisa (Eto i
sur., 2016.; Gross i sur., 1985.; Naya, 2008.). Istrazivanja su takoder pokazale da hranidbene
razlike Cesto dovode do adaptivnih varijacija u probavnom traktu malih sisavaca kao §to su
glodavci (Langer i Clauss, 2018.). Probavni sustav voluharica, sastoji se od niza organa koji se
razlikuju po svojoj morfoloskoj i1 histoloskoj strukturi. Ti organi ukljucuju jednjak, zeludac,
tanko crijevo, slijepo crijevo, debelo crijevo i rektum. Svaki od tih dijelova probavne cijevi
obavlja specifi¢ne funkcije koje su kljune za probavu i1 apsorpciju hranjivih tvari. Sluznica,
podsluznica, misiéni sloj i seroza su 0snovni slojevi stijenke probavne cijevi, a njihove strukture
I funkcije se znacajno razlikuju ovisno o dijelu probavnog sustava (Treuting i sur., 2018.;

Young i Heath, 2003.).

U okviru drugog dijela istrazivanja, provedena je sveobuhvatna analiza morfologije i histologije
probavnog sustava dinarskog voluhara te su istraZzene anatomsko-gastrointestinalne prilagodbe
povezane s njihovom hranidbom. Metode koristene u istrazivanju ukljuuju prikupljanje
uzoraka probavnog sustava uginulih jedinki, njihovu fiksaciju i histolosku obradu te analizu
histoloskih presjeka pod svjetlosnim mikroskopom. Kvantitativna histomorfometrijska i
histokemijska analiza koriStena je za mjerenje debljine razlicitih slojeva probavne cijevi i za
identifikaciju specificnih vrsta stanica poput vrcastih stanica koje lue mucine. Statisticka
analiza obuhvaca utvrdivanje postotnih udjela i razlika u debljini slojeva i broja vréastih stanica
razli¢itih organa unutar probavnog sustava. Pretpostavka je da morfoloske 1 histoloske
karakteristike probavnog trakta dinarskog voluhara pokazuju specifi¢ne prilagodbe koje su

rezultat njihove hranidbe i okoli$nih uvjeta u kojima Zive.

Istrazivanje brzine probave predstavlja znacajan doprinos razumijevanju probavnih procesa kod
malih biljojednih sisavaca. Brzina probave kod biljojeda Cesto varira izmedu krute 1 tekuce
frakcije probave, §to zahtijeva upotrebu specifi¢nih markera za precizno mjerenje oba dijela
(Udén 1 sur., 1980.). KoriStenje fizikalnih markera, poput plasticnih trakica, omogucuje
osnovno odredivanje brzine probave, dok kemijski markeri, kao §to su Co-EDTA i Cr-
mordantizirana vlakna, pruzaju detaljniji uvid u prolazak tekuce i krute frakcije kroz probavni
sustav (Sakaguchi, 2003.). Ova metoda se pokazala u¢inkovitom u prethodnim istrazivanjima

na sli¢nim vrstama (Faichney, 1975.; Rittenhouse i sur., 1982.).



U okviru treceg dijela istrazivanja, kvantificirana je brzina probave kod dinarskog voluhara
koriStenjem fizikalnih i kemijskih markera. Cilj je utvrditi razlike u brzini probave ovisno o
spolu zivotinja i tipu hranidbe. Fizikalni markeri (plasti¢ne trakice) koriSteni su za osnovno
mjerenje brzine probave, dok su kemijski markeri (Co-EDTA i Cr-mordantizirana vlakna)
omogucili detaljnu analizu prolaska tekuce i krute frakcije kroz probavni sustav. Metoda je
ukljucivala pra¢enje markera kroz probavni sustav voluhara te statisticku analizu prikupljenih
podataka kako bi se odredile brzine prolaska i zadrzavanja probavnih frakcija. Pretpostavka je
da dinarski voluhari koriste mehanizam kolonske separacije za optimizaciju probave te da
brzina probave varira izmedu krute i tekuce frakcije, ali ne pokazuje znacajne razlike izmedu

spolova ili sezona.

Probava je slozen proces koji ukljucuje mehanicke, kemijske, sekretorne i mikrobioloske
reakcije, transformirajuéi hranu u oblik koji se moze apsorbirati iz probavnog trakta u krvotok
(Bornhorst i sur., 2016.). Glavne organske komponente u hrani ukljucuju ugljikohidrate, lipide
(masti), proteine (bjelancevine) i nukleinske kiseline, koje se razgraduju na jednostavnije
jedinice prije nego Sto se apsorbiraju ili metaboliziraju za proizvodnju energije (Voet i sur.,
2016.). Razumijevanje ovog procesa i koeficijenata probavljivosti moze pruziti znacajne uvide
za optimizaciju hranidbe, osobito u zatocenistvu (McDonald i Warner, 1975.). Probavljivost
hrane kljuéna je za razumijevanje kako dinarski voluhari ucinkovito koriste dostupne
hranidbene resurse. To se odnosi na sposobnost organizma da razgradi hranu i apsorbira
hranjive tvari, §to je posebno vazno za biljojedne vrste koje ovise o slozenim biljnim

materijalima (Stevens i Hume, 1995.).

U okviru Cetvrtog dijela istrazivanja, analizirana je probavljivost hrane kod dinarskih voluhara
kako bi se razumjeli klju¢ni ¢imbenici koji utje¢u na ucinkovitost probave. Kvantificirane su
razli¢ite komponente hrane, ukljucujuéi bjelancevine, masti, ugljikohidrate i vlakna, te je
analiziran utjecaj spola na probavljivost. Metode su ukljucivale kemijske analize hranjivih tvari
u hrani i fecesu, statisticku analizu podataka te odredivanje koeficijenata probavljivosti.
Pretpostavka je da ¢e dinarski voluhari pokazati visoke vrijednosti probavljivosti za sve klju¢ne

hranjive tvari, s razlikama ovisno o spolu.

Ove cetiri teme istrazivanja pruzaju sveobuhvatan uvid u fiziologiju probave dinarskog
voluhara. Prikupljeni podaci mogu posluziti kao temelj za daljnja istrazivanja i primjenu u

za$titi 1 upravljanju populacijama ove endemske vrste, kako u zato€enistu tako i u prirodi.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Bioloska i evolucijska obiljezja vrste Dinaromys bogdanovi

2.1.1. Filogenetski polozaj unutar potporodice Arvicolinae

2.1.1.1. Evolucijski razvoj potporodice Arvicolinae

Potporodica Arvicolinae (voluharice, leminzi i bizamski Stakor) razvila se tijekom proteklih 5,5
milijuna godina (Buzan i sur., 2008.; Buzan i sur., 2010.). Najstariji nedvojbeni primjerci ove
porodice pojavljuju se u fosilima ranog pliocena, dok su se nekoliko linija vjerojatno povezanih
"mikrotidnih cricetida" pojavile kasnije, u miocenu, te su preZivjele sve do pleistocena
(McKenna i Bell, 1997.). Unato¢ mnogim pokusajima rekonstrukcije odnosa unutar
potporodice Arvicolinae, njihova filogenija ostaje i dalje sporna zbog nedostatka fosilnih

dokaza i molekularnih podataka (Buzan i sur., 2008).

Klasifikacija potporodice Arvicolinae i odnosi unutar njega prvotno su rekonstruirani
usporedbom morfoloskih obiljezja suvremenih i izumrlih oblika; najvazniji rezultati sazeti su u
nekoliko publikacija (Gromov, 1972.; Gromov i Polyakov, 1992.; Hinton, 1926.; Kretzoi,
1969.). Kako su analize kariotipa (Modi, 1987.; Zagorodnyuk, 1990.), alozima (Chaline i Graf,
1988.; Mezhzherin i sur., 1995.) i molekularne evolucije (Conroy i Cook, 1999.; Buzan i sur.,
2008.; Galewski i sur., 2006.; Modi, 1996.) razvijene, modificirane su i tribusi temeljeni na
novim podacima. Sveobuhvatna analiza potporodice otkrila je nekoliko dobro definiranih
tribusa (Myodini, Langurini, Ellobiusini, Arvicolini), koja se pojavljuju u svim klasifikacijama
(Gromov, 1972.; Gromov i Polyakov, 1992.; Martin i sur., 2000.; McKenna i Bell, 1997.;
Musser i Carleton, 2005.; Shenbrot i Krasnov, 2005.).

Medutim, odnosi izmedu tribusa i vrijeme njihove divergencije jo§ uvijek su nejasni.
Rekonstrukcija evolucije i odnosa brzo evoluirajuce skupine na temelju morfoloskih obiljezja
moguca je samo do odredene mjere, ¢ak 1 kada postoje mnogi fosili. To je zato Sto je dostupno
samo nekoliko obiljeZja za usporedbu suvrementih vrsta s izumrlim oblicima (koji su uglavnom
zastupljeni zubima i fragmentima lubanje), i zato Sto su multiple reverzije i homoplazije

vjerojatne u evoluciji morfoloskih obiljezja (Buzan i sur., 2008.; Abramson i sur., 2021.).

Sirenje potporodice Arvicolinae bilo je uvjetovano geografskim barijerama i klimatskim
uvjetima (Chaline i sur., 1999.; Feldhamer i sur., 2007.). Danas su predstavnici ove porodice
rasprostranjeni od Arkti¢kog oceana na sjeveru do suptropske zone na jugu (Carleton i Musser,

1984.). Raznolikost vrsta u potporodici proizlazi iz tri glavna impulsa Sirenja - prvi tijekom
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kasnog miocena kada su nastali razli¢iti rodovi, drugi od kasnog miocena prema ranom
pliocenu, kada se dogodila divergencija predaka danasnjih Myodina. Myodini su divergirali od
zajednicke grane Arvicolinae nakon prve (bazalne) radijacije, ali prije radijacije
Lagurini/Ellobiusini/Arvicolini (Chaline i sur., 1999.; Conroy i Cook, 1999.; Musser i Carleton,
2005.).

Tre¢i impuls Sirenja dogodio se tijekom ranog pliocena kada su Lagurini i Arvicolini postali
glavni evolucijski put potporodice, postupno se prilagodavajué¢i konzumiranju vegetativnih
dijelova biljaka i kolonizirajuéi livade (Arvicolini) i stepe (Lagurini). Ellobiusini pruzaju
izniman primjer brzih evolucijskih promjena povezanih s prilagodbom podzemnom zivotu. U
razdoblju od otprilike 10 milijuna godina, ¢lanovi ove potporodice razvili su se u 140 linija
unutar 37 rodova; 151 recentna vrsta sada je rasporedena u 28 rodova (Chaline i sur., 1999.;
Feldhamer i sur., 2007.).

Karika hipotetskog zajednickog pretka rodova Prometheomys i Dinaromys nedostaje u
istrazivanjima, iako se pretpostavlja da bi se najraniji fosili te karike mogli povezati s danasnjim

vrstama (Buzan i sur., 2008.).

2.1.1.2. Ekoloske karakteristike potporodice Arvicolinae

U istrazivanju paleoekologije, paleoklime, paleogeografije 1 evolucije, voluharice ¢esto sluze
kao kljuéni indikatori, s obzirom na brojna otkric¢a fosila 1 arheoloskih nalaza (Chaline 1 sur.,
1999.). Arvicolinae su velika potporodica hrékolikih glodavaca koji su jednoliki po izgledu, ali

raznoliki po svojim navikama, a ¢ine ih leminzi, voluharice i bizamski $takor.

Klju¢na razlika izmedu voluharica i leminga je u smjeStaju i1 veli¢ini donjih sjekutica;
voluharice imaju duze donje sjekuti¢e postavljene dijagonalno od jezika prema usnama, izmedu
(Chaline i sur., 1999.). Sjekuti¢i voluharica mogu biti ortodontni, pistodontni ili protodontni,

dok kutnjaci mogu biti ukorijenjeni ili stalno rastu¢i (Carleton i Musser, 1984.; Nowak, 1999.).

Velicina tijela pripadnika potporodice Arvicolinae varira od 70 mm do preko 300 mm, s
zdepastim tijelom, malim zaobljenim uSima, kratkim nogama 1 tupom njuskom. Masa se obi¢no

kre¢e izmedu 15 g i 1,8 kg, a duljina repa uvijek je kra¢a od duljine tijela s glavom, varirajuci



0d 5 do 295 mm. Gustoca krzna varira u boji i teksturi ovisno o sezoni, ¢esto u nijansama smede

i sive, koja s trbusne strane prelazi u svjetliju nijansu (ADW, 2024.).

Voluharice grade gnijezda ispod zemlje, u pukotinama stabala i grana, te ¢esto skladiSte hranu
za kasniju upotrebu tijekom perioda manjka hrane (Nowak, 1999.). Socijalne karakteristike
obuhvacaju razliite tipove ponasanja, od solitarnog i agresivnog do teritorijalnog, drustvenog
i kolonijalnog (Carleton i Musser, 1984.; Nowak, 1999.). Neki su izrazito vokalni, ¢esto se

oglasavajuc¢i u slucaju uzbune ili tijekom kontakta s jedinkama iste vrste (Nowak, 1999.).

Naseljavaju raznolika, ve¢inom kopnena staniSta na povrsini zemlje, s nekoliko izuzetaka medu
vrstama koje su akvati¢ne, arborealne ili fosorijalne (Feldhamer i sur., 2007.). Neke vrste grade
slozene sustave tunela pod zemljom, kroz travu ili ispod snijega (Nowak, 1999.). Vecina ih je
aktivna i danju i nocu, s time da su neke vrste aktivnije no¢u, dok nekoliko njih pokazuje
isklju¢ivo dnevnu aktivnost. Vrste koje se hrane sjemenkama i kukcima ¢esto su noéne, dok se
vrste koje jedu zelene dijelove biljaka izmjenjuju izmedu hranjenja i odmora tijekom cijelog
dana i no¢i. One su plijen mnogim malim grabezljivcima poput jastreba, sova, zmija i manjih

mesojednih sisavaca (Carleton i Musser, 1984.; Nowak, 1999.).

Voluharice pripadaju R-selekcijskom tipu, $to podrazumijeva brzu izmjenu generacija, kratak
zivotni vijek te rano postizanje spolne zrelosti. lako vecina vrsta unutar ove potporodice
prakticira promiskuitetno ponasanje, postoje 1 iznimke u kojima monogamni parovi zajednicki
brinu 0 potomstvu. Parenje kod mnogih vrsta moze se odvijati tijekom cijele godine, dok se
kod drugih parovi formiraju samo tijekom toplijih mjeseci, od proljeca do jeseni. Voluharice su
poznate po svom visokom reproduktivhom kapacitetu, stvaraju¢i gusto naseljene populacije

koje su klju¢ne za opstanak mnogih grabeZljivaca koji ih koriste kao izvor hrane (ADW, 2024.).

Rod Microtus moze imati legla od ¢ak 17 mladunaca, iako je prosjecna veli¢ina legla veéine
vrsta mnogo manja, obi¢no izmedu 3 1 7 mladunaca. Mladi dolaze na svijet slijepi i bez dlake,
a vecina vrsta postize spolnu zrelost ve¢ nakon mjesec dana zivota (Grzimek, 1990.). Mnoge
vrste voluharica pare se samo nekoliko sati nakon okota, §to znaci da se brinu za mlade dok su
istovremeno opet gravidne (Grzimek, 1990.). Gestacija nakon implantacije embrija traje od 16
do 30 dana. Vecina vrsta obi¢no ima dva legla godisnje, iako su neke vrste u moguc¢nosti podici
cetiri ili vise legla (Wilson i sur., 2017.). U divljini, voluharice obi¢no Zive samo nekoliko

mjeseci, dok u zatoCenistvu mogu dozivjeti nekoliko godina (Gruder-Adams i Getz, 1985.).



Potporodica Arvicolinae predstavlja znacajnu skupinu glodavaca, koja naseljava prostrana
staniSta tundre te Sumska i stepska podrucja sjeverne hemisfere u velikim populacijama
(Shenbrot i Krasnov, 2005.). Glodavci iz potporodice Arvicolinae pokazuju iznimnu
raznolikost vrsta 1 plodnost, ¢ine¢i ih izuzetno uspjeSnom skupinom u procesu evolucije

(Chaline i Main, 1979.).

2.1.2. Dinarski voluhar (Dinaromys bogdanovi)

2.1.2.1. Sistematika i evolucija

Dinarski voluhar (Dinaromys bogdanovi) (V. et E. Martino, 1922.) (eng. Balkan Snow Vole ili
Martino's Snow Vole), maleni je biljojed iz potporodice Arvicolinae (Slika 1.).
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Slika 1. Dinarski voluhar (Dinaromys bogdanovi). Preuzeto iz arhive Zooloskog vrta Grada
Zagreba.

Prvi put je opisan 1922. godine kao vrsta roda snjeznih voluharica (Chionomys), no ubrzo
nakon toga je prebacen u rod Dolomys. Tek 1955. godine dobio je status novog zasebnog roda

Dinaromys (Buzan i sur., 2008.). Klasifikacija vrste je prikazana u Tablici 1.



Tablica 1. Klasifikacija dinarskog voluhara (Krystufek, 2018.)

Sistematska kategorija | Naziv
Carstvo Animalia
Koljeno Chordata
Potkoljeno Vertebrata
Razred Mammalia
Red Rodentia
Porodica Cricetidae
Potporodica Arvicolinae
Rod Dinaromys
Vrsta Dinaromys bogdanovi, dinarski voluhar

Dinarski voluhar jedini je prezivjeli predstavnik linije Pliomys, starog roda potporodice
Arvicolinae koji se razvio neovisno o ostalim zivu¢im voluharicama i leminzima tijekom
kasnog miocena. Takoder je jedini Zivuci predstavnik tercijarnog roda Dinaromys, dok se iz
fosilnih nalaza iz pliocena poznaju jo§ dvije izumrle vrste ovog roda (D. allegranzii i D.
dalmatinus), sto sugerira spor tempo evolucije (Krystufek i Buzan, 2008.). Postoje podaci 0
unutarnjem strukturiranju vrste dinarskog voluhara prema tradicionalnoj taksonomiji koja
uvjetno prepoznaje sedam podvrsta (Petrov i Todorovi¢, 1982.). Vazno je napomenuti da su

ove podvrste temeljene na malim razlikama u boji i morfometriji (Krystufek i sur., 2007.).

2.1.2.2. Filogenetika i rasprostranjenost

Analizom mitohondrijskog gena citokrom b utvrdena je povezanost roda Dinaromys s
monospecificnim rodom Prometheomys, endemi¢nim za podru¢je Kavkaza (Buzan i sur.,
2008.). Prema procjenama, ovi rodovi su se razdvojili prije 6,2 milijuna godina, $to se podudara
s ranom diverzifikacijom potporodice Arvicolinae (Krystufek i Buzan, 2008.). Od 2005.
godine, rod Dinaromys svrstava se u tribus Pliomyini, ponekad zajedno s tribusom

Protheomyni, ¢iji je trenutno jedini predstavnik (Buzan i sur., 2008.).

Analiza temeljena na mitohondrijskom genu citokrom b ukazuje na tri vrlo divergentne
alopatrijske filogeografske linije: sjeverozapadnu (NW), centralnu (C) i jugoisto¢nu (SE) liniju,
sugeriraju¢i postojanje tri odvojena srediSta iz perioda glacijala unutar Zapadnog Balkana
(Krystufek i Buzan, 2008.; Krystufek i sur., 2007.). Ove rezultate potvrduju i morfoloske razlike
u lubanjama ovih triju linija. Primarne razlike ukljucuju veli¢inu uha, foramen magnuma,
duljinu incizivnog foramena i Sirinu rostera (Krystufek i sur., 2012.). Raznolikost haplotipova

opada od sjeverozapadne linije prema centralnoj i zatim prema jugoisto¢noj liniji, u skladu s



postupnim Sirenjem. Distribucija haplotipova ne pokazuje geografsko preklapanje, Sto

potvrduje da linije potjecu od alopatrijske (geografske) fragmentacije (Krystufek i sur., 2007.).

Promjene u ciklusima glacijala i interglacijala imale su utjecaj na raznolikost unutar vrste.
Tijekom interglacijalnih razdoblja, pobolj$anje klimatskih uvjeta omogucilo je Sirenje Suma,
S§to je rezultiralo fragmentacijom populacija vezanih uz otvorena staniSta. Takve izolirane
populacije opstale su u glacijalnim refugijima gdje su se diferencirale genskim driftom, a mozda
i selekcijom (Bilton i sur., 1998.; KryStufek i sur., 2007.).

lako su tri glavne linije ostale izolirane tijekom razdoblja potencijalnog medusobnog mijeSanja
populacija, postoje dokazi o uzastopnim izolacijama i ponovnim kontaktima unutar svake linije.
Takve povijesno izolirane populacije, koje su se razvijale neovisno, predstavljaju evolucijski
znacajne jedinice (eng. evolutionary significant units, ESUs) koje igraju klju¢nu ulogu u

o¢uvanju unutarvrsne raznolikosti (Krystufek i sur., 2007.).

Topografske varijacije na Balkanskom poluotoku pruzile su povoljan okoli§ za promjene u
visini potaknute klimatskim promjenama tijekom glacijalnih i interglacijalnih perioda. Ova
dinamika rezultirala je manjom brzinom izumiranja i stvaranjem novih vrsta u ekoloski
stabilnom okolisu. Takvi uvjeti takoder su doprinijeli alopatrijskoj izolaciji u manjoj mjeri
(Krystufek 1 sur.,, 2007.). Prema paleontoloSkim nalazima, podrucje rasprostranjenosti
dinarskog voluhara u proslosti bilo je vec¢e nego $to je danas (Buzan i sur., 2010.), uglavnom

obuhvacajuci sjeverni Jadran i zapadni dio Balkana (Krystufek i Buzan, 2008.).

Dinarski voluhar je endemican za podrucje Hrvatske, Bosne 1 Hercegovine, Srbije, Crne Gore
i zapadne Makedonije. Potencijalno podruéje distribucije ukljuéuje i Albaniju (Bego i sur.,
2008.; Krystufek i Buzan, 2008.) te vjerojatno i sjevernu Grcku, iako trenutno nema konkretnih
dokaza za to (Krystufek i Buzan, 2008.). Unato¢ ukupnoj povrsini rasprostranjenosti (vise od
40 000 km?), stvarni teritorij koji ova vrsta pokriva s obzirom na specifi¢ne zahtjeve za
stani§tem procjenjuje se na svega 5 200 km?. Posebno zabrinjavajuca je sjeverozapadna linija,
&ija je rasprostranjenost vrlo ograni¢ena (manje od 2 000 km?; Krystufek i Buzan, 2008.), i
visoko fragmentirana; poznato je samo 17 lokaliteta duz otprilike 300 km planinskog lanca
Dinarida (Krystufek i sur., 2007.). Pretpostavljeni areal dinarskog voluhara na zapadnom

Balkanu prikazan je na Slici 2.
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U Hrvatskoj, ova vrsta je evidentirana u podru¢ju od Gornje Klade, Babrovace i Zavizana kraj
Jurjeva na Velebitu i Vrhovina na Maloj Kapeli, preko Dinare, Kozjaka i Biokova, pa sve do
Snijeznice u Konavlima (Krystufek i Tvrtkovi¢, 1988.; Antolovic i sur., 2006.), dok na otocima
nije zabiljezena. Na slici je prikazana rasprostranjenost dinarskog voluhara na prostoru

Republike Hrvatske (Slika 3.).

Slika 3. Rasprostranjenost dinarskog voluhara u Republici Hrvatskoj. Preuzeto iz Antolovic i

sur., 2006.

2.1.2.3. Staniste i ekoloSka niSa
Dinarski voluhar preferira specificna stanista, prvenstveno krSke tipove bez obzira na

nadmorsku visinu (KrysStufek i Tvrtkovié, 1988.). Ova vrsta je usko vezana uz krSeviti reljef,
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ukljucujuéi Skrape, jame, ulaze u $pilje, te pukotine na liticama (Krystufek i Buzan, 2008.); ¢ak
su zabiljeZeni primjerci na dubini od 70 metara u nekim jamama (Antolovi¢ i sur., 2006.). Osim
toga, moze se pojaviti na otvorenim livadama, kamenim zaravnima, te u podzemnim stanistima,
ali samo kada je prisutan krski element, izbjegavajuéi pritom Sumska podrucja (Buzan i sur.,
2010.). Dinarski voluhar je visinski generalist, zabiljezen na nadmorskim visinama manjim od
50 m pa sve do 2200 metara, pri ¢emu vecina nalaza potjece sa stanista iznad 1400 metara, dok

je manji broj nalaza zabiljezen ispod 1000 metara (Buzan i sur., 2010.).

Nalazi ove vrste gotovo iskljucivo potjecu s podrucja vapnenackih stijena (KrysStufek i Buzan,
2008.). Jedina iznimka su planina Karadzica i planina Jablanica, gdje su primjerci prikupljeni
izmedu kamenih blokova nepropusnih metamorfnih stijena. U Dinaridima, gdje se vecina
populacije ove voluharice nalazi, stijene su pretezito Cisti karbonat s tek nekoliko neotopljenih
ostataka drugih materijala koji su ostali nakon procesa okrSavanja odnosno erozije vapnenackih

stijena koje se dogada pod utjecajem vode (Krystufek i Buzan, 2008.).

Specifi¢ni zahtjevi za staniStem mogli bi objasniti prisutnost malih i ¢esto izoliranih populacija,
odnosno metapopulacija (Krystufek i Buzan, 2008.; Krystufek i sur., 2007.). U podrucjima gdje
prevladavaju neprikladna stanista, dinarski voluhar naseljava samo odabrane fragmente (Buzan
i sur., 2010.). Protok gena izmedu populacija je ograni¢en, iako nema vidljivih promjena koje

bi utjecale na propadanje koridora kretanja koji povezuju pogodna stanisSta (Buzan i sur., 2010.).

2.1.2.4. Biologija vrste

Duljina tijela 1 glave ove vrste varira izmedu 13 i1 15 centimetara, dok rep, ¢ine¢i gotovo
polovicu duljine tijela, doseze 6 do 7,5 cm. Tijelo je prekriveno gustom i mekom dlakom, s
lednom stranom u nijansama sive do smede-sive boje, dok je trbusni dio svjetlije sive nijanse.
Noge su snazne i bijelo obojene, dok je rep obi¢no tamnosmed ili siv s gornje strane, a bijel s
donje strane. Usi su velike i1 blago dlakave, dok su dlanovi i stopala goli, osim oko peta. Palac
ima malu spljostenu nokatnu plo€u, dok ostali prsti imaju kratke 1 o$tre kandZe, jednake duljine
na prednjim i straznjim nogama. Za orijentaciju u prostoru koristi se Sirokom lepezom osjetilnih
dlaka (vibrissa) prosje¢ne duljine 6 cm (Grzimek, 1990.). Nema vidljivog spolnog dimorfizma
u izgledu 1 masi, te su muZzjaci 1 zenke jednako veliki, s masom koja se krece od 68 do 84 g

(Krystufek 1 Tvrtkovi¢, 1988.).
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Dinarski voluhar se kre¢e hodanjem, tr¢anjem, skakanjem, penjanjem. Penje se i po stijenama,
ukljucujuéi i one vrlo strme, te ga se primjecuje kako boravi u grmlju i drvecu. Aktivan je
pretezito no¢u i u sumrak, a rijetko tijekom dana. U centralnoj Bosni, samo 15% ulova

zabiljezeno je tijekom dana, dok je preostalih 85% zabiljeZzeno no¢u (Wilson i sur., 2017.).

Za razliku od drugih pripadnika potporodice Arvicolinae, dinarski voluhar ima karakteristike
K-selekcijskog tipa. Razmnozava se tijekom cijele godine s vrhuncem reprodukcije od ozujka
do kasnog listopada. Zenke dostizu spolnu zrelost u drugoj godini Zivota te donose najvise 2
legla godiSnje. Gestacija traje otprilike 30 dana, a broj mladih u leglu varira od 1 do 4 (prosje¢no
2,3) (Krystufek i Buzan, 2008.). Oc¢ekivano trajanje Zivota je do 36 mjeseci. Mladi se obi¢no
radaju od oZzujka do kraja kolovoza, s minimalnim razmakom u razmnozavanju od cetiri
mjeseca (KryStufek 1 sur., 2000.). Gnijezda u prirodi obi¢no se grade ispod blokova stijena i u
manjim $piljama (Antolovi¢ i sur., 2006.). Pronalasci gnijezda su rijetki. Jedan od malobrojnih
primjera je gnijezdo izradeno od trave promjera otprilike 20 cm, pronadeno na BjelasSnici

(Petrov i Todorovi¢, 1982.).

Dinarski voluhari su biljojedi. Hrane se raznovrsnim vrstama biljaka, ukljucujuc¢i mlado lis¢e
bukve, grancice jele, trave i ljekovito bilje (Antolovié i sur., 2006). Vrste biljaka koje dinarski
voluhari konzumiraju istraZene su putem analize sadrzaja Zeluca, pregledom pronadenih
skladiSta hrane te promatranjem ponaSanja zivotinja. Medu zabiljezenim biljkama nalaze se:
ovCja vlasulja (Festuca ovina), pirika (Agropyron repens), dvorednodlakava Cestoslavica
(Veronica chamaedry), udovcica (Scabiosa leucophylla), glavatka (Cephalaria sp.), obi¢na
sun¢anica (Helianthemum vulgare), petoprsta (Potentilla sp.), bro¢ika (Galium sp.), kozla¢ica
(Thalictrum sp.), Sumski kopitnjak (Asarum europaeum), Sumski pavlovac (Aremonia
agrimonoides), alpska kamenica (Arabis alpina), poljski slak (Convolvulus arvensis), puzava
ivica (Ajuga reptans) i druge. Osim toga, utvrdeno je da dinarski voluhar konzumira drvenaste
biljke poput bukve (Fagus sylvatica) i cetinjaca kao $to je jela (Abies alba) (Petrov i Todorovic,
1982.). Takoder je poznato da skladiSte hranu za zimu (Grzimek, 1990.). Skladista hrane su
otkrivena ¢ak i u snjeznicama (Antolovi¢ i sur., 2006.). Prilikom istrazivanja koli¢ine i vrsta
hrane koju konzumira u zatocenistvu, otkriveno je da dinarski voluhar tijekom zime jede manje
koli¢ine hrane u usporedbi s ljetom te pokazuje preferenciju prema odredenim vrstama hrane

(Ivi¢, 2017.; Katanovi¢, 2013.; Rezo, 2014.).
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Plijen su mnogobrojnim malim grabezljivcima kao §to su lasica (Mustela nivalis), kuna bjelica

(Martes foina) i poskok (Vipera ammodytes) (Antolovi¢ i sur., 2006.).

2.1.2.5. Stupanj ugrozZenosti i mjere zastite

Prema zaklju¢cima Buzan i sur. (2010.), kao i istrazivanju od Krystufek i Buzan (2008.),
snjezna voluharica (Chionomys nivalis) mogla bi predstavljati potencijalnog konkurenta
dinarskom voluharu. Ove dvije vrste dijele sli¢cnu morfologiju i vjerojatno preferiraju isti tip
staniSta (KryStufek i Buzan, 2008.). Ipak, snjezna voluharica koristi drugaciju zivotnu
strategiju, buduci da spada u vrstu R-selekcijskog tipa. Suzivot obje vrste i preklapanje podrucja
rasprostranjenosti mogu rezultirati isklju¢ivanjem dinarskog voluhara (Antolovi¢ i sur., 2006.).
S druge strane, postoje zapisi o dinarskom voluharu u suZivotu s drugim filogenetski daljim
vrstama, poput Apodemus epimelas i Eliomys quercinus, kako navode Krystufek i Tvrtkovié
(1988.). Stanista dinarskog voluhara uglavnom su teSko dostupna, §to eliminira potencijalni
direktni utjecaj ¢ovjeka (Krystufek i Buzan, 2008.).

Unato¢ vecem naglasku na ugroZenosti velikih sisavaca, mali sisavci takoder su izuzetno
podlozni izumiranju. Primjerice, glodavci su prednjacili u izumiranju tijekom posljednjih 400
godina, $to ih ¢ini ugrozenijom skupinom od veéih sisavaca (KryStufek i sur., 2009.). Balkanski
poluotok se izdvaja kao podrucje s velikim brojem endemskih vrsta glodavaca, iako su mnoge
od tih vrsta nedovoljno istrazene, §to otezava njihovu valjanu zastitu (Amori i Gippolitti, 2003.).
Unato€ svojoj klju¢noj ulozi u ekosustavu, mali sisavci ¢esto nisu smatrani ugroZenima zbog
nedostatka taksonomskih informacija i informacija o statusu populacija (Amori i Gippoliti,
2003.; Gippoliti i Amori, 2007.; Krystufek i sur., 2009.).

Dinarski voluhar kategoriziran je kao nedovoljno poznata i vjerojatno ugrozena (DD — data
deficient) vrsta u Crvenoj knjizi sisavaca Hrvatske (Antolovic i sur., 2006.) i kao osjetljiva vrsta
prema IUCN-ovom Crvenom popisu (VU - vulnerable; Krystufek, 2018.). Prema
Rabinowitzovom modelu "sedam oblika rijetkosti, dinarski voluhar zadovoljava kriterije
rijetkosti zbog ogranicene rasprostranjenosti, specificnog stanista i malih, izoliranih populacija
koje se suo€avaju s kontinuiranim opadanjem veli¢ine teritorija (Buzan i sur., 2010.; KryStufek
i sur., 2007.). Genska kripticka raznolikost ove vrste na maloj geografskoj skali dodatno
potvrduje vaznost Balkana kao "vruce tocke" bioraznolikosti (KryStufek i sur., 2007.).

Nedostatak informacija o biologiji i potencijalnim prijetnjama, zajedno s filogenetskim
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karakteristikama 1 osjetljivoS¢u na izumiranje, ukazuje na potrebu za dugoro¢nim

monitoringom populacija dinarskog voluhara (Krystufek i Buzan, 2008.).

2.2. Probavni sustav i probava

2.2.1. Funkcionalna anatomija Zva¢nog sustava

Mali biljojedni sisavci prilagodavaju se hranidbi biljkama kroz razli¢ite promjene u probavnom
sustavu, koje mogu ukljucivati povecanje njegovog kapaciteta (Batzli i Cole, 1979.) ili
strukturne prilagodbe probavnog trakta (Bjornhag, 1987.). lako se u proslosti malo paznje
posvecivalo zubima i pripadaju¢oj muskulaturi koja ih pokrece, novija istrazivanja potvrduju

njihovu klju¢nu ulogu u probavi, evoluciji i ekologiji sisavaca (Bezzobs i Sanson, 1997.).

Raznovrsnost oblika zuba kod sisavaca omogucila je prilagodbu razli¢itim hranidbenim
potrebama, $to je poboljsalo efikasnost probave i povecalo Sanse za prezivljavanje u razli¢itim
ekoloskim nisama (Butler, 1983.; Kavanagh i sur., 2007.). Nadalje, razvoj visokokrunastih zuba
(hipsodontizam) nije samo prilagodba na konzumaciju trave, ve¢ je povezan i s obradom drugih
grubih biljnih materijala (Stromberg, 2006.; Ungar, 2015.). Dodatno, muskulatura koja
podrzava rad zuba ima klju¢nu ulogu u omogucavanju sisavcima da koriste razliCite izvore
hrane, Sto je bio znacajan ¢imbenik u njihovom evolucijskom uspjehu i sposobnosti da se

prilagode razli¢itim ekoloSkim uvjetima (Butler, 1983.; Ungar, 2015.).

Zvakanje je kljuéna funkcija kod sisavaca, koja ih razlikuje od drugih skupina kralje$njaka po
nacinu obrade hrane (Cox i Jeffery, 2011.). Obrada hrane zapocinje u ustima, gdje se inicira
kemijsko 1 mehanicko razlaganje. Osnovna karakteristika Zvacnog sustava sisavaca ukljucuje
razvijenu opskrbu slinom 1 raznoliku denticiju koja sluzi razli¢itim funkcijama kao §to su
hvatanje hrane prednjim zubima i temeljitu obradu kutnjacima. Da bi zubalo ucinkovito
obavljalo svoju funkciju, potrebno je zajednicko djelovanje s mekim tkivima usne Supljine,

poput jezika, usana i obraza (Turnbull, 1970.).

Kako bi uéinkovito usitnili hranu, sisavci su razvili slozen sustav zva¢nih misi¢a (Turnbull,
1970.). Zvaéna muskulatura sisavaca sastoji se od Getiri glavne skupine miiéa: sljepooéni migi¢
(musculus temporalis), Zzvaéni misi¢ (musculus masseter), krilasti misi¢ (musculus
pterygoideus) i dvotrbusasti misi¢ (musculus digastricus). Musculus temporalis se proteze od
temporalne regije lubanje straga do orbite i koronoidnog nastavka mandibule. Musculus

masseter pruza se od zigomati¢nog luka i pri¢vrS¢uje se na ventrolateralnu povrSinu ramusa

14



mandibule. Musculi pterygoidei se protezu izmedu pterigoidne regije ventralno od orbite i
ventromedijalne povrSine mandibule. Musculus digastricus se nalazi ispod mandibule i sastoji
se od dva trbuha povezana tetivom: anteriorni trbuh pri¢vrs¢en je na donju povrSinu mandibule,
dok je posteriorni trbuh pri¢vrSéen na mastoidni nastavak temporalne kosti (Becht, 1954.;

Herring, 2007.).

Musculus temporalis i m. masseter su skupni mi$i¢i koji se mogu dalje podijeliti u razlicite
podjedinice. Musculus temporalis se sastoji od tri podjedinice: prednji (anteriorni) dio (pars
anterior), koji je odgovoran za povla¢enje mandibule prema gore; srednji (medijalni) dio (pars
medialis/suprazygomatica), koji povla¢i mandibulu unazad; straznji (posteriorni) dio (pars

posterior), koji povla¢i mandibulu unazad i prema gore.

Musculus masseter se takoder sastoji od tri podjedinice: povrsinski (superficijalni) dio (pars
superficialis), koji se proteze od zigomati¢nog luka do ramusa mandibule i igra klju¢nu ulogu
u podizanju mandibule; srednji dio (pars medialis), koji se nalazi izmedu povrSinskog i
dubokog dijela i sudjeluje u podizanju mandibule; duboki dio (pars profundus), koji se proteze
od zigomati¢nog luka do ramusa mandibule, pomaze u podizanju i stabilizaciji mandibule
(Becht, 1954.; Herring, 2007.). Za zatvaranje Celjusti sluze misi¢i m. temporalis i m. masseter,

dok je misi¢ m. digastricus kljuc¢an za otvaranje ¢eljusti (Herring, 2007.).

Relativni omjeri ovih misica variraju medu sisavcima na nacin koji je povezan s njihovom
hranidbom i na¢inom obrade hrane, kao §to su Zvakanje, grizenje ili gutanje. Mesojedi pokazuju
raspored u kojem je m. temporalis znac¢ajno ve¢i od m. masseter i m. pterygoidei (Maynard i
Savage, 1959.). Musculus temporalis ima snaznu liniju djelovanja, §to omogucuje mesojedima
snazan ugriz. Takoder, m. masseter (pars profundus) im dopusta Siroko otvaranje usta i gutanje
velikih komada hrane (Becht, 1954.).

Suprotno tome, biljojedi pokazuju konfiguraciju povecanih m. masseter i m. pterygoidei te
smanjen m. temporalis (Turnbull, 1970.). Musculus masseter se kod biljojeda proteze dalje
prema naprijed 1 moze tako djelovati kao poluga drugog reda te izvrSavati znacajan zvacni
pritisak na kutnjake Sto daje o€itu prednost kod drobljenja biljnog materijala. Nadalje, slozena,
slojevita priroda m. massetera i otvorena morfologija temporomandibularnog zgloba
omogucuju mediolateralna i anteroposteriorna kretanja donje Celjusti (Maynard i Savage,

1959.).

15



2.2.1.1. Grada zvacnog sustava kod glodavaca

Glodavci su poznati po svojoj visoko specijaliziranoj anatomiji zvacnog sustava. Ono §to ih
posebno definira je izrazito uveéani par sjekuti¢a s otvorenim korijenima, koji su prisutni u
gornjoj 1 donjoj celjusti te koji neprekidno rastu tijekom zivota (Nowak, 1999.). Konstrukcija
sjekuti¢a, s caklinom na bukalnoj povrSini i dentinom na jezi¢noj, uzrokuje diferencijalno
troSenje vanjskih i unutarnjih povrsina, §to rezultira samoostrenjem tijekom Zvakanja. Kutnjaci
su uglavnom sastavljeni od dentina (Nowak, 1999.) i odvojeni su od sjekuti¢a velikom
dijastemom uzrokovanom gubitkom oc¢njaka i prednjih kutnjaka (Meng i Wyss, 2005.).
Medutim, u nekim skupinama glodavaca zub identificiran kao prvi kutnjak zapravo moze biti

mlijecni pretkutnjak, dok je trajni pretkutnjak potisnut (Wilson, 1956.; Lechleitner, 1958.).

Specijalizacija zubi omogucuje glodavcima da se hrane na dva razli¢ita nacina: ili se sjekutici
nalik na dlijeto mogu spojiti u grickanju (Druzinsky i sur., 2011.); ili kutnjaci mogu biti bruseni
jedan o drugog, u nizu mediolateralnih i/ili anteroposteriornih pokreta, $to rezultira Zvakanjem
(Becht, 1954.; Byrd, 1981.; Gorniak, 1977.; Maynard i Savage, 1959.). Medutim, zbog razlike
u duljini lubanje i donje Celjusti, ovi zubi ne mogu biti u kontaktu istovremeno (Hiiemé&e i
Ardran, 1968.). Da bi sjekuti¢i bili u okluziji, donja ¢eljust mora biti izbacena, dok za
poravnavanje kutnjaka za Zvakanje, donja Celjust mora biti povucena (Turnbull, 1970.).
Glodavci koji se uglavnom hrane sjemenkama i orasastim plodovima (sjemenojedi) obi¢no
koriste sjekutice prilikom hranjenja, $to rezultira ja¢im silama ugriza na tim zubima. S druge
strane, glodavci koji se hrane listovima biljaka (najceS¢e u literaturi referirani kao biljojedi)
uglavnom koriste kutnjake prilikom hranjenja, te obi¢no imaju slabije sile ugriza na sjekuti¢ima
(Cox i sur., 2012.; Maestri i sur., 2016.).

Da bi se mogla nositi s ovakvim zahtjevima, Zvacna muskulatura glodavaca postala je
visokospecijalizirana (Becht, 1954.; Hiiemde i Ardran, 1968.). Musculus masseter je
dominantni miSi¢ za zatvaranje cCeljusti, koji ¢ini izmedu 60 1 80% Zvacne muskulature
(Turnbull, 1970.), i podijeljen je u tri sloja kod glodavaca: povsinski maseter (masseter pars
lateralis/superficialis), duboki maseter (masseter pars profundus) i zigomati¢no-Celjusni
(masseter pars medialis) (Cox i Jeffery, 2011.; Druzinsky i sur., 2011.; Wood, 1965.). Musculus
masseter (pars lateralis/superficialis) je smjeSten prema prednjem dijelu celjusti, gdje
omogucuje generiranje snaznih sila kako na sjekuti¢ima, tako i na kutnjacima. Medutim, vazno
je napomenuti da neke vrste glodavaca i dalje odrzavaju relativno veliki m. temporalis, koji

moze ¢initi 30% ili vise ukupne mase zva¢ne muskulature (Druzinsky, 2010.).
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Visoko specijalizirana zvacna struktura glodavaca nije samo vrlo razli¢ita od one kod drugih
sisavaca; takoder pokazuje veliku varijaciju unutar samog reda. Naime, morfologija m.
masseter povijesno se koristila kao osnova za klasifikaciju glodavaca u tri glavne skupine:
sciuromorfe, histrikomorfe i miomorfe (Brandt, 1855.; Hautier i sur., 2015.; Simpson, 1945.;
Tullberg, 1899.; Waterhouse, 1839.; Wood, 1965.) (Slika 4.).

Slika 4. Lubanja, mandibula i Zva¢ni mi$iéi (a) zamorca, (b) vjeverice i (c) $takora, digitalno
rekonstruirani iz kontrastno pobolj$anih mikroCT skenova. adm, m. masseter profundus
anterior; iozm, m. zygomaticomandibularis pars infraorbitalis (m. masseter anterior); It, m.
temporalis pars anterior; mt, m. temporalis pars posterior; pdm, m. masseter profundus
posterior; sm, m. masseter superficialis; t, m. temporalis pars suprazygomatica. Mjerilo = 10

mm. Preuzeto i prilagodeno iz Cox i Jeffery, 2011.

Medu ovim morfotipovima, ustanovljeno je da sciuromorfi, poput vjeverica, imaju veliki
povrsinski misi¢ m. masseter superficialis koji se proteZze prema prednjem dijelu lubanje
(rostrumuy), $to je povezano s promjenama u strukturi kutnjaka mandibule (Korth, 2001.; Wood,
1965.). Ove promjene poboljsavaju sposobnosti grickanja sciuromorfnih glodavaca (Cox i sur.,
2012.; Druzinsky, 2010.), omogucujuéi im jace ugrize u usporedbi s drugim glodavcima. S
druge strane, histrikomorfi su specijalizirani za Zvakanje. Morfoloska specijalizacija ukljucuje
povecanje miSica masseter medialis, koji prolazi kroz infraorbitalni otvor (znacajno ga
poveéavajuci) i veze se za rostrum (Korth, 2001.; Wood, 1965.). Takva konfiguracija

omogucuje ucinkovitije hranjenje s kutnjacima (Cox i sur., 2012.; Hautier i sur., 2011.).

Histrikomorfni glodavci hrane se uglavnom vegetacijom, a vecina strogo biljojednih glodavaca
ima ovaj morfotip; s druge strane, sciuromorfni glodavci jedu prvenstveno sjemenke 1 orasaste
plodove, zbog ¢ega su sjemenojedi (Maestri i sur., 2016.). Na kraju, Stakori i miSevi, ¢lanovi
vrlo uspjesne skupine Muroidea koja ¢ini viSe od polovice svih vrsta glodavaca, pokazuju
mioformno stanje. Ovo stanje ukljucuje promjene i prosirenja oba misi¢a masseter medialis i

superficialis, u¢inkovito kombiniraju¢i karakteristike sciuromorfnog i histrikomorfnog stanja
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(Korth, 2001.; Wood, 1965.). Miomorfija se smatra kompromisom izmedu specijalizacija za
grickanje i Zvakanje $to ih ¢ini "visokoefikasnim generalistima", koji nadmasuju i sciuromorfne

i histrikomorfne glodavce u njihovim specijalizacijama (Cox i sur., 2012.; Maestri i sur., 2016.).

Iako se takvi nazivi i dalje Siroko koriste kao pojmovi za opis morfologije muskulature i lubanje,
sada je jasno da se svaka konfiguracija misi¢a razvila nekoliko puta neovisno kod glodavaca i,
kao takva, ne moze se koristiti za pruzanje ¢vrstog filogenetskog okvira za ovaj red (Wood,

1965.).

2.2.1.2. Troficka niSa i zvacni sustav

Jedan od osnovnih principa evolucije putem prirodne selekcije je da se vrste natjecu za resurse
(Darwin, 1859.), sto poti¢e evoluciju razli¢itih karakteristika, ukljuéujuc¢i morfologiju i Zivotni
ciklus (Lack, 1947.). Kada se susretnu vrste slicnih ekoloskih zahtjeva, mogu se primijetiti
promjene u njihovim karakteristikama (Adams i sur., 2011.; Lack, 1947.). Zbog vaznosti
konkurencije, svaka osobina koja omogucava koriStenje razli¢itih, novih ili neiskoriStenih

resursa bit ¢e pod snaznim selekcijskim pritiskom.

Raznolikost zZva¢nog aparata kod sisavaca, ukljucujuéi prilagodbe Zva¢nih misSi¢a i pripadajuéih
struktura lubanje, oblik mandibule, poloZaj kondilarnog procesa (izbo¢en dio mandibule koji
se spaja s lubanjom u temporomandibularnom zglobu, omogucujuci razne pokrete ¢eljusti kao
Sto su zvakanje, govor 1 otvaranje usta) u odnosu na niz o¢njaka te oblik i veli¢inu zuba,
omogucila im je zauzimanje razli¢itih ekoloskih niSa i koriStenje raznovrsnih izvora hrane
(Turnbull, 1970.; Ungar, 2015.). Ove anatomske karakteristike, zajedno s rasporedom i
veli¢inom Zvaénih miSica, koreliraju s ekoloSkim zahtjevima vrste, ukljucujuéi koristenje

stani$ta, hranidbene navike i strategije hranjenja.

Ekoloski znacajna karakteristika koja omogucava sisavcima koriStenje razliCitih resursa je
upravo sila ugriza (Aguirre i sur., 2003.; Anderson i sur., 2008.; Herrel i sur., 2008.).
Maksimalna sila ugriza kod sisavaca varira zbog ¢imbenika kao $to su ekoloska nisa, hranidba
i struktura zuba, te se smatra kljuénim za sposobnost vrste da uhvati i preradi plijen (Aguirre i
sur., 2002.; Freeman, 1984., 1992.) ili otvori tvrdu hranu (Smith, 1970.). Anatomske
karakteristike, poput tjelesne mase, pokazale su se znacajnim prediktorima sile ugriza

(Anderson i sur., 2008.; Freeman i Lemen, 2008a.; Marshall i sur., 2012.; Wroe i sur., 2005.).
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Omjer sile ugriza i tjelesne mase omogucuje usporedbu ugrizne snage medu vrstama razlicitih
veli¢ina te pruza uvid u uéinkovitost koristenja tjelesne mase za generiranje te sile. Ovaj omjer
ima klju¢nu ulogu u razumijevanju nacina na koji razli¢ite vrste optimiziraju svoje fizicke
resurse za prezivljavanje i reprodukciju (Freeman i Lemen, 2008b.). Visoki omjer moze
ukazivati na specijalizaciju za konzumaciju specifi¢nih vrsta hrane ili na prilagodbe za borbu i
obranu, dok nizi omjer moze biti karakteristican za manje predatore ili biljojede koji se
oslanjaju na lakSe dostupne resurse (Maestri i sur., 2016.). Pored toga, veli¢ina zva¢nih miSica
| povezano ponasanje, poput napada i lova plijena, iskopavanja gomolja ili kopanja podzemnih
tunela, takoder utjecu i koreliraju sa silom ugriza (Christiansen i Wroe, 2007.; Becerra i sur.,
2014.; Freeman i Lemen, 2008b.; Wroe i sur., 2005.). Hranidbene navike pokazuju posebno
snaznu vezu sa sposobno$éu ugriza (Christiansen i Wroe, 2007.; Maestri i sur., 2016.; Wroe i

sur., 2005.).

Predatorima koji se oslanjaju na sposobnost efikasnog onesposobljavanja i raskidanja plijena,
procjena sile ugriza temeljena je i na morfologiji lubanje (Christiansen i Wroe, 2007.). Nasuprot
tome, manja sila ugriza pronadena je kod kukcojeda koji se oslanjaju na plijen koji je laksi za
svladavanje i konzumiranje (Aguirre i sur., 2002.; 2003.; Wroe i sur., 2005.). Medutim, i drugi
¢imbenici poput interspecijskih interakcija (Damasceno i sur., 2013.; Downes i Bauwens,
2002.) i spola mogu igrati ulogu (Herrel i sur., 2007.; Thomas i sur., 2015.). Snazan ugriz moze
biti od velike vaZnosti tijekom agresivnih susreta (npr. u obrani teritorija i kolonija ili u
konkurenciji za spolne partnere) 1 stoga je takoder dobar prediktor dominacije 1 reproduktivnog

uspjeha kod mnogih zivotinja (Husak i sur., 2006.; Lailvaux i Irschick, 2007.).

Cleuren 1 sur. (1995.) utvrdili su da koriStenje razli¢itih dijelova miSi¢nog kompleksa
omogucuje Siroku modulaciju sile ugriza, te da male morfometrijske razlike mogu odrediti
promjene u ekologiji hranjenja blisko povezanih vrsta, stoga se ¢ini da je temeljito odredivanje

orijentacije vektora miSi¢ne sile od klju¢ne vaznosti.

Sila ugriza se moze procijeniti in vivo (Erickson i sur., 2003.) ili neizravno na temelju mjerenja
odabranih morfoloskih karakteristika lubanje, zuba 1 miSica, a izraZava se kao pritisak ili sila
po jedinici povrSine kada usta obuhvate objekt (Christiansen i Wroe, 2007.; Herrel i sur., 2008.).
Medutim, koriStenje biomehanic¢kih modela temeljenih na CT skeniranju za procjenu sile ugriza
moze rezultirati podcjenjivanjem stvarnih podataka in vivo (tj. za do tri puta manje) (Curtis i
sur., 2010.).
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2.2.2. Morfologija i histologija probavne cijevi
2.2.2.1. Osnovna grada stijenke probavne cijevi
Prolaskom kroz probavni sustav omogucuje se pretvorba hrane u iskoristivu energiju koja se
moze iskoristiti. Probavni sustav se sastoji od prohodne probavne cijevi kroz koju hrana prolazi
i pridruzenih probavnih zlijezda koje proizvode probavne sokove koji omogucuju laksi prolaz

I razgradnju hrane (Treuting i sur., 2018.; Young i Heath, 2003.).

Svaki od tubulusnih organa probavnog trakta, sastoji se od slojeva sluznice (tunica mucosa),
podsluznice (submucosa) i vanjskih misi¢a (tunica muscularis), obavijenih vanjskom opnom
(tunica externa), koja moze biti gradena kao adventicija ili seroza (Treuting i sur., 2018.; Young
i Heath, 2003.) (Slika 5.).
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Slika 5. Shematski prikaz grade stijenke probavne cijevi. Preuzeto i prilagodeno iz Patton, 2014.

Sluznica (tunica mucosa) je prvi sloj koji obavija unutrasnjost organa i direktno je u kontaktu
s hranom. Sluznica se prilagodava i mijenja ovisno o specifi¢noj funkciji svakog organa. Sastoji
se od tri osnovna sloja: pokrovnog epitela (lamina epithelialis), vezivnog tkiva (lamina propria)
i tankog misi¢nog sloja sluznice (lamina muscularis mucosae) (Treuting i sur., 2018.; Young i
Heath, 2003.). Pokrovni epitel probavne cijevi obavlja sljedece funkcije: selektivna propusna
barijera izmedu sadrzaja u lumenu i tkiva, posredovanje pri prijenosu i probavljanju hrane,
sudjelovanje u apsorpciji probavnih proizvoda, generiranje hormona koji utje¢u na aktivnost
probavnog sustava te stvaranje sluzi koja pruza zastitu i podmazivanje. Bazalna membrana,
koja se nalazi na granici epitela i veziva sluznice sluzi kao strukturalna potpora (Treuting i sur.,
2018.; Young i Heath, 2003.). Lamina propria je gradena od rahlog vezivnog tkiva, te sadrzava

krvne i limfne Zile, Zlijezde i limfno tkivo. Brojni limfni ¢vorovi smjesteni u lamini proprii
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zajedno s epitelom, Stite organizam od bakterija (Treuting i sur., 2018.; Young i Heath, 2003.).
Misi¢ni sloj sluznice sastoji se od tankih unutarnjih i vanjskih slojeva glatkih misi¢a koji
razdvajaju sluznicu od podsluznice. Ova struktura omogucuje gibanje sluznice neovisno o
drugim gibanjima probavne cijevi povec¢avajuéi tako njezin dodir s hranom, a pod kontrolom
je ziv€anih spletova. Osim toga, generira lokalizirane pokrete, odrzavajuci tonus i poticuéi
izlu¢ivanje sluzi iz zlijezda, istovremeno djelujuci kao ¢vrsta barijera protiv prolaska bakterija
i unesenih tvari u okolna tkiva, $to na kraju sprijecava Sirenje jednjaka tijekom prolaska hrane
(Nagai i sur., 2003.; Treuting i sur., 2018.; Young i Heath, 2003.).

Podsluznica (tunica submucosae) se sastoji od guSceg vezivnog tkiva prozetog krvnim i
limfnim zilama, a moze sadrzavati zlijezde i limfno tkivo (Treuting i sur., 2018.; Young i Heath,
2003.). Dio podsluznice je Ziv¢ani submukozni pleksus - plexus submucosus Meissneri, koji
inervira probavnu cijev i potice kontrakciju glatkih misic¢a u stijenki probavne cijevi. Takoder,
on je odgovoran za kemijsku regulaciju i sekreciju zlijezda, ¢ime se olakSava prenoSenje hrane

i §titi sluznica (Purves i sur., 2001.; Shahrestani i Das, 2002.).

Misiéni sloj (tunica muscularis) sastoji se od snopova glatkih miSi¢nih stanica organiziranih u
najmanje dva sloja s razli¢itim orijentacijama. Unutarnji sloj, blizi lumenu, sastoji se od kruzno
postavljenih miSi¢nih stanica, dok je vanjski sloj sastavljen od uzduzno postavljenih misi¢nih
stanica (Treuting i sur., 2018.; Young i Heath, 2003.). Kruzni misi¢ni sloj omogucuje suzavanje
ili opustanje lumena organa, dok uzduzni misiéni sloj pruZza dodatnu snagu i potporu za
peristalticke pokrete 1 pomicanje sadrzaja kroz organ (Kerr, 1999.; Young i Heath, 2003.).
Izmedu ova dva sloja nalazi se mijenteri¢ni pleksus (plexus myentericus Auerbachi), koji
zajedno sa Ziv€anim spletom podsluznice pruZa ziv€anu inervaciju za regulaciju peristalti¢kih

pokreta (Treuting i sur., 2018.; Young i Heath, 2003.).

Seroza se sastoji od plocastog pokrovnog epitela (mezotel) 1 tankog rahlog vezivnog tkiva
prozetog krvnim i limfnim zilama te masnim stanicama. Na mjestima gdje probavna cijev dotice
druge organe serozu zamjenjuje debela adventicija, gradena od vezivnog tkiva, bez pokrovnog
epitela. Struktura 1 razvijenost pojedinih slojeva, kao i prisutnost zlijezda i stanica unutar
sluznice, razlikuju se ovisno o pripadnosti pojedinom organu probavnog trakta i njegovoj
funkciji (Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.; Young i Heath, 2003.) (Slika 6.).
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Slika 6. Usporedni prikaz glavnih strukturnih dijelova stijenke probavne cijevi izmedu jednjaka,

zeluca, tankog i debelog crijeva Covjeka. Preuzeto i prilagodeno iz Pawlina i Ross, 2020.

2.2.2.1.1. Anatomska i histoloska grada probavne cijevi sisavaca
U ovom poglavlju ¢e se opisati anatomija presjeka probavne cijevi, s fokusom na pojedine
organe, koriste¢i anatomsku 1 histolosku gradu probavne cijevi ¢ovjeka kao reprezentativni

primjer za sisavce.

Kod ¢ovjeka, jednjak je oblozen s viSeslojnim plocastim epitelom (epithelium stratificatum
squamosum), koji prema povrSini postaje roznat (epithelium stratificatum squamosum

cornificatum) te se redovito obnavlja (Treuting i sur., 2018.) (Slika 7.).
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Slika 7. Prikaz popre¢nog presjeka kroz stijenku jednjaka ovjeka, s jasno oznacenim slojevima

i strukturama. Preuzeto iz Bradamante i Svajger, 2002.

Ispod bazalne membrane sluznice smjesSten je sloj vezivnog tkiva, odvojen od podsluznice
tankim slojem miSica sluznice. Unutar sloja podsluznice nalaze se nakupine malih mukoznih

Zlijezda. U vezivnom tkivu sluznice i podsluznice nalaze se krvne i limfne Zzile, koje prodiru
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kroz misi¢no tkivo. Prema vanjskom misi¢nom sloju, vezivno tkivo podsluznice postaje gusce
(Treuting i sur., 2018.). U popre¢nom presjeku kroz jednjak, vidljivi su unutarnji kruzni i
vanjski uzduZni misiéni sloj, koji je obuhvaéen seroznim tkivom (Bradamante i Svajger, 2002.,
Kerr, 1999.).

Zeludac se moze podijeliti u &etiri regije: kardija, fundus, korpus i pilorus (antrum) koji imaju

sli¢nu histolosku gradu (Slika 8.) (Treuting i sur., 2018.).
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Slika 8. Shematski prikaz grade zeluca ¢ovjeka. Preuzeto i prilagodeno iz Seeley i sur., 2008.

Sluznica Zeluca sastoji se od pokrovnog epitela koji se razli¢ito duboko utiskuje u laminu
propriam i tvori zelu¢ane jamice (faveolae gastricae). U zelucane jamice se otvaraju razgranate
tubulusne (kardijalne, gastricke i piloricke) Zlijezde (Treuting i sur., 2018.). Slobodnu povrsinu
zeluca 1 zelucanih jamica oblaze jednoslojni cilindricni epitel u kojem sve stanice izluuju
luznati mukozni sekret. Lamina propria se sastoji od rahlog vezivnog tkiva protkanog glatkim
miSi¢nim i limfnim stanicama, a misi¢ni sloj sluznice je dijeli od podsluznice (Kerr, 1999.;

Treuting i sur., 2018.) (Slika 8.).
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Slika 9. Prikaz popre¢nog presjeka sluznice zeluca kod ¢ovjeka u fundickoj regiji prikazan je s

jasno oznagenim slojevima i strukturama. Preuzeto iz Bradamante i Svajger, 2002.
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U razli¢itim dijelovima Zeluca nalaze se specifi¢ne zlijezde koje proizvode razliciti sekret. U
kardijalnoj regiji nalaze se kardijalne zlijezde koje proizvode sluz, lizozim i HCI. U regijama
fundusa i korpusa nalaze se razgranate tubulusne gastricke zlijezde (Slika 9.) koje se sastoje od
vrata i baze (Treuting i sur., 2018.). U vratu zlijezda nalaze se mukozne, obloZzne (parijetalne)
I nediferencirane stanice, dok su u bazalnom dijelu prisutne oblozne, glavne (zimogene) i
enteroendokrine stanice (Slika 10.) (Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.). OblozZne stanice
proizvode HCI, dok glavne stanice izluCuju pepsinogen koji se pretvara u pepsin u kiselom
okoliSu zeluca. Takoder, glavne stanice proizvode lipazu, dok enteroendokrine stanice

proizvode hormone poput serotonina i gastrina (Treuting i sur., 2018.).
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Slika 10. Prikaz bazalnih dijelova zlijezda u fundickoj regiji zeluca ¢ovjeka prikazani su s
oznacenim razli¢itim tipovima stanica i drugim vidljivim strukturama. Preuzeto iz Bradamante
i Svajger, 2002.

U pilori¢koj regiji Zelucane jamice su dublje, a pilori¢ke Zlijezde izlucuju sluz, lizozim i gastrin
dok enteroendokrine stanice izlu¢uju somatostatin. Ostale slojeve zeluca ¢ine podsluznica koja
se sastoji od gustog vezivnog tkiva u kojem teku krvne i limfne Zile, te pokoji limfocit,
makrofag ili mastocit (Treuting i sur., 2018.). Misi¢ni sloj Zeluca je graden od glatkih miSi¢nih
stanica koje su rasporedene u tri glavna smjera. U vanjskom sloju teku uzduzno, u srednjem
kruzno (u podrucju pilorusa je jako zadebljan i ¢ini piloricki sfinkter) i u unutrasnjem sloju
koso. Takoder, Zeludac je pokriven tankom serozom zbog svog poloZaja u trbuSnoj Supljini

(interperitonealno) (Kerr, 1999.).

Tanko crijevo se moze podijeliti u tri regije, duodenum, jejunum i ileum (Slika 11.). Apsorpciju

u tankom crijevu pomazu strukture koje povecavaju povrSinu izloZenu sadrzaju crijeva
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(absorpcijska povrsina), a to su: kruzni nabori sluznice (plicae circulares), crijevne resice (villi

intestinales) i mikrovili (Treuting i sur., 2018.).
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Slika 11. Shematski prikaz grade tankog crijeva ¢ovjeka. Preuzeto i prilagodeno iz Seeley i sur.,
2008.

Kruzni nabori sluznice sastoje se od sluznice i podsluznice. Crijevne resice su izdanci sluznice
1 obloZene su jednoslojnim cilindri¢énim epitelom. Resice se razlikuju u duzini ovisno o dijelu
tankog crijeva: u duodenumu imaju oblik lista, a prema ileumu postepeno poprimaju oblik prsta.
Mikrovili su izdanci apikalne citoplazme crijevnih stanica, koji dodatno povecavaju povrsinu
apsorpcije (Treuting i sur., 2018.). KruZni nabori povecavaju povrsinu crijeva tri puta, crijevne
resice 10 puta, a mikrovili 20 puta. Izmedu baza resica se nalaze jednostavne tubulusne crijevne
zlijezde ili Lieberkiihnove kripte (Kerr, 1999.) (Slika 12.).
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Slika 12. Prikaz popre¢nog presjeka kroz sluznicu tankog crijeva kod ¢ovjeka u podrucju
jejunuma. Na slici su jasno vidljive resice i Lieberkiihnove kripte, a strukture su oznacene.

Preuzeto iz Bradamante i Svajger, 2002.

25



Lieberkuhnove kripte se nalaze unutar sluznice tankog crijeva, zapoc€inju s epitelnim slojem i
pruzaju se kroz vezivno tkivo sve do misi¢nog sloja sluznice. Crijevne zlijezde se sastoje od
nekoliko vrsta stanica: apsorpcijske stanice (enterociti), vréaste stanice, Panethove stanice 1 M
stanice (Kerr, 1999.). Apsorpcijske stanice su visoke, cilindri¢éne s jajolikom jezgrom u
bazalnom dijelu. Na njihovoj apikalnoj povrsini nalazi se Cetkasta prevlaka koja se sastoji od
gusto zbijenih mikroresica. Vrcaste stanice su razmjestene izmedu apsorpcijskih stanica. Ima
ih puno u ileumu, a manje u duodenumu, a proizvode mucine koji tvore sluz. Panethove stanice
se nalaze u bazalnom dijelu crijevnih zlijezda. To su egzokrine stanice sa sekrecijskim zrncima
u apikalnoj citoplazmi (Slika 13.). M-stanice su specijalizirane epitelne stanice koje se nalaze
iznad limfocita u Peyerovim plo¢ama. Imaju udubine bazalnog dijela membrane tvorec¢i jamice

u kojima se nalaze intraepitelni limfociti i makrofagi (Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.).
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Slika 13. Prikazan je presjek segmenta crijevne resice i prijelaz u tubulusnu Zzlijezdu,
Lieberkiihnovu kriptu u podrucju sluznice jejunuma tankog crijeva ¢ovjeka, s naznacenim

tipovima stanica (samo M stanice nisu vidljive). Preuzeto iz Bradamante i Svajger, 2002.

Lamina propria ulazi u crijevne resice dok glatke miSi¢ne stanice omogucuju kretanje resica
Sto olakSava apsorpciju. Podsluznica ima uobi¢ajenu vezivnu gradu, a na podru¢ju duodenuma
sadrzi Brunnerove duodenalne zlijezde — zavijene tubulusne mukozne Zlijezde koje izlucuju
luznati sekret. Lamina propria i podsluznica sadrzavaju nakupine limfnih ¢vori¢a — Peyerove
plo¢e. MiSi¢ni sloj graden je od unutraSnjeg kruZznog i vanjskog uzduznog sloja. Inervacija
crijeva sastoji se od unutrasnjeg (Auerbachov mientericki splet) i vanjskog (Meissnerov splet u
podsluznici) dijela (Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.).

Debelo crijevo se sastoji od: slijepog crijeva (caecum), kolona (colon), ravnog crijeva (rectum)

i analnog kanala (canalis analis) (Slika 14.). Histolosko razlikovanje dijelova debelog crijeva

26



moze biti izazovno zbog sli¢ne strukture koja prevladava u cijelom crijevu. Takoder, manji broj

crijevnih Zlijezda u debelom crijevu u usporedbi s tankim crijevom otezava identifikaciju

specifi¢nih dijelova (Treuting i sur., 2018.).

colon transversum \
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lijieva zavojnica
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colon descendens

taeniae coli
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sigmoideum
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sfinkter

Slika 14. Shematski prikaz grade debelog crijeva ¢ovjeka. Preuzeto i prilagodeno iz Seeley i
sur., 2008.

Debelo crijevo ima sluznicu bez nabora (osim u rektalnom dijelu), nema crijevnih resica, ali
postoje crijevne zlijezde koje se pruzaju kroz cijelu sluznicu (Lieberkiihnove kripte), a oblaze
ih pokrovni jednoslojni cilindri¢ni epitel koji uz apsorpcijske cilindricne stanice s kratkim 1
nepravilnim mikroresicama sadrzi mnogo vrcastih i malo enteroendokrinih stanica. Za razliku
od tankog crijeva, sluznica debelog crijeva ne ukljucuje Panethove stanice (Treuting i sur.,
2018.). Lamina propria sadrzava mnogo limfocita i limfnih ¢vori¢a koji se Cesto §ire i u
podsluznicu. MiSi¢ni sloj se 1 dalje sastoji od unutrasnjeg kruznog i vanjskog uzduznog sloja
(Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.) (Slika 15.).

sluznica

crijevne zlijezde
(Lieberhiihnove kripte)

unutrasnjii (kruzni) misi¢ni sloj

Auerbachov mientericki splet vanjski (uzduzni)

_| misi¢ni sloj (tenija)

masno tkivo ( appendix epiploica)

Slika 15. Prikazan je poprecni presjek kroz stijenku debelog crijeva u kolonskom podruc¢ju
covjeka, pri cemu su oznaceni pojedini slojevi i vidljive strukture. Preuzeto iz Bradamante i
Svajger, 2002.
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U vanjskom uzduznom sloju glatke su misi¢ne stanice nakupljene u tri debele trake (taeniae
coli) (Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.). U inteaperitonealnom dijelu seroze nalaze se
appendices epiploidae, male izrasline gradene od masnog tkiva. U analnom dijelu sluznica ¢ini
niz uzduznih nabora - columnae rectales Morgagni. Neposredno iznad analnog otvora crijevnu
sluznicu zamjenjuje viSeslojni plocasti epitel, a lamina propria sadrzava splet velikih vena

(Kerr, 1999.; Treuting i sur., 2018.).

Slijepo crijevo smjeSteno na pocetku debelog crijeva, ima sli¢nu strukturu kao i ostatak debelog
crijeva, iako posjeduje manje Lieberkiithnovih kripti i Zlijezda (Treuting i sur., 2018.). Crvuljak
je izdanak slijepog crijeva, ima uzak i nepravilan lumen jer mu je stijenka zadebljana zbog

prisutnosti brojnih limfnih ¢vorica (Treuting i sur., 2018.).

2.2.2.1.1.1. Vrcaste stanice i vrsta sekreta

Povrsine sluznica tijela (probavni, respiratorni i urogenitalni traktovi) su podrucja na kojima se
odvija apsorpcija i izluéivanje tvari (Brownlee i sur., 2005.). Sluz u probavnom sustavu ima
viSe funkcija, ukljuujuéi podmazivanje povrSina organa, zastitu od oSte¢enja uzrokovanih
zelu¢anom kiselinom i autodigestijom, obranu od prodora stranih tvari i mikroorganizama, te
regulaciju apsorpcije nutrijenata i brzine prolaska hrane i neprobavljenih ostataka kroz probavni
sustav (Laboisse i sur., 1996.; Linden i sur., 2008.; Montagne i sur., 2004.; Okon, 1977.; Paksuz
i Paksuz, 2015.; Pavelka i Roth, 2015.; Young i Heath, 2003.). U odgovoru na mikroorganizme,
stanice koje se nalaze u sluznici lu¢e brojne obrambene spojeve, ukljucujuci antitijela, mucine,
protegrine, defenzine, kolektine, katlecidine, histatine, lizozime i duSikov oksid (Linden i sur.,

2008.).

Unutar Zeluca i crijeva prisutne su vrcaste stanice (Slika 16.), koje luce razli¢ite glikoproteine.
Ti glikoproteini Cine jedan od klju¢nih sastojaka sluzi 1 nazivaju se mucinima. Broj vrcastih
stanica u crijevnom epitelu postepeno se povecava od pocetka tankog crijeva prema Kraju
debelog crijeva (Aylward i sur., 2019.; Boonzaier, 2012.; Pinheiro i sur., 2018.). Ovaj porast
broja stanica odgovara povecanoj potrebi za dodatnim podmazivanjem relativno suhe
neprobavljene tvari tokom njenog prolaska (Okon, 1977.; Paksuz i Paksuz, 2015.). Sastav
mucina moze se mijenjati, §to utjeCe na viskoznost sluzi u probavnom traktu i pruza dodatnu
zaStitu sluznici od invazije patogena (Bansil i Turner, 2006.; Linden i sur., 2008.). Vrcaste
stanice proizvode mucine razli¢itih sastava, ukljucujuci kisele, neutralne i mjeSovite, ovisno o

vrsti glikoproteina (mucina) koje generiraju.
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Slika 16. Prikaz bazalnih dijelova Lieberkiithnovih kripti u debelom crijevu ¢ovjeka prikazani s
oznaenim vréastim stanicama, Zlijezdama i vezivnim slojem (lamina propria). Peuzeto iz

Bradamante i Svajger, 2002.

U tankom crijevu, dominantni su neutralni mucini (Aylward i sur., 2019.; Poddar i Jacob, 1979.;
Sheahan i Jervis, 1976.; Takehana i sur., 2000.), ¢ija funkcija ukljucuje zastitu epitela od
zelucane kiseline koja prolazi s hranom (Allen i sur., 1993.; Aylward i sur., 2019.; Krause,
1981.; Young i Heath, 2003.). Osim toga, mucini mogu povecéavati viskoznost sluzi, pruzajuci
dodatnu zastitu sluznici (Bansil i Turner, 2006.). Linden i sur. (2008.) predlazu da neutralni
mucini mozda imaju specificne antigene za odredene krvne grupe, $to bi moglo pridonijeti

zaStiti od specifi¢nih patogena.

U debelom crijevu sisavaca, primjec¢uje se povecanje broja kiselih mucina (Aylward 1 sur.,
2019.; Kotzé i Coetzee, 1994.; Sheahan i Jervis, 1976.). Postoji moguénost da ovi kiseli mucini,
posebno unutar Brunnerovih zlijezdi, dodatno S$tite od bakterijskih infekcija (Cao i Wang,
2009.; Macfarlane i Dillon, 2007.). MijeSani mucini prisutni su i u tankom i debelom crijevu
sisavaca, obuhvacajuc¢i mucine s razli¢itim kemijskim svojstvima i mjesavinama drugih tipova
mucina, ukljuc¢ujuci neutralne 1 kisele mucine. Stoga, oni mogu reagirati i s kiselim 1 s baznim

bojama, stvarajuci sloZeniju boju ili ton.

2.2.2.2. Morfohistoloska varijabilnost probavnog sustava glodavaca

Glodavci se razlikuju od drugih sisavaca po nekoliko kljuénih struktura u svom probavnom
sustavu: kompozitni zeludac, slijepo crijevo i proksimalni dio debelog crijeva (Langer, 2017.).
Ova raznolikost prisutna je i unutar najraznolikije nadporodice glodavaca, Muroidea
(Gainsbury i sur., 2018.; Wilman i sur., 2014.).
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Zeludac moze imati "kompozitnu" strukturu $to bi znacilo da je sastavljen od vise od jedne

komore ili odjeljka. Na slici 17. prikazane su razli¢ite varijacije kompozitnih zeludaca unutar

9

hemiglanduralni

= = =
-
g
L
L ]

porodice Cricetidae (Carleton, 1973.).

unilokularni

sub-hemiglanduralni

kompozitni Zeludac

bilokularni

Slika 17. Tip zeluca i sluznice u Zelucu razlicitih vrsta iz potporodice Cricetinae. Crno obojeno:

plocasti epitel, svijetlo obojeno: zljezdana sluznica. Preuzeto i1 prilagodeno iz Carleton, 1973.

Kada je rije¢ o strukturi, raznolikosti 1 nomenklaturi Zeluca, lumen moze biti unilokularan
(nepodijeljen) ili plurilokularan (podijeljen) s dvije, tri ili viSe komore (bilokularan,
trilokularan) (Langer, 1985.). Izraz "jednostavan™ za unilokularan Zeludac oznacava isklju¢ivo
oblaganje organa isklju¢ivo zljezdanom sluznicom (Langer, 1985.). S druge strane, "slozen" je
sinonim za plurilokularan zeludac koji podrazumijeva oblaganje organa s dva tipa sluznice,

Zljezdanom i nezljezdanom (Langer, 1985.; Vorontsov, 1967.; 1979.).

Zeludac nadporodice Muroidea karakteriziraju dva tipa sluznice: nezljezdani mnogoslojni
plocasti epitel u predzelucu (eng. forestomach) i zljezdani epitel u glavnom dijelu zeluca
(Schaller, 1992.). Predzeludac se nalazi blizu pocetka Zeluca (kardija), dok se zljezdani dio
nalazi bliZe izlazu iz Zeluca (pilorusu). Zljezdani dio Zeluca sadrzi razli¢ite omjere kardijalnih,
fundickih 1 pilori¢kih Zlijezda. Ovakva raspodjela sugerira da hrana prvo ulazi u predZzeludac

prije nego dode do dijela sa Zelu¢anim sokovima. Prijelaz izmedu ta dva podrucja obic¢no je
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oStar, oznacen rubnim naborom (eng. greater curvature) koji je oblozen roznatim epitelom

(Langer, 1985.; Vorontsov, 1967.; 1979.) (Slika 18.).

Slika  18. Ilustracija  razli¢itih  tipova  muroidnih  Zeluca, s (a) tipom
unilokularnog/hemiglandularnog (Oxymycterus rutilans), (b) tipom
unilokularnog/diskoglandularnog (Reithrodontomys mexicanus), (© tipom
bilokularnog/hemiglandularnog (Cricetus cricetus) i (d) tipom bilokularnog/diskoglandularnog
(Neotoma phenax). Nezljezdani epitel oznacen je Siroko razmaknutim crticama. Mjerna skala

na svakom prikazu Zeluca predstavlja 5 mm. Preuzeto iz Carleton, 1973.

Slika 18. prikazuje raznolikost u proSirenju ZeluCane sluznice, gdje se organ smatra
"hemiglandularnim" kada su zljezdani 1 nezljezdani dijelovi otprilike jednake veli¢ine. Kada je
Zljezdana sluznica smanjena, ali jo§ wuvijek relativno znaCajna, Kkoristi se izraz
"subhemiglandularan". Zljezdani dio moZe biti reduciran na manje dijelove
("discoglandularan") ili smanjen na malu vreéicu ili slijepu vrecicu ("divertikularan")

(Carleton, 1973.; Langer, 1985.).

Jasno definirana struktura s izrazenim nezljezdanim dijelom, kao §to je slu¢aj kod prosirenog
nezljezdanog podrucja u jednokomornom Zelucu, naziva se "predzelucem" (engl. forestomach)
(Carleton, 1973.; Langer, 1985.). Funkcija predzeluca dobro je istraZzena kod velikih biljojeda.
U njemu zivi mikrobiom koji pomaze u razgradnji biljnih stani¢nih stijenki (Kunstyr i sur.,
1975.; Naumova, 1990.). Funkcija predzeluca kod drugih vrsta poput muroidnih glodavaca nije
potpuno razjasnjena (Langer, 2017.). Osim §to moze sluziti kao spremiSte hrane ili vode,

djelovati kao zamjena za obraze, ili pomoc¢i u smanjenju veliCine Cestica hrane, takoder se
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pretpostavlja da moze doprinijeti intenzivnijoj probavi bez prisutnosti zelucanih izlu¢evina.
Medutim, razlikovanje izmedu djelovanja slinskih i mikrobnih enzima predstavlja izazov
(Perrin i Maddock, 1983.). Naime, analize su pokazale da se mikrobiom Zeluca uglavnom
sastoji od bakterija koje proizvode mlije¢nu kiselinu , a ne mikroorganizama koji fermentiraju
vlakna. Vrijednost mikrobioma mozda lezi u detoksifikaciji odredenih sekundarnih spojeva
biljaka (Kohl i sur., 2014.). Bakterije koje proizvode mlije¢nu kiselinu, ukljucujuci laktobacile,
Stite od gljivica i plijesni (Oliveira i sur., 2014.), te takoder suzbijaju rast enteropatogenih

mikroorganizama (Jena i sur., 2013.).

Myomorpha je podred glodavaca koji je bio predmet obimnih istrazivanja posvecenih slijepom
crijevu i njegovoj funkciji. Vanjski izgled moze se grubo podijeliti na tri glavna dijela. Ampula
caeci, produzetak "S"-oblikovanog dijela korpusa distalno od ileocekalnog otvora. Proksimalni
dio kolona omotan je oko ampule u obliku spirale (ansa coli paracoecalis). Corpus ceeci, glavni
dio slijepog crijeva, koji pokazuje niz nepravilno rasporedenih izbocina i suzenja duz svoje
duZine. Proksimalni dio korpusa lagano je proSiren 1 presavijen oko sebe u obliku slova "S".
[leum ulazi u slijepo crijevo na mezenteri¢noj strani prve krivine slova "S". Apex caeci,
zavrsetak slijepog crijeva, presavija se preko distalnog dijela korpusa poput puza, pri¢vrséen na

mjestu pomocu mezenterija (Snipes, 1979.) (Slika 19.).

Slika 19. Prikaz grade slijepog crijeva livadne voluharice (Microtus agrestis). Ap — apex caeci;
CC — corpus caeci; A — ampula caeci; | — ileum; P — colon ascencens; as - ansa coli

paracoecalis. Preuzeto i prilagodeno iz Snipes, 1979.

Slijepo crijevo, prilagodeno za smjestaj mikroorganizama, sugerira da Lieberkiihnove kripte u
ovom organu mogu biti kljuéne strukture od vaznosti za simbiotske odnose (Gustafsson i
Maunsbach, 1971.). Mikroorganizmi u slijepom crijevu mogu potaknuti pove¢anu produkciju
vréastih stanica, a varijacije u duljini i masi ovog dijela probavnog trakta izravno su povezane

s hranidbenim navikama Zivotinje (Gebczynska i Ggbczynski, 1971.).
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Unutar Myomorfa, funkcija debelog crijeva je vjerojatno povezana s razli¢itim vrstama hrane
koju razli¢ite vrste konzumiraju (Behmann, 1973.). Uzlazni dio debelog crijeva veéine vrsta
glodavaca pokazuje prisustvo dva uzduzno rasporedena nabora koji formiraju utor koji djeluje
kao retrogradni transportni put za mjeSavinu bakterija i1 sluzi prema slijepom crijevu (Gorgas,
1967.). Tako se pretpostavlja da sluz igra klju¢nu ulogu u prijenosu bakterija kroz uzduzni
kolonski utor, u literaturi nedostaju istrazivanja koja detaljno odreduju histokemijske

karakteristike mucina u toj regiji (de la Hoz i sur., 2017.).

Diferencijacije u proksimalnom dijelu debelog crijeva Myomorpha prikazane su na slici 20.
Cijev debelog crijeva moze formirati ukosnicu ili petlju u obliku slova U (A), ¢ije su grane
¢vrsto povezane mezenterijskim ligamentom, poznatu kao "paralelna petlja". Druga varijacija
petlje je dvostruka petlja ili petlja u obliku slova W (B), gdje obje petlje imaju paralelan tok.
Treca diferencijacija je jednostavna spirala s jednim zavojem (C). Daljnja diferencijacija moze
ukljucivati spiralni stozac s centripetalnim zavojima prema vrhu i centrifugalnim zavojima
prema dnu (D), stvaraju¢i trodimenzionalnu strukturu - postcekalnu spiralu (ansa coli
paracoecalis) (Behmann, 1973.; Tullberg, 1899.).

A B c D
paralelna petlia  dvostruka petlja Jednostavna spiralni
(U petlja) (W petlja) spirala stoZac

b el

petlje

f f 1

Slika 20. Diferencijacije proksimalnog debelog crijeva u Myomorpha. Strelice pokazuju prolaz
probave kroz debelo crijevo. Navedeni primjeri su karakteristicni za sljedece svojite: (A)
Meriones sp. i Micromys sp.; (B) Reithrodontomys sp. i Apodemus sp.; (C) Cricetulus sp. i
Napaeozapus sp.; (D) Microtus sp.. Preuzeto i prilagodeno iz Behmann, 1973.

Postcekalna spirala je dio probavnog sustava i prisutna je samo kod nekih vrsta glodavaca, $to

moze ukazivati da je povezana s zahtjevima ekoloske niSe razli¢itih Zivotinja (Tullberg, 1899.).

Funkcionalna vaznost tankog, slijepog i debelog crijeva moze se prikazati analizom njihovog
volumena, koji se neizravno moze odrediti mjerenjem mase pojedinih organa i njihovog

sadrzaja (Schieck i Millar, 1985.). Na slici 21. pod A., relativne mase dijelova probavnog
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sustava prikazane su u trokutastom dijagramu. Izuzetak su vrste potporodice Arvicolinae, poput
sumske (Clethrionomys glareolus) i vodenog voluhara (Arvicola terrestris), gdje su vrste unutar
istog podreda blisko grupirane, sugerirajuci sli¢nosti u omjerima razli¢itih dijelova probavnog
sustava. Povecanje duljine tankog crijeva moze predstavljati specifiénu prilagodbu hranidbi
bogatoj bjelancevinama. U vrstama kod kojih je radeno mjerenje, kolon ne ¢ini vise od 40 %
ukupne mase crijeva (Schieck i Millar, 1985.). Medutim, u nekim potporodicama, posebice u

Arvicolinae, slijepo crijevo moze €initi gotovo polovicu ukupne mase crijeva.

Na slici 21. pod B. vidljivo je da je slijepo crijevo od velike vaznosti kod biljojednih glodavaca
I dvojezubaca (Lagomorfa). Kod vrsta koje konzumiraju biljnu hranu, slijepo crijevo moze
¢initi do gotovo 60% mase crijeva, dok kolon kod Sciuromorpha i Myomorpha nikada ne
prelazi 40% ukupne mase crijeva. Biljojedi se mogu prona¢i medu sljede¢im potporodicama
glodavaca: Xerinae, Zapodinae, Arvicolinae i Neotominae (kao i u redu Lagomorpha) (Schieck
i Millar, 1985.).

A tanko crijevo B) tanko crijevo

Sciuromorpha
Sciuridae/Sciurinae A siemenojed

3 Sciuridae/Xerinae @~ = /-2 () biljojed
Myomorpha ’ ¥ svejed

¥} Dipodidae/Zapoinae

4 Cricetidae/Arvicolinae

> Cricetidae/Neotominae

] Muridae/Murinae

b: 4

Lagomorpha

slijepo crijevo kolon slijepo crijevo kolon

Slika 21. A. Relativne mase tankog, slijepog crijeva i kolona kod razli¢itih svojiti glodavaca i
dvojezupaca koji konzumiraju razli¢ite vrste hrane. B. Relativne mase tankog, slijepog crijeva
1 kolona ovisno o vrsti hrane koja je konzumirana. Sjemenojedi su obiljeZeni ispunjenim
trokutima, biljojedi praznim kruzi¢ima, svejedi ispunjenim zvjezdicama. Preuzeto i prilagodeno
iz Schieck i Millar, 1985.

Podaci Schiecka i Millara (1985.) o0 masi razli¢itih dijelova crijeva, koje uzimamo kao
reprezentaciju volumena tankog, slijepog i debelog crijeva, pruzaju uvid u relativne veli€ine
ovih dijelova (Slika 22.). Na temelju tih podataka, primjecujemo da svejedi obi¢no imaju veliko
tanko crijevo, ¢esto ¢ineci vise od 50% ukupnog volumena crijeva. lako biljojedi takoder mogu
postici sli¢an postotak, u veéini slucajeva tanko crijevo ¢ini manje od 50%, dok slijepo crijevo

moze biti relativno veliko.

34



tanko crijevo

- Ondatra zibethicis
Microtus richardsoni .
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Microtus longicaudus
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slijepo crijevo kolon

Slika 22. Relativne mase tankog, slijepog crijeva i kolona (ukljucujuéi sadrzaj), prikazane za
11 vrsta potporodice Muroidea. Svejedi su obiljeZeni otvorenim dijamantima, biljojedi crnim

toc¢kicama. Preuzeto i prilagodeno iz Schieck i Millar, 1985.

lako postoji niz istrazivanja koja usporeduju morfologiju probavnog trakta razli¢itih vrsta ili
analiziraju promjene u hranidbi, ta istrazivanja se obi¢no fokusiraju na gradu, duzinu i volumen
probavnog trakta te pojedinih organa. Medutim, treba napomenuti da debljina pojedinih slojeva
unutar organa cesto nije temeljito istrazivana ili naglasena u spomenutim radovima (Aswegen
i sur., 1994.; Berghes i sur., 2011.; Ellis i sur., 1994.; Ghoshal i Bal, 1989.; Hume i sur., 2002.;
Nzalak i sur., 2010.; Parakkal, 1967.; Schieck i Millar, 1985.; Selim i sur., 2017.).

2.2.2.3. Prilagodba probavne cijevi na troficku niSu

Prema izvornoj trofickoj nisi glodavci su u pocetku bili svejedi ili kukcojedi (Breed i Ford,
2007.; Landry, 1970.). Danas, glodavci pokazuju $irok raspon hranidbenih navika, od biljojeda
do mesojeda. Landry (1970.) je okarakterizirao glodavce ve¢im dijelom kao svejede,
razmatrajuéi pri tome tri od pet podreda glodavaca, tj. Sciuromorpha, Myomorpha i
Hystricomorpha. U podredu Castorimorpha nalaze se vrste koje se oslanjaju na vlaknasti biljni
materijal kao glavni izvor hrane, dok Sirom svijeta rasprostranjeni Myomorpha pokazuju
izrazitu hranidbenu raznolikost. Raznovrsnost mandibulo-kranijalne regije glodavaca ukazuje
na njihovu sposobnost prilagodbe mesojednoj i biljojednoj hranidbi, omoguéujuéi im
ucinkovito odgrizanje 1 usitnjavanje razli¢itih dijelova biljaka, ubadanje 1 hvatanje
beskraljesnjaka, rezanje mesa kraljeSnjaka, skidanje kore te manipulaciju malim sjemenkama

(Vorontsov, 1962.).
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Evolucijski trendovi medu glodavcima kao prilagodbe biljojednom nacinu harnidbe ukljucuju
modifikacije ne samo na zubima (Vorontsov, 1962.), ve¢ i1 na zelucu (Carleton 1973., 1981.;
Perrin i Curtis, 1980.; Vorontsov, 1962.) te straznjem crijevu (eng. hindgut) (Behmann, 1973.;
Gorgas, 1967.; Tullberg, 1899.; Vorontsov, 1962.). Vorontsov (1962.) je naveo nekoliko
evolucijskih trendova medu glodavcima koji predstavljaju prilagodbe biljojednom nacinu
hranidbe. Medu tim trendovima su povecanje broja poprecnih grebena na kutnjacima,
hipsodontizam i prisutnost kutnjaka koji neprestano rastu te razvijaju korijene samo kasno u
zivotu ili ih vopce ne razvijaju. Takoder, dolazi do jacanja Zva¢nih miSi¢a. Ukupan kapacitet
probavnog trakta se povecava, a unilokularni Zeluci (tj. nepodijeljeni) zamjenjuju se
bilokularnim, a mozda ¢ak i trilokularnim zelucima. Istovremeno, smanjuje se udio zelucane
sluznice oblozene Zljezdanom sluznicom, dok se povecava povrsina nezljezdanog viSeslojnog
plocastog epitela. Duljina tankog crijeva se smanjuje, dok veli¢ina slijepog i debelog crijeva
raste. Slozenost slijepog crijeva povecava se formiranjem vrecica, prosirenja i spiralnih nabora,
dok se u proksimalnom dijelu debelog crijeva dodatno javlja s prisutnoséu ampula, koso

postavljenih nabora i ve¢im brojem zavoja dvostruke spirale.

Vorontsov (1962.) tvrdi da navedeni trendovi ukazuju na promjenu u hranidbi - prelazak s
energetski bogate, ali teSko dostupne hrane poput beskraljeSnjaka i sjemenki, na manje
energetski bogatu, ali lakSe dostupnu hranu u obliku vegetativnih dijelova biljaka. Konkretno,
podjela zeluca na dva djelomi¢no odvojena odjeljka i smanjenje koli¢ine Zljezdane sluznice
oc¢ekivano bi odrzavalo visu pH razinu u predzelucu, §to bi, omoguéilo proces celulozne
fermentacije. Medutim, Carleton (1973.; 1981.) tvrdi da sloZeni kutnjaci i prostrano slijepo
crijevo podrzavaju prilagodbu za konzumaciju strukturalnih dijelova biljaka i sjemenki. Kada
se oljuste, sjemenke se mogu ucinkovito usitniti pomocu tih kutnjaka, a poviSeni pH u
predzelucu omoguéuje produljeno djelovanje amilaze iz sline na Skrob. $to omogucuje
glodavcima da koriste raznovrsnu hranu, ukljuujuéi vegetativne 1 reproduktivne dijelove

biljaka, umjesto da su usko specijalizirani samo za odredene vrste hrane.

2.2.3. Oblici i brzina probave

Precizno mjerenje brzine probave uvelike pridonosi razumijevanju sloZzenog odnosa izmedu
hranidbe i fiziologije probavnog sustava, posebice kod biljojeda (Sakaguchi, 2003.). Brzina
probave igra klju¢nu ulogu u uc¢inkovitom iskoriStavanju hranjivih tvari iz biljaka, utjecuci na

razgradnju biljnog materijala (Holland 1 sur., 2020.). Ova mjerenja doprinose boljem
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razumijevanju kako biljojedi optimiziraju probavne procese za apsorpciju hranjivih tvari poput

vlakana, bjelanc¢evina i ugljikohidrata (Mdller i sur., 2013.).

2.2.3.1. Fermentatori straznjeg crijeva (eng. hindgut fermenters)

Manje zivotinje, koje se hrane biljnim materijalom niske energetske vrijednosti ne mogu se u
potpunosti osloniti na mikrobnu fermentaciju. Fermentacija se moze odvijati u zelucu, prije
dijela koji izluCuje ZeluCani sok, u debelom crijevu ili na oba mjesta istovremeno.
Fermentacijska komora u debelom crijevu sastoji se od slijepog crijeva i/ili proksimalnog
kolona. Termin "straznje crijevo" (eng. hindgut) ¢esto se koristi kao sinonim za cijelo debelo

crijevo, premda se embrioloski odnosi samo na silazni kolon i rektum (Hume, 1999a.).

Mikroorganizmi u predzelucu djeluju na sve komponente hrane koje ulaze u fermentacijsku
komoru, ukljuc¢ujuéi hranjive tvari koje biljojed moze probaviti vlastitim enzimima. U tom
slu¢aju, mikrobna fermentacija ¢esto rezultira energetskim gubitkom u rasponu od 10-20%
ukupno dostupne energije i moze dovesti do gubitka dusika u obliku amonijaka. Fermentatori
straZznjeg crijeva imaju sposobnost probaviti dijelove hrane prije mikrobne fermentacije,

smanjujuci tako te gubitke (Bjornhag, 1994.).

Maseno specificna energetska potreba homeotermnih Zivotinja relativno je visoka i
proporcionalna tjelesnoj masi©®?), §to zna¢i da manji organizmi imaju veéu energetsku potrebu
po jedinici tjelesne mase. Iznimke su jednootvori, tobolcari, pecinari 1 ljenjivci, zivotinje s
nizim metaboli¢kim stopama u odnosu na prosjek za njihovu veli¢inu. Na primjer, voluhar mase
25 g zahtijeva priblizno 12 puta vise energije po kilogramu tjelesne mase u usporedbi s konjem
mase 650 kg. To znac¢i da voluhar mora unijeti barem 12 puta viSe hrane nego konj kada
konzumiraju istu vrstu hrane. Posljedi¢no, brzina prolaska hrane kroz probavni sustav je znatno
veéa kod manjih zivotinja, dok je brzina fermentacije jednaka kod malih i velikih Zivotinja.
Zbog toga se male Zivotinje koje se hrane biljnim materijalima s niskom energetskom
vrijednosti ne mogu u potpunosti osloniti na mikrobnu fermentaciju. Fermentacija je prespora,
a vrijeme zadrzavanja hrane prekratko za proizvodnju dovoljnih koli¢ina energije koja bi bila
dostupna domacinu. Male biljojedne Zivotinje moraju kombinirati autoenzimatsku probavu
(pomocu vlastitih enzima) u prednjem crijevu s aloenzimatskom probavom (pomocu
mikroorganizama) u debelom crijevu, $to ih ¢ini fermentatorima straznjeg crijeva (Bjornhag,
1994.).
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Straznje crijevo igra klju¢nu ulogu u posljednjoj fazi probave, gdje se apsorbiraju endogeni
elektroliti 1 voda (Stevens i Hume, 1995.). Takoder, predstavlja glavno podrucje mikrobne
fermentacije kod veéine biljojeda medu gmazovima, pticama i sisavcima. Mikroorganizmi u
probavnom traktu imaju sposobnost proizvodnje enzima za razgradnju celuloze, no upravo
prisutnost stanic¢nih stijenki biljnog materijala, koje uz celulozu sadrze i lignin, ¢ini mikrobnu
fermentaciju sporim procesom (Vaughan i sur., 2000.). Vrijeme zadrzavanja ostataka hrane u
takvim okolnostima je kratko, znatno kra¢e od vremena potrebnog mikroorganizmima za
razmnozavanje. Stoga, vrijeme zadrzavanja mikroorganizama u lumenu crijeva mora biti duze
od vremena zadrzavanja ostataka hrane; inace ¢e preostati samo mikroorganizmi na stijenki
crijeva. Mikroorganizmi se moraju odvojiti od ostataka hrane prije nego §to budu izlu¢eni kao

feces (Bjornhag, 1994.).

Zivotinje koje prakticiraju fermentaciju hrane u straznjem crijevu paralelno Zva¢u hranu
tijekom unosa, pokrecuéi probavni proces pomocu enzima prisutnih u slini. Glavni dio probave
odvija se putem enzimske aktivnosti u Zelucu i tankom crijevu, uz sudjelovanje enzima iz
gusterace i zuci iz jetre. Nakon toga, hrana se prenosi iz tankog crijeva u slijepo crijevo, gdje
velike Cestice ulaze u debelo crijevo u kojem mikroorganizmi vrSe fermentaciju (Langer,
2002.).

Frakcija probavljene hrane s niskom probavljivo$¢u nije pogodna za fermentaciju kod malih
zivotinja, budu¢i da je potrebno vrijeme fermentacije predugo. Samo frakcije koje se lakse
probavljaju trebale bi biti zadrzane zajedno s mikroorganizmima, §to ukazuje na potrebu za
razdvajanjem razlicitih frakcija probavljene hrane. ZadrZane frakcije probavljene hrane vracaju
se u slijepo crijevo, ili se preusmjeravaju prema njemu, ¢ime se usmjerava probavni proces na
frakcije s ve¢im potencijalom za fermentaciju. Mnogi mali biljojedi razvili su anatomske i
funkcionalne prilagodbe u debelom crijevu kako bi omogucili razdvajanje razli¢itih frakcija i
retrogradni protok. Takve prilagodbe nazivaju se mehanizmima razdvajanja u kolonu (CSM)
(Sperber i sur., 1983.; Bjornhag, 1987.)."

Zivotinje koje obavljaju fermentaciju hrane u straznjem dijelu probavnog sustava mogu se
dodatno klasificirati kao fermentatori slijepog crijeva (eng. caecum fermenters) ili fermentatori
debelog crijeva (eng. colon fermenters). Fermentatori slijepog crijeva obi¢no su manji od

fermentatora debelog crijeva (Hume, 1989.; Hume, 1999b.). U vecine malih fermentatora
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straznjeg crijeva (tjelesna masa manja od 10 kg), slijepo crijevo sluzi kao glavna, a ponekad i

jedina komora za fermentaciju (Hume i Warner, 1980.).

2.2.3.2. Mehanizmi separacije u kolonu

Priblizno tre¢ina ukupne duzine debelog crijeva (kolona) odnosi se na proksimalni kolon, gdje
se sluznica savija, stvaraju¢i brazdu u kojoj se odvajaju bjelancevine i sitne Cestice od tezeg,
probavljivog sadrzaja. Koncentracija bakterija 1 duSika u spomenutoj brazdi dvostruko je veca
nego u lumenu (Holtenius i Bjérnhag, 1985.). Hranjive tvari iz proksimalnog kolona potom se
vracaju natrag u slijepo crijevo radi daljnje fermentacije pod utjecajem bakterija i prazivotinja
kao dio mehanizma separacije u debelom crijevu (eng. colonic separation mechanism, CSM)
(Holtenius i Bjornhag, 1985.), dok se teSko probavljive tvari eliminiraju putem fecesa

(O'Malley, 2005.) (Slika 23.).
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Slika 23. Mogu¢i modeli protoka probavljene hrane u slijepom crijevu i proksimalnom kolonu.
(a) je model bez selektivne retencije probavljene hrane. Tekuca i kruta frakcija zajedno se kre¢u
kroz cijeli probavni sustav; (b) je model selektivne retencije tekuce frakcije u slijepom crijevu.
Tekuca frakcija prenosi se iz proksimalnog kolona u slijepo crijevo putem mehanizma

separacije naziva "ponovno ispiranje”. Preuzeto i prilagodeno iz Sakaguchi, 2003.

Mehanizam separacije u debelom crijevu (CSM) je prilagodba probavnog sustava koja

omogucuje razdvajanje mikroorganizama i malih ¢estica od neprobavljivih tvari. CSM olaksava
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brz prijenos teze probavljive hrane uz paralelno zadrzavanje mikroorganizama i lako
probavljivih Cestica hrane u slijepom crijevu za fermentaciju (Sperber i sur., 1983.; Bjornhag,
1987.; Franz i sur., 2011.).

Razlikuju se dvije vrste CSM-a:

1. Ponovno ispiranje (eng. wash-back)
Prisutne su male Cestice, a vrijeme zadrzavanja tekucine je dugotrajno, $to rezultira stvaranjem
dvije razlicite vrste fecesa: tipi¢ne tvrde kuglice fecesa koje se izlucuju, te mekanih cekotrofa
koji sadrze visoku razinu dusika i odredene vitamine. Zivotinja konzumira cekotrofe kako bi
dodatno apsorbirala hranjive sastojke. Ovaj tip CSM-a lokaliziran je u proksimalnom dijelu
debelog crijeva, Sto omogucava ispiranje tekucine, bakterija i malih Cestica natrag u slijepo

crijevo (Franz i sur., 2011.) (Slika 24.). Navedeni mehanizam prisutan je kod dvojezubaca.

slijepo Crijevo e proksimalni kolon e distalni kolon
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Slika 24. Shematski prikaz tipa mehanizma separacije u debelom crijevu (eng. colonic
separation mechanism, CSM) nazvanog "ponovno ispiranje™ (eng. wash-back) opisuje proces
vracanja hranjivih tvari iz proksimalnog kolona u slijepo crijevo. Ovaj mehanizam omogucuje
odvajanje finih Cestica hranjivih tvari i bakterija od vecih Cestica nakon Cega se prenose u
slijepo crijevo putem antiperistalticCkog djelovanja. Vece Cestice potom se guraju prema
distalnom dijelu peristaltickom aktivno$¢u debelog crijeva. Preuzeto 1 prilagodeno iz

Sakaguchi, 2003.

2. Mukozna zamka (eng. mucus trap)
Ovaj mehanizam prisutan je kod glodavaca i odredenih vrsta iz drugih razreda sisavaca, a slican
proces moze biti prisutan 1 kod drugih kraljesnjaka, kao Sto su gmazovi 1 ptice. U ovom
specificnom tipu CSM-a, formiraju se brazde u debelom crijevu gdje dolazi do zadrzavanja

sluzi i bakterija. Nakon toga, one se transportiraju natrag do slijepog crijeva putem
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antiperistaltickih pokreta na dnu brazde. Teze probavljive tvari putuju do distalnog crijeva radi

izlu¢ivanja (Holtenius i Bjornhag, 1985.; Takahashi i Sakaguchi, 2006.) (Slika 25.).
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Slika 25. Shematski prikaz tipa mehanizma separacije u debelom crijevu (eng. colonic
separation mechanism, CSM) nazvanog "mukozna zamka™ (eng. mucus trap) opisuje proces
vracanja bakterija iz probavnog sadrzaja u proksimalnom dijelu debelog crijeva glodavaca.
Bakterije prelaze iz probavnog sadrzaja u sluz, koja se zatim kre¢e u brazdu. Kretanje mjesavine
sluzi 1 bakterija u brazdi usmjerava se u oralnom smjeru pomocu antiperistaltickog kretanja

brazde. Preuzeto i prilagodeno iz Sakaguchi, 2003.

Za razliku od prethodno spomenutog mehanizma ponovnog ispiranja, u mehanizmu mukozne
zamke istodobno se izluCuje tekucina s Cesticama hrane, $to rezultira malom vizualnom
razlikom izmedu izluéenog fecesa i hranjivog cekotrofa koji glodavci ponovno probavljaju
(Franz i sur., 2011.).

2.2.3.3. Koprofagija i cekotrofija

Ponovno konzumiranje fecesa predstavlja znacajan nutritivni proces kod mnogih zivotinja, koji
se pojavljuje u dva razli¢ita oblika, §to moze uzrokovati nesporazume u literaturi. Neke
Zivotinje prakticiraju koprofagiju, pri ¢emu konzumiraju i tvrdi i mekani feces. Druge
proizvode i ponovno konzumiraju specific¢an tip fecesa, poznat kao "cekotrof”, koji je bogat
hranjivim tvarima i korisnim mikroorganizmima (Bjornhag i Sperber, 1977.). lzraz
"cekotrofija" odnosi se na ovaj specijalizirani oblik koprofagije, pri kojem zivotinje selektivno
unose samo mekani feces proizveden u slijepom crijevu, koji ima jasno razli¢it kemijski sastav
u odnosu na tvrdi feces. Ipak, nije isklju¢ena moguénost da ¢e buduca istrazivanja otkriti
razli¢ite 1 posredne oblike konzumiranja fecesa u prirodi, §to bi moglo dovesti do preispitivanja

razlike izmedu koprofagije i cekotrofije (Hornicke i Bjornhag, 1980.).
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Kvalitativna usporedba izmedu fecesa koji se unosi (cekotrofi) i onog koji se ne unosi pokazala
je da cekotrofi imaju visi sadrzaj bjelancevina, minerala, vitamina i vlage te nizi sadrzaj vlakana
(Guerra Aldrigui i sur., 2018a.; Guerra Aldrigui i sur., 2018b.). Ova separacija sadrzaja
zavrsnog crijeva na frakciju bogatu bjelancevinama i frakciju bogatu vlaknima postize se kod
razli¢itih vrsta kroz razli¢ite mehanizme separacije u debelom crijevu, koje su detaljno opisali

Hume i Sakaguchi (1991.).

Cekotrofija se javlja kada je mehanizam za separaciju deaktiviran, $to omogucuje ponovno
konzumiranje mekanog fecesa od strane Zivotinje $to se dogada kada je zivotinja u mirovanju
ili tijekom no¢i, u vrijeme kada su probavni procesi sporiji. Ovaj proces smanjuje potrebu malih
biljojeda za dusikom i esencijalnim aminokiselinama. Zivotinje koje prakticiraju cekotrofiju
obi¢no koriste miris, okus, vizualne signale ili socijalno uc¢enje kako bi prepoznale feces koji

sadrzi hranjive tvari (Cork i Foley, 1991.).

2.2.3.4. Metode istrazivanja brzine probave

Kada se izraduje model prolaska probave, klju¢na su tri elementa: markeri za probavu,
eksperimenti na zivotinjama i matematicki model. Kvantificiranje brzine probave ukljucuje
pojmove vremena tranzita i vremena retencije. Vrijeme tranzita (eng. transit time, TT) definira
se kao period izmedu unosa markera u Zivotinju (putem hranjenja ili injekcije) i njegove pojave
u odredenom dijelu probavnog sustava. Vrijeme retencije, s druge strane, odnosi se na trajanje
zadrZavanja odredenog dijela probave unutar probavnog sustava (eng. mean retention time,
MRT). Obzirom na razli¢ite procese koji se odvijaju u razli¢itim dijelovima probavnog sustava,

vrijeme zadrzavanja moze varirati izmedu tih dijelova (Sakaguchi, 2003.).

Mjerenje brzine probave provodi se prac¢enjem markera koji prolaze kroz probavni sustav
zajedno s ostatkom hrane. Za svako pojedina¢no mjerenje, kljuéno je odabrati odgovarajuéi
marker medu mnogim raspolozivim vrstama markera (Sakaguchi, 2003.). Kod biljojeda,
probavni proces Cesto se podjednako odvija u krutoj i tekucoj frakciji, pa je za postizanje

najboljih rezultata bitno izmjeriti oba dijela koriste¢i prikladne markere (Udén i sur., 1980.).

2.2.3.5. Markeri
Markeri igraju klju¢nu ulogu u kompartmentalnom modeliranju probavnog sustava, buduci da
model proizlazi iz informacija o njihovom prolasku kroz organizam. 1z tog razloga, naglasava

se nuznost pouzdanih markera, a Faichney (1975.) upozorava na potencijalne pogreske pri
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njihovom odabiru. Znacaj markera ocituje se u boljem razumijevanju razmjera probave i
vremena zadrzavanja polutekuce zelu¢ane kase (himusa) u razlicitim dijelovima probavnog
sustava. Obzirom na to da obujam probave ovisi 0 brzini probave i dostupnom vremenu za
probavu, precizne procjene vremena zadrzavanja himusa postaju od izuzetne vaznosti

(Faichney, 1975.).

Povijest markera obuhvaca inertne markere koji se koriste ve¢ desetljeCima za procjenu
probavljivosti i brzine proizvodnje fecesa (Rittenhouse i sur., 1982.). Raznolikost markera, od
staklenih kuglica do radioaktivnih nuklida, posljedica je nedostatka suglasnosti o
najucinkovitijem markeru (Kotb i Luckey, 1972.). Kotb i Luckey (1972.) klasificiraju markere
u tri osnovne kategorije: elementi, spojevi i Cestice. Nadalje, razlikuju apsorbiraju¢e markere iz

urina od neapsorbiraju¢ih markera iz fecesa.

Vanjski markeri obuhvacaju umjetne tvari koje se daju zivotinji, dok su unutarnji markeri
neprobavljive komponente hrane koje se kvantificiraju u fecesu (poput lignina i celuloze).
Uvjeti za topive markere, koje su postavili Warner i Stacy (1968.), naglasavaju vaznost
netoksi¢nosti, neapsorpcije na Cestice ili stanice tkiva te odsutnosti metabolizma. Kriteriji za
koriStenje markera u hranidbenim istrazivanjima ukljucuju potpunu obnovljivost (Offer i sur.,
1972)).

Najopsezniji opis kriterija idealnog markera daju Kotb i Luckey (1972.): "Da bi tvar mogla biti
marker u hranidbenim istrazivanjima, trebala bi biti inertna, bez toksi¢nih, fizioloskih ili
psiholoskih ucinaka; ne bi se smjela apsorbirati niti metabolizirati unutar probavnog trakta te
bi se stoga morala potpuno oporavljati iz sirove ili obradene hrane; ne bi smjela imati zna¢ajnu
masu; morala bi se mijeSati s uobi¢ajenom hranom i ostati ravnomjerno rasporedena u himusu;
ne bi smjela utjecati na lu€enje, probavu, apsorpciju, normalnu pokretljivost probavnog trakta
ili izlu€ivanje; ne bi smjela utjecati na mikrofloru probavnog trakta vaznu za domacina; trebala
bi imati svojstva koja omogucuju lako, precizno kvantitativno mjerenje i fizicko-kemijska
svojstva koja ju €ine prepoznatljivom tijekom cijelog probavnog procesa." Young i sur. (1976.)
isticu vaznost pouzdanih markera, dok Udén i sur. (1980.) naglasavaju prioritete u zahtjevima

za markere koriStene u mjerenjima brzine prolaska.

Dobre rezultate u mjerenju tekuce frakcije probave postizu se primjenom Cr-mordantiziranih

vlakana i Co-EDTA. Stabilnost ovih kompleksa u uvjetima prisutnim u probavnom sustavu
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Zivotinja je visoka, a prisutni su u znatnom postotku (Udén i sur., 1980.). Ovi kompleksi,
zajedno sa stani¢nim stijenkama oznacenim metalnim ionima, mogu se iskoristiti za raCunanje
vremena zadrzavanja tekuce frakcije u rumenu (predzelucu prezivaca) ili slijepom crijevu
zivotinja (Pei 1 sur., 2001a.). Co-EDTA moze se pripremiti kao litijeva ili natrijeva sol Co(III)-
EDTA.

Stanicne stijenke prireduju se tretiranjem biljnog materijala deterdzentom (i po potrebi
amilazom, ako biljka sadrzi ve¢i udio Skroba) kako bi se uklonili topivi materijali koji bi mogli
reagirati s metalima. Nakon pazljivog ispiranja, pripremljena biljna vlakna oznacavaju se

kromom (Udén i sur., 1980.).

Markeri se zatim mogu dodati Zivotinjama, primjerice, u komadi¢u hrane poput jabuke, a nakon
njihova unosa u organizam slijedi prikupljanje fecesa u odredenim vremenskim intervalima. Za
detekciju markera u fecesu koriste se metode poput plamene apsorpcijske spektroskopije.
Brzina probave potom se statisticki izraunava na temelju dobivenih rezultata. Stani¢ne
stijenke, odnosno kruta frakcija probave, oznaCavaju se s Cr, dok se tekuca frakcija probave

oznacava s Co-EDTA (Pei i sur., 2001b.).

2.2.4. Fiziologija probave
Probava (digestija) slozen proces sastavljen od mehanickih, kemijskih, sekretornih i
mikrobioloSkih reakcija koje transformiraju hranu u oblik pogodan za apsorpciju iz probavnog

trakta u krv (Bornhorst i sur., 2016.).

Osnovne organske komponente u biljkama i Zivotinjama ukljuc¢uju ugljikohidrate, mast,
bjelancevine i nukleinske kiseline. Ugljikohidrati sluze kao primarni izvor energije koji se brzo
metabolizira za potrebe organizma, masti su zaduzene za dugoronu pohranu energije,
bjelan¢evine ¢ine osnovne gradevne jedinice stanica, dok nukleinske kiseline sadrze genetske

informacije (Voet i sur., 2016.).

Vecina ovih organskih komponenata ima velike molekule. Cak i najmanji, poput $eéera, imaju
molekulsku masu od nekoliko stotina daltona. Bjelanéevine variraju u veli¢ini, s molekulskim
masama od 100 000 do nekoliko milijuna daltona, dok su Skrob i celuloza polimeri malih
ugljikohidratnih jedinica. Bez obzira na to koristi li se hrana za gorivo ili za izgradnju i

odrzavanje, velike molekule hrane prvo se razgraduju na jednostavnije jedinice, koje se zatim
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apsorbiraju i/ili ugraduju u tijelo ili metaboliziraju kako bi se stvorila energija. Glavna funkcija
probave je razgradnja velikih i slozenih molekula u hrani kako bi bile apsorbirane i postale
dostupne za koristenje u tijelu. Ovaj proces odvija se u probavnom traktu uz pomo¢ enzima,
koji ¢ine temeljni gradevni blok Zivih organizama, omogucujuéi im rast, razvoj i odrzavanje

zivotnih funkcija (Berg i sur., 2004.).

Mehanicki procesi, poput zvakanja, gutanja, probave u zelucu te probave i1 apsorpcije u tankom
crijevu, kljuni su za pripremu hranjivih tvari koje ¢e sluznica probavnog trakta moci
apsorbirati. Mehanicka probava zapocinje Zvakanjem u ustima, gdje se hrana fizicki razgraduje
i mijesa sa slinom koja sadrzi enzime (Marieb i Hoehn, 2018.). Proces se nastavlja u zelucu,
gdje se hrana dalje razgraduje i mijeSa sa Zelu¢anim sokovima, stvaraju¢i himus (Silverthorn,
2019.). U tankom crijevu dolazi do segmentacije, lokaliziranih kontrakcija koje dodatno
razgraduju i mijesaju hranu s probavnim sokovima, olakSavajuci apsorpciju hranjivih tvari

(Hall i sur., 2017.).

Kemijski procesi se odvijaju uz posredovanje probavnih enzima koje stvaraju zlijezde
probavnog trakta. Enzimi ubrzavaju probavne procese bez promjene vlastite strukture, djelujuci
kao biokatalizatori (Marieb i Hoehn, 2018.). Enzimi poput amilaze, pepsina i lipaze razgraduju
velike molekule hrane u manje, apsorbiraju¢e jedinice. Na primjer, amilaza razgraduje
ugljikohidrate u monosaharide, pepsin razgraduje bjelancevine u aminokiseline, a lipaza
razgraduje masti u masne kiseline i glicerol (Silverthorn, 2019.). Sekretorni procesi ukljucuju
lucenje probavnih i mukoznih Zlijezda, stvaraju¢i optimalno okruzenje za probavu (Hall i sur.,
2017.). Mikrobioloski procesi ukljucuju crijevnu mikrofloru koja fermentira neprobavljive
ugljikohidrate, sintetizira vitamine 1 igra klju¢nu ulogu u odrZavanju zdravlja probavnog

sustava (Flint i sur., 2012.).

2.2.4.1. Izvanstani¢na i unutarstani¢na probava

Prema lokalizaciji enzimske aktivnosti, probavu se moze Klasificirati kao izvanstani¢nu i
unutarstani¢nu (Ugolev, 1965.). Izvanstani¢na probava ukljucuje enzime koji djeluju izvan
stanica. Primjerice, pepsin iz Zeluca 1 enzimi iz guSterace (amilaza, lipaza, proteaza) sudjeluju
u razgradnji hrane u lumenu probavnog trakta (Sjaastad i sur., 2016.). Ovi enzimi razgraduju

makromolekule hrane (bjelancevine, masti, ugljikohidrate) u manje, apsorbirajuce jedinice.
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S druge strane, unutarstani¢na probava obuhvaca razgradnju enzimima povezanim s unutarnjim
strukturama stanica. Ova vrsta probave moze se dalje podijeliti na procese koji se odvijaju
unutar vakuola, citoplazme, specificnih granula ili na unutras$njoj povrsini stanicne membrane.
Enzimi koji sudjeluju u ovoj vrsti probave mogu biti sintetizirani unutar stanice, ali djeluju

izvan nje, kao $to je slucaj s invertazom u zelucanim zlijezdama (Dahlqgvist i Brun, 1962.).

Mikrovili 1 nabori crijevne sluznice igraju klju¢nu ulogu u ovoj vrsti probave, omogucujuci
razgradnju molekula na manje komponente koje zatim prolaze kroz pore i ulaze u stanicu putem
aktivnog ili pasivnog transporta, gdje se nastavlja intracelularna probava (Ugolev, 1965.).
Intenzitet intracelularne probave ovisi o0 razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuci pokretljivost
probavnog sustava, veli¢inu pora izmedu mikrovila te razvijenost i sastav enzimatskog sloja

(Sjaastad i sur., 2016.; Ugolev, 1965.).

Izvanstani¢na probava omogucuje unos i razgradnju velikih komada hrane unutar probavnog
trakta, dok je intracelularna probava ogranic¢ena na manje Cestice koje stanice mogu apsorbirati.
Izvanstani¢na probava pruza prednost u kontekstu unosa velikih molekula hrane, dok
intracelularna probava osigurava detaljnu razgradnju i apsorpciju hranjivih tvari na stani¢noj

razini (Sjaastad i sur., 2016.).

2.2.4.2. Enzimatska (kemijska) probava

Vecina spojeva hrane su vrlo velike molekule poput bjelancevina, netopive u vodi kao §to su
masti, ili su velike 1 netopive poput Skroba i celuloze. Prije nego §to se hranjive tvari mogu
apsorbirati 1 iskoristiti, potrebno ih je pretvoriti u topivu formu i razloZiti na manje komponente

(Pinti¢ i sur., 2016.).

Bjelancevine, $krob i1 celuloza su polimeri sastavljeni od jednostavnijih gradevnih blokova.
Masti su esteri masnih kiselina i glicerola, formirani uklanjanjem vode (Voet i sur., 2016.).
Razgradnja ovih sastojaka hrane na jednostavnije komponente ukljucuje dodavanje vode u
procesu koji se naziva hidroliza. Hidroliza je spontana reakcija koja oslobada energiju u obliku

topline, no bez katalizatora odvija se vrlo sporo (Berg i sur., 2004.).

Enzimi su bioloski katalizatori koje proizvode Zivi organizmi i kljucni su za sve probavne
procese. Gotovo svi metabolic¢ki procesi unutar stanica ovise o enzimima (Nelson i Cox, 2005.).

Temperatura i pH snazno utjeCu na enzimatsku aktivnost. Enzimi za probavu, poput pepsina i
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tripsina, imaju optimalne pH vrijednosti u kiselim, odnosno blago alkalnim otopinama. Pepsin
najbolje djeluje pri niskom pH u zelucu, dok tripsin djeluje u blago alkalnom pH tankog crijeva
(Garrett i Grisham, 2005.). Umjereno povecanje temperature moze ubrzati reakciju, dok
previsoke temperature mogu denaturirati enzime i inaktivirati ih (Nelson i Cox, 2005.). Vec¢ina
enzima gubi aktivnost na temperaturama iznad 45-50 °C, no postoje iznimke koje mogu izdrzati

viSe temperature (Voet i sur., 2016.).

2.2.4.2.1. Probava ugljikohidrata

Membrana stanice nije propusna za ugljikohidrate ve¢e molekulske mase i sloZenije strukture.
Hidroliza takvih molekula odvija se kombinacijom izvanstani¢ne i unutarstani¢ne probave.
Vazno je napomenuti da ove molekule brzo napustaju crijevni lumen, §to znaci da je njihova
koncentracija niska u crijevnim sadrzajima, dok je visoka u stijenki crijeva, sugerirajuci klju¢nu

ulogu stani¢ne probave (Ugolev, 1965.).

Probava ugljikohidrata sli¢na je kod kraljesnjaka i beskraljeSnjaka. Jednostavni Seéeri poput
glukoze i fruktoze apsorbiraju se nepromijenjeni, direktno koriste¢i standardne metabolicke
puteve. Disaharidi, kao Sto su saharoza iz biljaka ili laktoza iz mlijeka, razgraduju se do
monosaharida prije apsorpcije i uporabe u tijelu. Enzim sukraza Iuci se u crijevima, ali nije
prisutan u stani¢nim mehanizmima zivotinja. Stoga, ako se saharoza ubrizga u tijelo
kralje$njaka, izlucuje se potpuno nepromijenjena u mokraci (Dahlqvist i Brun, 1962.). Velik
broj biljaka koristi $krob kao svoju glavnu energetsku rezervu. Skrob je sloZeni spoj sastavljen
od glukoznih jedinica, koje su povezane u polimer. lako je Skrob obi¢no netopiv, podlozan je
hidrolizi enzimom amilazom. Ovaj enzim nalazi se u ljudskoj slini (kao i kod nekih sisavaca) i

proizvodi ga guSteraca u ve¢im koli¢inama.

Unatoc relativnoj netopivosti, Skrob se dobro probavlja kod mnogih zivotinja. Vrlo je vjerojatno
da bakterije igraju ulogu u pocetnoj razgradnji Skroba kod mnogih zivotinja koje lako
probavljaju sirovi $krob, olaksavajuci amilazi njegovu daljnju razgradnju (BeMiller i Whistler,
2009.). Ugljikohidratni ostaci dospijevaju u debelo crijevo, gdje ih bakterije probavljaju i
koriste za svoje potrebe, proizvodeci kratkolan¢ane masne kiseline koje se mogu apsorbirati 1

iskoristiti kao izvor energije (Cummings i Stephen, 1980.).

Celuloza, glukozni polimer, predstavlja kljucni strukturalni materijal biljaka poznat po svojoj

iznimnoj netopivosti i otpornosti na kemijske agense. Kod kraljesnjaka, enzimi za razgradnju
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celuloze, poznati kao celulaze, nisu prisutni u probavnim izlu¢evinama, no unato¢ tome mnogi
kralje$njaci ovise 0 celulozi kao glavnom izvoru energije. Dok su prave celulaze zabiljezene u
crijevima nekoliko beskraljesnjaka koji se hrane drvenastim i sli¢énim biljnim materijalima, u
mnogim slu¢ajevima probava celuloze odvija se posredstvom simbiotskih mikroorganizama

koji nastanjuju probavni trakt svog domacina (Van Soest, 1964.).

Mnogi sisavci su biljojedi, a ve¢ina se hrani hranom koja zahtijeva probavu celuloze. Prezivaci
posjeduju posebno prilagodeni probavni sustav koji je usko povezan sa simbiotskom probavom
celuloze. S druge strane, mnogi sisavci koji nisu prezivaci takoder ovise o simbiotskim
mikroorganizmima za probavu celuloze, unato¢ razli¢itim anatomskim prilagodbama u odnosu

na prave prezivace (Hungate, 1966.; Stevens i Hume, 1995.).

2.2.4.2.2. Probava bjelancevina

Bjelancevine su polimeri sastavljeni od aminokiselina povezanih peptidnim vezama.
Aminokiselina je relativno jednostavna organska kiselina koja na ugljikovom atomu odmah uz
Kiselinsku skupinu (karboksilnu skupinu, -COOH) ima amino skupinu (-NH3). Peptidna veza
formira se uklanjanjem vode izmedu karboksila jedne aminokiseline i aminogrupe druge.
Postoji oko 20 uobicajenih aminokiselina koje se u razli¢itim omjerima pojavljuju u gotovo
svim zivim organizmima. Kada se bjelan¢evine hidroliziraju u aminokiseline, ove
aminokiseline postaju osnovne gradevne jedinice potrebne za sintezu gotovo svake specifi¢ne

bjelancevine (Nelson i Cox, 2005.).

Enzimi odgovorni za probavu bjelancevina dijele se u dvije skupine ovisno o mjestu njihovog
djelovanja na molekulu. Egzopeptidaze hidroliziraju terminalne peptidne veze u dugim
peptidnim lancima, dok endopeptidaze djeluju unutar peptidnog lanca (Voet i sur., 2016.). Dvije

najpoznatije endopeptidaze u probavi kraljeSnjaka su pepsin 1 tripsin.

Pepsin se izlucuje u zelucu kraljesnjaka u obliku neaktivnog prekursora, pepsinogena, koji se u
kiselom okoliSu zeluca aktivira samostalno, stvarajuéi aktivni enzim, pepsin. Pepsin specificno
hidrolizira peptidne veze izmedu aminokiseline koja nosi fenilnu skupinu (tirozin ili
fenilalanin) i dioksi¢ne kiseline (glutaminska ili asparaginska kiselina) (Garrett i Grisham,
2005.). Tripsin, izluéen iz gusterace u neaktivnom obliku tripsinogena, aktivira se u crijevima
pomocu enzima enterokinaze, koji se izlucuje iz Zlijezda u stijenki crijeva. Tripsinogen se

takoder aktivira od strane aktivnog tripsina, §to je poznato kao autokataliticka aktivacija.
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Tripsin najbolje djeluje u blago alkalnom pH-u, izmedu 7 i 9, i hidrolizira peptidne veze
susjedne baznim aminokiselinama (lizinu ili argininu) (Nelson i Cox, 2005.). Fragmenti
bjelancevina 1 peptidni lanci formirani djelovanjem pepsina i tripsina dalje se razgraduju uz
pomo¢ egzopeptidaza, koje djeluju samo na terminalnim peptidnim vezama.
Karboksipeptidaza, izlu€ena iz gusterace, hidrolizira terminalne peptidne veze uz slobodnu
karboksilnu skupinu, dok aminopeptidaza, izluCena iz crijeva, hidrolizira peptidne veze uz
slobodnu amino skupinu. Na kraju, dipeptidaze hidroliziraju peptidnu vezu fragmenata koji se

sastoje od samo dvije aminokiseline (Berg i sur., 2004.).

Probava bjelancevina kod neprezivaca inicira se u zelucu i nastavlja u tankom crijevu, dok kod
prezivaca probava u predzelucima pod utjecajem mikroorganizama ima nastavak u siriStu i
crijevima. Nepomi¢ni vodeni i zastitni sloj, takoder poznati kao eng. unstirred water layer
(UWL), tanka je slojevita zona tekucine koja se nalazi uz stijenke crijeva. Ovaj sloj ima
nekoliko klju¢nih funkcija u probavnom sustavu, ukljucujuéi zastitu enterocita i prisutnost
enzima dipeptidaza, koji su sposobni razgraditi odredene dipeptide u aminokiseline prije
njihove apsorpcije. Aminokiseline se pojavljuju kao lijevi i desni izomeri, a L-izomeri se brzo
resorbiraju aktivnim transportom uz pomo¢ specifi¢nih prenositelja koji istovremeno unose Na*
(Stevens i Hume, 1995.). D-aminokiseline se resorbiraju isklju¢ivo pasivno. U enterocitima
tankog crijeva moguce je resorbirati tripeptide i dipeptide, koji se zatim razgraduju u
aminokiseline u citoplazmi. Manji dio aminokiselina podvrgnut je procesu oksidacije u
stanicama, a energija koja se generira koristi se za sintezu neproteinskih spojeva (Nelson i Cox,
2005.).

Kod svih sisavaca, ukljucujuéi prezivace, bakterije u debelom crijevu igraju klju¢nu ulogu u
probavi neprobavljenih bjelanéevina i ugljikohidrata. Kod prezivaca, bjelancevine koji dospiju
u tanko crijevo, a izbjegnu probavu u predZelucima (do 5%), dolaze u debelo crijevo gdje ih
bakterije probavljaju. Tijekom tog procesa dolazi do deaminacije, pri ¢emu se amonijak
resorbira i ulazi u portalni krvotok (Hungate, 1966.). U tankom crijevu prezivaca, bjelancevine
I polipeptidi potjecu od hrane, endogenih izvora probavnih sokova i odumrlih stanica (Hume i
Warner, 1980.).

2.2.4.2.3. Probava masti
Obic¢ne masti, bilo biljnog ili Zivotinjskog podrijetla, sastoje se od estera formiranih izmedu

jedne molekule glicerola (trivalentnog alkohola) 1 tri molekule dugolancanih masnih kiselina.
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Budu¢i da su izrazito teSko topive u vodi, njihova hidroliza nije laka (Voet i sur., 2016.).
Gusteraca kraljeSnjaka luci enzim za hidrolizu masti, lipazu, ali da bi dosla u kontakt s mastima,
potrebna je pomo¢ 'deterdZenta' — u ovom sluéaju, zuénih kiselina izluenih iz jetre. Zuéne
kiseline djeluju kao bioloSki deterdzent koji razgraduje velike masne kapljice u manje,
omogucujuéi njihovo emulgiranje, §to zajedno s mehanickim pokretima crijeva omogucuje

lipazi u¢inkovitiju razgradnju masti (Berg i sur., 2004.).

Tijekom hidrolize, masne kiseline, koje su takoder relativno netopljive, odrzavaju se u
crijevnom sadrzaju uz pomo¢ zuénih soli, ¢cime postaju sposobne za apsorpciju. Glicerol, koji
je uobicajeni meduproizvod u gotovo svim stani¢nim metabolizmima, topljiv je u vodi i lako
se apsorbira i metabolizira (Nelson i Cox, 2005.). Masne kiseline nastaju hidrolizom
triglicerida, pri ¢emu se odcjepljuju od glicerola. Iako se ve¢ina masti mora hidrolizirati prije
apsorpcije, neke se masti mogu apsorbirati crijevnim epitelom i bez prethodne hidrolize. Male
kapljice koje se stvaraju tijekom emulgiranja masti pomoc¢u zuci direktno apsorbiraju epitelne

stanice (Garrett i Grisham, 2005.).

Kod monogastri¢nih zivotinja, monogliceroli, masne kiseline, kolesterol i liposolubilni vitamini
apsorbiraju se kroz apikalne membrane enterocita u citoplazmu. Masne kiseline s 10-12
ugljikovih atoma izravno ulaze u krv, dok se masne kiseline s vise od 10-12 ugljikovih atoma
reesterificiraju u triacilgliceride nakon apsorpcije u enterocitima (Nelson i Cox, 2005.). Svi ovi

spojevi apsorbiraju se pasivnom difuzijom u limfu.

U enterocitima nastaju triacilgliceroli iz monoglicerola i slobodnih masnih kiselina, kao i iz
glicerol-trifosfata koji se stvara tijekom glikogenolize. Tada se formiraju 1,2-digliceroli,
trigliceroli i glicerofosfolipidi (Voet i sur., 2016.). Spojevi triglicerola i glicerofosfolipida koji
stignu u Golgijev aparat kombiniraju se i stvaraju proteinsku ovojnicu, tvoreéi hilomikrone.
Ovi hilomikroni se izbacuju iz stanice egzocitozom, prvo ulaze u limfu, a zatim u krvotok (Berg
i sur., 2004.). Liposolubilni vitamini apsorbiraju se u enterocitima tijekom razgradnje micela u
podruc¢ju mikrovila stanicne membrane u obliku vitaminskih estera. Najvec¢i udio apsorpcije

masti odvija se u prednjem dijelu tankog crijeva (Nelson i Cox, 2005.).

Kod prezivaca, razgradnja masti zapoc€inje ve¢ u predZzelucima pod utjecajem mikroflore, gdje

se hidroliziraju triacilgliceridi, galaktogliceridi i druge masti. U predzelucima ne dolazi do
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razgradnje dugolancanih masnih kiselina. Slobodne dugolan¢ane masne kiseline i fosfolipidi iz

mikroorganizama apsorbiraju se u tankom crijevu (Hungate, 1966.).

2.2.4.3. Probavljivost

Probavljivost je kvantifikacija probavnog procesa, pruzajuci relativnu mjeru u kojoj je hrana,
zajedno s njezinim hranjivim komponentama, probavljena i apsorbirana od strane zivotinje
(McDonald i Warner, 1975.). Samo odredeni postotak konzumirane hrane se probavi i njezine
se hranjive tvari apsorbiraju, dok se preostali dio izlu¢uje u obliku fecesa. Ovaj proces odreduje
koliki postotak konzumirane hrane zaista koristi organizam, osiguravajuc¢i nutritivno

uravnotezenu hranidbu koja ¢e biti u¢inkovito iskoristena (Dijkstra i sur., 1993.).

Organizam zivotinja nije u moguénosti u potpunosti iskoristiti Sve hranjive tvari iz konzumirane
hrane, ve¢ samo odredeni udio. Tijekom procesa probave, hranjive tvari poput ugljikohidrata,
bjelancevina i masti razgraduju se u oblik koji probavni sustav Zivotinje moze apsorbirati. Ono
Sto ostane neprobavljeno izlucuje se iz tijela kao feces. Uz neprobavljene ostatke hrane, iz tijela
se izbacuju 1 ostaci Zelu€anih i crijevnih sokova, sluzi, epitelne stanice iz crijeva te djelomicno
i mikroorganizmi (Van Soest, 1964.). Stoga je klju¢no imati saznanja o probavljivosti sastojaka
i kona¢nog proizvoda prilikom formuliranja hranidbe, ¢ime se osigurava da se hrana lako

probavlja i koristi na optimalan naéin (Dijkstra i sur., 1993.).

Organizam apsorbira razli¢ite koli¢ine hranjivih tvari, a to ovisi o0 svojstvima probavnog
sustava, kvaliteti hrane, vrsti i dobi zivotinje te drugim ¢imbenicima (Dijkstra i sur., 1993.).
Primjerice, probavljivost hrane moze biti razli¢ita kod mladih i odraslih Zivotinja zbog razlika
u enzimatskoj aktivnosti i brzini prolaska hrane kroz probavni trakt. Kvaliteta hrane,
ukljucuju¢i njezin sastav i nacin pripreme, takoder igra vaznu ulogu u probavljivosti

(McDonald i Warner, 1975.).

2.2.4.3.1. Odredivanje probavljivosti

Probavljivost hrane mijeri se koeficijentom probavljivosti, koji se izrazava u postotnim
udjelima. Da bi se dobila ova vrijednost, utvrduje se koli¢ina hranjivih tvari u obroku
koriStenjem kemijskih analitickih metoda, a takoder se analizira njihov sadrzaj u fecesu.
Razlika izmedu utvrdene koli¢ine hranjivih tvari u obroku i fecesu pokazuje koliko je
organizam iskoristio. Ako se ta razlika izrazi kao postotak ukupne koli¢ine hranjivih tvari u

obroku Zivotinje, dobiva se koeficijent probavljivosti hranjivih tvari. Ova razlika u kemijskom
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sastavu unesene hrane i fecesa odrazava stupanj probavljivosti hranjivih tvari (McDonald i
Warner, 1975.; Van Soest, 1964.).

Koeficijenti probavljivosti omogucuju kvantifikaciju probavljivosti. Za odredenu hranu mogu
se definirati prividni koeficijent probavljivosti (ADC) i stvarni koeficijent probavljivosti (TDC)
na sljede¢i nacin:

ojedeno — feces
ADC (%) = poj _(g) f (‘g)xloo
pojedeno (g)

pojedeno (g) — feces (g) — endogeni feces (g) 1
X

00
pojedeno (g)

TDC (%) =

ADC ovisi o fizioloskom stanju i brzini unosa, dok TDC uglavnom ovisi o vrsti hranidbe i
probavnoj sposobnosti vrste (Stankovi¢, 2006.). Endogeni feces odnosi se na dio fecesa koji se
sastoji od tvari proizvedenih unutar tijela, ukljucujuci Zelucane i crijevne sokove, sluz, epitelne
stanice iz crijeva te mikroorganizme koji ¢ine dio crijevne flore. Ove komponente, zajedno s

neprobavljenim ostacima hrane, ¢ine ukupni feces koji se izbacuje iz tijela (Van Soest, 1964.).

Alternativni pristup odredivanju koeficijenta probavljivosti koristi metodu indikatora. Ova
metoda koristi tvari koje su nefunkcionalne u procesima probave i ne mogu se apsorbirati, poput
Cr20s3, Fe203 i SiOs. Koeficijent probavljivosti izracunava se na temelju koncentracije ovih
indikatora u hrani i fecesu. Ova metoda omogucava utvrdivanje probavljivosti uzimanjem
reprezentativnih uzoraka, ¢ime se smanjuje potreba za prikupljanjem svih koli¢ina hrane 1

fecesa (Stankovic, 2006.).

% indikatora u hrani x % hranjive tvari u fecesu
KP=100 - ——— = . -x100
% indikatora u fecesu x % hranjive tvari u hrani

Analiza probavljivosti hrane dodatno se komplicira ¢injenicom da probavni sustav izlu€uje tvari
koje su ve¢ prosle kroz procese probave i resorpcije, ukljucuju¢i probavne sokove. Ova
okolnost moze umanjiti preciznost stvarnog stupnja ili koeficijenta probavljivosti. Te razlike se

posebno primjecuju kada je rije¢ o mineralima, kao $to je fosfor (McDonald i Warner, 1975.).
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Kljuéni ¢imbenik koji znatno utjece na probavljivost odredene hrane jest udio sirove vlaknine
(celuloze) u suhoj tvari. Sto je veéi udio sirovih vlakana u hrani, to je manja probavljivost te
hrane (Van Soest, 1964.). Koeficijent probavljivosti takoder ovisi o sastavu obroka, nacinu
pripreme hrane (sjeckanje, mljevenje, peletiranje, termicka obrada itd.). U situacijama kada
zivotinje pate od probavnih smetnji, poput proljeva, opaza se smanjenje koeficijenta

probavljivosti hrane i njenih komponenata (Stankovié, 2006.).

Prakti¢no gledano, koeficijent probavljivosti ima znacajnu ulogu. Kapacitet konzumiranja
hrane kod Zivotinja je ograniCen, a visoke potrebe za hranjivim tvarima, posebice tijekom
razdoblja othrane mladunaca, mogu se zadovoljiti ponudom hrane s pove¢anom probavljivoscéu

i koncentracijom hranjivih tvari (McDonald i Warner, 1975.).

2.5.5. Obrazlozenje teme

Unato¢ relativno velikom broju istrazivanja usmjerenih na filogenetiku i ekologiju dinarskog
voluhara, vrlo malo se zna o njihovim hranidbenim navikama, a podaci o gradi i fiziologiji
probavnog sustava ove endemske vrste u potpunosti nedostaju. Istrazivanja o drugim srodnim
vrstama naglaSavaju vaznost razumijevanja ovih aspekata. Budu¢i da dinarski voluhar zauzima
specificnu ekolosku niSu u dinarskom podrucju, pretpostavljamo da su razvili jedinstvene
prilagodbe u probavnom sustavu koje omogucuju ucinkovito iskoriStavanje dostupnih
hranidbenih resursa. Cilj ovog istraZivanja je popuniti praznine u znanju o fiziologiji probavnog
sustava dinarskog voluhara. Posebna paznja usmjerena je na funkcionalnu anatomiju Zva¢nog
sustava, morfologiju, histologiju i histokemiju probavne cijevi, brzinu probave te probavljivost
hrane. Ovi podaci omogucit ¢e bolje razumijevanje specificnih fizioloSkih prilagodbi ove vrste,

Sto je kljucno za njihovu zastitu i o€uvanje.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ovo istrazivanje pruza nove i dosad nepoznate uvide u morfolosko-fizioloske karakteristike

probavnog sustava dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi), malog biljojednog glodavca iz

potporodice Arvicolinae. Ciljevi su strukturirani u Cetiri sadrzajne cjeline:

1. Proucavanje funkcionalne anatomije Zva¢nog sustava:

a)

b)

<)

mjerenje maksimalne sile ugriza kod odraslih jedinki te usporedba vrijednosti
izmedu muzjaka i zenki radi istrazivanja utjecaja spola i tjelesne mase na silu
ugriza

analiza rasporeda i veli¢ine Zva¢nih miS$ica, ukljuujuéi m. masseter i m.
temporalis radi identifikacije specificnih prilagodbi obzirom na prehrambene
navike i ekoloSku nisu

istrazivanje odnosa sile ugriza i tjelesne mase radi procjene biomehanicke

efikasnosti Zvanog sustava u odnosu na prehrambene navike i ekoloske nise.

2. Sveobuhvatna morfoloska i histoloska analiza probavnog trakta:

a)

b)

proucavanje morfoloske strukture probavnog sustava i specificnih morfoloskih
prilagodbi, poput povecane duljine probavnog trakta i specijalizacije tkiva, koje
omogucuju u¢inkovitu probavu biljne hrane

detaljna histoloska analiza probavnog trakta s naglaskom na debljinu i
organizaciju razlicitih tkivnih slojeva (sluznice, podsluznice, misi¢nog sloja) u
razli¢itim dijelovima probavnog sustava, kako bi se utvrdile prilagodbe za
optimizaciju apsorpcije i probave, te histokemijska analiza s ciljem
identifikacije specifi¢nih stanica (poput vr€astih stanica) 1 kemijskih tvari (npr.
glikoproteina) prisutnih u razli¢itim dijelovima probavnog trakta, s naglaskom

na ulogu ovih stanica i tvari u zastiti sluznice i sekreciji sluzi.

3. Istrazivanje brzine probave:

a)

b)

odredivanje osnovne brzine probave kod dinarskog voluhara primjenom
fizikalnih markera (plasticne trakice) te analiza razlika u brzini probave medu
spolovima i sezonama uzimajuci u obzir tip prehrane

istrazivanje mehanizama kolonske separacije primjenom kemijskih markera
(Co-EDTA i Cr-mordantizirana vlakna) za odredivanje brzine prolaska tekuce i

krute frakcije kroz probavni sustav.
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4. Analiza u¢inkovitosti probave:

a) odredivanje koeficijenta probavljivosti kljuénih hranjivih tvari tijekom ljetnog
rezima hranidbe dinarskog voluhara, s ciljem procjene njihove sposobnosti
probavljanja u uvjetima ex situ

b) proucCavanje razlika u sposobnosti probavljanja izmedu muzjaka i zenki

dinarskih voluhara.
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4. HIPOTEZE

Hipoteza l1a: Sila ugriza

Dinarski voluhar ¢e pokazati prosje¢nu silu ugriza in vivo, tipi¢nu za biljojedne glodavce, koja
¢e varirati medu jedinkama razliitog spola i tjelesne mase. Ova hipoteza temelji se na
prethodnim istrazivanjima koja ukazuju na biomehanicke kompromise izmedu glodavaca
specijaliziranih za grickanje 1 onih specijaliziranih za Zvakanje, pri ¢emu se ocekuje da biljojedi

poput dinarskog voluhara imaju optimiziranu silu ugriza za konzumaciju biljne hrane.

Hipoteza 1b: MiSi¢na masa i morfologija zva¢nih mi$i¢a

Ocekuje se da ¢e dinarski voluhar imati specifi¢ne prilagodbe u morfologiji 1 masi zZva¢nih
misica, s dominacijom odredenih misi¢a poput m. massetera i m. temporalisa. Ove prilagodbe
bi trebale reflektirati njihovu hranidbu i ekolosku nisu, s ve¢im udjelom misi¢a relevantnih za

ucinkovito zvakanje biljnog materijala.

Hipoteza 1c: Ekoloske implikacije Zvaénog sustava

Pretpostavlja se da su prilagodbe Zva¢nog sustava dinarskog voluhara klju¢ne za njihovu
egzistenciju unutar ekoloske nise. Ove prilagodbe omoguéuju efikasno iskoristavanje dostupnih

hranidbenih resursa, §to je vazno za prezivljavanje u specifi¢nim okoli$ima u kojima obitavaju.

Hipoteza 2a: Morfoloske i histoloSke karakteristike probavnog trakta

S obzirom na filogenetsku pripadnost i biljojednu hanidbu dinarskog voluhara, o¢ekuje se da
¢e njihov probavni sustav pokazati specificne prilagodbe kao S§to su povecana duljina

probavnog trakta ili specijalizacija tkiva.

Hipoteza 2b: Sastav i broj vréastih stanica u razli¢itim dijelovima probavnoq trakta

Ocekuje se da ¢e raspodjela 1 broj vréastih stanica varirati izmedu tankog, debelog i slijepog
crijeva, Sto ¢e odrazavati prilagodbe za optimizaciju sekrecije sluzi i zastitu sluznice u razli¢itim

dijelovima probavnog trakta.

Hipoteza 3a: Sezonske i spolne razlike u brzini probave dobivene primjenom fizikalnih markera

Pretpostavlja se da kod dinarskog voluhara nema znac¢ajnih razlika u brzini probave izmedu

muzjaka i Zenki te izmedu razlicitih sezona (ljetnog i zimskog razdoblja).
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Hipoteza 3b: Mehanizam kolonske separacije

Dinarski voluhari primjenjuju mehanizam kolonske separacije sa razvijenim morfoloskim
strukturama za razdvajanje tekuce i krute frakcije probave, sli¢no kao i drugi mali biljojedni

sisavci.

Hipoteza 4a: Koeficijent probavljivosti

Dinarski voluhari ¢e imati visok koeficijent probavljivosti klju¢nih hranjivih tvari zbog svoje
prilagodbe na specifi¢ne hranidbene resurse dostupne tijekom ljetnog rezima hranidbe. To se
temelji na ocekivanju da ¢e visoka probavljivost osigurati optimalnu iskoristivost hrane u

uvjetima prirodne hranidbe.

Hipoteza 4b: Koeficijent probavljivosti kod muZzjaka i Zenki

Postoji znacajna razlika u probavljivosti izmedu muzjaka i Zenki dinarskih voluhara. Ova
hipoteza proizlazi iz pretpostavke da bi fizioloSke i hormonalne razlike izmedu spolova mogle

utjecati na ucinkovitost probave.
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5. MATERIJALI | METODE

5.1. Porijeklo istrazivanih zivotinja

U svrhu istrazivanja, koriSteni su dinarski voluhari (Dinaromys bogdanovi) iz Ustanove
Zooloski vrt grada Zagreba, ¢ija populacija izvorno potjece s podrucja Vrdova. Za provodenje
istrazivanja u kontroliranom okruzenju, odnosno u zatocenistvu, dobiveno je odobrenje od
nadleznih tijela, konkretno od Ministarstva zastite okoliSa i prirode (danasnje Ministarstvo

zaStite okoliSa i zelene tranzicije), prema referentnom broju UP/1-612-07/12-33/0338.

Za potrebe smjestaja dinarskih voluhara unutar Zooloskog vrta paZzljivo se pridrzavalo
smjernica i preporuka iz podrucja doprinosa zooloskih vrtova zastiti divljih vrsta, kako je
predlozeno u radu Gippoliti 1 Amori (2007). Ograni¢enja u vezi s brojem jedinki ukljuc¢enih u
istrazivanje proizlaze iz specifi¢nosti istrazivanja endemske vrste (Krystufek, 2018.). Takoder,
Zakon o zastiti prirode propisuje posebne mjere zastite za kraljesSnjake (NN 80/13, 15/18, 14/19,
127119, 155/23), sto otezava njihovo prikupljanje u divljini. Nadalje, solitarno ponasanje ove
vrste, uz relativno velike prostorne zahtjeve u usporedbi s laboratorijskim glodavcima sli¢ne
veliine, predstavlja dodatan izazov u procesu prikupljanja i odrzavanja populacije za potrebe

istrazivanja.

5.2. Prostori 1 uvjeti za drZanje Zivotinja

U svrhu provodenja znanstvenog istrazivanja, stvoreni su uvjeti za smje$taj dinarskih voluhara
(Dinaromys bogdanovi) koji su vjerno simulirali prirodno staniSte, uzimajuéi u obzir klju¢ne
varijable poput promjena sezona, prirodnog osvjetljenja, temperature 1 vlaznosti. Osvjetljenje,
ukljucujuéi dodatno osvjetljenje lampama, prilagodavalo se duljini dana. Mikroklimatske
karakteristike nastambi prilagodene su Cinjenici da dinarski voluhari Cesto koriste Spiljske
prostore do 70 metara dubine, gdje temperature nisu izloZene varijacijama kakve su prisutne na

otvorenom prostoru.

Temperature u prostorijama su odrzavane unutar raspona od 10 do 25 °C, ovisno o sezoni, dok
je vlaznost regulirana izmedu 50% i 60% tijekom proljeca i ljeta, te izmedu 70% 1 80% tijekom
jeseni i zime. Parenje zivotinja se provodilo tijekom proljeca i ljeta, dok je vansezonsko
razdoblje parenja modelirano kao zimska sezona, u skladu s ranijim saznanjima o reprodukciji

dinarskih voluhara (Petrov i Todorovi¢, 1982).
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Svaka jedinka smjeStena je u individualni stakleni terarij standardnih dimenzija (80 cm x 60 cm
x 60 cm), opremljen mrezom za prirodno prozracivanje. Terariji su postavljeni na nacin koji
osigurava jednakost uvjeta drzanja za svaku zivotinju, ¢ime se smanjuje utjecaj na rezultate
eksperimenata. Podloga terarija sastojala se od $ljunka i sterilne stelje, dok je voda bila dostupna
ad libitum i mijenjala se svakodnevno. Hranjenje, u skladu s hranidbenim programom
Zooloskog vrta, provodilo se takoder svakodnevno. Sve su zivotinje zadrzavale ostatke
prethodnog obroka u skladistima, $to je bilo u skladu s njihovim prirodnim ponasanjem

(Antolovi¢ i sur., 2006).

Unutar svakog terarija postavljene su Cetiri keramicke posude smjestene u kutovima, koje su
sluzile kao skloniste, skladiSte hrane 1 mjesto za obavljanje nuzde. Raspored posuda bio je
pazljivo planiran kako bi svaka Zivotinja imala pristup skloniStu i skladi$tu hrane, uzimajuéi u
obzir ulaz u terarij. Za poticanje izgradnje gnijezda zivotinjama je bila dostupna suha trava, dok
su terariji bili obogaceni kamenjem i granama iz njihova prirodnog stanista. Ove pazljivo

odabrane komponente doprinijele su stvaranju okolisa $to vjernijeg prirodnom.

Jedinke dinarskog voluhara u zatoCeniStvu tijekom godine prolaze kroz dva rezima hranidbe,
ljetni i zimski. Glavna razlika izmedu ova dva rezima je u hrani koja se nudi zivotinjama.
Tijekom ljeta, Zivotinje se hrane mjeSavinom svjezZe trave i livadnog bilja koja se sastoji ve¢im
dijelom od maslacka (Taraxacum sp.), djeteline (Trifolium sp.) te ostalog livadnog bilja koje je
uobicajeno za podrucje oko grada Zagreba. Zimski rezim hranidbe se bazira na razli¢itim
vrstama lisnatog povrca iz komercijalnog uzgoja kao sto su crveni radi¢ (Cichorium sp.), rikola
(Eruca sp.), matovilac (Valerianella sp.), itd. te peletiranoj hrani za listojedne majmune
(Mazuri Zoo Food Leaf Eater Primates ®). Tijekom oba razdoblja, voluharima je osigurana

dovoljna koli¢ina svjeZe hrane, sijena i grancica.

Prilagodavaju¢i uvjete okoliSa unutar zatoCenickih prostora prema prirodnim ciklusima,
stvoreni su optimalni uvjeti za njihovo reproduktivno ponaSanje. Sustavnim pristupom
postignuto je da minimalan broj zivotinja bude uklju¢en u proces razmnozavanja, ¢ime je
postignuta ravnoteza izmedu osiguravanja dovoljnog broja jedinki za kvalitetno provedeno
istrazivanje 1 pridrZzavanja principa odgovorne uporabe zivotinja u znanstvenim istrazivanjima.
Svaka faza procesa razmnozavanja pazljivo je dokumentirana kako bi se omogucila precizna
analiza rezultata, a sam proces odvijao se pod stalnim nadzorom veterinara i stru¢njaka za
ponaSanje Zivotinja.
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Ovakav pristup ne samo da jam¢i znanstvenu valjanost prikupljenih podataka, ve¢ i osigurava
eticnost 1 pazljivo upravljanje populacijom dinarskih voluhara u zatoceniStvu, podupiruci

pritom ciljeve oCuvanja i istrazivanja u zastiti ove vrste.

5.3. Funkcionalna anatomija zva¢nog sustava

5.3.1. Postavke istrazivanja

Za potrebe znanstvenog istrazivanja fokusiranog na proucavanje funkcionalne anatomije
zvafnog sustava dinarskih voluhara, koriSteno je ukupno petnaest odraslih jedinki, starosti
najmanje dvanaest mjeseci. In vivo mjerenja dobivena su od zivih jedinki iz zatoCenistva,
ukljucujuéi Cetiri Zenke 1 jedanaest muzjaka, s prosje¢nom tjelesnom masom od 73,36 + 5,64
g. S druge strane, miSi¢ni parametri procijenjeni su kod tri reprezentativna primjerka Zivotinja
koje su uginule prirodnom smréu, u skladu sa statusom strogo zastic¢ene vrste (NN 80/13, 15/18,
14/19), 127/19, 155/23), obuhvacajuci oba spola, s prosje¢nom tjelesnom masom od 88,33 +
11,33 g, iz iste populacije.

Uginule jedinke bih odmah nakon pronalaska konzervirala; prvo 48 sati u 5% formaldehidu,
nakon Cega bih ih isprala i premjestila u 70% etilni alkohol, te organizirala njihov transport na
Odjel za ekologiju i upravljanje biolosSkom raznolikos¢u Centra za znanstvena istrazivanja
Nacionalnog prirodoslovnog muzeja u Francuskoj (Département d’Ecologie et de Gestion de la
Biodiversité, Centre National de la Recherche Scientifique/Muséum National d’Histoire

Naturelle).

Sva eksperimentalna istrazivanja odobrena su od strane Povjerenstva za bioetiku i dobrobit
zivotinja BioloSkog odsjeka (URBROJ: 251-58-10617-17-24). U istrazivanju je sudjelovala
studentica Mia Jakopovi¢, dok je u obradi i analizi podataka sudjelovao dr. sc. Antony Herrel

iz Centra za znanstvena istrazivanja Nacionalnog prirodoslovnog muzeja u Francuskoj.

5.3.2. In vivo mjerenje sile ugriza (eng. bite force)

Individualna mjerenja sile ugriza biljezila sam pomocu izometrijskog Kistlerovog transduktora
(Kistler, tip 9203, raspon = 500 N; Kistler, Winterthur, Svicarska). Razmak izmedu pokretnih
ugriznih ploca bio je prilagoden tako da je kut otvaranja usta bio unutar granica od + 10°.
Ugrizne ploce su bile oblozene tankim zastitnim slojem od gume kako bi se sprijecilo oste¢enje

zuba Zivotinja.
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Sile ugriza biljezila sam tijekom dva dana, pri ¢emu sam poticala Zivotinje da ugrizu ugrizne
ploce transduktora pet puta svakog dana, §to je rezultiralo s ukupno deset mjerenja snage ugriza.
Zivotinje sam poticala na obrambeni ugriz drze¢i ih u rukama te stimulirajuéi zagriz na
detektorskom dijelu transduktora. Svih pet mjerenja snage ugriza unutar jednog dana trajalo je

ukupno oko 60 sekundi.

Neke zivotinje nisu htjele ugristi transduktor, stoga za te jedinke nismo uspjeli prikupiti podatke
0 shazi ugriza. Jedna Zenka i dva muzjaka imala su vrlo male snage ugriza, te sam ih odlucila
iskljuciti iz analize jer su znacajno odskakali od ostalih. Najjaci ugriz iz svih mjerenja smatrala
sam maksimalnom izvedbom ugriza za svaku jedinku (Becerra i sur., 2011.). U obradi podataka

uzimala sam u obzir samo najvece vrijednosti sile ugriza.

5.3.3. Anatomska analiza miSi¢a i miSi¢éne mase

Proucavala sam miSi¢nu strukturu lubanje m. digastricus, m. masseter superficialis, m. masseter
profundus anterior, m. masseter profundus posterior, m. zygomaticomandibularis anterior, m.
zygomaticomandibularis posterior, m. zygomaticomandibularis pars infraorbitalis, m.
pterygoideus internal, m. pterygoideus external, m. temporalis pars anterior, m. temporalis
pars posterior, m. temporalis pars suprazygomatica tri odrasle jedinke dinarskog voluhara

(Dinaromys bogdanovi).

Nabrojeni misici lubanje su fotografirani pod stereomikroskopom, zatim disecirani i izvagani
(Herrel i sur., 2008.; Slika 36.). Mase misi¢a sam izmjerila pomocu elektronic¢ke vage Mettler
AE100, preciznost + 0.0001 g.

5.3.4. Statisticka obrada podataka
Za statisticku analizu koristila Excel 2013. Vrijednosti sile ugriza in vivo i masa tijela prikazane

su kao srednja vrijednost + standardna devijacija, te minimalne i maksimalne vrijednosti.

Omjer sile ugriza i1 tjelesne mase izracunat je dijeljenjem vrijednosti sile ugriza (N) s
vrijednosc¢u tjelesne mase (g) (Tablica 8A. i 8B.). Ova normalizacija omogucuje usporedbu
jacine zagriza medu razli¢itim jedinkama uzimajuéi u obzir varijacije u njihovoj tjelesnoj masi.
Na taj nacin moze se preciznije procijeniti je li razlika u jacini zagriza rezultat veli¢ine jedinke
ili drugih ¢imbenika. Zbog nedovoljnog broja Zenki, nisam bila u moguénosti provesti

statisticku analizu omjera sile ugriza i tjelesne mase za usporedbu izmedu spolova.
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Sve vrijednosti izmjerenih masa misi¢a prikazane su kao srednja vrijednost + standardna

devijacija te udio ukupne mase pojedinog misi¢a unutar ukupne mase aduktora ¢eljusti (Tablica

9.).

5.4. Morfologija i histologija probavnog sustava

5.4.1. Postavke istrazivanja

Istrazivanje je provedeno izmedu rujna 2017. godine i listopada 2020. godine. U skladu sa
statusom strogo zasSti¢ene vrste (NN 80/13, 15/18, 14/19, 127/19, 155/23), koristila sam
isklju¢ivo zivotinje koje su uginule prirodnom smréu. Kako bih to postigla, svakodnevno sam
pregledavala nastambe kako bi na vrijeme identificirala svjeze uginule Zivotinje. Dane kada

nisam bila u moguénosti sama prekontrolirati Zivotinje, to su €inili timaritelji.

Uginule jedinke bih odmah nakon pronalaska premjestala na hladno (+4 °C) kako bi se
sprijecilo nepotrebno propadanje tkiva, nakon ¢ega bih Sto je prije moguce, organizirala njihov
transport na Zavod za animalnu fiziologiju, Prirodoslovno-matematic¢kog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Prije ukljucivanja u istrazivanje, svaka pojedina zivotinja podvrgnuta je pazljivoj
dijagnostickoj analizi kako bi se osiguralo da nisu uginule od tumora ili sli¢nih bolesti te da
nisu imale poremecaje u probavnom sustavu. U tom trenutku, pazljivo sam ocjenjivala
prikladnost svake Zivotinje, uzimajuéi u obzir ocuvanje integriteta uzoraka, te nisam razmatrala
one koje su pokazivale bilo kakve naznake raspadanja ili patoloSkih promjena koje bi mogle

utjecati na izgled probavnog sustava.

Za potrebe znanstvenog istrazivanja fokusiranog na proucavanje morfologije i histologije
probavnog sustava dinarskih voluhara, uklju¢eno je ukupno jedanaest odraslih jedinki, starosti
minimalno dvanaest mjeseci. Medu ovim jedinkama, Cetiri su bile zenke, dok su preostalih
sedam bile muzjaci. Od ukupnog broja, sedam (pet muzjaka i dvije zenke) od jedanaest jedinki
bilo je prikladno za morfometrijsku analizu, dok su Cetiri jedinke iskljucene zbog nemoguénosti
izmjere svih dijelova probavnog sustava. Sto se ti¢e histoloske analize, opis strukture probavila
i pripadajucih slojeva u stijenki temeljio se na tri reprezentativna primjerka koji nisu pokazivali
znakove raspadanja tkiva, omogucujuci detaljan opis 1 mjerenje svih slojeva. Istovremeno, pet
(Cetiri muzjaka i1 jedna zenka) od jedanaest jedinki bile su prikladne za kvantitativnu

histokemijsku analizu vrcastih stanica, te su stoga uklju¢ene u daljnja istraZivanja.
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U istrazivanju je sudjelovala studentica koja je dio podataka koristila za izradu diplomskog rada
(Jakopovié, 2022.). U izradi preparata nam je pomogla tehni¢arka Zrinka Bencina, dok je u

obradi i analizi podataka sudjelovala izv. prof. dr. sc. Romana Grac¢an.

5.4.2. Morfologija i morfometrija probavnog sustava

5.4.2.1. Prikupljanje morfoloskih i morfometrijskih podataka

Prije pocetka disekcija, pazljivo sam zabiljezila podatke o spolu Zivotinje, duljini tijela bez repa
(tj. duljinu od vrha njuske do baze repa) te tjelesnoj masi. Postupak disekcije obuhvatio je
izolaciju probavnog sustava zivotinja, nakon ¢ega sam temeljito provela ¢iS¢enje od vezivnog
tkiva i masti. Jednjak, Zeludac, tanko, debelo i slijepo crijevo detaljno sam isprala fizioloSkom
otopinom, nakon €ega sam ih paZzljivo osuSila papirnatim rucnicima. Organe sam potom

pazljivo izduzila na njihovu prirodnu duljinu bez istezanja, nakon ¢ega sam ih fotografirala.

Nakon ovih pripremnih koraka, sustavno sam izmjerila duljine svih organa. Duljinu jednjaka
sam mijerila od kraja zdrijela do pocetka Zeluca, dok sam duljinu Zeluca mjerila dijagonalno, od
vrha fundusa do kraja piloricke regije. Duljinu tankog crijeva sam myjerila od pocetka
dvanaesnika, odmah distalno od pilorusa, do ileocekalnog spoja. Slijepo crijevo sam mjerila od
distalnog vrha do spoja slijepog i debelog crijeva, dok je duljina debelog crijeva izmjerena od

spoja slijepog i debelog crijeva do rektuma.

Mjerenja sam obavila pomoc¢u pomi¢ne mjerke i konca (u cm). Sve navedene duljine izracunala
sam 1 izrazila kao postotak ukupne duljine probavnog sustava kako bi se omogucila usporediva
analiza. Nakon mjerenja duzina, pojedinacni organ sam Skaricama odijelila od susjednih organa
i izvagala svaki organ (ukljuCujuéi i sadrzaj organa) posebno pomocu digitalne tehnicke vage

(model Bonvoisin Digital Lab Scale, do 600 g s preciznos¢u od 0,01 g).

Nakon §to su zavrSena fotografiranja 1 mjerenja, Zeludac 1 slijepo crijevo sam ocistila od

sadrZaja te sam pristupila uzimanju histoloskih uzoraka iz svakog organa.

5.4.3. Histologija i histokemija probavnog sustava
Uzorkovala sam tkivo razlicitih dijelova probavnog sustava, uklju¢ujuéi srednji dio jednjaka,
zljezdani 1 miSiéni dio Zeluca, srednji dio tankog crijeva (jejunum), proksimalni i transverzalni

dio debelog crijeva i tijelo slijepog crijeva (corpus caeci).
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Za jednjak sam izmjerila ukupnu debljinu sluznice, debljinu oroZenog dijela viseslojnog
plocastog epitela, viseslojnog plocastog epitela, laminae propriae, misi¢nog sloja sluznice,
podsluznice, ukupnog miSi¢nog sloja (vanjski i unutarnji miSi¢ni sloj) te vanjskog sloja

vezivnog tkiva.

Za miSiéni dio Zeluca sam izmjerila ukupnu debljinu sluznice, debljinu viseslojnog plocastog
epitela, orozenog dijela viSeslojnog plocastog epitela, laminae propriae, miSi¢nog sloja
sluznice, podsluznice, ukupnog misi¢nog sloja te vanjskog sloja vezivnog tkiva, za Zljezdani
dio Zeluca sam izmyjerila ukupnu debljinu sluznice, debljinu viSeslojnog plocastog epitela,
laminae propriae, misi¢nog sloja sluznice, podsluznice, ukupnog misi¢nog sloja te vanjskog

sloja vezivnog tkiva.

Za tanko, debelo i slijepo crijeva sam izmjerila debljinu sluznice, jednoslojnog cilindri¢nog
epitela, laminae propriae, misi¢nog sloja sluznice, podsluznice, ukupnog misi¢nog sloja te

vanjskog sloja vezivnog tkiva.

5.4.3.1. Fiksacija, uklapanje i rezanje tkiva

Za potrebe histoloske analize dijelova probavne cijevi, odabrala sam fragmente tkiva koje sam
podvrgnula procesu pripreme za izradu trajnih histoloSkih preparata koriStenjem parafinske
tehnike. Ova tehnika omogucuje da se fiksirano tkivo uklopi u blok parafina koji se moze tanko
narezati te obojati histoloSkim bojama koje isti¢u pojedine strukture u tkivu, omogucujuci
njihovo promatranje pod svjetlosnim mikroskopom. U novije vrijeme, umjesto parafina, kao
uklopni medij koristi se paraplast, smjesa parafina i plasti¢nih polimera, koji nije topljiv u vodi

1 alkoholu, nego samo u ksilolu, te ima nesto precizniju tocku taljenja.

.....

omogucavanja preciznog rezanja, nakon ¢ega se uklanja iz tkiva. Kako bi paraplast mogao uéi
u tkivo 1 prozZeti ga, prethodno provodim postupak dehidracije radi uklanjanja vode iz tkiva.
Zatim tkivo uranjam u organsko otapalo, poput kloroforma, koji istiskuje zaostali alkohol iz

tkiva 1 omogucuje prodiranje paraplasta, buduci da se s njime mijesa.

Kako bih o¢uvala morfologiju probavne stijenke, komadiée organa veli¢ine oko 1-2 cm® odmah

nakon izolacije stavljam u Bouinov fiksativ na 24 sata. Nakon fiksacije, tkiva uranjam u seriju
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rastucih koncentracija etanola (Tablica 2.), kako bi se postupno uklonila voda, ¢ime se smanjuju

ostecenja u tkivu (Mescher, 2013.).

Tablica 2. Vremensko trajanje i kemikalije koriStene u postupku dehidracije tkiva.

Kemikalija Trajanje (u satima)
70%-tni alkohol 1 48
70%-tni alkohol 2
96%-tni alkohol
100%-tni alkohol 1
100%-tni alkohol 2

N

Tkiva drzim u kloroformu preko noc¢i, dok istovremeno paraplast stavljam na taljenje u
termostat na 60 °C do idu¢eg dana. Kako bih poboljsala topljivost parafina i njegovo prodiranje

u tkivo, koristim paraplast, mjeSavinu parafina i plasticnih polimera.

Cijeli postupak uklapanja u paraplast provodim u termostatu na 60 °C kako bih sprijecila
hladenje, a time i stvrdnjavanje paraplasta. Ova temperatura takoder omogucuje isparavanje
kloroforma, $§to omogucava paraplastu da prozme cijelo tkivo (Mescher, 2013.). Koraci

uklapanja u paraplast prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Postupak uklapanja tkiva u paraplast.

Smjesa Trajanje (u minutama)
Kloroform : paraplast (1:1) 30"-60"
Paraplast 1 30"-60"
Paraplast 2 30"-60"

Tkiva zatim uklapam u blokove za daljnju obradu i ostavljam ih da se hlade na sobnoj
temperaturi preko no¢i. Kao kalup koristim papirnate ladice. Na dno ladice, uz pomo¢ igle 1
pincete, precizno postavljam uzorak tkiva tako da ploha koja se reze bude okrenuta prema dnu

ladice. Nakon toga, preko tkiva dodajem paraplast.

Pri postavljanju tkiva u blok, osiguravam da otvor cjevastog organa, odnosno okomiti presjek
Zeluca, bude okrenut prema dnu bloka kako bih rezanjem na mikrotomu dobila poprec¢ne
presjeke 1 stvarnu debljinu slojeva organa. Svaki blok ozna¢avam protokolskim brojem koji je
tom tkivu dodijeljen prilikom uzorkovanja. Blokove ostavljam na hladenje na sobnoj

temperaturi do idu¢eg dana.
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Za rezanje parafinskih blokova koristim rotacijski mikrotom (Shandon Finesse 325, Thermo
Fisher Scientific, USA; Slika 26.).

Slika 26. Rezanje tkiva uklopljenog u parafinski blok na rotacijskom mikrotomu.

Blokove rezem na debljinu od 7 do 8 mikrona, a dobivene rezove prenosim kistom na vodenu

kupelj zagrijanu na 50°C radi izravnavanja, tzv. peglanja (Slika 27.).

Slika 27. Izravnavanje histoloskih rezova na vodenoj kupelji.

Rezove zatim prenosim na predmetno stakalce prethodno premazano glicerin bjelanjkom,
oznacavam ih protokolskim brojem, te ih ostavljam da se suSe na sobnoj temperaturi. Na svako
predmetno stakalce nanosim 2-3 najbolja reza, dok je za svaki uzorak tkiva izrezan veci broj
rezova. U prosjeku izradujem 5 mikroskopskih stakalaca s rezovima za svaki uzorak, koji su

naknadno pregledani pod mikroskopom i izabrani za daljnja bojanja.

5.4.3.2. Bojenje stakalaca s rezovima
Za svoje istrazivanje koristila sam razli¢ite metode bojenja, prilagodene tipu tkiva i analizi koju
provodim. Prije nego §to sam provela bojenja, tkivo sam morala deparafinizirati (ukloniti

paraplast i vratiti vodu u tkivo kako bi boje mogle prodrijeti u njega). Proces deparaplastiranja
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I bojenja provodila sam u staklenim posudicama za bojenje, koje su imale stalak za umetanje
do deset uspravno postavljenih predmetnih stakalaca. Cijeli proces izvodila sam unutar
digestora radi zastite od hlapljivih i/ili opasnih kemikalija, ¢esto drzeci staklene posudice
zatvorenima staklenim poklopcem. Proces deparaplastiranja ukljucivao je uranjanje predmetnih
stakalaca s preparatima u niz otopina na odredeno vrijeme kako bi se postupno uklonile
molekule paraplasta iz tkiva. Prvo sam uronila preparat u otopinu ksilena, 15 minuta u prvu
posudu, zatim 15 minuta u drugu. Otopina u prvoj posudi brze se zagadivala paraplastom, pa
sam je mijenjala ceS¢e kako bih ubrzala proces. Nakon toga, preparat sam rehidrirala
provodenjem kroz seriju otopina etanola padaju¢ih koncentracija, svaki put ostavljajuéi ga 5
minuta, poc¢evsi od ¢istog (100%) pa zatim u 96%, 80% i 70% etanola. Na kraju, preparat sam

uronila u destiliranu vodu dva puta po 5 minuta (Tablica 4.).

Tablica 4. Protokol za pripremu tkiva za bojenje hematoksilinom i eozinom

Deparaplastiranje i rehidriranje Trajanje (u minutama)
Ksilen 1 15"

Ksilen 2 15"

100%-tni etanol 5"

96%-tni etanol 5"

80%-tni etanol 5"

70%-tni alkohol 5"

Destilirana voda 1 5"

Destilirana voda 2 5"

Koristila sam rutinsko histolosko bojenje hematoksilinom i eozinom (HE bojenje) za
razlu€ivanje razlicitih struktura i1 tkiva potrebnih za histomorfometrijsku analizu. Takoder,
primijenila sam kombinaciju bojenja alcijanskim modrilom, perjodnom kiselinom i Schiffovim

reagensom (Alcian-PAS) za histokemijsku analizu vréastih stanica u probavnom traktu.

5.4.3.3. Bojenje hematoksilinom i eozinom

Za histolosko bojenje (HE bojenje) prilagodila sam formulacije hematoksilina 1 eozina
specifi¢nostima svojih tkiva. Hematoksilin se oksidira u anionski hematein, koji se zatim veze
na metalni kation ili drugi fiksator, dobivajuci pozitivan naboj i vezu¢i se za anionska podrucja
u stanici. Razli¢ite boje postizemo ovisno o vrsti soli metala koja se koristi kao fiksator
hematoksilina (Suvarna i sur., 2013.). Koristila sam Mayerov hemalaun (HEMH-OT,
BioGnost) s aluminijevim solima, koji daje crvenu boju jezgrama, a nakon izlaganja alkalnoj

otopini prelazi u plavu do crnu boju. Eozin, kao anionska boja, veZe se za pozitivno nabijene
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molekule, stvarajuci razlicite nijanse od roze do crvene boje u citoplazmi i vlaknima vezivnog
tkiva (Suvarna i sur., 2013.). Koristene kemikalije ukljucuju: ksilen, etanol (razlicitih
koncentracija), destiliranu vodu, Hematoksilin H (HEMH-44/19, BioGnost) te Eozin Y 0,5%-
tni alkoholni (EOYA-05-22/19, BioGnost) (Slika 28.). Za bojenje preparata pomocu

hematoksilina i eozina (HE) koristila sam protokol prikazan u Tablici 5.

Slika 28. Pripremljene boje i nizovi alkohola i ksilena koristeni u postupku deparaplastiranja,
rehidracije, HE bojenja, rehidracije i prosvjetljivanja u metodi izrade trajnih histoloskih

preparata parafinskom tehnikom.

Nakon deparafiniranja i ispiranja, preparat sam prvo uronila u Hematoksilin H otopinu na 6
minuta, nakon ¢ega sam ispirala uranjanjem u vodu iz slavine, dva puta po 10 minuta. Zatim
sam uranjala preparate u otopinu eozina nesto krac¢e od dvije minute, a odmah potom isprala

preparate u destiliranoj vodi, uranjajuéi ih dva puta po 5 minuta.

Tablica 5. Protokol za bojenje hematoksilinom i eozinom

Bojenje Trajanje (u minutama)
Hematoksilin H 6"

Tekuca voda 1 10"

Tekuca voda 2 10"

Eozin 0,5% 2"

Destilirana voda 1 5"

Destilirana voda 2 5"

5.4.3.4. Histokemijsko bojenje vrcastih stanica metodom AB/PAS
Bojanje provodim nakon $to uklonim paraplast i vratim vodu u tkivo (procesi deparaplastiranja

i rehidriranja su isti kao i u postupku HE bojenja; Tablica 6.).
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Glavni sastav mukoznog sekreta, kojeg izlucuju vrcaste stanice u probavnom sustavu, ¢ine
visoko glikozilirane bjelancevine poznate kao mucini. Mucini su glikoproteini velike
molekularne mase (>200 kDa) s velikim brojem postranih ugljikohidratnih lanaca vezanih za
proteinsku jezgru (Devine i McKenzie, 1992.; Hattrup i Gendler, 2008.). Klasificiraju se prema
SV0joj sposobnosti stvaranja gela, odnosno na one koji stvaraju gel (sekretorni) i one koji ne
stvaraju gel (vezani za membranu) (Devine i McKenzie, 1992.). Ovisno o neto naboju
molekule, mucini se Kklasificiraju kao neutralni ili kiseli. Kiseli mucini sastavljeni su od kiselih
glikozaminglikana (mukopolisaharida) i dalje se diferenciraju prema svojim histokemijskim
svojstvima na one koji sadrze sulfate (sulfomucini) i mucine koji sadrze sijali¢nu kiselinu

(sijalomucini) (Filipe, 1979.).

Alcijansko modrilo (AB) je pozitivho nabijena boja koja se veze na kiselinske skupine
mukopolisaharida (Pearse, 1968.), pa se vréaste stanice koje sadrze plavo obojene kisele
glikoproteine nazivaju AB pozitivnim vréastim stanicama. Alcijansko modrilo selektivno se
veze na polianionske molekule poput proteoglikana, hijaluronske kiseline i kiselih mucina —
sijalomucina i sulfomucina. Ovisno o obliku alcijanskog modrila, ove molekule dobivaju
nijanse plave do zelene boje (Fagan i sur., 2020.; Hayat, 1993.; Kumar i Kiernan, 2010.;
Suvarna 1 sur., 2013.). pH vrijednost takoder utjeCe na bojanje, omogucujuci razlikovanje
specificnih tkiva (Fagan i sur., 2020.; Hayat, 1993.). Na primjer, pri niskom pH bojaju se samo
proteoglikani 1 sulfomucini, dok se pri viSem pH boje i vezivna tkiva (Fagan i sur., 2020.; Hayat,
1993.). Alcijansko modrilo pripremila sam tako da sam 3 g praha (CA8GX-P, BioGnost)
otopila u 100 mL 3% octene Kiseline.

Histokemijska metoda za prikazivanje vrcastih stanica s neutralnim sekretom ukljucuje
koristenje perjodne kiseline i Schiffovog reagensa (PAS). PAS-reakcija boji neutralne
glikoproteine, posebno glikogen, u grimizno-crvenu boju, a vrcaste stanice koje sadrze
mukozne supstance obojene su grimizno-crveno i nazivaju se PAS pozitivne stanice. Bojanje
perjodnom kiselinom i Schiffovim reagensom omogucava razlikovanje razlicitih struktura u
tkivu probavnog sustava, prikazuju¢i ih u varijacijama ruZicaste boje. Perjodna kiselina oksidira
hidroksilne skupine u aldehidne, vezuéi bazi¢ni fuksin iz Schiffovog reagensa, Sto rezultira
ruzicastim obojenjem nakon reakcije sa sumporastom kiselinom. Bazi¢ni fuksin, inicijalno
tamno zelene boje, dobiva ruzicastu nijansu u vodenoj otopini, postajuci bezbojan reakcijom sa
sumporastom kiselinom. Ispiranjem u vodi, sulfonatna skupina se odvaja, vra¢ajuéi fuksin u

ruziCastu boju (Suvarna i sur., 2013.; Verdugo, 1990.; Hayat, 1993.; Kumar i Kiernan, 2010.).
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Otopinu perjodne kiseline pripremila sam mijeSanjem 0,5 g perjodne kiseline sa 100 mL vode.
Schiffov reagens pripremam mijeSanjem 192 mL destilirane vode, 8 mL koncentrirane
klorovodi¢ne kiseline, 5 g natrijevog metabisulfita i 0,5 g bazi¢nog fuksina (FB-P, BioGnost),
te mijeSam smjesu 2 sata dok ne postane bezbojna ili zuc¢kasta. Nakon toga, dodajem aktivni
ugljen, filtriram ga nakon dvije minute mijeSanja (Hayat, 1993.), i ponavljam postupak jos dva
puta uz dodatak 0,5 g ugljena. Za reakciju sa sulfonatnim skupinama koristim 10%-tnu otopinu
natrijevog bisulfita (Na2S20s), pomijesanu s klorovodi¢nom kiselinom. Pripremam 10%-tnu
vodenu otopinu natrijevog bisulfita, te mijeSam 18 mL te otopine s 15 mL jednomolarne

klorovodiéne kiseline i 300 mL destilirane vode.

Kombinirano bojenje AB s PAS jasno razdvaja kisele i neutralne mucine jedne od drugih
(Bancroft i Stevens, 1990.): kiseli mucini prikazuju se plavo, a neutralni mucini boje se
grimizno-crveno, dok se mijeSani (neutralni i kiseli mucini) boje ljubi¢asto. Za svoje AB-PAS
bojenje, tkivo sam prvo obojila alcijanskim modrilom, a zatim perjodnom kiselinom i
Schiffovim reagensem. Ovaj postupak koristim jer neutralni mucini, ako se prvo oboje, mogu

poprimiti ljubicastu boju umjesto ruzicaste.

Tijekom PAS bojanja, anionske skupine nastaju na neutralnim mucinima, a te skupine mogu
reagirati s alcijanskim modrilom (Kumar i Kiernan, 2010.). Nakon deparafinizacije, tkivo sam
uronila u otopinu alcijanskog modrila 30 minuta, isprala destiliranom vodom, zatim uronila u

0,5%-tnu otopinu perjodne kiseline 30 minuta.

Nakon ispiranja u vodi, tkivo sam uronila u otopinu Schiffovog reagensa 15 minuta. Zatim sam
tkivo uronila u 0,5%-tnu otopinu natrijevog bisulfita s klorovodi¢nom kiselinom, podijeljenu u
tri posude, pri ¢emu je tkivo u svakoj posudi bilo uronjeno po 5 minuta. Na kraju, tkivo sam

isprala uranjanjem dva puta u vodu iz slavine, po 10 minuta svaki put.

Tablica 6. Protokol za bojenje vréastih stanica metodom AB/PAS

Bojenje Trajanje (u minutama)
Alcijansko modrilo 30"

Kratki uron u destiliranu vodu -

Perjodna kiselina 0,5% 30"

Tekuca voda -

Schiffovog reagens 15"

Natrijev bisulfit s klorovodi¢nom kiselinom 0,5% 1 5"
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Tablica 6. — nastavak. Protokol za bojenje vrcastih stanica metodom AB/PAS

Bojenje Trajanje (u minutama)
Natrijev bisulfit s klorovodi¢nom kiselinom 0,5% 2 5"

Natrijev bisulfit s klorovodi¢nom kiselinom 0,5% 3 5"

Tekuc¢a voda 1 10"

Tekuéa voda 2 10"

Nakon bojenja, preparati se provlace kroz postupak dehidracije, pri ¢emu ih uranjam u postupno
sve vece koncentracije etanola, a zatim u ksilen. Nakon izdvajanja iz ksilena, odmah postavljam
preparate u kanadski balzam i prekrivam ih pokrovnim staklom kako bih sprijecila isusivanje
tijekom hlapljenja ksilena. Sljede¢i korak je prirodno susSenje i stvrdnjavanje kanadskog

balzama na preparatima, $to rezultira trajnim preparatima (Tablica 7.).

Tablica 7. Protokol za uklop u kanadski balzam

Dehidriranje Trajanje (uroni)
70%-tni alkohol 5"

96%-tni alkohol 1 5"

100%-tni alkohol 1 5"

Prosvjetljivanje Trajanje (u minutama)
Ksilen 1 5"

Ksilen 2 5"

Uklop u kanadski balzam

5.4.3.5. Kvantitativna histomorfometrijska 1 histokemijska analiza izradenih mikroskopskih
preparata

Za analizu histoloskih preparata koristila sam svjetlosni mikroskop (Nikon Eclipse E600) (Slika
29.).

Fotografije analiziranih podru¢ja na preparatima snimila sam digitalnom samostojeCom
kamerom za mikroskop u boji ZEISS Axiocam ERc 5s, koriste¢i program ZEISS ZEN2 Lite
(Carl Zeiss Microscopy GmbH).

Za histomorfometrijsku analizu, preparate sam slikala pod povecanjem od x100, X200 1 x400,
dok sam za analizu vréastih stanica u crijevima koristila povecanje od x400. Sve datoteke
pohranila sam u Carl Zeiss Image (.czi) formatu, dok sam mjerne elemente i vrijednosti

spremila u Carl Zeiss (.cz) i Extensible Markup Language (.xml) formate unutar programa.
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Slika 29. Mikroskop s kamerom i rac¢unalo na kojem su izradeni histoloski preparati slikani i

morfometrijski obradeni, smjesten u Zoologijskom zavodu na Bioloskom odsjeku PMF-a.

5.4.3.6. Histomofrometrijska i histokemijska analiza

Za histomorfometrijsku analizu koristila sam fotografije preparata poprecnih presjeka jednjaka,
zeluca (misiénog i zljezdanog dijela), tankog crijeva (jejunum), debelog crijeva (proksimalni i
transverzalni dio) i slijepog crijeva (corpus caeci), obojenih HE bojenjem kako bih jasno

razlucila strukture i slojeve unutar tkiva.

Izabrala sam tri reprezentativna primjerka zivotinja koje su pokazivale najbolju ouvanost
tkiva. Odabrala sam i uslikala tri polja na preparatima za svaku jedinku, na kojima su svi slojevi
od interesa bili ¢itavi, kompaktni i jasno razlucivi, osiguravajuéi pravilno izvrSavanje mjerenja.

Karakteristika od interesa bila je debljina slojeva vidljivih na tim preparatima (Slika 30.).

)

50 pm

(Dinaromys bogdanovi) obojanog HE metodom. Navedeni su reprezentativni slojevi probavne

cijevi koji su se mjerili u svim analiziranim regijama duz probavne cijevi.
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Slika 30. — nastavak. Vodoravna linija oznacava debljinu pojedinog sloja. Zvjezdica (*)
oznacava roznati sloj pokrovnog epitela koji je bio prisutan samo u jednjaku i dijelu miSi¢nog

zeluca.

Za histokemijsku analizu crijeva, koriStena kombinacija AB i PAS pozitivnih stanica omogucila
mi je kvantifikaciju postotnog udjela sekretornih vrcastih stanica unutar epitela sluznice crijeva.
Budu¢i da se vrcaste stanice nalaze i u pokrovnom epitelu crijevnih resica 1 u epitelu tubulusnih

zlijezda, mjerenja sam provela unutar oba podrucja.

Izabrala sam pet reprezentativnih primjeraka Zivotinja koje su pokazivale najbolju o¢uvanost
tkiva. Za svaku jedinku, odabrala sam Cetiri testna polja na crijevnim preparatima, na kojima je
sluznica bila netaknuta i kompaktna, a stanice jasno uocljive kako bih omogudéila precizna

mjerenja.

Izmjerila sam referentnu povrsinu, koja se odnosila na pokrovni epitel crijeva i epitel tubulusnih
Zlijezda, te sam na toj povrsini izbrojala PAS pozitivne (crveno-grimizne), AB pozitivne (plave)
i mijeSane stanice (ljubicaste). Izbrojane stanice prikazala sam kao broj stanica na 1 mm?

povrsine (Slika 31.).
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Slika 31. A. Originalna digitalna slika histoloSkog prereza tkiva tankog crijeva dinarskog
voluhara (Dinaromys bogdanovi) obojena AB/PAS metodom i B. morfometrijski analizirana
slika istoga tkiva s oznacenim referentnim prostorom (pokrovni epitel s vréastim stanicama) na
kojem je brojanje stanica izvrSeno. Crveno oznacena polja su podruc¢ja lumena i vezivnog tkiva
koja su iskljuCena iz referentnog prostora. Crnim tockicama su oznacene izbrojane pozitivne

stanice obojene alcijanskim modrilom.
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5.4.4. Statisticka obrada podataka

Za potrebe morfometrijske analize, mase i duljine punih probavnih organa (jednjak, zeludac,
tanko crijevo, debelo 1 slijepo crijevo), su izrazene kao srednja vrijednost + standardna
devijacija, minimumi i maksimumi vrijednosti te udio mase i duljine organa unutar probavnog
trakta (Tablica 10A. i 10B.).

U svrhu histomorfometrijske 1 histokemijske analize, kako bih olakSala daljnju obradu
podataka, mjere dobivene u programu ZENZ2 Lite objedinila sam u jednu tablicu unutar

programa Excel (Microsoft Corporation, verzija 16.0.4266.1001).

Sve vrijednosti izmjerenih visina slojeva jednjaka, Zeluca i crijeva za svaku jedinku prikazane
su kao srednja vrijednost + standardna devijacija, minimumi i maksimumi vrijednosti te udio

debljine slojeva unutar probavne cijevi (Tablica 11.).

Nakon toga, provela sam testiranje kako bih utvrdila eventualne razlike u debljini slojeva
stijenki razliCitih organa (jednjak, miSi¢ni i zljezdani dio zeluca, jejunum, tijelo slijepog crijeva
te proksimalni i transverzalni dio kolona) koriste¢i Friedmanov test. Nakon §to sam utvrdila
postojanje razlika u debljini slojeva, primijenila sam Holm-Bonferronijevu korekciju kako bih
odredila izmedu kojih slojeva se javljaju razlike. Holm-Bonferroni korekcija je metoda koja se
koristi za kontrolu lazno pozitivnih rezultata (tj. kako bi se izbjeglo pogresno zaklju¢ivanje da
postoji znacajna razlika kad je zapravo nema) kod viSestrukog testiranja. Podatke sam

analizirala na razini znacajnosti p < 0,05.

Za obradu podataka histokemijske analize crijeva izbrojala sam vréaste stanice odredenog tipa
na svim preparatima za svaku jedinku, kao i ukupne pregledane povrSine. Unutar svake
oznacene povrsine, broj vréastih stanica koje sadrZe specificne mucine je izbrojen 1 njihov broj
je izrazen po jedinici povrsine $to predstavlja gustoéu stanica po mm?. Rezultati izraduna

prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

Nakon toga, provela sam testiranje kako bih utvrdila eventualne razlike u broju vréastih stanica
unutar tankog, slijepog 1 debelog crijeva koriste¢i Friedmanov test. Nakon Sto sam utvrdila
postojanje razlika u broju stanica, primijenila sam Wilcoxon Signed-Rank test kako bih odredila
izmedu kojih dijelova crijeva se javljaju razlike u broju. Podatke sam analizirala na razini

znacajnosti p < 0,05.
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5.5. Brzina probave

5.5.1. Istrazivanje brzine probave pomocu fizikalnih markera

5.5.1.1. Postavke istrazivanja

Za potrebe znanstvenog istrazivanja usmjerenog na proucavanje brzine probave u dinarskih
voluhara koristenjem fizikalnih markera, ukupno je koristeno trinaest jedinki. Tijekom ljetnog
razdoblja, proucavala samo brzinu probave kod deset muzjaka i tri zenke, dok sam tijekom

zimskog razdoblja isto istrazivanje provela kod sedam muzjaka i Sest zenki.

Broj zenki ukljucenih u ljetno istrazivanje bio je manji jer je vecina imala potomke, te ih iz tog
razloga nisam ukljucila u istrazivanje. Jednu jedinku iz ljetne sezone iskljucila sam iz analize

jer nisam pronasla sve potrebne fizikalne markere.

Dinarski voluhari koji su drzani u zatocenistvu tijekom godine prolaze kroz dva hranidbena
rezima, ljetni i zimski, $to je detaljnije pojasnjeno u poglavlju 5.2. Shodno tome, provela sam
dva kruga eksperimenata: jedan u ljetnom periodu, koji je obuhvacao ljetni rezim hranidbe, i
jedan u zimskom periodu, koji je obuhvacao zimski rezim hranidbe. Dinarskim voluharima u

oba razdoblja osigurane dovoljne koli¢ine svjeze hrane, sijena i grancica.

Tijekom srpnja i listopada 2016. godine provedeno je mjerenje brzina probave za ljetni period,
dok je tijekom sije¢nja 2017. godine provedeno mjerenje za zimski period. Eksperimentalni rad
smo realizirali u prostorijama ZooloSkog vrta Grada Zagreba, dok smo laboratorijsku obradu
uzoraka izvr$ili u laboratoriju Zavoda za animalnu fiziologiju, Prirodoslovno-matemati¢kog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Svaka jedinka je prosla kroz tri ciklusa eksperimenta u obje sezone (ljetna i zimska). Svaki
eksperimentalni ciklus obuhvacao je davanje oznaCene hrane dinarskim voluharima,
prikupljanje fecesa tijekom 24 sata, te analizu uzoraka u laboratoriju sljede¢eg dana. U
istrazivanju je sudjelovao student koji je dio podataka koristio za izradu diplomskog rada

(Milog, 2017.).

5.5.1.2. Koristenti fizikalni markeri
Plasticne markere koriStene u istrazivanju izradili smo od bijele plasticne folije koja se
uobicajeno koristi za proizvodnju plasticnih vreé¢ica namijenjenih prehrambenoj uporabi

(HDPE - polietilen visoke gusto¢e). Smatrali smo da je ova vrsta plastike bila sigurna za
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unosenje u organizam. Dimenzije markera bile su 5 mm x 2 mm. Prije pocetka eksperimenata,
proveli smo pilot istrazivanje kako bismo utvrdili postojanost plastike tijekom probave. Komadi
plastike postavljeni su u tri erlenmeyerove tikvice koje su sadrzavale klorovodi¢nu kiselinu
razli¢itih koncentracija. Nakon 24 sata inkubacije na 40 °C, pregledali smo markere i nismo

primijetili nikakve promjene na plastici.

Zatim smo nasumicno odabrali dvije zdrave odrasle jedinke dinarskih voluhara za testiranje
sigurnosti markera. Ponudili smo im dva lista maslacka, svaki s Cetiri markera, a nakon 24 sata,
pronasli smo sve markere u fecesu dinarskih voluhara. Dinarski voluhari su potom promatrani
tijekom sljedecih sedam dana kako bismo zabiljezili moguce posljedice prolaska markera kroz

probavni trakt, no nismo primijetili nikakve promjene.

Kao nosa¢e markera, u ljetnom dijelu eksperimenta koristili smo listove svjeze ubranog
maslacka (Taraxacum sp.), dok smo u zimskom dijelu Koristili listove komercijalno uzgojenog
crvenog radic¢a (Cichorium sp.). Pripremili smo listove maslacka tako da smo ih odrezali na
manje komade duZine otprilike 4 cm od baze lista, gdje je Zila najSira, te smo u te rupe umetnuli
markere. Listove radi¢a smo pripremili tako da smo odrezali debelu bazu listova, busili ih iglom

do dubine od oko 1 cm i u te rupe umetnuli markere (Slika 32.).

Slika 32. Proces umetanja fizikalnog markera u hranu: A. lista radic¢a; B. lista maslacka: a —
baza lista radi¢a i maslacka s izbuSenom rupom za oznacavanje, b — marker se polozi preko

rupe, ¢ — c¢ackalicom se marker ugura u rupu. Preuzeto i prilagodeno iz Milos, 2017.
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Svaki list smo oznacili s tri markera, a svakom voluharu smo dali dva takva lista u jednom
ciklusu eksperimenta. Markeri su pazljivo postavljeni kako bi ostali u zilama lista tijekom
hranjenja, a voluhari ih ne bi primijetili dok jedu oznacene listove. Kako bismo osigurali da
voluhari pojedu oznacene listove u §to kratem vremenskom roku, dan prije eksperimenta im
nismo ponudili svjezu hranu. Tijekom cijelog eksperimenta, voluhari su imali na raspolaganju

sijeno i granc¢ice kako bi osigurali da imaju normalno popunjen probavni sustav.

5.5.1.3. Sakupljanje uzoraka

Oznacene listove smo postavili u terarij u 09:00 h, odmah nakon $to smo uklonili ostatke hrane
od prethodnih hranjenja i o¢istili podrucje terarija gdje voluhari obavljaju nuzdu. Promatranjem
smo utvrdili da su jedinke konzumirale listove maslacka s umetnutim plasti¢nim oznakama.

Sve jedinke su konzumirale oznac¢eni maslacak unutar prvih 2 sata.

Uzorke smo prikupljali sustavno u intervalima od 4 sata tijekom prvih 12 sati (13:00 h, 17:00
h, 21:00 h) te dodatno nakon sljede¢ih 12 sati (09:00 h sljede¢eg dana). Nakon toga, uzorci
fecesa su pazljivo odvojeni i pohranjeni u oznacene epruvete i kivete te ¢uvani na sobnoj
temperaturi. Tijekom istrazivanja prikupila sam 36 odnosno 39 uzoraka fecesa od svake od 12
odnosno 13 jedinki dinarskog voluhara kroz tri ciklusa eksperimenta, tijekom ljetne i zimske

sezone.

5.5.1.4. Laboratorijska analiza uzoraka

Nakon §to smo prikupili uzorke tijekom 24 sata od pocetka istraZivanja, isti su transportirani u
laboratorij Zavoda za animalnu fiziologiju na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u
Zagrebu radi analize. Uzorci su pazljivo organizirani prema vremenskim kategorijama, a svaka
plasti¢na epruveta je napunjena s 1/4 volumena uzoraka fecesa. Zatim smo epruvetu napunili
toplom vodom iz vodovoda do 2/3 volumena, ¢vrsto zatvorili i energi¢no protresli. Pripremljene

smjese uzoraka 1 vode ostavili smo 15 minuta uz periodi¢no snazno protresanje.

OmeksSana smjesa prenesena je u crnu plasticnu posudu dimenzija 30 cm x 20 cm x 10 cm, koja
sadrzi vodu zauzimaju¢i priblizno 20% volumena posude. Smjesa se razrijedi tijekom
izlijevanja u posudu, §to omogucuje jasnu vidljivost i brojanje bijelih markera u tamnoj smjesi
I posudi (Slika 33.). Nakon sto smo pronasli sve markere u pojedinoj epruveti, sadrzaj posude

smo ispraznili 1 postupak ponovili za svaku sljedecu epruvetu.
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Slika 33. Trazenje markera u laboratorijskoj analizi: A. OmekSana smjesa uzorka fecesa u crnoj

posudi (crveno oznacen marker); B. Uvecana slika markera u smjesi (preuzeto iz Milos, 2017.).

5.5.1.5. Statisticka obrada podataka

Podaci su analizirani 1 prezentirani kroz deskriptivnu statistiku, pruzaju¢i uvid u raspored
markera u specificnim vremenskim kategorijama, kao i naglaSavaju¢i minimalne i maksimalne
vrijednosti podataka. Za statisticku analizu koristila sam Excel 2013. i internet portal

https://www.socscistatistics.com/. Prvi korak u obradi bio je zbrajanje podataka iz sva tri

ciklusa eksperimenta. Podatke sam zbrajala posebno za ljetnu i zimsku sezonu, za svaku
vremensku kategoriju (4, 8, 12 1 24 sata) i svaku pojedinu zivotinju. Nakon toga, provela sam
testiranje kako bih utvrdila: 1. Eventualne razlike izmedu muzjaka i Zenki koriste¢i Mann-

Whitney U test. Usporedbu brzine probave medu spolovima provela sam isklju¢ivo na

podacima zimske sezone, s obzirom na ograni¢eni broj Zenki uklju€enih u istraZivanje tijekom
ljetne sezone; 2. Postojanje znacajnosti u pojavnosti markera unutar vremenskih kategorija

izmedu sezona koriste¢i Mann-Whitney U test. 3. Pojavnost fizikalnog markera ovisno o

vremenskoj kategoriji analizirala sam koriste¢i Friedmanov test zasebno za zimsku i ljetnu

sezonu. Nakon $to sam utvrdila postojanje razlika u pojavnosti markera, primijenila sam
Wilcoxon Signed-Rank test kako bih odredila izmedu kojih parova vremenskih kategorija se

javljaju razlike.

5.5.2. Istrazivanje brzine probave pomocu kemijskih markera

5.5.2.1. Priprema biljnog materijala

Mjerenje brzine probave smo obavili koriste¢i kemijske markere, kobalt (Co-EDTA) i krom
(Cr-mordantizirana vlakna). Kobalt (Co-EDTA) se koristi za mjerenje tekuce frakcije probave,

dok se krom (Cr-mordantizirana vlakna) koristi za mjerenje krute frakcije probave.
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Za pripremu stani¢nih stijenki za oznacavanje, biljni materijal (sijeno) prvo smo pazljivo
osusili, usitnili, te prenijeli u filter vre¢ice gdje smo ga kuhali u 5 litara otopine SLS-a (natrijev
lauril-sulfat) i alfa-amilaze tijekom sat i pol. Nakon kuhanja, materijal je dvostruko ispran, prvo
vru¢om destiliranom vodom, zatim acetonom, nakon ¢ega smo ga susili preko noc¢i na 65 °C.
Zatim smo oznacili dobivene uzorke kromom (Cr-mordantizirana vlakna) i kobaltom (Co-
EDTA) na sljede¢i nacin: usitnili smo dva prethodno izvagana peleta Mazuri Zoo Food Leaf
Eater Primate® u tarioniku, pomijesali ih s 0,05 g Co-EDTA i 0,1 g Cr-mordantiziranim
vlaknima, te dodali oko 0,250 — 0,300 g kukuruznog Skroba. Postupno smo dodavali destiliranu
vodu kap po kap dok nismo dobili konzistentnu smjesu koju smo mogli oblikovati u pelete.

Pelete smo zatim ostavili da se osuse u susioniku (Slika 34.).

U pripremi biljnog materijala i istraZivanju sudjelovala je studentica koja je dio podataka

koristila za izradu zavr$nog rada (Mar¢ina, 2017.).

Slika 34. A. Priprema biljnog materijala za obiljezavanje; B. Potrebna aparatura; C. Kuhanje
biljnog materijala u deterdzentu; D. Priprema kobalt-etildiamintetraoctene kiseline (Co-EDTA)
(preuzeto iz Mar¢ina, 2017.).

5.5.2.2. Postavke istrazivanja

Istrazivanje je provedeno tijekom ljetnog razdoblja 2019. godine, kada se dinarski voluhari
hrane smjesom svjeze trave i livadnog bilja. Zbog visokih financijskih troS§kova istrazivanja,
proveden je samo jedan ciklus eksperimenta. Ovaj put nisam biljezila razlike izmedu spolova
ili sezona, jer prethodno istraZivanje u kojem smo koristili fizikalni marker nije pokazalo
znacajne razlike u hranidbi medu spolovima ili sezonama. Prouc¢avala sam vrijeme retencije
hrane (MRT) kod 15 zdravih odraslih jedinki dinarskih voluhara — 8 muzjaka i 7 zenki prosjeéne
tjelesne mase 81,61 + 6,70 g. Iz eksperimenta su iskljuene bolesne jedinke, Zenke s

mladuncima i parovi ukljuceni u proces parenja.
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Prije pocetka eksperimenta, izvrSila sam vaganje svih Zivotinja kako bi prikupila podatke o
njihovoj masi. Zatim smo temeljito o¢istili terarije i svu opremu, uklju¢ujuéi kamenje, kucice
od terakote 1 grane, koriste¢i sapunicu i toplu vodu te ih na posljetku dezinficirali. Kada su se
terariji osusili, unutar njih je postavljena sterilna stelja, a sva oprema je vrac¢ena na svoje mjesto.
Nakon pripreme terarija, pazljivo sam odabrala zivotinje koje ¢e biti upotrijebljene u pokusu te
ih premjestila u pripremljene terarije kako bi prosle sedmodnevnu aklimatizaciju prije pocetka
eksperimenta. Tijekom tog razdoblja, svakodnevno sam pratila ponaSanje zivotinja, hranila ih
1 ¢istila. Dan prije pocetka pokusa, uklonila sam sve ostatke hrane iz terarija. Svaka pojedinacna
jedinka je prosla kroz jedan ciklus eksperimenta. Svaki eksperimentalni ciklus ukljucivao je
davanje oznacene hrane dinarskim voluharima, prikupljanje uzoraka fecesa tijekom 48 sati te

analizu tih uzoraka u laboratoriju nakon zavrsetka eksperimenta.

Eksperimentalni rad realiziran je u prostorijama Zooloskog vrta Grada Zagreba, dok je
laboratorijska obrada uzoraka izvrSena u laboratoriju Zavoda za ekologiju i uzgajanje Suma,
Sumarskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. Detaljan protokol za pripremu terarija i Zivotinja

koje su usle u pokus nalazi se u Prilogu 1.

5.5.2.3. Sakupljanje uzoraka

Prije pocetka glavnog dijela eksperimenta, izvrSena su preliminarna ispitivanja na dvije
Zivotinje sa svrhom razrade metodologije. Ispitivanja su ukljucivala analizu malog broja
uzoraka fecesa (ukupno 37) radi detekcije Co i Cr. Ostaci hrane od prethodnih hranjenja
izvadeni su iz njihovih nastambi 24 sata prije eksperimenta. Pelet s Cr i Co je ponuden svakoj
od 15 Zivotinja za konzumaciju u 10:00 h. Uzorci fecesa prikupljani su svakih 4 sata tijekom
48 sati. Uzorci su nakon prikupljanja spremljeni u zamrzivac (- 18 °C). Nakon prikupljanja svih
uzoraka, isti su prevezeni na Sumarski fakultet, Sveu¢iliita u Zagrebu na odjel Ekologko-
pedoloskog laboratorija. Detaljan protokol za pripremu za sakupljanje uzoraka i sama

metodologija skupljanja uzoraka nalazi se u Prilogu 2.

5.5.2.4. Priprema uzoraka za odredivanje tehnikom ICP-AES

Uzorci fecesa razarani su kiselinskom reagensu pomoc¢u mikrovalnog sustava za razaranje
uzoraka. Kemikalije koristene za ras¢injavanje uzoraka su: dusic¢na kiselina (HNOs3, 65%, p.a.,
"Carlo Erba", Italija) i vodikov peroksid (H202, 30%, p.a., "Carlo Erba", Italija). Uredaj kojim
je provodena digestija uzoraka jest: Anton Paar MW-3000 — Microwave digestion system,

opremljen visokotla¢nim teflonskm kivetama i rotorom XFS-100. Uzorak (~0,5000 g) odvagan
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je u teflonskoj kiveti i pomijesan s 5 mL HNO3s i 2 mL H2Oz. Instrumentni parametri digestije
podeseni su kako slijedu: tmax = 200 °C, pmax = 60 bar; z(postupno zagrijavanje) = 10 min,
7(zagrijavanje pri maksimalnim t, p) = 20 min, z(hladenje) = 20 min. U pojedinom ciklusu, s
obzirom na kapacitet rotora XFS-100 razarano je po sedam ili osam uzoraka, pri ¢emu je u
svakom drugom ciklusu digestiji bila podvrgnuta po jedna slijepa proba (sama smjesa HNOs3 i
H202, 5 mL i 2 mL) (Radi¢ i sur., 2018.). Priredene otopine kvantitativno su prenoSene u
polipropilenske odmjerne tikvice i nadopunjene do 100 mL. Na spektrometru ICP-AES takve
su otopine mjerene: a) bez daljnjeg razrjedenja i b) nakon daljnjeg razrjedenja od 10x. Izmedu
dvaju ciklusa digestije uzoraka provedeno je ispiranje teflonskih Kkiveta, postupkom koji je
analogan gore opisanoj metodi ras¢injavanja uzoraka. Nakon toga kivete su bile temeljito

isprane ultra¢istom vodom i osuSene na zraku prije vaganja naredne serije uzoraka.

5.5.2.5. Odredivanje kobalta i kroma tehnikom ICP-AES

Kvantificiranje Co i1 Cr obavljeno je mjerenjem pri dvama razrjedenjima: a) u otopinama koje
su bile priredene razrjedivanjem 7 mL otopine na 100 mL, te b) u otopinama koje su priredene
daljnjim razrjedenjem od 10x otopina opisanih pod a). Za mjerenje je koristen atomski emisijski
spektrometar uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) Thermo Fisher iCAP 6300. Za
mjerenje su odabrane valne duljine 228,616 nm (Co) i 205,552 nm (Cr). Kalibracijski pravac
konstruiran je mjerenjem serije standardnih otopina: 0; 1; 10; 100; 500 pgL™, koje su (osim
instrumentne slijepe probe - 0 pgL™t) bile priredene odgovarajuéim razrjedivanjem
komercijalne standardne otopine (100 mg/L) proizvodaca CPAChem (Bugarska). Uredaj je
podesen na stabilne uvjete rada te je obavljena vanjska kalibracija serijom standardnih otopina
priredenih razrjedivanjem komercijalne multielementne standardne otopine (100 £ 0,2 mg L—1,
5% v/v HNOg) proizvodaca CPAChem Ltd., Bugarska.

Detekcijske granice metode izraCunate su kao trostruka standardna devijacija mjerenja slijepih
proba procedure, preracunate na krute uzorke i iznose: Co — 0,054 mg/kg i Cr — 0,042 mg/kg.
Glavni radni parametri spektrometra ICP-AES nalaze se u Prilogu 3. Rezultati mjerenja u
otopinama preracunati su na krute uzorke te su iskazani kao maseni udjeli analita (Co i Cr) u
uzorku fecesa. Konstatirano je da su rezultati dobiveni iz dviju serija otopina uzoraka
medusobno podudarni. Pretpostavili smo da je marker potpuno izlucen kada su koncentracije
markera u fecesu bile sli¢ne pozadinskim razinama odredenim u uzorcima fecesa prije primjene

markera.
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5.5.2.6. Statisticka obrada podataka

Uzorci izluéivanja prikazani su na grafikonima koji prikazuju koncentracije markera iz fecesa
tijekom vremena (Clauss i sur., 2007a.), izrazavaju¢i ih u apsolutnim vrijednostima i udjelima
maksimalne koncentracije kako bi se nadoknadile razlike u apsolutnim koncentracijama
postignutim za razli¢ite markere (Matsuda i sur., 2015.). Izratun postotka maksimalne
koncentracije (engl. percentage of maximum concentration) proveli smo koriste¢i sljedecu

formulu:

trenutna koncentracija

% maksimalne koncentracije = - — x 100
maksimalna koncentracija

"Trenutna koncentracija" predstavlja trenutnu vrijednost koncentracije tvari, dok "maksimalna

koncentracija" oznacava najvecu ili najvisu koncentraciju koja je postignuta za tu tvar.

Daljnji korak u obradi podataka bio je izraCunavanje srednjih vremena retencije za tekucu i
krutu frakciju probave (Tablica 12.). Srednje vrijeme retencije (eng. mean retention time,
MRT), koje je najbolja pojedinatna mjera brzine prolaska zelu¢ane kase (himusa) kroz

probavni trakt, izraunato je prema Thielemans i sur. (1978.) pomo¢u formule:

_ X Gdt

MRT = ———
X C;dt;

s Ci = koncentracija markera u uzorcima fecesa iz intervala predstavljenog vremenom t; (sati

nakon primjene markera, koriste¢i sredinu intervala uzorkovanja).
Interval (sati) odgovarajuceg uzorka (dti ), izracunat je kao:

(G —t)+ (G — )
a 2

dt;

Razlike izmedu MRT-ova dva markera statisticki su testirane pomocu Excel-a 2013 i internet

portala https://www.socscistatistics.com. MRT izmedu tekuce i krute frakcije usporedivan je

pomocu parnog t-testa. Podatke sam analizirala na razini znacajnosti p < 0,05.
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Pretpostavlja se da je marker potpuno izluen kada su koncentracije markera u fecesu bile sli¢ne
pozadinskim razinama utvrdenima u uzorcima fecesa prije primjene markera. Za analizu
podataka koriSten je set podataka iz Excel datoteke "KROM.xIsx" za Cr, odnosho
"KOBALT.xIsx" za Co. Ucitavanje podataka iz Excel datoteke obavljeno je koriste¢i funkciju
read excel iz R jezika. Podaci su sadrzavali mjerenja u razlicitim vremenskim tockama (4h, 8h,
12h, 16h, 20h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h, 44h, 48h), a svakoj koloni dodijeljeni su odgovarajuéi

nazivi.

Za svaku vremensku tocku (kolonu) izveden je Mann-Whitney U test (Wilcoxonov rang-sum
test) kako bi se usporedile vrijednosti iz podataka sa zadanim vrijednostima: 0,741, 1,38, 0,530,
0,313 1 0,286. Ovaj test ne pretpostavlja normalnu distribuciju podataka, ¢ine¢i ga prikladnim
za ovakav tip analize. Test je proveden 100 puta, pri Cemu je u svakoj iteraciji nasumi¢no
odabrano pet ID-ova iz seta podataka, nakon ¢ega su uzete pripadajuce vrijednosti za testiranje.
Za svaki test izraCunate su P-vrijednosti za svaku vremensku tocku. Rezultati su zatim
agregirani i za svaku vremensku tocku izracunati su intervali pouzdanosti (95% Cr/Co) za p-

vrijednosti koriStenjem funkcije kvantile.

Za vizualizaciju rezultata koriStena je datoteka ggplot2. Napravljen je grafikon koji prikazuje
srednje p-vrijednosti i njihove intervale pouzdanosti za svaku vremensku toc¢ku (Prilog 5.)
Crvena isprekidana linija na grafikonu oznacava razinu znacajnosti (p=0.005). Ova metoda
omogucava uvid u varijabilnost p= vrijednosti te identificiranje vremenskih tocaka gdje postoji

znacajna razlika u vrijednostima izmedu uzroka podataka 1 zadanih vrijednosti.

Kako bismo odredili tip kolonske separacije, izracunali smo faktor selektivnosti prema

sljedecoj jednadzbu:

MRT tekuca frakcija (otopina)
MRT kruta frakcija (Cestice)

Faktor selektivnosti =

5.6. Probavljivost

5.6.1. Postavke istrazivanja

Za potrebe znanstvenog istrazivanja fokusiranog na proucavanje uéinkovitosti probave kod
dinarskih voluhara, koristeno je ukupno 30 jedinki, od kojih su tri sluzile kao rezerva u slucaju

pogreske prilikom uzorkovanja ili analize uzoraka. Dinarski voluhari koji su drzani u
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zatoCenistvu tijekom godine prolaze kroz dva hranidbena rezima, ljetni i zimski, Sto je detaljnije
pojasnjeno u poglavlju 5.2. Pokus je proveden na tijekom ljetnog rezima hranidbe kako bi
ispitala koliki ¢e biti koeficijent probavljivosti hrane koja je sli¢nija onoj iz njihovog prirodnog

staniSta.

Istrazivanje je provedeno tijekom kolovoza i rujna 2019. godine. Eksperimentalni rad se
odvijao u prostorijama ZooloSkog vrta Grada Zagreba, dok je laboratorijska obrada uzoraka
izvedena u laboratoriju Zavoda za hranidbu Zivotinja, Agronomskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu, pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Gorana Kisa.

Svaka pojedinacna jedinka proSla je kroz deset ciklusa eksperimenta tijekom deset uzastopnih
dana. Svaki eksperimentalni ciklus obuhvacao je davanje njihove uobicajene hrane za ljetni
period, uzimanje uzoraka iste hrane, prikupljanje uzoraka fecesa, vaganje preostale hrane i

analizu tih uzoraka u laboratoriju.

5.6.2. Sakupljanje uzoraka

Za pocetak sam napravila pilot istrazivanje kako bih utvrdila kolike koli¢ine uzoraka je moguce
prikupiti te mogu li se isti uspjes$no analizirati. U samoj provedbi istrazivanja (priprema hrane,
prikupljanje fecesa, pocetna vaganja tvari), sudjelovala je kolegica Ivana Kovarik Antonovic,
te dvije studentice, Nives Marcina i Maja Renduli¢. Nakon uspje$ne provedbe pilot istrazivanja,
usuglasili smo se oko protokola za prikupljanje te sam zapocela s glavnim pokusom. Da bismo
smanjili moguce pogreske uzrokovane suSenjem fecesa, uzorke smo uvijek prikupljali na isti
nacin 1 u isto vrijeme svakog dana. Uzorci su nakon prikupljanja prevezeni u laboratorij Zavoda
za hranidbu zivotinja, Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Detaljan protokol za

prikupljanje uzoraka za testiranje probavljivosti nalazi se u u Prilog 4.

5.6.3. Kemijske analize

Analiza fecesa i ostataka hrane provodila se svakodnevno za svaku jedinku, dok smo hranu
koju smo nudili analizirali kao skupni uzorak svaki drugi dan. Nakon $to smo osusili uzorke
hrane, ostataka hrane i fecesa, mljeli smo ih u CyclotecTM 1093 Sample Mill (Foss, Danska)
kako bismo postigli veli¢inu ¢estica od < 1 mm. Zatim smo proveli osnovnu kemijsku analizu
prema normativima HRN ISO 6498:2001 (HRN, 2001.). Ova analiza obuhvacala je odredivanje
mokre (svjeze) tvari (MT), suhe tvari (ST), pepela, sirovih masti (SM), sirovih vlakana (SV) i

sirovih bjelancevina (SB). Analiza svjeze i suhe tvari za ostatke hrane i feces napravljena je za
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svaku jedinku zasebno za svih deset dana, dok je analiza pepela, sirovih bjelan¢evina, masti i

vlakana provedena samo za prvih pet dana zbog visokih troskova kemijske analize.

Sadrzaj vode u uzorku smo odredili prema proceduri HRN ISO 6496:2001 (HRN, 2001.). Susili
smo oko 5 g uzorka u susioniku s prisilnom ventilacijom na 103 °C tijekom cetiri sata. Nakon

suSenja, izracunali smo sadrzaj vode pomocu sljedece formule:

ml — (m3 —m2)
x1

Sadrzaj vode (%) = —

00

Gdje je: mz - masa uzorka (g), m2 - masa posudice za susenje (g), ma - masa posudice za susenje
S osusenim uzorkom (g).
MnoZenjem sadrZzaja vode (%) s 10 dobije se sadrZaj vode u g/kg. Sadrzaj suhe tvari (g/kg)

izracunava se tako da se sadrzaj vode (izraZzen u g/kg) oduzme od 1000 g/kg.
Sadrzaj suhe tvari (i) = 1000 — sadrZaj vode (i)
kg kg

Pepeo u uzorku smo odredili prema proceduri HRN ISO 5984:2004 (HRN, 2004.). Za pocetak,
uzeli smo oko 3 guzorka i stavili ga u prethodno izvagani lonc¢i¢. Lonci¢ s uzorkom stavili smo
na plamenik u digestoru te uzorak spaljivali tijekom 3 sata. Nakon toga, izvadili smo uzorak iz
peci, ohladili ga na sobnu temperaturu te polili malo vode preko njega. Zatim smo uzorak stavili
u susSionik zagrijan na 103 + 2 °C kako bi se prosusio oko pola sata. Prosuseni uzorak smo
vratili u pe¢ 1 nastavili s procesom spaljivanja jo§ 1 sat. Nakon S$to je uzorak potpuno spaljen,
ohladili smo ga u eksikatoru do sobne temperature te ga zatim izvagali na analitickoj vagi.
Maseni udio pepela u uzorku izracunali smo iz razlike u masi prije i poslije spaljivanja. Ovaj

postupak nam je omogucio precizno odredivanje sadrzaja pepela u uzorku.

b g, ml—(m3—m2) 1000
epeo (kg) = — X

Gdje je: mz1 - masa uzorka (g), m2 - masa posudice za susenje (g), M3 - masa posudice za susenje

s osuSenim uzorkom (g).
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Koli¢inu sirovih bjelan¢evina (SB) smo odredili metodom po Kjeldahlu prema HRN ISO
5983-2:2010 (HRN, 2010.). Precizno 0,5 g uzorka smo spaljivali u bloku za spaljivanje
Tecator™ Digestion System™ 2020 (Foss, Danska) na temperaturi od 420 °C. Uz dodatak
98%-tne sulfatne kiseline (H2S04) i dvije tablete katalizatora Kjeltabs® (sadrze 3,5 g kalijevog
sulfata i 0,4 g bakar (I) sulfata pentahidrata po tableti), stvorila se otopina amonij sulfata.
Destilacija amonijaka i titracija su istovremeno izvrSene u automatskom sistemu Kjeltec™
2200 (Foss, Danska). U digest je dodana 30%-tna otopina natrijevog hidroksida (NaOH) u
suvisku pri ¢emu je NH4" pre$ao u amonijak (NHz). Oslobodeni amonijak je destiliran vodenom
parom u 1%-tnu otopinu borne kiseline (HsBOs) s dodatkom otopine indikatora metil crvenog
(C15H15N3O2) 1 bromkrezol zelenog (C21H14BrsOsS). Titracija je izvrSena s otopinom
klorovodi¢ne kiseline (0,1 mol/l). Sadrzaj dusika je izracunat iz koli¢ine proizvedenog
amonijaka, a sadrzaj sirovih bjelancevina je preratunat mnozenjem dobivenog sadrzaja dusika
s faktorom 6,25. Ovaj postupak nam je omogucio precizno odredivanje koli¢ine sirovih

bjelancevina u uzorku, u skladu s metodom po Kjeldahlu.

Sadrzaj sirovih masti (SM) u uzorcima smo odredili prema HRN 1SO 6492:2001 (HRN, 2001.)
normativima. Za pripremu uzorka, 1 g je ekstrahiran u lakom petroleteru (s tockom vrelista od
40-60 °C) koriste¢i poluautomatsku jedinicu za ekstrakciju Soxtec™ 1040 (Foss, Danska).
Nakon ekstrakcije, ostatak uzorka koji je dobiven je osusen u ventiliranom suSioniku na 103 °C

tijekom 10 £ 0,1 minuta, nakon ¢ega je izvagan. Sadrzaj SM odreden je prema formuli:

) g wl— (w3 —w2)
Sirove masti (k—g) = o1 x1000

Gdje je: wi - masa suhog uzorka, (g), w2 - masa ekstrakcione posudice, (g), ws - masa

ekstrakcione posudice s ostatkom nakon ekstrahiranja i suSenja, (g).

Sirova vlakna (SV) cine organski ostatak hrane koji nije rastvoren pri kuhanju u otopini 0,225
M sumporne kiseline, a potom u 0,313 M otopini natrijeve luzine, prema metodi Henneberg i
Stohmann (1860.). Cilj odredivanja sirovih vlakana je razlikovanje visokoprobavljivih od
niskoprobavljivih ugljikohidrata. Ova metoda temelji se na pretpostavci da otapanje u
razblazenoj kiselini, a zatim u luzini, imitira proces probave u probavnom sustavu zivotinja.
Osim toga, sadrzaj sirovih vlakana sluZi kao pokazatelj energetske vrijednosti krmiva, pri cemu

visok sadrZaj sirovih vlakana ukazuje na nisku dostupnost energije. Analiza sirovih vlakana ne
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obuhvaca sve sastojke vlaknaste krme, ve¢ samo 50-80% celuloze, 25% hemiceluloze i 10-50%
lignina, dok pektini i silikati nisu obuhvaceni (Van Soest, 1964.). Sirova vlakna se odreduju u
laboratoriju Sirova vlakna se odreduju u laboratoriju Odjela za kontrolu kvalitete sto¢ne hrane

na Agronomskom fakultetu koriStenjem analizatora Fibercap.

U prethodno izvadenu i izvadenu suhu Fiber Cap kapsulu (m1) s poklopcem, dodaje se 1 g
uzorka (m2). Kapsula se zatvori, a uzorak se odmasti uranjanjem u posudu s acetonom
(preporucljivo za uzorke s 1-9% masti, a obavezno za one s 10% masti). Nakon odmasc¢ivanja,
uzorak se uranja u posudu s vru¢om otopinom H>SO4 (0,128 M), poklapa hladilom i lagano
zagrijava pola sata. Nakon zagrijavanja, kapsula se tri puta ispere s vru¢om destiliranom vodom.
Potom se uzorak uranja u vruce otapalo NaOH (0,233 M), poklapa hladilom i ponovno lagano
zagrijava pola sata. Nakon toga, uzorak se ponovno tri puta ispire s vru¢om destiliranom
vodom. Kapsula s uzorkom se zatim susi na 130 °C (m2), prenosi u prethodno izvagani lonc¢i¢
za zarenje (m0) i zari do konstantne mase na 600 °C. Sadrzaj sirovih vlakana racuna se prema

formuli:

Sadrzaj sirovih vlakana (%) = —— = x100

Gdje je: mo - masa prazne posudice, m: - masa posudice sa uzorkom, mz - masa posudice

sapepelom.

Sadrzaj svih hranjivih tvari izraZen je kao g/kg suhe tvari.

5.5.2.6. Statisticka obrada podataka

Za statisticku analizu koristila Excel 2013. i internet portal https://www.socscistatistics.com/.

Prvi korak u obradi podataka bio je izraCunavanje koli¢ine pojedene hrane, na osnovu koli¢ine
ponudene hrane i ostataka. Nakon toga, izraCunata je suha tvar ponudene i pojedene hrane te
fecesa. Na kraju sam iz dobivenih podataka izra¢unala prividni koeficijent probavljivosti (ADC,
%) svjeze i suhe tvari, sirovih bjelan¢evina, masti i vlakana. Prividni koeficijent probavljivosti
svjeze i suhe tvari izraunat je za svaku jedinku zasebno za svih deset dana, dok je za pepeo,
sirove bjelancevine, masti 1 vlakna izraCunat za prvih pet dana zbog visokih tro§kova kemijske

analize.
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Vrijednosti za prividni koeficijent probavljivosti organske i suhe tvari prikazane su kao srednja
vrijednost + standardna devijacija za svaku jedinku (Tablica 13.). Nakon toga provela sam
testiranje kako bih utvrdila eventualne razlike u koeficijentima izmedu muzjaka i zenki prividne
probavljivosti svjeze i suhe tvari, pepela, sirovih bjelan¢evina, masti i vlakana koriste¢i Mann-

Whitney U test. Podatke sam analizirala na razini znacajnosti p < 0,05.

Vrijednosti za prividni koeficijent probavljivosti sirovih bjelan¢evina, masti i ugljikohidrata

prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija za svaku jedinku (Tablica 13.).
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6. REZULTATI

6.1. Funkcionalna anatomija zva¢nog sustava

6.1.1. In vivo sila ugriza

In vivo zabiljeZene sile ugriza kod dinarskog voluhara su pokazale razlike u masi, sili ugriza i

omjeru sile ugriza i tjelesne mase izmedu muzjaka i Zenki. Prosje¢na masa dinarskog voluhara

(Dinaromys bogdanovi) iznosila je 72,75 g, prosje¢na sila ugriza bila je 25,84 N, a omjer sile

ugriza i tjelesne mase iznosio je 357,05 N/kg (Tablica 8A.).

Tablica 8A. Sila ugriza in vivo i masa tijela i omjer sile ugriza i tjelesne mase kod dinarskog

voluhara (Dinaromys bogdanovi) (srednja vrijednost £+ standardna devijacija, (minimumi i

maksimumi)), N=12.

. .. . . Omijer sile ugriza i
Jedinka Spol Masa tijela (g) | Sila ugriza (N) -l
DB1 Z 77 30,0 389,61
DB2 M 70 26,6 380,00
DB3 M 7 24,1 312,99
DB4 M 68 28,0 411,76
DB5 M 68 25,3 372,06
DB6 Z 79 32,0 405,06
DB7 M 70 23,6 337,14
DB8 M 70 29,8 425,71
DB9 7 63 23,9 379,37
DB10 M 78 20,9 267,95
DB11 M 81 22,4 276,54
DB12 M 72 23,5 326,39
SV +SD 72,75 +5,51 25,84 + 3,44 357,05 + 52,24
(min — max) (63,00-81,00) | (20,90-32,00) (267,95-425,71)

Prosje¢na masa muzjaka (N=9) bila je 72,67 £ 4,77 g, sila ugriza 24,91 = 2,81 N, a omjer sile

ugriza i tjelesne mase 345,62 + 55,88 N/kg. Kod Zenki (N=3) prosje¢na masa tijela bila je 73,00

* 8,72 g, sila ugriza 28,63 = 4,22 N, a omjer sile ugriza i tjelesne mase 391,35 £+ 12,94 N/kg

(Tablica 8B.; Slika 35.).
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Tablica 8B. Sila ugriza in vivo i masa tijela (srednja vrijednost = standardna devijacija,
(minimumi i maksimumi)) i omjer sile ugriza i tjelesne mase kod muzjaka i zenki dinarskog

voluhara (Dinaromys bogdanovi), N=12.

Spol Masa tijela (g) | Sila ugriza (N) Omijer sile ugriza i tjelesne mase
(N/kg)
Muzjaci (Ngy (207 EATT 2491 %281 345,62 « 55,88
uzjadt (68-81) (20,90 — 29,80) (267,90 — 425,71)
. 73,00+£872 28,63 +4,22 391,35 + 12,94
Zenke (N=3) (63-79) (23,90 —32,00) (379,37 — 405,06)
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Slika 35. Graficki prikaz omjera in vivo sile ugriza i tjelesne mase kod dinarskog voluhara

(Dinaromys bogdanovi), podijeljen prema spolu. Crvena kutija na grafu predstavlja raspodjelu
podataka za Zenke, plava kutija za muzjake. Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju raspon
podataka s donjim (25%) i gornjim kvartilima (75%), linija unutar pravokutnika predstavlja
medijan, dok linije (eng. whiskers) iznad i ispod pravokutnika prikazuju minimalne i

maksimalne vrijednosti.

Na grafu je vidljivo da Zenke imaju veci i konzistentniji omjer sile ugriza i tjelesne mase u
usporedbi s muzjacima, §to je nazna¢eno manjim rasponom i visom vrijedno$¢u medijana kod
zenki. MuZjaci pokazuju veci raspon vrijednosti, §to ukazuje na vecu varijabilnost u omjeru sile
ugriza i tjelesne mase. Najveca zabiljezena vrijednost bila je kod zenke mase 0,079 kg i iznosila
je 32 N, §to je gotovo 405 N po kilogramu njezine tjelesne mase. Nadalje, najveéi zabiljezeni
omjer sile ugriza i tjelesne mase bio je kod muzjaka i iznosio je 425,71 N/kg. Vazno je
napomenuti da je broj Zenki ukljucenih u ovo istraZivanje bio mali, §to moZe utjecati na

pouzdanost rezultata ili podataka.

90



6.1.2. Anatomska analiza i mase muskulature Zva¢nog sustava

Zvaéna muskulatura (m. mandibularis) dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) sastoji se
od sljepoo¢nog misi¢a (m. temporalis), Zvaénog misSi¢a (m. masseter), krilastog misi¢a (m.
pterygoideus) i dvotrbusastog misi¢a (m. digastricus). Musculus masseter se sastoji od tri dijela:
m. masseter superficialis; m. masseter profundus (anterior i posterior) i m. masseter
zygomaticomandibularis (anterior, posterior i infraorbitalis). Musculus pterygoideus se sastoji
od dva dijela: m. pterygoidei internus i m. pterygoidei externus. Musculus temporalis je takoder
podijeljen u nekoliko dijelova: m. teporalis anterior, m. temporalis suprazygomatica i m.
temporalis posterior (Slika 36.).

’ : temporalis anterior
temporalis posterior ; P

temporalis A

pars

suprazygomatica

masseter superficialis
B
masseter
— profundus

anterior

masseter profundus -

sterior < i ’
posten zygomaticomandibularis

zygomaticomandibular ~ pars infraorbitalis
posterior

. zygomaticomandibularis

A y anterior
temporalis anterior

pterygoideus

Slika 36. Misi¢i aduktora Celjusti kod vrste dinarski voluhar (Dinaromys bogdanovi). A. Nakon
uklanjanja m. digastricus; B. Nakon uklanjanja m. masseter pars superficialis: C. Nakon

uklanjanja m. masseter pars profundus; D. Nakon uklanjanja m. zygomaticomandibularis.
Misiéi se znatno razlikuju po masi: m. masseter profundus anterior i m. temporalis anterior

najvise doprinose ukupnoj masi aduktora ¢eljusti (20,69 i 17,24%), a zatim slijedi m. masseter
posterior (15,52%) (Tablica 9.; Slika 37.).
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Tablica 9. Mase i postotni udjeli misi¢a (srednja vrijednost + standardna devijacija) unutar

zvaénog sustava dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi), N=3.

Udio mase pojedinog miSica

Zvaéni misiéi Masa L
(m. mandibularis) (@) unutar ukupn'ewn’lase svih Zva¢nih
misica (%)
m. digastricus 0,0343 £ 0,0028 5,17
m. digastricus ukupno 0,03 5,17
m. masseter superficialis 0,0799 £ 0,0040 13,79
m. masseter profundus anterior 0,1188 + 0,0107 20,69
m. masseter profundus posterior 0,0909 + 0,0009 15,52
m. masseter medialis anterior 0,0316 + 0,0047 5,17
m. masseter medialis infraorbitalis ~ 0,0128 £+ 0,0047 1,72
m. masseter medialis posterior 0,0079 £ 0,0012 1,72
m. masseter ukupno 0,34 58,62
m. pterygoidei internus 0,0243 £ 0,0038 3,45
m. pterygoidei externus 0,0345 £ 0,0131 5,17
m. pterygoideus ukupno 0,05 8,62
m. temporalis anterior 0,1027 + 0,0246 17,24
m. temporalis posterior 0,0323 £ 0,0032 5,17
m. temporalis suprazygomatica 0,0282 £ 0,0139 5,17
m. temporalis ukupno 0,16 27,59
Misic

m. pterygoideusinternal - 3.4%

m. pterygoideusexternal - 5.2%

m. digastricus - 5.2%

m. temporalisanterior - 17.2%

m. temporalisposterior - 5.2%

m. temporalissuprazygomatica - 5.2%
m. massetersuperfacialis - 13.8%

m. masseterprofundusanterior - 20.7%
m. masseterpofundusposterior - 15.5%
m. massetermedialisanterior - 5.2%

m. massetermedialisinfraorbitalis - 1.7%
m. massetermedialisposterior - 1.7%

Slika 37. Graficki prikaz postotnih udjela mase pojedinog misi¢a unutar ukupne mase svih

zva¢nih misica (%) kod dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) prikazan je prema bojama:

plava i svijetlo plava oznacavaju m. pterygoideus, zuta oznacava m. digastricus, razlicite

nijanse zelene predstavljaju m. temporalis, a crvene i ruziaste nijanse predstavljaju m.

masseter.
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6.2. Morfologija i histologija probavnog sustava
Probavni sustav dinarskog voluhara sastoji se od usne Supljine, jednjaka, zeluca, tankog,

slijepog i debelog crijeva te rektuma (Slika 38.; Slika 39.).

Jednjak je skriven ispod dusnika. Zeludac se nalazi u gornjem lijevom dijelu trbusne upljine,
dok se tanko crijevo prostire duz desne srediSnje strane. Velika jetra zauzima veci dio desne
strane trbuSne Supljine. Slijepo crijevo je smjeSteno na spoju tankog i debelog crijeva na lijevoj
strani. Debelo crijevo zapocinje od slijepog crijeva i proteze se uzduz straznje strane trbusSne

Supljine prema rektumu. Rektum je smjesten u donjem dijelu trbusne Supljine.

Slika 38. Topografski prikaz sekcije dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). Prednji
trbusni zid je uklonjen, prikazujudi trbusne organe na njihovom mjestu. Jetra (1) 1 Zeludac (4)
nalaze se u desnom i lijevom prednjem dijelu trbusne Supljine, redom. Petlja uzlaznog debelog
crijeva (2) je savijena i zauzima veci dio lijeve strane trbusne Supljine zbog svoje veli€ine. Petlje
tankog crijeva (3) nalaze se na desnoj strani dok se slijepo crijevo (5) nalazi uz lijevi zid trbusne

Supljine.
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Slika 39. Prikaz izoliranog probavnog trakta vrste dinarski voluhar (Dinaromys bogdanovi)

Jednjak (a), jetra (b) i zeludac (c), tanko crijevo (d), slijepo crijevo (e), proksimalni
kolon (f), distalni kolon (g).

6.2.1. Makroskopski opis 1 morfoloSke karakteristike probavnog sustava
Jednjak dinarskog voluhara je uska, tubularna struktura koja se proteze od usne Supljine do
zeluca (Slika 40.).

Slika 40. Prikaz jednjaka dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi)

Zeludac je bilokularan hemiglanduralni (diskoidni). Morfoloskom analizom primijeéena je
duboka konstrikcija, kutni utor (incisura angularis), koja je gotovo podijelila Zeludac na dva
dijela. Fornix ventricularis se proteZe iznad otvora jednjaka i lagano se povija prema njemu.
Histoloska analiza organa potvrdila je pretpostavku da se sastoji od nezljezdanog viseslojnog
plocastog epitela i Zljezdanog dijela (vidi odjeljak "6.2.3"). Zljezdani dio Zeluca jasno je
okruzen rubnim naborom (eng. bordering fold), ogranicen je na malo podrucje u obliku diska
na veéem dijelu krivulje. Keratinizirani viSeslojni plocasti epitel prekriva ostatak antruma

(pilorusa) i korpusa (Slika 41.).
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Slika 41. A. Prikaz vanjske i unutrasnje grade bilokularnog hemiglanduralnog Zeluca dinarskog
voluhara (Dinaromys bogdanovi). B. Vanjski prikaz bilokularnog hemiglanduralnog Zeluca
dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). C. Shematski prikaz bilokularnog
hemiglanduralnog Zeluca vrste meksicki vulkanski mi§ (Neotomodon alstoni) — a. incisura
angularis; b. corpus; c. pilorus; d. fornix ventricularis; e. keratinizirani viseslojni plocasti
epitel; f. Zljezdani epitel; g. rubni nabor; i. prednji dio duodenuma. Preuzeto i prilagodeno iz
Carleton, 1973.

Tanko crijevo predstavlja jednostavnu tubularnu strukturu (Slika 42.).

traktu. Promjer slijepog crijeva je varijabilan i ovisi o koli¢ini sadrzaja koji se nalazi unutar

njega. Jedna od karakteristika koja ga izdvaja je njegova slozena arhitektura nabora. Ovi nabori,

poznati i kao plicae semilunares, stvaraju povec¢anu povrsinu unutar organa (Slika 43.).
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Slika 43. Prikaz grade slijepog crijeva dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) s vidljivim
naborima. Uz slijepo crijevo prikazana je i postcekalna spirala na lijevoj strani slike, koja je

uvijena i drugacije boje od ostatka slijepog crijeva.

Debelo crijevo dinarskog voluhara prostire se od slijepog crijeva do anusa, zavr$avajuéi
rektumom. Izmedu slijepog i debelog crijeva kod dinarskog voluhara uocila sam kolonsku
petlju, odnosno post-cekalnu spiralu (ansa coli paracoecalis) koja se sastoji od uzlaznog i
silaznog dijela. Uzlazni dio, nazvan ampula coli, jednako je $irok kao slijepo crijevo, ali vrlo je
kratak. Silazni dio je uzak i oblikuje dvostruku spiralu. Uvrnuti uzlazni dio tvori jezgru spirale
preko koje se silazni dio namata prema dolje. Makroskopski, uzlazni dio izgleda kao produzetak

samog slijepog crijeva, dok silazni dio viSe podsjeca na debelo crijevo (Slika 44.).

Slika 44. A. Prikaz grade slijepog crijeva te proksimalnog dijela debelog crijeva dinarskog
voluhara (Dinaromys bogdanovi). B. Shematski prikaz grade slijepog i proksimalnog debelog
crijeva vrste vodeni voluhar (Arvicola terrestris) — a. tanko crijevo (ileum); b. slijepo crijevo;

c. ansa coli paracoecalis; d. colon. Preuzeto i prilagodeno iz Lange i Staaland, 1970.
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Sluznica na pocetku spiralnog kolona ima uzduzni nabor koji se proteze duz crijeva otprilike
dva kruga. Taj nabor gotovo potpuno dijeli lumen crijeva na dva odvojena kanala: uski kanal i
glavni kanal. Na svojem proksimalnom kraju, uski kanal se otvara u ampulu. Na svojem
distalnom kraju, nastavlja se uzduznim utorom s povezanim kosim brazdama u zidu debelog

crijeva (Slika 45.).

Brazde razdvajaju nabore sluznice rasporedene u uzorku ribljih kostiju, ali se ne povezuju na

aksijalnoj sredini debelog crijeva, gdje se nalazi uzduzni utor. Nabore se moze pronaé¢i od

sredine unutarnje spirale do kraja proksimalnog dijela debelog crijeva.

Slika 45. Prikaz vanjske i unutarnje grade proksimalnog dijela debelog crijeva dinarskog
voluhara (Dinaromys bogdanovi). A. Makroskopski pogled na vanjsku povr§inu uzlaznog dijela

debelog crijeva; B. lupa, povecanje 1,5x; a. glavni kanal; b. uski kanal; c. nabori sluznice.

6.2.2. Morfometrija probavnog sustava

Prosje¢na masa dinarskih voluhara obuhvacenih ovim dijelom istraZivanja iznosi 67,67 £ 9,45
g. Prosje¢na masa punog probavnog trakta iznosi 10,36 * 2,39 g, sto ¢ini 15,31% ukupne mase
zivotinje. Dijelovi probavnog trakta iz kojih nije odstranjen sadrzaj, tj. jednjak, Zeludac, tanko,
slijepo i debelo crijevo imaju mase 0,08 + 0,02 g, 3,86 + 1,45 g, 2,22 + 0,66 g, 3,54 £ 0,89 g,
0,66 £+ 0,24 g odnosno ¢ine 0,77%, 37,28%, 21,45%, 34,15%, 6,35% ukupne mase probavnog

trakta Zivotinje.
Prosje¢na masa crijeva sa sadrzajem iznosi 6,42 + 1,46 g. Tanko, slijepo i debelo crijevo ¢ine

34,62%, 55,10%, 10,25% ukupne mase crijeva. Nadalje, prosje¢na masa praznog zeluca i

praznog slijepog crijeva iznosi 0,99 £ 0,09 g, 1,38 + 0,24 g (Tablica 10A.).
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Tablica 10A. Morfometrijske mjere mase pojedinih organa dinarskog vouhara (Dinaromys

bogdanovi). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost *

standardna devijacija,

(minimalna do maksimalna vrijednost) te udio mase organa unutar probavnog trakta. Uzete

mjere za komponente probavnog sustava s njihovim sadrzajem.

. Udio organa Udio organa unutar | Udio organa unutar
Dinaromys | Masa organa
boadanovi @) unutar probavnog trakta probavnog trakta
?] _7 g probavnog trakta (bez jednjaka) (samo crijeva)
) (%) (%) (%)
: 0,08 £ 0,02
Jednjak pun (0.05_0.12) 0,77
y 3,86 £1,45
Zeludac pun (2,13 - 5,63) 37,28 37,57
Tanko 2,22 0,66
. ’ ’ 21,4 21,62 4,62
crijevo puno (0,91 - 3,11) A5 6 34,6
Slijepo 3,54 +0,89
.. 4,1 4,41 1
crijevo puno (2,84 —5,50) 34,15 34 55,10
Debelo 0,66 + 0,24
crijevo puno (0,22 - 0,92) 6,35 640 10,25
Tanko,
slijepo i 6,42 + 1,46
debelo (5,15 -9,53) 61,95 62,43

crijevo puno

Prosje¢na duljina probavnog trakta iznosi 839,16 + 148,28 mm. Prosje¢ne duljine jednjaka,
zeluca, tankog, debelog i slijepog crijeva iznose 45,43 £ 5,75 mm, 35,73 + 7,22 mm, 463.,4 £
59,19 mm, 196,86 + 59,23 mm i 97,57 + 54,96 mm redom, $to ¢ini 5,54%, 4,26%, 55,24%,
23,46% i 11,63% ukupne duljine probavnog trakta (Tablica 10B.).

Prosje¢na duljina tankog i debelog crijeva iznosi 660,43 + 100,09 mm, $to ¢ini 78,70% ukupne
duljine probavnog sustava. Prosje¢na duljina slijepog i debelog crijeva iznosi 294,43 + 103,46
mm, $to ¢ini 35,09% ukupne duljine probavnog sustava. Nadalje, prosjecna duljina crijeva je
758 + 142,10 mm. Tanko, slijepo i debelo crijevo ¢inili su 61,16%, 12,87%, 25,97% ukupne
duljine crijeva (Tablica 10B.).
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Tablica 10B. Morfometrijske mjere duljina pojedinih organa probavnog sustava dinarskog
voluhara (Dinaromys bogdanovi). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna
devijacija, (minimalna do maksimalna vrijednost) te udio duljine organa unutar probavnog

trakta. Uzete su mjere za jednjak, Zeludac, tanko, debelo i slijepo crijevo.

Udio organa Udio organa Udio organa
Dinaromys Duljina organa unutar unutar probavnog | unutar probavnog
bogdanovi (mm) probavnog trakta (bez trakta
n=7 trakta jednjaka) (samo crijeva)
(%) (%) (%)
. 45,43 £ 5,74
k ’ ’ 41
Jednja (39 _ 55) 5,
y 35,73+7,22
Zeludac (28 — 45) 4,26 450
.. 463,57 £ 59,19
Tanko crijevo (375 - 542) 55,24 58,40 61,16
. . 97,57 £ 54,96
Slijepo crijevo (64— 219) 11,63 12,29 12,87
. 196,86 + 59,26
Debelo crijevo (140 — 290) 23,46 24,80 25,97
Tanko i debelo 660,43 £ 100,09
crijevo (515 - 798) 78,70 83,20 87,13
Slijepo i debelo 294,43 + 103,46
crijevo (206 — 798) 35,09 37,09 38,84

6.2.3. Mikroskopski opis probavne cijevi, histomorfometrijska i histokemijska analiza
pojedinih slojeva

Buduci da sve tri jedinke nisu imale potpuno ouvan probavni sustav i nisu bile fiksirane odmah
nakon uginuca, zabiljeZene su manje promjene u gradi sluznice tankog i debelog crijeva kod
nekih jedinki, ukljucujuci oste¢enja povrSinskog sloja i1 raslojavanja izmedu vezivnog i okolnih

slojeva.

U ovom dijelu rada rezultati histoloskog opisa i morfometrije temelje se na tri reprezentativna
primjerka, osim u sljede¢im sluc¢ajevima: zljezdani dio Zeluca gdje su tunica externa i lamina
epithelialis izmjerene kod dvije jedinke; tanko crijevo gdje je tunica externa izmjerena kod
dvije jedinke; debelo crijevo gdje su tunica mucosa i tunica externa izmjerene kod dvije
jedinke; te slijepo crijevo gdje je tunica muscularis izmjerena kod dvije jedinke, a tunica

externa kod jedne jedinke. Koriste¢i linearnu regresiju i uzimajuci u obzir vrijednosti stupca i
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prosjek ostalih vrijednosti pojedinog sloja za jedinku, popunila sam tablicu vrijednosti koje nisu

mogle biti izmjerene.
Histoloska analiza izradenih trajnih preparata na svjetlosnom mikroskopu pokazala je da grada

probavne stijenke ove vrste sadrzava tipi¢ne slojeve sluznice, podsluznice, misi¢nog sloja 1

vanjske ovojnice razlicitih debljina (Tablica 11.; Slika 46.; Slika 47.).
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Tablica 11. Srednje vrijednosti po uzorkovanoj jedinki dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) za histomorfometrijske mjere pojedinih slojeva

za jednjak, miSi¢ni i zljezdani dio zeluca, tanko, debelo i slijepo crijevo. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija

(minimalna do maksimalna vrijednost), (N=3).

Analizirani . . . Lamina . . Tunica Tunica .
. ) Tunica Stratum Lamina Lamina . Tunica Tunica : : Tunica
dijelovi S . muscularis i muscularis muscularis
mucosa corneum epithelialis propria submucosa muscularis e externa
proba\/ne mucosae externa Interna
cijevi Debljina pojedinih slojeva (um)
Jedniak 11523 +2823  52,35+2510 99,94 + 26,96 12,77 £3,12 5,79 1,50 34,81 12,66 167,19 £ 19,75 62,85 + 9,54 80,42+10,22  22,85+22,75
J (75,50 — 155,48) (19,35-93,77) (71,12 -141,17) (7,82 -17,34) (3,20-7,51) (17,54 —55,83) (145,62 - 210,39) (52,81 - 84,18) (65,59 —92,98) (4,75 -80,07)
Zeludac 15563£4322  5891+23,77 124,70 +32,88 10,33 £ 4,04 1157 +4,84 41,88+ 20,06 687,52 + 99,34 ) ) 16,67 +7,10
misiéni dio (94,77 — 216,15) (21,93 - 100,60) (73,84 — 164,50) (5,43 - 16,92) (5,42 -19,33) (19,39 - 90,00) (538,01 — 809,27) (3,73-25,37)
Zeludac 1117,38 + 135,14 i 9,56 + 0,63 102139+ 77,42  3257+828  3224+16,11 149,73 + 92,32 ) ) 16,11 +5,08
Zljezdani dio (900,31 — 1239,42) (8,64 —10,27) (908,75 — 1116,69) (17,11 — 44,49) (17,66 — 68,77) (35,98 — 270,29) (11,28 - 25,78)
Tanko 362,36 + 111,96 i 26,49 £ 6,40 160,80 + 147,17 3,63+1,70 15,52 + 11,81 51,01 +8,78 ) ) 30,73 £31,78
Crij evo (213,36 - 519,26) (18,84 — 35,37) (18,74 — 448,91) (1,24 -6,81) (2,21 -30,31) (35,34 — 61,63) (5,70 - 73,61)
Slijepo 356,47 + 217,92 ) 19,31 +452 6234+5625  2345+1539  7,39+495 109,78 + 18,74 ) ) 15,52 + 20,14
crij evo (137,36 - 688,78) (13,14 - 28,88) (15,64 —201,24) (6,02 -51,00) (1,19 -15,28) (91,82 - 150,42) (1,60 - 53,22)
Debelo
" 283,98 + 141,62 i 26,47 £7,32 199,05 + 133,46 7,77+2,23 15,52 + 15,33 57,75 + 15,47 351+2,38
C”J Evo (84,13 — 525,26) (17,12 - 38,83) (39,81 — 415,30) (2,99 - 10,53) (5,96 — 55,49) (37,79 - 82,59) (1,92 -6,25)
uzlazni dio *
Debelo
crijevo 197,25 + 141,54 i 39,17 £ 14,60 22,79 £10,37 10,48 £ 4,92 23,93 16,52 85,37 £ 21,43 ) ) 2,65+1,13
transverzalni (112,65 - 474,70) (21,18 - 68,51) (11,06 — 41,89) (4,44 —20,01) (2,48 — 47,73) (51,27 — 112,09) (1,27 - 437)
dio

* ansa coli paracoecalis
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Slika 46. Ukupne srednje vrijednosti histomorfometrijskih mjera za svaki pojedini histoloski
sloj unutar probavne cijevi dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi), te za svaku analiziranu
regiju (jednjak, miSi¢ni i Zljezdani dio Zeluca, tanko i slijepo crijevo, te uzlazni i transverzalni
dio debelog crijeva) duz probavne cijevi. N = 3.
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Slika 47. Prikaz postotnih udjela debljina slojeva u zidu probavne cijevi kod dinarskog voluhara
(Dinaromys bogdanovi), za svaku analiziranu regiju (jednjak, mi$i¢ni i Zljezdani dio Zeluca,
tanko i slijepo crijevo, te uzlazni i transverzalni dio debelog crijeva) duz probavne cijevi. N =
3.

Za statisticku analizu razlika u debljini slojeva unutar dijelova probavne cijevi koristen je

Friedmanov test, koji je pokazao statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05).
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Nakon primjene Holm-Bonferroni korekcije, utvrdeno je da postoje statisticki znacajne razlike
u sloju tunica mucosa izmedu zljezdanog Zeluca i tankog crijeva, kao i izmedu Zljezdanog

zeluca i transverzalnog dijela debelog crijeva.

Daljnja analiza je pokazala statistiCki znacajne razlike u sloju lamina epithelialis izmedu
transverzalnog i proksimalnog dijela debelog crijeva, jednjaka i slijepog crijeva, miSi¢nog
zeluca i jednjaka, zljezdanog Zeluca 1 jednjaka, Zljezdanog zeluca i proksimalnog dijela debelog
crijeva, Zljezdanog Zeluca i slijepog crijeva, te tankog crijeva i transverzalnog dijela debelog

crijeva.

Takoder, u sloju lamina propria primijecene su statisti¢ki znacajne razlike izmedu zljezdanog
1 miSiénog zeluca, izmedu zljezdanog Zeluca i1 jednjaka, izmedu Zzljezdanog Zeluca i
proksimalnog dijela debelog crijeva, izmedu Zljezdanog Zeluca i slijepog crijeva, izmedu
misi¢nog Zeluca i proksimalnog dijela debelog crijeva, te izmedu transverzalnog i proksimalnog
dijela debelog crijeva. Sto se ti¢e sloja lamina muscularis mucosae, primije¢ene su statisticki

znacajne razlike izmedu zljezdanog 1 misi¢nog zeluca.

Na kraju, u sloju tunica muscularis utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu
transverzalnog i proksimalnog dijela debelog crijeva, izmedu jednjaka i slijepog crijeva, te
izmedu miSi¢nog Zeluca i zljezdanog zeluca. Nakon primjene Holm-Bonferroni korekcije,
utvrdeno je da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u sloju tunica submucosa i tunica externa
(Slika 48.).
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Slika 48. Graficki prikaz varijacija u debljini slojeva probavnih stijenki izmedu razli¢itih
dijelova probavnog sustava. Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju raspon podataka s donjim i
gornjim kvartilima, linija unutar pravokutnika predstavlja medijan, dok linije (eng. whiskers)
iznad i ispod pravokutnika prikazuju minimalne i maksimalne vrijednosti, osim iznimnih (eng.
outlier) vrijednosti (kruzni markeri). Razli¢ita slova iznad stupaca predstavljaju znacajnu

statisticku razliku u Friedmanovom testu s Holm-Bonferroni korekcijom.
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Jednjak - Sluznica jednjaka dinarskog voluhara sastoji se od viseslojnog plocastog epitela,
unutar kojeg su se mogli razlikovati povrSinski vanjski keratinizirani sloj (mrtvih stanica koje
se ljuste), 1 unutrasnji sloj zivih stanica koje se pri bazi mitotski dijele 1 leZze na bazalnoj
membrani. Keratinizirani sloj je bio dosta debeo i varirao je od 19,35 do 93,77 um debljine,
dok je unutrasnji zivi sloj epitelnih stanica bio izgraden najces¢e od 5 do 7 slojeva stanica i
srednja vrijednost mu je bila oko 99,94 + 26,96 pm. Obzirom da je sluznica naborana, debljine
izmjerenih slojeva dosta variraju, $to je vidljivo u minimalnim i maksimalnim vrijednostima
ovoga sloja (75,50 do 155,48 um debljine) jer su mjerenjima zahvaceni i nabori, ali i podrucja
izmedu nabora. Vezivno tkivo sluznice je jednostavno gradeno od vezivnog tkiva u kojem su
krvne zile, bez vidljivih egzokrinih zlijezda. MiSi¢ni sloj sluznice je bio najtanji sloj sluznice,
jedva mjerljiv i uo€ljiv kao jedan niz miSiénih vlakana koja omeduju sloj sluznice. Podsluznica
je gradom bila sli¢na vezivnom tkivu sluznice, bez ikakvih uocenih dodatnih struktura. Ovaj
sloj je deblji u usporedbi s vezivnim tkivom sluznice, ali je takoder bio dosta varijabilan u
mjerama jer je podsluznica pratila nabore sluznice i zato je na pojedinim mjestima ulazila u te
nabore 1 zadebljavala se. MiSi¢ni sloj je izgraden od dva ogranicena sloja: kruzni sloj popre¢no
prugastih miSi¢a 1 uzduzni sloj poprecno prugastih miSica. Vanjska opna je bila gradena od
vezivnog tkiva koja je u pojedinim dijelovima sadrzavala snopove zivaca i krvnih zila pa je na

tim dijelovima bila zadebljala (Slika 49.).

Slika 49. Histoloski prikaz uocenih slojeva koji izgraduju jednjak dinarskog voluhara
(Dinaromys bogdanovi) u popre¢nom presjeku. Oznake na slici predstavljaju dijelove sluznice
(1 — lamina epithelialis, 2 — lamina propria, 3 — lamina muscularis mucosae, 4 — tunica

submucosa, 5 — tunica muscularis, 6 — tunica externa). HE, x400.
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Zeludac - Na histoloskim preparatima Zeluca se, sukladno vanjskoj morfologiji i funkciji,
vidjela podjela na dvije regije: miSi¢ni i zljezdani zeludac. Pokrovni epitel misSiénog Zeluca
(Slika 50. pod A) graden je od keratiniziranog viSeslojnog plocastog epitela, koji je nesto deblji
u odnosu na keratinizirani dio epitela jednjaka (52,35 £ 25,10 pm vs 58,91 + 23,77 um),
vezivnog tkiva sluznice u kojem nisu vidljive zlijezde i tankog sloja miSic¢a sluznice. Ovaj dio
sluznice je relativno tanak (11,57 + 4,84) i ima izrazene nabore sluznice (ruge). U ovoj regiji
zeluca cijelom stijenkom probavne cijevi dominira sloj miSica koji je graden od glatkih miSiénih

stanica. Vanjska opna je gradena od tanke serozne opne.

U prijelaznom dijelu izmedu misiéne i zljezdane regije (Slika 50. pod B) vidljiva je promjena
u gradi sluznice: epitel se mijenja iz viSeslojnog keratiniziranog u jednoslojni cilindri¢ni, a
sluznicom dominiraju Zlijezde. Prijelaz izmedu ta dva podrucja je oStar, oznacen rubnim

naborom i oblozenim roznatim epitelom.

-*_* 2 sloja glatkih misica
L

Slika 50. Histoloski prikaz uocenih slojeva koji izgraduju Zeludac dinarskoga voluhara
(Dinaromys bogdanovi) u (a) misi¢noj regiji zeluca, u (b) prijelaznoj regiji i u (c) zljezdanoj
regiji. Glavna razlika u gradi izmedu miSi¢ne i ZeluCane regije je u gradi i debljini sluznice
(oznacena crnom linijom) i debljini mi§i¢nog sloja probavne cijevi (oznaceno zelenom linijom):
u misiénoj regiji stijenkom probavila dominiraju misi¢i, dok je u zelucanoj regiji najveci dio

stijenke zljezdana sluznica.

U Zljezdanom dijelu Zeluca (Slika 50. pod C), sluznica nije imala vidljive nabore kao u
miSi¢nom dijelu. Pokrovni epitel je bio od visokih cilindri¢nih stanica, a vezivno tkivo sluznice
ispunjeno dugackim tubulusnim Zelu€anim zlijezdama koje su se pruzale od pokrovnog epitela
na misiénog sloja sluznice u dosta ravnom trakastom rasporedu. Ovaj dio sluznice sa
Zljezdanom funkcijom bio je puno deblji u odnosu na sluznicu misi¢nog dijela zeluca i iznosio

je 1117,38 £ 135,14 um (vs 155,63 £ 43,22 um). Misi¢ni sloj sluznice je bio dosta dobro vidljiv
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i takoder nesto deblji u odnosu na misi¢ni dio sluznice zeluca (11,57 = 4,84 um vs 32,57 + 8,28
um). Vezivno tkivo podsluznice je bilo jednostavno gradeno bez uocenih dodatnih struktura u
tkivu. Misiéni sloj je bio u promjeru dosta tanji u odnosu na misi¢nu regiju zeluca. U najdebljim
dijelovima miSi¢nog sloja mogla su se vidjeti tri sloja glatkih miSi¢a, kruzni, uzduzni i kosi
misici, okruzeni s nesto veziva u kojem se nalazi Ziv€evlje parasimpatikusa. Vanjska opna
probavne stijenke je seroza, dobro prokrvljeno vezivno tkivo, prekriveno sa stanicama

mezotela.

Obojana pomocu histokemijske AB/PAS reakcije, sluznica zljezdanog dijela Zeluca pokazala
je da se povrSinske mukozne vrcaste stanice dijele na PAS+ stanice (ljubiCasta boja) koje
oznac¢avaju prisutnost neutralnih mucina i AB+ stanice (plava boja) koje prikazuju kiselinsku
grupu mukopolisaharida. Parijetalne stanice koje proizvode Zelu¢anu kiselinu obojane AB/PAS
metodom bile su vidljive kao svijetlo roze stanice koje su bile prisutne cijelom duzinom
zelucanih Zlijezda, iako ih je u vratom dijelu Zlijezda bilo nesto vise. Glavne (zimogene) stanice
koje proizvode probavne enzime su se prikazivale kao svijetlo plave stanice (u AB/PAS metodi)
te su dominirale u sredi$njem dijelu sluznice i poglavito u bazalnim dijelovima zlijezda (Slika

51.).

parijetalne, roza obojene,
stanice dominiraju u vratnoj

.Rt‘):‘\ N P
) =% ?}G regiji tubulusnih Zlijezda
S BN
RS
p . : e W : o ) PAS pozitivne

~ vréaste stanice

AB pozitivhe
vréaste stanice

glavne stanice, obojene svijetlo
plavom bojom dominiraju u
bazalnoj regiji tubulusnih
Zlijezda sluznice Zeluca

Zljezdana sluznica
Slika 51. AB/PAS histokemijsko bojenje zljezdanog dijela Zeluca dinarskog voluhara

(Dinaromys bogdanovi) s jasno vidljivim vrcastim, parijetalnim i glavnim stanicama.

Tanko crijevo - Sluznica tankog crijeva (jejunum) gradena je od pokrovnog epitela,
jednoslojnog cilindri¢nog epitela s mikrovilima, ispod kojeg se nalazi lamina propria, rahlo

vezivno tkivo. Sluznica je dosta visoka (362,36 + 111,96 um) nabrana u prstolike nastavke,
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crijevne resice koje u ispruzenom obliku na poprecnom presjeku najcesé¢e budu 350-400 um
duge i pruzaju se u lumen crijeva. Mala koli¢ina vréastih stanica (jednostanicne mukozne
Zlijezde) ugradena je u visoki pokrovni epitel izmedu enterocita (26,49 £ 6,40 um). Pri bazi
crijevnih resica nalaze se Lieberkihnove kripte, jednostavne tubulusne Zlijezde. Pokrovni epitel
kripti se nastavlja na epitel resica i sadrzava isti tip stanica, uglavnom enterocite, s nesto
vréastih stanica. Uz njih, u kriptama se jo§ mogu naci enteroendokrine stanice, nediferencirane
stanice 1 eozinofilne Panethove stanice. Unutrasnjost resica i podrucje oko kripti ispunjeno je s
rahlim vezivnim tkivom sluznice, koja je dobro prokrvljena i ponekad sadrzava manje difuzne
nakupine limfnog tkiva. Misi¢ni sloj sluznice je graden od glatkih misi¢a koji su u jako tankom,
jedva vidljivom sloju. Podsluznica je gradena od vezivnog tkiva s krvnim i limfnim zilama, bez
vidljivih zlijjezda. MiSi¢ni sloj je graden od glatkih miSi¢a rasporedenih u dva sloja, unutra$nji
kruzni 1 vanjski uzduzni glatki misi¢i, izmedu kojih je vidljivo vezivno tkivo sa Ziv€evljem.
Vanjska opna, seroza (visceralni peritoneum) je na dosta preparata tesko prepoznatljiva jer je
jako tanka, a gradena je od jednog sloja mezotelnih stanica ili povremeno zadebljana, kada
sadrzi krvne i limfne zile (Slika 52.).

crijevne resice * : vanjska opna

100 pm

tubulusne Zlijezde

Slika 52. Histoloski prikaz uocenih slojeva koji izgraduju tanko crijevo dinarskog voluhara

(Dinaromys bogdanovi) u popre¢nom presjeku. Metoda HE.

Slijepo crijevo - Specificna histoloSka grada slijepog crijeva vidljiva je u gradi pokrovnog
jednoslojnog cilindri¢nog epitela, u kojem ve¢im dijelom izostaju vréaste stanice, te u naborima
sluznice koji su dobro razvijeni, visi i razgranatiji nego u jejunumu (26,49 + 6,40 um vs 39,17
+ 14,60 um). Podsluznica je prilicno tanka u vecini podrucja, ali se na mjestima Siri

obuhvacajuci limfne ¢vorove. Misi¢ni sloj se kao i kod debelog crijeva sastoji od dva dijela:
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unutarnji kruzni sloj se proteze u naborima, dok je tanji, vanjski, uzduzni sloj vrlo naboran $to
ukazuje na sloZenu strukturu zida organa. Vanjska opna sli¢na je onoj u tankom crijevu (Slika

53.).

2 sloja glatkih misica

Slika 53. Histoloski prikaz uo¢enih slojeva koji izgraduju slijepo crijevo dinarskog voluhara

(Dinaromys bogdanovi) u popre¢nom presjeku obojeno HE metodom.

Debelo crijevo - Proksimalni dio debelog crijeva je slozene grade i sadrzi post-cekalnu spiralu

(ansa coli paracoecalis) (Slika 54.).

Slika 54. Histoloski prikaz uocenih slojeva koji izgraduju proksimalni dio debelog crijeva
dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) u popreénom presjeku: (a) lupa poveéanje 1,2x

obojeno HE metodom; (b) lupa, povecanje 3,5x, obojeno AB/PAS metodom; (c) HE, x400.

Histoloska analiza prereza transverzalnog dijela debelog crijeva pokazala je da su prisutni svi
dijelovi probavne cijevi, odnosno u pojedinim slojevima se ne pojavljuju nove strukture nego
su glavne karakteristike grade debljina sluznice, miSi¢nog sloja te prosireni lumen. Sluznica je
gradena od jednoslojnog cilindri¢nog epitela bez mikrovila, ispod kojeg se nalazi vezivno tkivo.

Medu cilindri¢nim epitelom na dnu crijevnih zlijezda nalazi se veliki broj vréastih stanica koje
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luce sluz koja se ve¢im dijelom sastoji od kiselih i neutralnih mucina. Sluznica je u odnosu na
slijepo crijevo dosta visoka (197,25 + 141,54 vs. 356,47 = 217,92) i nabrana. Vezivno tkivo
podsluznice je malo guSc¢e grade s malo viSe kolagenih vlakana. Slojevi miSi¢a su deblji u

odnosu na tanko crijevo (51,01 + 8,78 vs. 109,78 + 18,74), dok je lumen Siri (Slika 55.).

vanjska opna

Slika 55. Histoloski prikaz uocenih slojeva koji izgraduju transverzalni dio debelog crijeva

dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) u popre¢nom presjeku obojeno HE metodom.

U ovom dijelu rada rezultati histokemijskog opisa temeljeni su na 5 reprezentativnih
primjeraka. PovrSina pregledavane sluznice crijeva na kojoj su kvalitativno 1 kvantitativno
analizirane vr¢aste mukozne stanice je varirala na preparatima. Ukupna pregledana povrSina
sluznice na svim preparatima za pojedinu vrstu unutar tankog crijeva iznosi izmedu 0,01 mm?
i 0,05 mm?, unutar debelog crijeva izmedu 0,03 mm? i 0,04 mm? a unutar slijepog izmedu 0,02

mm? i 0,04 mm?2.

Prilikom pregleda sluznice tankog, debelog i slijepog crijeva, uoceno je da se svi tipovi vréastih
stanica nalaze u tankom crijevu, dok se u slijepom i debelom crijevu nalaze samo kisele i
mijesane vrcaste stanice. Najveci broj kiselih vréastih stanica nalazi se u debelom crijevu, dok
je njihov broj najmanji u slijepom crijevu. Mijesanih stanica ima najvise u slijepom crijevu, a

najmanje u tankom crijevu (Tablica 12.; Slika 56.).
Tablica 12. Kvalitativni i kvantitativni prikaz brojnosti vréastih stanica po 1 mm? sluznice

tankog crijeva, debelog crijeva i slijepog crijeva. Vrijednosti su prikazane kao srednja

vrijednost + standardna devijacija, (minimalna do maksimalna vrijednost). Tipovi vréastih
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stanica su: plave (s kiselim mucinima), ljubicaste (s mijesanim kiselim i neutralnim mucinima),

ruzicaste (s neutralnim mucinima).

Broj stanica Kisele vrcaste Neutralne vréaste Mijesane vréaste
st/Imm? stanice stanice stanice
Tanko crijevo 918,68 + 297,75 1,24 + 2,77 6,98 £ 10,21
(686,57 — 1407,80) (0,00 -6,19) (0,00 - 22,52)
Debelo crijevo 2436,82 + 893,26 0 25,04 + 37,28
(1335,67 — 3497,04) (0,00 - 83,29)
Slijepo crijevo 459,82 + 260,99 0 44,03 + 32,71
(239,56 — 881,24) (12,89 - 81,98)

100%

98%

96%

94%

92% Neutralne

udjeli, %

Mijesane
90%
Kisele

88%
86%
84%

82%
Tanko crijevo Debelo crijevo Sijepo crijevo

Slika 56. Prikaz postotnih udjela vrcastih stanica odredenog tipa u sluznici tankog crijeva,
debelog i slijepog crijeva dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). Tipovi vrcastih stanica
su: plave (s kiselim mucinima), ljubiaste (s mijeSanim kiselim i neutralnim mucinima),

ruzicaste (s neutralnim mucinima).

Prilikom pregleda sluznice tankog, debelog i slijepog crijeva, uoc€ila sam da se kisele vrcaste
stanice javljaju kod svih jedinki u svim dijelovima crijeva. MijeSane vrcaste stanice su
pronadene kod svih jedinki unutar slijepog crijeva, dok su u tankom i debelom crijevu
pronadene samo kod dvije jedinke. Neutralne vréaste stanice su pronadene u tankom crijevu
samo jedne jedinke. Stoga je Friedmanovim testom usporeden ukupan broj kiselih vrcastih
stanica unutar tankog, slijepog i debelog crijeva, pri ¢emu su rezultati pokazali znacajne razlike

u broju tih stanica izmedu crijeva (F(2, N=10) = 8,4, p < 0,015).

Kao post hoc analizu koristila sam Wilcoxon Signed-Rank test, koji je potvrdio znacajnu razliku

u broju kiselih vrcastih stanica izmedu tankog i debelog crijeva (p = 0,016) te izmedu debelog
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i slijepog crijeva (p = 0,008), dok takva razlika nije utvrdena izmedu tankog i slijepog crijeva
(p = 0,056) (Slika 57.)
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Slika 57. Graficki prikaz gustoée kiselih vréastih stanica po mm? u tankom crijevu, slijepom
crijevu i debelom crijevu dinarskoga voluhara (Dinaromys bogdanovi). Svaka kutija na grafu
predstavlja raspodjelu podataka za odredeni dio crijeva. Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju
raspon podataka s donjim i gornjim kvartilima, linija unutar pravokutnika predstavlja medijan,
dok linije (eng. whiskers) iznad i ispod pravokutnika prikazuju minimalne i maksimalne

vrijednosti.

6.3. Brzina probave
6.3.1. Odredivanje brzine probave pomocu fizikalnih markera
Svi fizikalni markeri zabiljeZeni su unutar prvih 24 sata kod svih jedinki, osim jedne iz ljetne

sezone koja je iskljucena iz analize zbog nedostatka tih markera.
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6.3.1.1. Razlike u brzini probave muzjaka i Zenki

Na slici 58. prikazane su razlike u brzini probave tijekom zimske sezone izmedu muzjaka i

zenki.
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Slika 58. Obrazac izlu¢ivanja krute frakcije probave u gastrointestinalnom traktu A. muzjaka.
B. Zenki dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) kod A. muzjaka. B. Zenki, tijekom zimske
sezone. Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju raspon podataka s donjim i gornjim kvartilima,
linija unutar pravokutnika predstavlja medijan, dok linije (eng. whiskers) iznad i ispod
pravokutnika prikazuju minimalne i maksimalne vrijednosti, osim iznimnih (eng. outlier)

vrijednosti (kruzni markeri), dok "x" unutar pravokutnika predstavlja aritmeti¢ku sredinu

(prosjek) za dati skup podataka.

Analiza rezultata potvrduje da medu muzjacima i Zzenkama nema znacajnih razlika u brzini
probave u prvoj vremenskoj kategoriji od 4 sata (Mann-Whitney U test: U = 17,5, z = - 0,429,
p = 0,667). Takoder, rezultati analize pokazuju da nema znacajnih razlika u brzini probave
izmedu muzjaka i zenki u drugoj vremenskoj kategoriji od 4 do 8 sati (Mann-Whitney U test:
U=175,2=-0,429,p=0,667). U tre¢oj vremenskoj kategoriji od 8 do 12 sati, analiza rezultata
potvrduje da nema znacajnih razlika u brzini probave izmedu muzjaka i zenki (Mann-Whitney

Utest: U=15,z=-0,785, p=0,429). Konacno, u ¢etvrtoj vremenskoj kategoriji od 12 do 24
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sata, rezultati analize ukazuju da nema znacajnih razlika u brzini probave izmedu muzjaka i

zenki (Mann-Whitney U test: U = 14, z = 0,929, p = 0,352).

Obzirom na nedostatak razlike u brzini probave izmedu muzjaka i Zenki, daljnje analize

obuhvacaju podatke za oba spola.

6.3.1.2. Brzina probave tijekom ljetne sezone

Usporedbom vremenskih kategorija unutar ljetne sezone Friedmanovim testom pokazano je da
postoje razlike izmedu istrazivanih vremenskih kategorija F3 n=12) = 16,375, p < 0,00095).
Naknadnom usporedbom parova vremenskih kategorija pomo¢u Wilcoxon Signed-Rank Testa
dokazano je da postoji da postoji znacajna razlika izmedu vremenske kategorije 4 hi8h (z=-
3,059,p=0,002),4hil2h(z=-2902,p=0,004)i4hi24h(z=-2310, p=0,0193). Ne
postoje znacajne razlike u brzini prolaska markera izmedu vremenskih kategorija 8 hii 12 h (z

=-0,222,p=0,825),8hi24h(z=-1422 p=0,155)i12hi24h (z =- 1,376, p = 0,167).

Tijekom ljetne sezone, primijecena je znacajna razlika u pojavljivanju markera u fecesu u
razli¢itim vremenskim intervalima uzorkovanja. Markeri su se prvi put pojavili tijekom prvih
4 sata, a ta vrijednost znacajno se razlikuje od ostalih. Nakon prva 4 sata, markeri su iz
probavnog trakta izlazili s ujedna¢enom brzinom, s potpunom eliminacijom markera iz sustava

unutar 24 sata.

6.3.1.3. Brzina probave tijekom zimske sezone

Usporedbom vremenskih kategorija unutar zimske sezone Friedmanovim testom pokazano je
da postoje razlike izmedu istrazivanih vremenskih kategorija F3, n=13) = 23,376, p < 0,00003).
Naknadnom usporedbom parova vremenskih kategorija pomoc¢u Wilcoxon Signed-Rank Testa
dokazano je da postoji da postoji znacajna razlika izmedu vremenske kategorije4 hi8h (z =-
3,180, p =0,00148),4hi12h (z=-3,180,p=0,00148)i4 hi24 h (z =- 3,0594, p = 0,0022).
Ne postoje znacajne razlike u brzini prolaska markera izmedu vremenskih kategorija8 hi 12 h
(z=-1,156,p=0,246),8hi124h(z=-0,078,p=0,936)i12hi24 h (z=- 1,153, p = 0,250).
Tijekom zimske sezone, primije¢ena je znaCajna razlika u pojavljivanju markera u fecesu u
razli¢itim vremenskim intervalima uzorkovanja. Markeri su se prvi put pojavili tijekom prvih
4 sata, a ta vrijednost znacajno se razlikuje od ostalih. Nakon prvih 4 sata, markeri su iz

probavnog trakta izlazili s ujedna¢enom brzinom.
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6.3.1.4. Usporedba brzine probave tijekom ljetne i zimske sezone
Na slici 59. prikazane su razlike u brzini probave unutar vremenskih kategorija izmedu sezona.

A Ljeto
12

10

T, )
[=]
= 4h
T - “
£ 6 X HWsh
& o
£ M 12h
S a2
o l 24 h

2

0

Vrijeme (h)

B Zima

12

10
T 4 !
2 | T Wzn
]
g 6 24 Wsh
o
£ 12h
5 4 [
=]

24 h

b—evo ax

=

Slika 59. Obrazac izlu¢ivanja krute frakcije probave u gastrointestinalnom traktu A. muzjaka.

Vrijeme (h)

B. Zenki dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) tijekom zimske i ljetne sezone.
Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju raspon podataka s donjim i gornjim kvartilima, linija
unutar pravokutnika predstavlja medijan, dok linije (eng. whiskers) iznad i ispod pravokutnika
prikazuju minimalne i maksimalne vrijednosti, osim iznimnih (eng. outlier) vrijednosti (kruzni
markeri), dok "x" unutar pravokutnika predstavlja aritmeti¢ku sredinu (prosjek) za dati skup

podataka.

Rezultati analize potvrduju da medu sezonama nema znacajnih razlika u brzini probave u prvoj
vremenskoj kategoriji od 4 h (Mann-Whitney U test: U = 72; z = - 0,299; p = 0,764). Takoder,
rezultati analize ukazuju na nedostatak znacajnih razlika u brzini probave izmedu ljetne i
zimske sezone u drugoj vremenskoj kategoriji od 4 h do 8 h (Mann-Whitney U test: U = 62,5;
z=-0,816; p=0,412). U tre¢oj vremenskoj kategoriji od 8 h do 12 h, rezultati analize potvrduju
da medu sezonama nema znacajnih razlika u brzini probave (Mann-Whitney U test: U = 68,5;

z = 0,489; p = 0,624). Konacno, u Cetvrtoj vremenskoj kategoriji od 12 h do 24 h, rezultati
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analize takoder potvrduju da medu sezonama nema znacajnih razlika u brzini probave (Mann-

Whitney U test: U =61; z=0,897; p = 0,368).

Brzina prolaska kroz probavni trakt nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu zimske i

ljetne sezone, $to ukazuje na sli¢nu brzinu prolaza krute faze tijekom cijele godine.

6.3.2. Odredivanje brzine probave pomocu kemijskih markera
Tijekom istraZzivanja, za svaku od 15 jedinki prikupljeno je 15 uzoraka fecesa (225). Takoder,
prije pocetka glavnog eksperimenta, uzeti su uzorci fecesa pet razlicitih zivotinja kako bi se

procijenile pozadinske razine Co i Cr.

Oba markera pojavila su se u prikupljenom fecesa unutar prva Cetiri sata nakon doziranja, a
njihove koncentracije su zatim rapidno rasle, dostizu¢i vrhunac unutar ¢etiri do osam sati nakon
doziranja. Dva markera su se uglavnom kretala paralelno. Vrijednosti koncentracija Cr (kruta
frakcija) priblizile su se pozadinskim razinama izmedu 40 i 44 sata, dok je za Co (tekuca
frakcija) to zabiljezeno izmedu 44 i 48 sata. Nisu uoceni sekundarni pikovi koji bi ukazivali na

ponovno unoSenje fecesa (cekotrofa).
Koncentracije markera prikazane su kao apsolutne vrijednosti i postotak njihovog maksimalne

vrijednosti tijekom vremena (Matsuda i sur., 2015.). Obrazac izlu¢ivanja markera prikazan je
na Slici 60. i 61.
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Slika 60. Obrazac izlucivanja tekuce (markirano Co-EDTA) i krute (markirano Cr) frakcije
probave u gastrointestinalnom traktu dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). A. Apsolutne

vrijednosti za svaku jedinku posebno (mg/kg). B. Apsolutne srednje vrijednosti za Co i Cr
(mg/kg).
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Slika 61. Obrazac izluc¢ivanja tekuc¢e (markirano Co-EDTA) i krute (markirano Cr) frakcije
probave u gastrointestinalnom traktu dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). A. Postotni
udio maksimalne koncentracije za svaku jedinku posebno. B. Postotni udio mediana

maksimalne koncentracije.

Vrijeme zadrzavanja tekuce frakcije koje se kretalo od 12,21 + 1,18 h, bilo je dulje od vremena
zadrzavanja krute frakcije, koje se kretalo od 11,12 + 1,20 h (Tablica 12.). Kako bi utvrdila da
li je ta razlika statisticki znacajna koristila sam parni t — test koji je pokazao da nema znacajne
razlike u zadrzavanju tekuée u odnosu na krutu frakciju (t = 0,499, p = 0,620). KaSnjenja u
izlu¢ivanju kobalta nisu bila toliko izrazena kao kod kroma, ali su bila jasno vidljiva (+ 1,09 h).
Prosje¢ni omjer MRTtekuce frakcije/MRTkrute frakcije iznosio je 1,10 £ 0,11 (raspon 0,95 —
1,36).
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Tablica 12. Prosje¢na vremena zadrzavanja (MRT) u satima tekuce (markirano Co-EDTA) i
krute (markirano Cr) frakcije probave u gastrointestinalnom traktu dinarskog voluhara. U

zadnjem redu prikazane su srednje vrijednosti £ standardne devijacije za sve jedinke, N=15.

Cr-mordantizirana
MRT (jedinka)/h CP_EDTA , vlakna MR Miekper kel
markirano tekuce . MRTkruta fracija
markirano kruto
DB1 12,32 12,96 0,95
DB2 14,12 10,42 1,36
DB3 10,63 9,46 1,12
DB4 13,08 11,34 1,15
DB5 12,08 12,33 0,98
DB6 10,73 10,11 1,06
DB7 12,37 11,21 1,10
DB8 11,36 9,50 1,20
DB9 12,43 10,26 1,21
DB10 11,66 10,69 1,09
DB11 12,45 12,36 1,01
DB12 13,74 11,43 1,20
DB13 14,18 13,42 1,06
DB14 11,30 10,39 1,09
DB15 10,73 10,88 0,99
SV +SD 12,21 +1,18 11,12+ 1,20 1,10+ 0,11

6.4. Probavljivost

Prosje¢ni dnevni unos suhe tvari za dinarskog voluhara iznosi 56,61 g/dan, S§to odgovara unosu
0d 91,42 g svjeze mase. Hranidba dinarskih voluhara, koja je minimalno varirala iz dana u dan,
karakterizirana je visokim koeficijentima probavljivosti pojedina¢nih komponenti, §to ukazuje
na njihovu visoku iskoristivost. Koeficijent probavljivosti iznosio je 91,48 + 2,51% za suhu

tvar, dok je za mokru (svjezu) tvar iznosio 88,14 * 2,34%.

Probavljivost vaznijih nutrijenata kretala se u granicama od 82,17% do 95,15% za pepeo,
85,05% do 96,60% za sirove bjelancevine, 0d 67,13% do 92,40% za sirove masti i od 81,66%
do 95,73% za sirova vlakna (Tablica 13.).

Koeficijenti prividne probavljivosti svjeze i suhe tvari kod dinarskog voluhara pokazuju
znacajnu razliku izmedu muzjaka i zenki (organska tvar: U = 141, p = 0,0374; suha tvar 145, p

=0,0236.; vidi Tablicu 13., Sliku 62.).
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Slika 62. Usporedba koeficijenta prividne probavljivosti svjeze i suhe tvari kod muzjaka (N=21)
i zenki (N=9) dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). Plave kutije na grafu predstavljaju
raspodjelu podataka za muzjake, crvene kutije za Zenke. Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju
raspon podataka s donjim i gornjim kvartilima, linija unutar pravokutnika predstavlja medijan,
dok linije (eng. whiskers) iznad i ispod pravokutnika prikazuju minimalne i maksimalne
vrijednosti. Postoji statisticki znacCajna razlika izmedu muzjaka i zenki (MW test, razina

znacajnosti p= 0,05).

Prosje¢ni koeficijenti probavljivosti svjeze tvari i suhe tvari iznosili su 88,68% i 92,19% za
muZjake, te 86,87% 1 89,81% za Zenke. Najveca vrijednost za organsku i suhu tvar zabiljezena

je kod muZzjaka i iznosi 88,68%, odnosno 96,52%.

Koeficijenti prividne probavljivosti kod dinarskog voluhara pokazuju znacajnu razliku izmedu
muzjaka i Zenki za pepeo i sirove bjelan¢evine (pepeo: U = 139, p = 0,0464; sirove bjelanéevine:
U = 140, p = 0,0417), dok za sirove masti i vlakna nema znac¢ajne razlike (sirove masti: U =
137, p = 0,0573; sirova vlakna: U = 134, p = 0,0775; vidi Tablicu 13., Sliku 63.).

Prosjecni koeficijenti probavljivosti sirovih bjelan¢evina, masti i vlakana iznose 91,95%,
82,24% i 90,63% za muzjake te 85,05%, 67,13% i 81,66% za zenke (Slika 63.). Najvece
vrijednosti za sirove bjelancevine, masti 1 vlakna zabiljeZene su kod muzjaka i iznose 96,6%,

92,4% 1 95,73%.
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Slika 63. Usporedba koeficijenta prividne probavljivosti pepela, sirovih bjelan¢evina, masti i
vlakana kod muzjaka (N=21) i zenki (N=9) dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). Plave
kutije na grafu predstavljaju raspodjelu podataka za muZzjake, crvene kutije za Zenke.
Pravokutnici (eng. box plot) prikazuju raspon podataka s donjim i gornjim kvartilima, linija
unutar pravokutnika predstavlja medijan, dok linije (eng. whiskers) iznad i ispod pravokutnika
prikazuju minimalne i maksimalne vrijednosti.
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Tablica 13. Koeficijenti prividne probavljivosti za mokru (svjezu) (MT), suhu tvar (ST), pepeo, sirove proteine (SP), sirove masti (SM) i sirova
vlakna (SV). U zadnjem redu prikazane su srednje vrijednosti + standardne devijacije(minimalna do maksimalna vrijednost) za sve jedinke, N=30.

| ID | Spol | ADCMT, % | ADCST,% | ADCpepeo,% | ADCSP,% | ADCSM,% | ADCSV, %
DB1 M  8729+185  9053£250  89,15+258  9091+250 7946%597  89,15+3,27
DB2 M 8687x167 8928+225  8655+281  8877+276  7473£6,18  86,69+325
DB3 M 8867152 91,16+187  89,14+180  9096+183  79,60+442 89,22+ 2,66
DB4 Z 87,70+170  91,19+275  8906+292  90,96+244  7975+4,95  89,27+3,06
DB5 Z 8518+248  8820+384  8678+465  8895+4,12  7509+9,23  86,85+491
DB6 Z 8574%177  8812+339  8564+523  8802+4,64 73,07+10,08  8572+577
DB7 M 87,79+241  9187£219  8609+493  8982%352 8418%6,10  89,05%3,41
DB8 M 9123+362 9474%371  9340+246 9504231  9240%327  94,66+224
DB9 M  8682+325  9054+351  8564+460  8939+368 8354602  8858%3,49
DB10 M 9049+271 9379244  89,71%388  9219+363  8792+531  91,42+381
DB11 Z 8854%217  91,12+293 8664394  9022+283  8473+524  89,30+3,39
DB12 Z 8462+270 8587+370  8217+580  8505+516 67,13+1250 81,66 + 6,82
DB13 M 8907163  9207+219  8990+244  9204+253  8209+614  90,17+324
DB14 M 8989+138  9329+1,93  9124%212  9311+229  8428+674 91,60+ 230
DB15 M  8543+243  8850£312  8582+206  8900%224  7523%6,87  86,52+248
DB16 M  8324+298  8806+317  8590+116  89,04+187  7523%6,72  86,54+214
DB17 M 89,02+244  9265+212  90,93+198  9289%207  8372%643  91,22+2,60
DB18 Z 8739%150 90,14+234  8830%243  90,97+201  79,79+540  8895+239
DB19 M 9139+362 9525+231  91,41%467  9430£255 8611+439 9317241
DB20 M 8688+328  9055+333  8827+467  9171+374 7822+1058 89,66 +4,44
DB21 M  8632+168  8976+238  8552+220  8998+224  7399%812  87,50%3,52
DB22 M 9326+235  9640+148  9515+158  9660+130  91,18+351  9573%173
DB23 M 8783%307 92124230  87,68+258  9162+159  7864+479 89,66+ 251
DB24 Z 8670+205 9080+169 8603154  90,35+188  7512+630  87,97+303
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Tablica 13. — nastavak. Koeficijenti prividne probavljivosti za svjezu (MT), suhu tvar (ST), pepeo, sirove proteine (SP), sirove masti (SM) i sirova

vlakna (SV). U zadnjem redu prikazane su srednje vrijednosti + standardne devijacije(minimalna do maksimalna vrijednost) za sve jedinke, N=30.

| ID | Spol | ADCMT,% | ADCST,% | ADCpepeo,% | ADCSP,% | ADCSM,% | ADCSV, %
DB25 M 8811+£104  9156+218  8602+142  9196+143  8092%374  91,81+189
DB26 M 9323+£337  9652+205  9256+437  9571%255  8962%645  9547%3,01
DB27 M 8987+116  9386+162  8885+329  9346+247  8427+633 9324278
DB28 M 8968+196  9347+142  8663+136  9236+085 8175369  92,20+1,63
DB29 Z  8858+190  9172+246  8629+260  9208+195  80,89+625  91,83+265
DB30 Z 8737216  9115+269  8518+396  91,53+235  79,74+691  9142+258
SV +SD 8814+230 | 91,48+246 | 8806+283 | 9130£240 | 80,75£570 | 89,87 +3,07
(min — max) (83,24 - 93,26) | (85,87 —96,52) | (82,17 -95,15) | (85,05 96,60) | (67,13 - 92,40) | (81,66 — 95,73)
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7. RASPRAVA

7.1. Funkcionalna anatomija zva¢nog sustava

Velicina tijela klju¢ni je Cimbenik koji utjeCe na arhitekturu 1 mehaniku organizama, posebno
na njihovu sposobnost kretanja i hranidbe (Schmidt-Nielsen, 1984.). Pri analizi sile ugriza u
odnosu na tjelesnu masu, manje zivotinje ¢esto proizvode relativno veée sile ugriza od vecih,
Sto je posljedica alometrijskih promjena u strukturi tijela i miSica, gdje se proporcionalno veci
misi¢i kod manjih Zivotinja odrazavaju na veéu snagu ugriza (Peters, 1983.; Sellers i sur.,
2017.). Na primjer, sila ugriza kod ljudi iznosi otprilike 7,14 N/kg (sila ugriza = 500 N; tjelesna
masa =~ 70 kg; Calderon i sur., 2006.), dok je kod africkog lava (Panthera leo) ta vrijednost oko
5,89 N/kg (sila ugriza = 1768 N; tjelesna masa = 300 kg; Wroe i sur., 2005.). U ovom dijelu
istrazivanja analizirane su funkcionalne karakteristike Zva¢nog sustava putem mjerenja sile
ugriza i raspodjele mase zva¢nih mis$i¢a kod odraslih jedinki dinarskog voluhara (Dinaromys
bogdanovi) s tjelesnom masom izmedu 63 i 81 gram. Cilj istrazivanja bio je, po prvi put, pruziti
uvid u odnos izmedu sile ugriza, tjelesne mase, te rasporeda i veli¢ine Zvacnih misic¢a, kako bi
se procijenila biomehanic¢ka efikasnost zZva¢nog sustava u kontekstu hranidbenih navika i

ekoloske niSe, uz usporedbu s drugim srodnim vrstama.

Dinarski voluhari proizvode prosje¢nu silu ugriza od 357,05 N/kg pri okluziji sjekutica. Iako je
apsolutna sila ugriza relativno mala, ugriz postaje snazan kada se uzme u obzir mala tjelesna
masa (Freeman i Lemen, 2008a.; Herrel i sur., 2002.). Rezultati in vivo mjerenja pokazali su
razlike u sili ugriza i omjeru sile ugriza i tjelesne mase izmedu muZjaka i Zzenki. Zenka odraslog
dinarskog voluhara proizvela je najjaci zagriz od 32 N, §to je priblizno 405 N/kg (sila ugriza =
32 N; tjelesna masa = 0,079 kg), dok je najveci zabiljeZzeni omjer Sile ugriza i tjelesne mase
iznosio 425,71 N/kg kod muzjaka (sila ugriza = 29,8 N; tjelesna masa = 0,070 kg ). Vazno je
napomenuti da je broj zenki ukljuéenih u ovo istrazivanje bio mali, $to moze utjecati na

pouzdanost rezultata i interpretaciju podataka.

Rezultati istraZivanja na drugim vrstama, koja ukljuc¢uju maksimalnu silu ugriza, tjelesnu masu
I omjere sile ugriza i tjelesne mase, kao i rezultati ovog istrazivanja, sazeti su u Prilogu 6. Sila
ugriza uglavnom se povecava s tjelesnom masom kod razli¢itih vrsta glodavaca, pri ¢emu
krupniji glodavci proizvode vecu silu ugriza (Becerra i sur., 2011.; Ginot i sur., 2018.). Ova
varijacija u sili ugriza odrazava se na ekolosku nisu pojedinih vrsta, buduéi da je usko povezana

s njihovim hranidbenim navikama (Christiansen i Wroe, 2007.; Wroe i sur., 2005.).
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Prethodna istrazivanja ukazuju da ne postoji biomehanic¢ki kompromis izmedu glodavaca
specijaliziranih za glodanje, koji se uglavnom hrane sjemenkama, i onih specijaliziranih za
zvakanje, Koji pretezno konzumiraju zelenu vegetaciju, pri ¢emu sjemenojedi i biljojedi
proizvode sli¢no visoku silu ugriza. Dinarski voluhar proizvodi silu ugriza usporedivu s onom
kod sjemenojeda poput trinaestopruzna podzemna vjevetica (Spermophilus tridecemlineatus),

Sumski mi$ (Apodemus sylvaticus) i isto¢ni Sumski $takor (Neotoma floridana).

Glodavci s fosorijalnim (kopaju¢im) nacinom Zivota, poput vrste iz porodice tuko-tukoa
(Ctenomys australis), obi¢no imaju vecu silu ugriza u usporedbi s vrstama koje obitavaju na
povrsini, poput dugorepe ¢incile (Chinchilla laniger), sto je vjerojatno posljedica zahtjeva koje
im namece kopanje (Becerra i sur., 2014.). Zanimljivo je da, iako dinarski voluhar obitava na
povrsini, sila njegovog ugriza je usporediva s fosorijalnim vrstama kao §to su golokrticaasti
Stakor (Heterocephalus glaber) i Malavijski krticasti Stakor (Fukomys whytei), koje su
prilagodene podzemnom nacinu zivota. Ova sli¢nost ukazuje na to da dinarski voluhar
posjeduje funkcionalne prilagodbe koje mu omogucuju uéinkovitost u obradi tvrdih ili otpornih

biljnih materijala, sli¢no kao kod fosorijalnih vrsta.

Razlike u sili ugriza medu srodnim vrstama, poput Apodemus sylvaticus i zapadnomediteranski
mi$ (Mus spretus), su minimalne, §to bi moglo ukazivati na to da drugi ¢imbenici, poput obilja
hrane, mogu smanjiti kompeticiju i time bitno utjecati na silu ugriza (Ginot i sur., 2018.).
Budu¢i da dinarski voluhar proizvodi sliénu silu ugriza kao i simpatrijska vrsta Apodemus
sylvaticus, moze se pretpostaviti da obilje hrane u njihovom zajedni¢kom stani$tu smanjuje
potrebu za izravnom kompeticijom. Takvo obilje omogucuje koegzistenciju unutar iste
ekoloske niSe bez potrebe za znacajnom diferencijacijom u sili ugriza. Ova sli¢nost ukazuje da
¢imbenici poput raznolikosti 1 dostupnosti hrane ili specificnih mikro-staniSta mogu imati vecu
ulogu u oblikovanju ekoloske strategije dinarskog voluhara nego same biomehanicke
prilagodbe povezane s ugrizom. Medutim, snagu ugriza potrebno je razmatrati u kontekstu
tjelesne mase kako bi se steklo dublje razumijevanje ekoloskih prilagodbi (Freeman i Lemen,
2008a.; Hite i sur., 2019.; Ginot i sur., 2018.).

Omyjer sile ugriza i tjelesne mase pokazuje koliko je ugriz snazan u odnosu na tjelesnu masu
zivotinje, Sto predstavlja klju¢nu mjeru za razumijevanje ucinkovitosti koriStenja misi¢ne snage
kod manjih sisavaca (Freeman i Lemen, 2008a.). lako dinarski voluhar ima prosje¢nu silu

ugriza, omjer izmedu sile ugriza i tjelesne mase kod ove vrste je relativno visok. U ekoloSkom
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kontekstu, ve¢i omjer moze ukazivati na specijalizacije koje omogucuju manjim Zivotinjama
uc¢inkovitiju upotrebu ugriza u hranidbenim ili obrambenim aktivnostima (Christiansen i Wroe,
2007.).

Biljojedni glodavci koji se hrane tvrdim biljnim materijalom ili korijenjem mogu imati visok
omyjer sile ugriza i tjelesne mase, $to im omogucava da se ucinkovito nose s tvrdim materijalom
unato¢ svojoj maloj veli¢ini (Freeman i Lemen, 2008a; Becerra i sur., 2014.; Maestri i sur.,
2016.). Omijer sile ugriza i tjelesne mase kod dinarskog voluhara vrlo je slican onom kod
njegovog bliskog srodnika, prerijske voluharice (Microtus ochrogaster), sto ukazuje na sli¢ne
prilagodbe za obradu tvrdih materijala, unato¢ razli¢itim tjelesnim masama. Takoder, pokazuje
vrijednosti uporedive s onima zabiljezenim kod vrsta poput dzepni gofer (Geomys bursarius),
golokrticasti Stakor (Heterocephalus glaber), livadni sko¢imis§ (Zapus hudsonius) i Malavijski
krticasti Stakor (Fukomys whytei). Ponovo se moze primijetiti da, iako dinarski voluhar nije
striktno podzemna vrsta, njegov omjer sile ugriza i tjelesne mase usporediv je s fosorijalnim
(kopaju¢im) vrstama poput Geomys bursarius i Heterocephalus glaber, koje su prilagodene

zivotu pod zemljom.

Zenke dinarskog voluhara pokazale su veée prosjeéne vrijednosti sile ugriza i omjerasile ugriza
i tjelesne mase u usporedbi s muzjacima (391,35 N/kg) (Prilog 7.). Medutim, broj zenki
ukljucenih u istrazivanje bio je mali (N=3), stoga te podatke treba promatrati s oprezom.
Opcenito, razlike u sili ugriza izmedu muZzjaka 1 Zenki mogu biti povezane s razli¢itim
ekoloskim i bioloskim potrebama svake vrste, kao $to su hranidba, obrana, reproduktivne uloge

i socijalna struktura (Herrel i sur., 2002.).

Razlike u omjeru jacine zagriza i mase tijela izmedu spolova kod vrsta iz porodice tuko-tukoa
Ctenomys tuconax i Ctenomys talarum ukazuju na to da muzjaci imaju ja¢i zagriz, §to moze biti
povezano s obranom teritorija ili ve¢om kompeticijom za resurse medu muzjacima (Becerra i
sur, 2011.; 2013.) (Prilog 7.). Vecina glodavaca ima poliginski sustav parenja, u kojem
agresivne interakcije dovode do uspostavljanja hijerarhijskog odnosa medu muzjacima (Zenuto
i sur., 1999.). Promatranja ponasanja sugeriraju da su agonisticki susreti izmedu muzjaka vrlo
agresivni, slabo ritualizirani, te da se sjekuti¢i koriste za ozljedivanje protivnika (Becerra i sur.,

2012; Zenuto i sur., 2001.).
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Razlika od 45 N/kg pokazuje da Zenke dinarskog voluhara imaju veci prosje¢ni omjer jacine
zagriza u odnosu na tjelesnu masu u usporedbi s muzjacima. Ovo moze biti indikativno za
specifi¢ne prilagodbe povezane s hranidbenim navikama ili zastitom potomstva, 0sim ako nije
rije¢ o artefaktu proizaSlom iz malog broja zenki ukljuenih u istrazivanje. Medutim, o
dinarskim voluharima se zna vrlo malo, stoga je neizvjesno mogu li se ovi obrasci primijeniti
na njih. Nedostatak podataka o njihovom ponasanju i socijalnim interakcijama dodatno otezava

izravno povezivanje ovih nalaza s njihovim bioloskim 1 ekoloskim karakteristikama.

Zvaénu muskulaturu dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) Kkarakteriziraju veéi m.
masseter profundus anterior i m. temporalis te smanjeni m. masseter superficialis i m.
pterygoideus. Ovakve karakteristike Zva¢nih misica, gdje m. masseter postaje dominantan, dok
je m. temporalis smanjen u veli¢ini, odgovaraju opéoj miomorfnoj gradi (Cox i sur., 2012.; Cox
i Jeffery, 2011.; Turnbull, 1970.).

Potporodica Arvicolinae pripada porodici Cricetidae i dijeli karakteristi¢cne miomorfne osobine
u gradi Zvac¢nog sustava. Vecina pripadnika ove porodice su svejedi koji konzumiraju plodove
biljaka, sjemenke i beskraljesnjake u razli¢itim omjerima (Nowak, 1999.; Patton i sur., 2015.).
Medutim, odredene vrste pokazuju specijalizirane hranidbene navike, poput biljojeda iz rodova
Microtus i Arvicola (Patton i sur., 2015.). S obzirom na dobro dokumentirane odnose izmedu
morfotipova i hranidbe kod glodavaca, postavlja se pitanje jesu li ovi obrasci primjenjivi na

dinarskog voluhara, specijaliziranu endemsku vrstu.

Ovi morfotipovi, koji ukljucuju prilagodbe u omjeru misi¢a aduktora celjusti, Cesto su povezani
s razli¢itim hranidbenim strategijama biljojeda i sjemenojeda. Kod pripadnika potporodice
Arvicolinae, biljojedi slijede drugaciji evolucijski put u odnosu na histrikomorfe sli¢ne
hranidbi, sto dovodi do divergencije u morfologiji ¢eljusti i znacajnim razlikama u sili ugriza
(Druzinsky, 2010.). Druzinsky (2010.) je opisao ovaj fenomen, ukazujuéi na to da je misi¢ m.
superficialis, prisutan kod arvikolina, ali odsutan kod histrikomorfa, klju¢an za proizvodnju sile
ugriza. Smanjenje ovog misi¢a kod dinarskog voluhara moglo bi ukazivati na prilagodbu

hranidbi koja ne zahtijeva snazan ugriz, poput konzumacije mekseg biljnog materijala.

Kako bismo bolje razumjeli bioloSke karakteristike dinarskog voluhara, vazno je analizirati 1
distribuciju mase njegovih zZvacnih misi¢a. Relativne veli¢ine m. massetera (koji ukljucuje m.

superficialis, m. profundus anterior, m. profundus posterior, m. medialis anterior, m. medialis
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posterior i m. medialis infraorbitalis), m. temporalis (koji ukljucuje t. anterior, t.
suprazygomatica i t. posterior) i m. pterigoideus (koji ukljucuje p. internal i p. external) ¢ine
priblizno 58,62%, 27,59 % i 8,62% ukupne mase aduktorskih misic¢a, redom (Prilog 8.). Ostatak
od 5,17% mase aduktornih miSi¢a pripada m. digastricus. Ova distribucija mi$i¢ne mase, s
dominantnim m. masseterom, ali i relativno velikim m. temporalis, zabiljezena je i kod brojnih
glodavaca, kao $to su planinski dabar (Aplodontia rufa), sjevernoamericki dabar (Castor
canadensis) (Cox i Baverstock, 2016.) i nekoliko pripadnika porodice Sciuridae (Ball i Roth,
1995.; Druzinsky, 2010.). Znacajno je da su svi ovi glodavci pripadaju sciuromorfnom tipu
(Wood, 1965.), sto znaci da imaju prosirenje m. masseter profundus na rostrum i nisu srodni

dinarskom voluharu.

Musculus temporalis i m. masseter superficialis obi¢no se navode kao klju¢ni misié¢i za
grickanje (tj. ugriz sjekuti¢ima), dok se m. masseter profundus i njegovi razliciti dijelovi ¢esto
povezuju sa zvakanjem (tj. zvakanjem kutnjacima). lako je m. masseter profundus primarno
odgovoran za zvakanje, Druzinsky (2010.) je otkrio da je ukljucen i u grickanje. Musculus
temporalis moze igrati ulogu u kontroli bo¢nih pokreta ¢eljusti (Cox i Jeffery, 2011.; Hiiemée
i Houston, 1971.). Uzimajuci u obzir ove funkcije, moze se zakljuciti da misi¢na konfiguracija
dinarskog voluhara omogucuje snazan ugriz i uc¢inkovito zvakanje tvrdog biljnog materijala
(poput korijenja, rizoma, liStova sa ¢vrstom strukturom i stabljika trave), sto ukazuje na

prilagodbu biljnoj hranidbi.

Ipak, ostaje pitanje je li ta prilagodba ograni¢ena isklju¢ivo na konzumaciju tvrdih travnatih
tkiva ili moze obuhvatiti i druge vrste hrane, poput sjemenki ili druge energetski bogate izvore.
Ako bi se dinarskim voluharima ponudile sjemenke ili neka druga energetski bogatija hrana,
moglo bi se istraziti hoce 1i pokazati oportunizam u hranidbi, koriste¢i tu hranu za optimizaciju
hranidbe i povecanje vlastitog fitnessa. U prirodi, mnogi glodavci, ¢ak i oni specijalizirani za
odredenu vrstu hrane, pokazuju odredeni stupanj oportunizma u odabiru hrane, pogotovo ako
je ona energetski bogata i lako dostupna (Laska i sur., 2003.; Vickery i sur., 1994.). Takvo
ponasanje moglo bi smanjiti kompeticiju s drugim biljojedima u stanistu, omoguéujuci im da
se natjeCu za razli¢ite vrste hrane ovisno o dostupnosti, a time povecaju svoje Sanse za

preZivljavanje i1 reprodukciju.

Kako bih bolje razumjela morfoloske prilagodbe dinarskog voluhara u usporedbi s tipi¢nim

svejedom istog morfotipa, analizirala sam postotne udjele mase zva¢nih misica kod dinarskog
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voluhara i kuénog misa (Mus musculus). Podaci o postotnom udjelu mase pojedinih misic¢a
unutar ukupne mase svih zva¢nih misic¢a pruzaju uvid u vaznost tih misi¢a u procesu zvakanja
kod Mus musculus, generalista s raznovrsnom hranidbom, i dinarskog voluhara,

specijaliziranog biljojeda (Prilog 8.).

Udio m. masseter superficialis je ve¢i kod Mus musculus (19,13%) u usporedbi s dinarskim
voluharom (14,55%). Ova razlika moZe biti povezana s razliitim nacinima hranjenja. Kod
miSeva, koji ¢esto konzumiraju sjemenke 1 druge tvrde materijale, snazniji povrsinski dio m.
massetera moze biti kljuCan za grickanje i lomljenje hrane (Freeman i Lemen, 2008b.).
Zanimljivo je da je udio m. masseter profundus vec¢i kod dinarskog voluhara (38,18%) nego
kod Mus musculus (33,32%). Musculus masseter profundus je vazan za zvakanje i obradu hrane
unutar usne Supljine, §to moze ukazivati na prilagodbu dinarskog voluhara za hranidbu koja
ukljucuje biljne materijale koji zahtijevaju intenzivnije Zvakanje (Cox i sur., 2013.). Ukupni
udio m. pterygoideus je veé¢i kod Mus musculus (16,31%) u usporedbi s dinarskim voluharom
(9,09%). Osobito je znacajan udio m. pterygoideus internus, koji je kod miseva 11,56%, dok je
kod voluhara samo 3,64%. Ovi miSi¢i sudjeluju u sloZenim pokretima donje celjusti, potrebnim
za obradu raznolike hranidbe, $to je karakteristicno za omnivore poput miseva (Cox i Jeffery,
2011.; Hiiemde i Houston, 1971.). Udio m. temporalis je takoder veéi kod dinarskog voluhara
(29,09%) nego kod Mus musculus (22,44%). Musculus temporalis je kljuan za snazne ugrize
sjekuti¢ima $to moze ukazivati na prilagodbu voluhara za konzumaciju tvrde biljne hrane
(Druzinsky, 2010.) (Prilog 8.). Ovo je zanimljivo jer literatura navodi da je kod miSeva, koji
Cesto konzumiraju sjemenke 1 druge tvrde materijale, snazniji povrSinski dio m. massetera
kljucan za grickanje i lomljenje hrane (Cox i Jeffery, 2011.; Turnbull, 1970.). Dakle, obje vrste
posjeduju prilagodbe za jak ugriz sjekuti¢ima, ali ove prilagodbe proizlaze iz razli¢itih dijelova

¢eljusti 1 ¢ini se da na kraju imaju razlic¢itu funkciju.

Razlike u postotnim udjelima zva¢nih miSi¢a izmedu ove dvije vrste ukazuju na divergentne
evolucijske putove uslijed razlic¢itih hranidbenih strategija. Veci udio m. masseter superficialis
kod miSeva moze biti prilagodba za grickanje i lomljenje sjemenki, dok veci udio m. masseter
profundus i m. temporalis kod dinarskih voluhara podrzava zvakanje biljnog materijala, Sto

zahtijeva veci napor i snagu ugriza.

Ugrizne sile in vivo Cesto se izazivaju kao obrambene reakcije, §to znaci da ucinkovitost

eksperimentalnih uvjeta u izazivanju takvih ponaSanja utjece na precizno mjerenje maksimalne
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sile ugriza. Takoder, mjerenja in vivo sile ugriza predstavljaju maksimalnu voljnu silu ugriza,

.....

funkcionalno identi¢nim ni zvakanju ni grickanju.

Preciznije procjene sile ugriza mogu se dobiti koriStenjem PCSA za izraCunavanje sila miSica
(Ginot i sur., 2018.). PCSA (eng. Physiological Cross-Sectional Area) je mjera koja se koristi
u biomehanici za procjenu sile koju miSi¢ moze proizvesti. To je poprecni presjek misica
okomit na smjer njegovih vlakana, uzimajuci u obzir broj i velicinu misi¢nih vlakana (Ginot i
sur., 2018.). Medutim, cilj ovog rada nije bio pokusati dobiti najprecizniju moguéu procjenu,
ve¢ specificno testirati i usporediti 'pojednostavljene’ morfoloske procjenitelje. Vazno je
napomenuti da ovakve 'procjene' ponekad mogu rezultirati preuvelicanim vrijednostima, $to
moze utjecati na interpretaciju rezultata. Ova metodoloska ogranicenja treba imati na umu pri

tumacenju dobivenih podataka.

U usporedbi s drugim vrstama glodavaca, dinarski voluhar pokazuje visi omjer jacine zagriza
u odnosu na tjelesnu masu. Zenke dinarskog voluhara imaju ve¢i omjer ja¢ine zagriza u odnosu
na tjelesnu masu u usporedbi s muZjacima. Zva¢na muskulatura dinarskog voluhara ima
relativno veéi udio m. massetera i m. temporalis, $to omogucéuje generiranje sila ugriza
potrebnih za ucinkovito Zvakanje i grickanje tvrdih biljnih materijala te manipulaciju celjusti

pri obradi hrane.

7.2. Morfologija i histologija probavnog sustava

Probavni sustav glodavaca klju€an je za probavu hrane i apsorpciju hranjivih tvari te se
prilagodava povecanoj potro$nji energije ili smanjenju kvalitete hrane (Gross i sur., 1985.).
Morfoloske 1 histoloske strukture probavnog trakta usko su povezane s okoliSnim uvjetima,
dostupnos$¢u hrane, energetskim potrebama 1 drugim ¢imbenicima (Eto 1 sur., 2016.; Naya,
2008.). Hranidbene razlike ¢esto su glavni uzrok adaptivnih varijacija u morfologiji i histologiji

probavnog trakta medu malim sisavcima poput glodavaca (Langer i Clauss, 2018.).

U okviru ovog dijela istrazivanja, prouc¢avan je probavni trakt odraslih jedinki dinarskog
voluhara (Dinaromys bogdanovi) s tjelesnim masama izmedu 59,7 i 88 grama. Izmjerene su
duljine i mase svih segmenata probavnog kanala zajedno s morfometrijskim mjerama slojeva
koji tvore njihovu stijenku. Cilj istrazivanja bio je, po prvi put, pruziti sveobuhvatnu

morfoloSku 1 histoloSku analizu probavnog trakta dinarskog voluhara, usporediti ga s drugim
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srodnim vrstama te istraziti eventualne anatomsko-gastrointestinalne prilagodbe povezane s

biljnom hranidbom kod ove vrste.

Dinarski voluhar je biljojed i pretezito se hrani raznolikim vrstama biljaka koje su bogate
vlaknima, ukljuc¢ujuéi mlado lis¢e bukve, grancice jele, trave i ljekovito bilje (Antolovié i sur.,
2006.). Probavni sustav dinarskog voluhara pokazuje tipi¢nu anatomiju glodavaca, kakvu su
opisali Bensley (1905.), Howell (1953.), Mitchell (1905.) i drugi. Budu¢i da dinarski voluhar
konzumira biljnu hranu (Antolovi¢ i sur., 2006.), njegov probavni sustav dijeli karakteristike s
probavnim sustavom drugih biljojednih glodavaca (Mitchell, 1905.), ukljucuju¢i slozeni
zeludac, prostrano slijepo crijevo i relativno dugo debelo crijevo. U prvom dijelu diskusije
analizirati ¢u morfoloske karakteristike i odnose unutar probavnog trakta, a zatim ¢u istraziti

histomorfoloske i histokemijske karakteristike.

Makromorfologija probavnoq trakta

Probavni sustav dinarskog voluhara predstavlja sloZenu i specificno prilagodenu strukturu za
obradu biljne hrane. Jednjak je oblozen keratiniziranim slojem viSeslojnog plo¢astog epitela,
koji pruza zastitu od abrazivnih &estica iz hrane. Zeludac je bilokularni i hemiglandularni, §to
ukazuje na slozenu gradu. Sastoji se od misSi¢nog i zljezdanog dijela, $to je karakteristi¢no za
zivotinje koje konzumiraju hranu bogatu vlaknima (Carleton, 1973.). Tanko crijevo ima dobro
razvijenu sluznicu s kruznim naborima i1 visokim crijevnim resicama, koje povecavaju
apsorpcijsku povrsinu. Slijepo crijevo je dominantna struktura s naborima koji takoder
doprinose povecanju apsorpcijske povrSine, dok debelo crijevo pokazuje slozenu gradu s

naborima i post-cekalnom spiralom.

Rezultati istraZivanja na drugim vrstama, ukljucujuéi broj Zivotinja koriStenih u istrazivanjima,
hranidbene navike, prosjecnu tjelesnu masu, prosje¢nu masu probavnog trakta te postotni udio
mase probavnog trakta, kao i podaci iz ovog istrazivanja, sazeti su u Prilogu 9. Kod biljojeda,
kapacitet probavnog trakta pokazuje linearnu povezanost s tjelesnom masom, $to sugerira da bi
I masa probavnog trakta mogla biti proporcionalna tjelesnoj masi (Clauss i sur., 2007b.). Prema
prosje¢noj masi probavnog trakta u odnosu na tjelesnu masu, dinarski voluhari su sli¢ni ostalim
biljojednim glodavcima. Masa njihovog probavnog trakta iznosi 15,19% tjelesne mase, §to je

znacajno vise nego kod svejeda.
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Rezultati istrazivanja na drugim vrstama, ukljucujuéi broj zivotinja koristenih u istrazivanjima,
hranidbene navike, postotni udio duljine probavnog trakta, kao i podaci iz ovog istrazivanja,
sazeti su u Prilogu 10. Heroldova i Janova (2019.) primijetili su da je probavni trakt biljojedne
poljske voluharice (Microtus arvalis) relativno veéi i sloZeniji u usporedbi s probavnim traktom
sjemenojednog stepskog misa (Apodemus uralensis). Najznacajnija razlika izmedu ove dvije
vrste je u slijepom crijevu (Heroldova i Janova, 2019.). Biljojedna voluharica posjeduje vece
funkcionalno slijepo crijevo, gdje se nalaze mikroorganizmi koji kataliziraju razgradnju
celuloze u jednostavne masne kiseline. S druge strane, sjemenojedi, kao §to je stepski mis,
pokazuju intenzivniju probavu hrane u tankom crijevu, gdje se Skrob, masti i bjelancevine
razgraduju uz pomo¢ enzima. Himus, koji prelazi iz tankog crijeva u debelo crijevo, pretezno
se sastoji od vode i neprobavljene materije poput celuloze (vlakna ili grubih vlakana) dok je
glavna funkcija debelog crijeva apsorpcija vode, osiguravajuéi tako formiranje ¢vrstog fecesa
(Hume, 1994.). Dakle, povecanje duljine probavnog trakta moze povecati kapacitet i produziti

vrijeme probave i apsorpcije (Karasov i Martinez del Rio, 2007.).

Takoder, voluharice imaju dulje prosjecno zadrzavanje hrane u probavnom traktu od miseva,
zahvaljuju¢i simbiotskoj probavi (Gebczynska i Gebezynski, 1971.; Kostelecka-Myrcha i
Myrcha, 1964.). Kotzé i sur. (2006.) proucavali su probavni trakt juznoafrickog podzemnog
voluhara (Bathyergus suillus), najveée vrste medu podzemnim voluharima, koji se hrani
niskokaloriénom hranom, uglavnom travom. Njihovo istrazivanje ukazuje da veliko slijepo
crijevo i uzlazni kolona kod ove vrste mogu biti prilagodba hranidbi. Stevens i Hume (1995.)
primijetili su da relativno povecéanje velicine slijepog crijeva i uzlaznog dijela kolona ukazuje
na sposobnost fermentacije hrane u debelom crijevu, gdje mikroorganizmi razgraduju

ugljikohidrate.

Schieck i Millar (1985.) su istrazili povezanost duljine probavnog trakta s hranidbenim
navikama 35 vrsta malih sisavaca. Njihovi nalazi sugeriraju da biljojedi obi¢no posjeduju dulje
debelo crijevo od svejeda, a ukupna duljina crijeva kod biljojeda je ¢esto veca nego kod svejeda
I mesojeda (Prilog 10.). Budu¢i da biljojedi konzumiraju biljnu hranu bogatu vlaknima i
relativno niskim kalorijskim sadrzajem, proces probave zahtijeva viSe vremena kako bi se
izdvojile potrebne hranjive tvari. To rezultira povecanjem volumena i povrsine debelog crijeva
(Wilczynska, 1998.). Schieck i Millar (1985.) takoder su zakljucili da je debelo crijevo
precizniji pokazatelj hranidbenih navika od tankog crijeva. Primjerice, kod juznoafrickog

bodljastog misa (Acomys spinosissimus), povrSina i duljina tankog crijeva bile su veée od
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kombinirane povrsine slijepog i debelog crijeva, §to sugerira da fermentacija moze biti korisna

u probavi kod ove vrste, ali vjerojatno nije od kljuéne vaznosti (Boonzaier i sur., 2013a.).

Nadalje, usporedba ukupne duljine crijeva kod dinarskog voluhara s onima kod isto¢ne livadne
voluharice (Microtus pennsylvanicus) i Sumskog Stakora (Neotoma sp.) pokazuje da ne postoji
znacajna razlika u duljini tankog, debelog i slijepog crijeva izmedu dinarskog voluhara i isto¢ne
livadne voluharice. Medutim, znacajna razlika postoji u duljini debelog crijeva izmedu ove
dvije vrste 1 Sumskog Stakora (Prilog 11.). Sve tri vrste primarno su biljojedi, premda Sumski
Stakor u svoju hranidbu ukljuc¢uje sjemenke, orasaste plodove, ali i kukce i druge male Zivotinje
(Golley, 1960.). Struktura crijeva kod ovih vrsta, osobito kod isto¢ne livadne voluharice i

dinarskog voluhara, ukazuje na znacajne prilagodbe za probavu biljne materije.

Ako usporedimo dinarskog voluhara s drugim simpatrijskim vrstama glodavaca (Prilog 12.),
zanimljivo je da najveéi udio duljine probavnog trakta kod dinarskog voluhara otpada na tanko
crijevo, u rasponu od 44,45% kod vrtnog puha (Eliomys quercinus) do 58,40% kod dinarskog
voluhara. Ovarazlika u duljini tankog crijeva upuéuje na razliCite strategije probave i apsorpcije
hranjivih tvari medu vrstama koje dijele staniSte s dinarskim voluharom. Nadalje, dinarski
voluhar ima znatno duze slijepo crijevo u usporedbi sa simpatrijskim vrstama koje ga posjeduju,
poput Sumskog misa (Apodemus sylvaticus) i kr§kog misa (Apodemus epimelas). Dulje slijepo
crijevo moZe ukazivati na vecu sposobnost fermentacije hrane bogate vlaknima, §to je Cesto

sluc¢aj kod biljojeda (Hume, 1989.).

Velika razlika primjecuje se i u veli¢ini zeluca, koji je kod dinarskog voluhara znatno manji
nego kod ostalih vrsta. Manji Zeludac moze ukazivati na brzi prolazak hrane kroz taj dio
probavnog sustava, $to moze biti prednost pri probavi manje probavljivih dijelova biljne
materije. Kada analiziramo duljinu debelog crijeva, dinarski voluhar se prema vrijednostima
nalazi u sredini u odnosu na ostale vrste, ali je vazno napomenuti da puhovi, koji imaju dulje
debelo crijevo, nemaju slijepo crijevo. Kada se puhovi izuzmu iz analize, dinarski voluhar ima
najdulje debelo crijevo medu preostalim vrstama, §to moZe odrazavati prilagodbu koja
omogucava ucinkovitiju probavu biljne hrane. Dulje debelo crijevo omogucéava bolju
apsorpciju vode i dodatnu fermentaciju, Sto moze predstavljati evolucijsku prednost u okoli§ima
s ograni¢enim pristupom vodi ili gdje biljna materija predstavlja glavni izvor hrane (Lange i
Staaland, 1970.).
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Na temelju analize hranidbe dinarskog voluhara, mozemo pretpostaviti da je njegov probavni
trakt proSao evolucijske prilagodbe kako bi omoguéio zadovoljavanje energetskih potreba za
prezivljavanje i reprodukciju, unato¢ konzumaciji niskokalori¢nih izvora hrane. Specifi¢ne
morfoloske karakteristike probavnog trakta, kao $to su povec¢ano slijepo crijevo, debelo crijevo
S post-cekalnom spiralom te sloZena struktura Zeluca s miSi¢nim i Zljezdanim dijelovima,
omogucuju prilagodbu funkcija probave i apsorpcije. Ove prilagodbe pomazu dinarskom
voluharu da uéinkovito iskoristi hranjive tvari iz hrane bogate vlaknima, ¢ime zadovoljava
svoje energetske potrebe u skladu s uvjetima staniSta (Naya, 2008.). Dinarski voluhari koriste
izvore hrane koji su bogati vlaknima i usko su vezani uz krseviti reljef, ukljucujuci Skrape,
jame, ulaze u Spilje, te pukotine na liticama (KryStufek i Buzan, 2008.). Krska staniSta
karakteriziraju visoka izlozenost stijenama, plitka i diskontinuirana tla te osjetljivi ekosustavi,
§to ih ¢ini surovim uvjetima za Zivot biljaka i zivotinja (Wang i sur., 2019.; Liu i sur., 2021.).
Odnos izmedu potro$nje energije i duljine probavnog trakta kod Zivotinja, osobito onih koje
obitavaju u zahtjevnim staniStima, predstavlja podrucje od znacajnog interesa u kontekstu
razumijevanja nacina na koji te zivotinje zadovoljavaju svoje energetske potrebe. Ova sinteza
razmatra hipotezu da zivotinje s ve¢om potroSnjom energije razvijaju dulje probavne traktove
kako bi optimizirale probavu i apsorpciju hranjivih tvari. Glodavci koji obitavaju na visim
geografskim Sirinama, gdje su izlozeni vecoj klimatskoj varijabilnosti, pokazuju povecanu
fleksibilnost u duljini tankog crijeva, $to im omogucuje zauzimanje Sireg raspona stanista,

(Naya, 2008.).

lako ovi rezultati mogu ukazivati na razlike u morfologiji probavnih organa medu razli¢itim
vrstama, treba uzeti u obzir da su ovi morfoloski pokazatelji samo potencijalne smjernice te su
potrebni dodatni podaci za mjerenje prilagodljivosti Zivotinja hranidbi i energetskim
potrebama. Stovise, Barry (1977.) je pokazao da mjerenje duljine crijeva nije pokazatelj stvarne
veli¢ine i apsorpcijske povrsine crijevnog trakta. Takoder, duljine probavnog trakta mogu biti
pod utjecajem kvalitete hrane, sezonskih promjena te reproduktivne aktivnosti (Korn, 1992.).
Na primjer, duZe crijevo se ocekuje tijekom susnih sezona zbog povecanog udjela vlakana u
hrani te kod Zenki tijekom razdoblja parenja zbog poveéane potrebe za energijom (Lovegrove,
2010.). Nadalje, duljina i masa probavnog sustava mogu se mijenjati ovisno o trenuta¢noj
hranidbi. Kako glodavci rastu, promjene u duljini i masi njihovog probavnog sustava, ili
njegovih odredenih njegovih dijelova, ¢esto su uzrokovane sezonskom dostupnos¢u hrane i

njezinim sastavom (npr. udio vode i vlakana) (Eto i sur., 2016.). Vazno je napomenuti da su ovi
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rezultati dobiveni na populaciji u zato¢enistvu, koja je drzana u stabilnim uvjetima i na idealnoj
hranidbi. Stoga bi bilo zanimljivo ponoviti mjerenja direktno na divljim jedinkama kroz

razli¢ite sezone kako bi se dobio novi set usporedivih podataka.

Histologija i histokemija probavnoq trakta

Jednjak dinarskog voluhara je uska, tubulusna struktura. Histoloska grada jednjaka razlikuje
se izmedu razli¢itih zivotinjskih vrsta po tipu epitelnog oblaganja, distribuciji i vrsti zlijezda te
debljini miSi¢nih slojeva (Abd El Hafez i sur., 2013.). Sluznica jednjaka zeca (Lepus europaeus)
(Selim i sur., 2017.), africkog divovskog Stakora (Cricetomys gambianus) (Nzalak i sur., 2010.),
Zutonoge vjeverice (Paraxerus cepapi) (Igbokwe i Obinna, 2016.) i perzijske vjeverice (Sciurus
anomalus) (Goodarzi i sur., 2019.) sadrzi nekeratinizirani viseslojni plocasti epitel. S druge
strane, kod dinarskog voluhara, kao i kod zamorca (Cavia porcellus), konja (Equus sp.), deve
(Camelus sp.) i ljame (Lama glama), opaza se keratinizacija epitela jednjaka (Berghes i sur.,
2011.; Banks, 1993.; Nabipour i sur., 2001.). Stupanj keratinizacije ovisi o hranidbenim
navikama, te se povecava kod biljojedih sisavaca koji konzumiraju grublju hranu. Debljina
epitela jednjaka varira ovisno o njegovom anatomskom polozaju unutar tijela 1 vrsti Zivotinje
(Goodarzi i sur., 2019.). Kod perzijske vjeverice (Sciurus anomalus), najtanji i najdeblji epitel
uocen je u abdominalnom (trbusnom) i cervikalnom (vratnom) dijelu jednjaka. Deblji epitel u
cervikalnom dijelu vjerojatno je posljedica toga $to ta lokacija prva dolazi u kontakt s hranom
(Goodarzi i sur., 2019.). U dinarskih voluhara, sluznica jednjaka je naborana, §to rezultira
znacajnim varijacijama u debljini izmjerenih slojeva. Na keratinizirani dio jednjaka otpada
10,25% ukupne debljine stijenke, dok na nekeratinizirani dio otpada 19,56%. Prema
istrazivanju Scopin i sur. (2015.) unutarnja povrSina jednjaka laoskog kamenog S$takora
(Laonastes aenigmamus), koji je takoder biljojed, oblozena je keratiniziranim viSeslojnim
plocastim epitelom koji u prosjeku iznosi 14,0% ukupne debljine stijenke jednjaka, dok je
debljina nekeratiniziranog sloja 20,1%. Debeli roznati sloj epitela moze pruziti zastitu dubljim
dijelovima tkiva od ozljeda koje mogu nastati konzumacijom grube i suhe hrane. Lamina
propria je jednostavno gradena od vezivnog tkiva koje sadrzi krvne zile, bez vidljive prisutnosti
egzokrinih Zzlijezda. To je iznenadujuce obzirom da se dinarski voluhari hrane krutom i
abrazivnom hranom. Naime, mukozna barijera igra vaznu ulogu u zastiti jednjaka od oStecenja
(Nzalak i sur., 2010.). Kod biljojeda, sluzni zastitni sloj povecava viskoznost kako bi olaksao
prolazak velikih komada hrane, dok kod svejednih vrsta, poput africkog divovskog Stakora
(Cricetomys gambianus), sluz pomaze pri imobilizaciji ulovljene hrane, poput ¢lankonozaca i

skakavaca (Nzalak i sur., 2010.). Postoji pretpostavka da sluz koju proizvode zlijezde
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slinovnice sluzi kao zastita sluznice jednjaka od oStrih predmeta i stvara povoljno kemijsko
okruzenje za probavne procese. Takoder, moguce je da se enzimi s povrSine kombiniraju sa
sluzi iz zZlijezda slinovnica kako bi olaksali probavne funkcije u jednjaku. Ovi nalazi podudaraju
se s istrazivanjem Arellano i sur. (2001.), ali su u suprotnosti s nalazima Parillo i sur. (2004.) i
Selvan i sur. (2008.). U misi¢nom sloju sluznice jednjaka dinarskog voluhara prisutna su
uzduzna glatka miSi¢na vlakna, $to je sliéno nalazu opisanom u jednjaku zamoraca (Cavia
porcellus) (Mohammadpour i Darvishzadeh, 2014.). Nasuprot tome, u jednjaku odraslih zeCeva
(Lepus europaeus) (Selim i sur., 2017.) i africkih divovskih Stakora (Cricetomys gambianus)
(Nzalak i sur., 2010.) ovaj sloj nedostaje. Igbokwe i Obinna (2016.) su opisali da je miSiéni sloj
sluznice bio dominantan sloj u cervikalnom dijelu jednjaka zutonoge vjeverice (Paraxerus
cepapi). Medutim, u nasem istraZivanju, kod dinarskog voluhara, taj sloj je bio izuzetno tanak,

teSko mjerljiv 1 jedva primjetan u obliku jednog niza misi¢nih vlakana koji omeduju sluznicu.

Podsluznica jednjaka dinarskog voluhara gradom je bila sli¢na vezivnom tkivu sluznice, bez
uocenih dodatnih struktura. Ovaj nalaz podudara se s rezultatima prethodnih istraZzivanja na
razli¢itim vrstama, ukljucujuci europsku vjevericu (Sciurus vulgaris), juznoafrickog bodljastog
miSa (Acomys spinosissimus), crvenkasto-sivu mosusnu rovku (Crocidura cyanea), zlatnu
krticu (Amblysomus hottentotus) (Igbokwe i Obinna, 2016.) i zamorca (Cavia porcellus)
(Berghes i sur., 2011.), gdje takoder nisu pronadene Zlijezde smjeStene u podsluznici jednjaka.
Vrsta, broj 1 raspodjela podsluznih Zlijezda variraju medu razli¢itim vrstama. Kod dinarskog
voluhara ovaj sloj je deblji u usporedbi s vezivnim tkivom sluznice, ali pokazuje znatnu
varijabilnost u mjerama zbog prilagodbe podsluznice naborima sluznice. Stoga, na odredenim

mjestima, podsluznica prodire u te nabore i postaje deblja.

U jednjaku dinarskog voluhara, miSi¢ni sloj ¢ini najveci dio ukupne debljine stijenke, odnosno
32,72%, a sastoji se od dva ogranicena sloja: kruznog sloja 1 uzduznog sloja poprec¢no prugastih
miSica, sli¢no kao i kod zamorca (Cavia porcellus) (Berghes i sur., 2011.) i Zutonoge vjeverice
(Paraxerus cepapi) (Igbokwe i Obinna, 2016.). Nasuprot tome, tunica muscularis u jednjaku
zeCeva sastoji se od tri jasno definirana sloja: unutarnjeg longitudinalnog, srednjeg kruznog i
vanjskog longitudinalnog (Mohammadpour i Darvishzadeh, 2014.). Rezultati istrazivanja
ukazuju na postojanje odredenih razlika 1 slicnosti u histoloskoj strukturi jednjaka dinarskog
voluhara u odnosu na druge vrste, ukljucujuéi druge sisavce, ali nije moguce donijeti konkretne

zakljucke.
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Zeludac dinarskog voluhara ima slozenu gradu, a prema klasifikaciji pripada bilokularnom
diskoglanduralnom tipu zeluca. Glodavci pokazuju izvanrednu varijaciju u morfologiji zeluca

u smislu kompartimentalizacije i tipa sluznice (Carleton, 1973.; Stevens i Hume, 1995.).

Zeludac vrsta iz nadporodice Muroidea obi¢no se sastoji od dijela s roznatim (nezljezdanim)
viSeslojnim plocastim epitelom 1 dijela Zljezdanog epitela. Ovaj tip Zeluca naziva se
hemiglandularni Zeludac i smatra se prilagodbom biljojednoj hranidbi (Perrin i Curtis, 1980.).
Nezljezdani dio nalazi se blizu kardije, dok se Zljezdani dio nalazi blizu pilorusa, §to sugerira
da se hrana prvo unosi u nezljezdani dio prije nego $to dode u dodir s Zelu¢anim izlu¢evinama.
Prijelaz izmedu ova dva podrucja obi¢no je ostar. Carleton (1973.) je u svojim istrazivanjima
koristio termin "rubni nabor" (eng. bordering fold) za opis strukture koja se formira izmedu
slojevitog plo¢astog epitela i Zljezdanih dijelova Zeluca. Toepfer (1891.) je kod Stakora opisao
istu strukturu kao "ogranicavajuci greben" (eng. limiting ridge) koji se prema Boonzaier i sur.
(2013b.) javlja kod glodavaca s hemiglandularnim Zelucima. Ova brazda prisutna je i kod
dinarskog voluhara i sli¢na je onoj u Zelucima omnivornih glodavaca, kao §to su juznoafricki
bodljasti mi§ (Acomys spinosissimus) (Boonzaier i sur., 2013b.); stakori (Ghoshal i Bal, 1989.);
miSevi, voluharice, leminzi (Carleton, 1973.), te isto¢ni bodljasti mi§ (Acomys dimidiatus)
(Walters i sur., 2014.). U prijelaznom dijelu izmedu miSi¢ne i zljezdane regije vidljiva je
promjena u gradi sluznice: epitel se mijenja iz viSeslojnog plocastog u jednoslojni cilindri¢ni,
a sluznicom dominiraju Zlijezde. Histoloski pregled Zeluca glodavaca iz potporodice Cricetinae
pokazao je da vrste koje imaju hemiglanduralni tip Zeluca posjeduju sva tri tipa Zlijezda (Blank,
1950.). S druge strane, vrste koje imaju diskoglanduralni tip zeluca posjeduju samo dva tipa
Zlijezda (kardijacke i fundicke) (Genest-Villard, 1980.; Golley, 1960.; Horner i sur., 1964.).
Odsutnost pilorickih Zlijezda povezanih s diskoglandularnim tipom Zeluca jasno ukazuje na to
da se bilokularni diskoglanduralni Zeludac razvio iz unilokularno-hemiglandularnog stanja.
Gubitak pilorickih Zlijezda moze utjecati na ucinkovitost mehani¢ke razgradnje hrane u
antrumu. Zamjena zljezdanog epitela keratiniziranim plocastim epitelom pruza otporniju
povrsinu za mljevenje dok peristalticki valovi gnjec¢e 1 mijeSaju hranu. Vecina uc€inkovitog
mijeSanja hrane dogada se u podrucju antruma, jer najjace misi¢ne kontrakcije pocinju na dijelu
gdje je kutni utor (incisura angularis) i napreduju prema pilori¢kom otvoru (Davenport, 1966.).
Izrazeni kutni utor kod glodavaca s bilokularnim Zelucem moze povecati podrucje za intenzivno
mijeSanje i preradu hrane (Carleton, 1973.). Da bi se uspjeSno povezale varijacije u morfologiji
zeluca s hranidbenim navikama, Carleton (1973.) zakljucuje da je vazno uzeti u obzir anatomiju

cijelog probavnog trakta.
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Bensley (1905.) je sugerirao da bi povecana keratinizacija i relativno smanjenje zljezdanog
epitela sluznice zeluca mogli biti posljedica konzumacije abrazivne hrane, poput hitinskih
egzoskeleta artropoda i grubih trava. Medutim, ovu hipotezu nije podrzala ¢injenica da mnogi
sisavci, iako konzumiraju grubu i abrazivnu hranu, ne pokazuju keratinizaciju Zeluca.
Primjerice, zeludac sjevernoameri¢kog dabra (Castor canadensis) i dvojezubaca ostaju potpuno
zljezdani unato¢ konzumaciji grubih materijala poput kore drveta, lis¢a i trave. Vorontsov
(1962.) je iznio pretpostavku da bi povecana keratinizacija zeluca mogla biti prilagodba
biljojedoj hranidbi, pri ¢emu bi keratinizirani dio mogao funkcionirati kao komora za
fermentaciju celuloze od strane simbiotskih bakterija. Medutim, Carleton (1973.) je odbacio
Vorontsovu hipotezu, sugerirajuéi da bi smanjenje zZljezdanog epitela zbog keratinizacije moglo
rezultirati duljim zadrzavanjem amilaze iz sline, $to bi moglo poboljsati probavu. Medutim,
istrazivanja pokazuju da bakterije prisutne u ovom podrucju zeluca kod velikog dugorepog
hréka (Tscherskia triton) nisu dovoljno raznolike da bi podrzale njegovo djelovanje kao
fermentacijske komore, kao §to je to slucaj kod Zeluca prezivaca (Shinohara i sur., 2016.).
Usporedujuci s jednostavnim, potpuno zljezdanim Zelucem sjevernoamerickog dabra (Castor
canadensis), utvrdila sam da dinarski voluhar ima slozeniji, dvostruko odijeljen (bilokularan)

Zeludac, te da je zZljezdana sluznica reducirana na manji dio (diskoglandularan).

HistoloSke karakteristike zeluca sisavaca razlikuju se medu vrstama, iako postoje osnovne
strukturne sli€nosti. MiSi¢ni dio Zeluca ima izrazene nabore sluznice (ruge) te je graden od
pokrovnog epitela miSi¢nog Zeluca, keratiniziranog viSeslojnog plocastog epitela, vezivnog
tkiva sluznice u kojem nisu vidljive zlijezde i tankog sloja miSic¢a sluznice. U misi¢noj regiji
Zeluca dominira miSiéni sloj graden od glatkih miSiénih stanica. Sli¢na grada miSi¢nog dijela
Zeluca opazena je i kod planinskog zokora (Esospalax baileyi) (Cai i sur., 2022.). Ovi nalazi
sugeriraju da specificna histoloska struktura Zeluca dinarskog voluhara ne samo da osigurava
adekvatnu sekreciju Zelucane kiseline, sluzi i drugih tvari za kemijsku probavu, ve¢ zbog
pojacane muskulature u miSi¢nom dijelu, takoder poboljSava kontrakciju 1 peristaltiku Zeluca

(Cai i sur., 2022.; Sahd i sur., 2017.), $to ima znacajnu ulogu u mehanickoj probavi.

U ovom istrazivanju, tipovi stanica zljezdanog zeluca ukljucuju stanice sluznice vrata, koje luce
sluz, pruzaju¢i zastitnu barijeru protiv ozljeda, toksina i1 patogena, osim S$to doprinose
prirodnom obrambenom sustavu (Corfield i Shukla, 2003.). Histokemijska AB/PAS reakcija
pokazala je da se povrSinske mukozne vrcaste stanice u sluznici zljezdanog dijela Zeluca dijele

na PAS+ stanice, koje oznacavaju prisutnost neutralnih mucina, i AB+ stanice, koje prikazuju
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kiselinsku grupu mukopolisaharida. Ovo je u skladu s opazanjima Sheahan i Jervis (1976.) kod
glodavaca poput zamorca. Daljnje istrazivanje koje su proveli Pinheiro i sur. (2018.) pokazalo
je da su stanice sluznice vrata u svim istrazivanim vrstama, ukljucujuéi Stakore i zamorce,
pokazale pozitivnu reakciju na stanice koje lu¢e mjeSovite mucine. Ova zapazanja potvrdena
su i kod drugih vrsta, poput zlatne krtice (Amblysomus hottentotus) (Boonzaier i sur., 2013b.),

Sto ukazuje na konzistentnost u distribuciji 1 funkciji ovih stanica medu razli¢itim vrstama.

Kod dinarskog voluhara parijetalne stanice koje proizvode zeluanu kiselinu bile su prisutne
cijelom duzinom Zelucanih Zlijezda, iako ih je u vratom dijelu Zlijezda bilo nesto vise. Glavne
(zimogene) stanice koje proizvode probavne enzime su dominirale u sredisnjem dijelu sluznice
1 poglavito u bazalnim dijelovima Zlijezda. Ovaj dio istraZivanja koji se odnosi na AB/PAS
reakciju u sluznicama zeluca i Zelu¢anim zlijezdama slian je u svojim rezultatima istrazivanju
koje je provedeno na 11 razlicitih vrsta sisavaca, ukljucujuci neke glodavce (Sheahan i Jervis,
1976.). U ovom istrazivanju dinarskog voluhara zelucane Zlijezde su pokazale snaznu AB/PAS
pozitivnu reakciju u svim dijelovima Zeluca, Sto ukazuje na lucenje kiselih sluznih tvari iz tih

zlijezda.

Analiza debljine slojeva tkiva u zelucu dinarskog voluhara ukazuje da se morfoloske prilagodbe
visokovlaknastoj hranidbi protezu izvan opée morfologije Zeluca. Mukozni sloj u zljezdanom
dijelu Zeluca je deblji, pri ¢emu su tubulusne zelucane zlijezde prisutne samo u dijelu korpusa.
U drugim dijelovima Zeluca, mukozni sloj sastoji se od viSeslojnog plocastog epitela s
keratiniziranom povrSinom, bez Zlijezda, dok je miSi¢na stijenka deblja. Deblji mukozni sloj
Zljezdanog dijela zeluca kod planinskog zokora predstavlja prilagodbu probavi hrane bogate
vlaknima u surovim uvjetima (Cai i sur., 2022.). S obzirom na to da dinarski voluhari uglavnom
konzumiraju hranu bogatu vlaknima poput zeljastog bilja, mladog lis¢a bukve, grancica, trave
1 aromati¢nog bilja, moze se pretpostaviti da je sadrzaj njihovog zeluca vjerojatno bogat
celulozom i ligninom. Stoga, zaklju¢ujem da struktura bilokularnog, hemiglandularnog zeluca
omogucuje dinarskom voluharu probavu i iskoriStavanje visokovlaknaste hrane za hranidbu.
Nadalje, histokemijska analiza Zelucane strukture potvrduje visoku diferencijaciju
funkcionalnih stanica u zelu¢anom tkivu, $to odgovara njihovoj pretezno vlaknastoj hranidbi i
sugerira snazne probavne sposobnosti. Carleton (1973.) sugerira da glodavci s razli¢itim
hranidbenim navikama cesto pokazuju sli¢nosti u morfologiji zeluca, ali izrazene razlike dalje

duZ probavnog trakta.
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Stijenka tankog crijeva dinarskog voluhara sastojala se od tipi¢nih slojeva koji se nalaze i kod
drugih vrsta. Ovaj dio crijeva ima najbolje razvijeni sloj sluznice, $to ukazuje na to da se ovdje
odvija intenzivna apsorpcija hranjivih tvari. Fokus istrazivanja je bio na srednjem dijelu tankog
crijeva, odnosno jejunumu. U istrazivanju Nzalak i sur. (2015.) utvrdeno je da je povrSina resica
jejunuma bila znatno veca u usporedbi s duodenom i ileumom, §to ukazuje na to da je
apsorpcijska sposobnost najveca u jejunumu u usporedbi s bilo kojim drugim dijelom tankog
crijeva. Tunica mucosa jejunuma dinarskog voluhara sastoji se od jednoslojnog cilindri¢nog
epitela s mikrovilima, ispod kojeg se nalazi lamina propria. Prisutnost kruznih nabora sluznice
ne podudara s opazanjima za tanko crijevo miSeva (Treuting i sur., 2018.) i Stakora
(Hosoyamada i Sakai, 2005.). Kod dinarskog voluhara, sluznica je dosta visoka nabrana u
prstolike nastavke, crijevne resice koje u ispruzenom obliku na popre¢nom presjeku najcesce
budu 350-400 pum duge i pruzaju se u lumen crijeva. Prema istrazivanju Tootian i sur. (2012.),
duljina crijevnih resica u jejunumu perzijske vjeverice (Sciurus anomalus) iznosila je prosje¢no

208,5 £ 95,4 um $to je znacajno manje nego u dinarskih voluhara.

Bujard (1908.) je proucavao resice tankog crijeva kod razli¢itih domacih Zivotinja i ptica i
pokazao da se opéenito morfologija resica moze povezati s hranidbenim navikama. On je uspio
promijeniti oblik resica Stakora mijenjanjem hranidbe, primijetiv§i da su resice $takora
hranjenih Zivotinjskom hranom ili hranidbom na bazi mlijeka bile uze i vise od resica Stakora
koji su se hranili uglavnom biljem ili mlijekom i celulozom. Rezultati istrazivanja Barry (1976.)
potvrduju Bujardove nalaze o niskim i Sirokim resicama kod biljojeda (Microtus sp.), visokim
I uskim resicama kod mesojeda (Blarina sp. i Eptesicus sp.), dok su resice svejeda (Mus sp. i
Peromyscus sp.) bile srednje veli¢ine i oblika. Morfologija crijevnih resica dinarskog voluhara
je prilagodena hranidbi bogatoj vlaknima, Sto je u skladu s njegovim biljojednim nacinom
hranidbe. Ova prilagodba potvrduje da prirodna hranidba znacajno utjece na strukturu crijeva,
a promjene u hranidbi, poput onih u zatoceniStvu, mogle bi potencijalno izazvati dodatne
promjene u obliku resica, u skladu s ranijim istrazivanjima na drugim vrstama (Tasman-Jones

i sur., 1982.; Sigleo i sur., 1984.).

Manja koli¢ina vrcastih stanica (jednostani¢éne mukozne Zlijezde) u tankom crijevu dinarskog
voluhara smjeStena je unutar visokog pokrovnog epitela izmedu enterocita. U blizini baze
crijevnih resica su Lieberkiihnove kripte, ¢iji se epitel nastavlja na epitel resica. Pokrovni epitel
kripti sadrzi sli¢ne tipove stanica kao epitel resica, uglavnom enterocite, te nesto vrcastih

stanica. Osim toga, u kriptama se mogu naci enteroendokrine stanice, nediferencirane stanice i
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eozinofilne Panethove stanice. Unutrasnjost resica i podrucje oko kripti ispunjeno je rahlim
vezivnim tkivom sluznice, koje je dobro prokrvljeno i ponekad sadrzi manje difuzne nakupine
limfnog tkiva. Panethove i enteroendokrine stanice otkrivene su i kod juznoafri¢kog bodljastog
misa (Acomys spinosissimus) (Boonzaier i sur., 2013a.). Uobi¢ajeno smjestene u tankom crijevu
na dnu Lieberkithnovih kripti, Panethove stanice sadrze velike sekretorne granule s
antibakterijskim enzimom, lizozimom (Gartner i Hiatt, 2022.). Njihove sekrecije Stite
luminalnu povrsinu epitela od potencijalno patogenih mikroorganizama (Kierszenbaum, 2002.;
Young i Heath, 2003.). Ovo se slaze s prethodnim zapazanjima u tankom crijevu nekih
glodavaca (Satoh i sur., 1990.), kao i kod drugih sisavaca, ukljucuju¢i konje (Takehana i sur.,
1998.) i prezivace (Banks, 1993.).

Vrcaste stanice izlucuju velike kolic¢ine sluzi u tanko crijevo. Histokemijski testovi pokazali su
da ove stanice u jejunumu dinarskog voluhara lu¢e najveé¢im dijelom kisele mucine, zatim
neutralne pa mjesSovite. Usporedna histokemijska analiza mucina tankog crijeva 13 razliitih
vrsta sisavaca, ukljucujuéi Stakore, voluharice, zamorce 1 zeCeve, pokazala je sliCan profil
mucina (Schumacher i sur., 2004.). Ovi nalazi sugeriraju da su svojstva mucina koje luce
vréaste stanice satuvana tijekom evolucije sisavaca. Stovise, evolucijsko oduvanje specifi¢nih
vrsta mucina moze se povezati s prilagodbama koje su nastale zbog razli¢itih hranidbenih
potreba i ekoloskih uvjeta. lIako se ocekivalo da ¢e razli¢iti histokemijski profili mucina biti
povezani s odredenim redovima sisavaca ili njihovom hranidbom, Schumacher i sur. (2004.) su
pokazali da se ovi profili ne mogu jednoznac¢no pripisati ni redu ni hranidbi svakog sisavca.
Ova zapazanja podrzavaju i rezultati istrazivanja Foremana (1971.), koji je otkrio da vrcaste
stanice kod 27 vrsta §iSmiSa s razli¢itim hranidbenim navikama proizvode iskljucivo neutralne
mucine. Ocuvanje ovih karakteristika tijekom evolucije sugerira da su odredene vrste mucina,
poput kiselih i neutralnih, bile korisne za Sirok raspon vrsta, uklju¢ujuci i primitivne sisavce te
gmazove (Madrid i sur., 1989.). U tom kontekstu, svojstva mucina kod dinarskog voluhara, koji
proizvodi mjeSovite vrste mucina, predstavljaju specificnu prilagodbu unutar evolucijskog

okvira, a ne iskljucivo naslijedenu karakteristiku od primitivnih predaka.

Lamina propria se i kod dinarskog voluhara sastoji od rahlog vezivnog tkiva, §to je tipi¢na
karakteristika opazena kod sisavaca. MiSi¢ni sloj u jejunumu dinarskog voluhara je tanak i
sastoji se od glatkih miSic¢a rasporedenih u unutrasnjem kruznom i vanjskom uzduznom sloju.
Misiéni sloj u duodenumu $takora, zamoraca i voluharica je sastavljen od jednog sloja glatkih

miSi¢nih stanica (Schumacher i sur., 2004.). Podsluznica sadrzi vezivno tkivo s krvnim i
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limfnim zilama, ali nema vidljivih Zlijezda. Vanjska opna, €esto je tanka i teSko uocljiva, sastoji

se od mezotelnih stanica.

Slijepo crijevo dinarskog voluhara istice se kao dominantna struktura probavnog trakta, $to je
uobicajena pojava i kod drugih vrsta voluharica (Behmann, 1973.; Golley, 1960.). Terminalni
dio slijepog crijeva dinarskog voluhara je ¢vrsto namotan kao i kod kod vrste Microtus
pennsylvanicus (Golley, 1960.). Slijepo crijevo ¢ini niz nabora koji sluze povecanju povrsine
organa. Tanko crijevo ulazi u slijepo crijevo pod pravim kutom i odvojeno je od tri razli¢ite

kolonske petlje (ansa coli paracoecalis) kratkim vratom.

U slijepom crijevu dinarskog voluhara gotovo i da nema vrcastih stanica. Boonzaier i sur.
(2012.) su u svom istrazivanju usporedivali strukturu slijepog crijeva s ostalim dijelovima
probavnog sustava kod juznoafrickog bodljastog misa (Acomys spinosissimus) i primijetili
konstantan pad u broju vréastih stanica. Ovaj pad vjerojatno je povezan s prisutnoscéu
mikroorganizama u slijepom crijevu. Takoder, moze se nagadati da nedostatak sluzi kod nekih
glodavaca omogucuje direktni kontakt probavljenog materijala (poput jednolancanih masnih
kiselina) s mukoznom povrS§inom za apsorpciju (Sharma i sur., 1995.). Medutim, potrebna su
daljnja istrazivanja da bi se utvrdila postoji li veza izmedu ucestalosti vrcastih stanica i

apsorpcije.

Slijepo crijevo dinarskog voluhara, poput onoga kod drugih vrsta voluharica, predstavlja
primjer visoko razvijenog oblika sa specijaliziranim unutarnjim razlikama (Perrin i Curtis,
1980.). Ove strukture vjerojatno su povezane s funkcionalnom specijalizacijom slijepog crijeva

u procesu fermentacije povezanom s biljojednim navikama (Stevens i Hume, 1995.).

Debelo crijevo dinarskog voluhara ¢ine slijepo crijevo, kolon i rektum. Proksimalni dio kolona
sloZene je grade, a ukljucuje strukture poput ampula (prosirenja), nabore i post-cekalnu spiralu
(ansa coli paracoecalis). Post-cekalna spirala prvi je put opisana od strane Tullberg (1899.),
apredstavlja anatomsku strukturu koja se formira izmedu debelog crijeva, sastoji se od uzlaznog
i silaznog dijela te je odrzavana mezenterijem s bogatom opskrbom krvlju. Post-cekalna spirala
nedostaje kod porodice Muridae, ali je prisutna kod svih proucenih vrsta porodice Cricetidae
(Tullberg, 1899.). Veli¢ina spirale varira medu razli¢itim vrstama iz porodice Cricetidae;
najvise je razvijena kod leminga (Lagurus sp.), dok je najmanje razvijena kod crvenolede

voluharice (Clethrionomys gapperi) (Tullberg, 1899.). Ova struktura potencijalno je povezana
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s hranidbenim navikama i prilagodbama na okoli§ (Bjornhag, 1994.; Hume 1994.).
Razumijevanje anatomije i funkcije post-cekalne spirale kod porodice Cricetidae kljucno je za
shvacanje njihovih hranidbenih navika i prilagodba na okoli§ te moze biti vazno u kontekstu

evolucijske biologije i ekologije glodavaca (Lange i Staaland, 1970.).

Nabori u debelom crijevu prilagodba su biljojednoj hranidbi (Perrin i Curtis, 1980.). Prema
Snipes i Kriete (1991.), nabori u debelom crijevu povecavaju povrSinu i stoga poboljSavaju
kontakt crijevne stijenke s luminalnim sadrzajem §to moze poboljsati ucinkovitost apsorpcije
natrija, kalija i vode (Lange i Staaland, 1970.). Nadalje, njihova prisutnost kod nutrija
(Myocaster coypus) pospjesuje povecanje gustoce bakterija u mekanom fecesu, sto je klju¢no
za njihovu ulogu u koprofagiji, odnosno ponovnoj probavi vlastitog fecesa (Takahashi i
Sakaguchi, 2000.). Prisutnost kolonskih nabora kod dinarskog voluhara, uz petljanje
proksimalnog kolona (ansa coli paracoecalis) te veli¢inu slijepog i debelog crijeva, sugerira da
je straznje crijevo specijalizirano za proces fermentacije kao Sto je to slucaj i kod drugih
biljojednih vrsta glodavaca te da dolazi do mehanizma kolonske separacije u kojem se bakterije
1 sitne Cestice hrane putem mukozne zamke vracaju u slijepo crijevo radi daljnje probave

(Bjornhag, 1987.; Bjornhag i Snipes, 1999.) .

Debelo crijevo u dinarskih voluhara sli¢no je slijepom crijevu i ima jednostavnu strukturu
stijenke. Sluznica je sastavljena od jednoslojnog cilindri¢nog epitela bez mikrovila i bogata je
vrcastim stanicama koje lu€e sluz koja se ve¢im dijelom sastojala od kiselih i neutralnih mucina.
Sluznica je visoka i nabrana. Podsluznica je guséa, s vise kolagenih vlakana. MiSi¢ni slojevi

deblji su nego u tankom crijevu, dok je lumen Siri.

Ukupan broj vréastih stanica u crijevima povecava se od proksimalne do distalne regije crijeva,
S§to je trend koji se podudara s onim videnim kod miSeva, Stakora i zamoraca (Sakata i
Engelhardt, 1981.) te Hottentotskih zlatnih krtica (Amblysomus hottentotus) (Boonzaier i sur.,
2013b.). Porast broja stanica koje luc¢e sluz sugerira snazan sloj sluzi u distalnoj regiji crijeva
dinarskog voluhara, slicno onome §to se vidi u kolonskoj regiji Stakora (Atuma i sur., 2001.).
Pokazano je da debeli sloj sluzi u debelom crijevu sprjeCava izravan kontakt sluznice s
luminalnim bakterijama, ¢ime se sprjeavaju upalne reakcije kao u slucaju ostecenja sloja sluzi
(Swidsinski i sur., 2007.). Dominacija i porast mijesanih vréastih stanica koje luce sluz u ovom

istrazivanju sli¢na je onoj videnoj kod kukcojeda proucenih od strane Boonzaier i sur. (2013b.),
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kao i kod 11 vrsta sisavaca proucenih od strane Sheahan i Jervis (1976.), Sto sugerira da je to

trend uo¢en kod mnogih vrsta sisavaca, bez obzira na hranidbu ili taksonomsku pripadnost.

Perrin i Curtis (1980.) su otkrili da morfologija probavnog sustava glodavaca iz porodica
Cricetidae ili Muridae nije direktno povezana s njihovim hranidbenim navikama. Sli¢ne
zakljucke donio je i Gorgas (1967.), koji je proveo usporedno istrazivanje razli¢itih vrsta
glodavaca s ciljem povezivanja duljine probavnog trakta s hranidbenim navikama. Niti Perrin i
Curtis (1980.) niti Gorgas (1967.) nisu mjerili relativne povrsine razlicitih dijelova probavnog
trakta. Postoje razli¢iti ¢imbenici Koji mogu utjecati na preciznost mjerenja morfologije
probavnog sustava, kao Sto su koli¢ina sadrzaja u crijevima u trenutku smrti te promjene u

tkivima zbog postupka fiksacije.

Ovo istrazivanje je ukazalo na postojanje slozenih i razvijenih morfolosko - histoloskih
struktura probavnog trakta kod dinarskog voluhara. Probavni trakt kljucan je dio probavnog
sustava zivotinja, a morfoloSke i histoloske karakteristike omogucuju vrstama provedbu
specifi¢nih funkcija koje poboljsavaju njihovu prilagodljivost okolisu. Dinarski voluhar je kroz
evoluciju razvio slozen, bilokularni, hemiglanduralni Zzeludac i dobro razvijenu histolosku
strukturu probavnog trakta. Medutim, vazno je napomenuti da sam se u ovom istrazivanju
ograni¢ila na morfologiju i histologiju probavnog trakta. Prilagodba evolucije funkcije stanica,
aktivnosti enzima i mikrobne zajednice u probavnom traktu predstavlja dodatan vazan aspekt

koji zahtijeva daljnje istrazivanje.

Poznavanje probavnog sustava pridonosi odrZavanju, domestifikaciji i ocuvanju divljih 1
ugrozenih vrsta (Ewer, 1967.). Prvo, razumijevanje probavnog sustava omogucuje bolje
razumijevanje hranidbenih potreba i navika Zivotinja. To je klju¢no za pravilnu hranidbu u
zatoceniStvu ili za oCuvanje njihovih prirodnih staniSta. Na primjer, poznavanje specificnih
hranidbenih zahtjeva divljih vrsta moZe pomo¢i u razvoju planova upravljanja za ofuvanje
njihove populacije, osiguravaju¢i adekvatnu hranidbu i staniSta. Drugo, proucavanje
morfometrije, morfologije i histoloskih karakteristika probavnog trakta omogucuje bolje
razumijevanje fiziologije i biologije vrste. Ovo znanje moze posluziti kao osnova za razvoj
medicinskih tretmana ili terapija za vrste koje su ugrozene zbog bolesti ili drugih zdravstvenih

problema povezanih s probavnim sustavom.
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Osnovne informacije o morfometriji, morfologiji i histoloskim karakteristikama probavog

trakta dinarskog voluhara posluziti ¢e kao referentni podaci za daljnja istrazivanja.

7.3. Brzina probave

Kao sto je spomenuto ranije mali biljojedni sisavci razvili su specifi¢ne probavne strategije
kako bi nadoknadili manju tjelesnu masu i zadovoljili energetske potrebe (Hume, 1994.).
Cekotrofija, koju prakticira mnogo malih biljojeda, ima vaznu nutritivnu ulogu pruzajuéi izvor
vitamina, aminokiselina i drugih hranjivih tvari koje se izlu¢uju u fecesu (Karasov i Martinez
del Rio, 2007.). Cekotrofno ponaSanje mora biti podrzano mehanizmom separacije u kolonu
(Bjornhag, 1987.). Prosje¢no vrijeme zadrzavanja probavnog sadrzaja (eng. mean retention
time, MRT) smatra se klju¢nim parametrom u probavnoj fiziologiji (Clauss i sur., 2007a.;
Stevens i Hume, 1998.), osobito kod biljojeda, gdje se aloenzimatska probava biljnih vlakana
odvija sporije (Stevens i Hume, 1998.). MRT se obi¢no procjenjuje davanjem markera i
mjerenjem njihove pojave na odredenoj tocki duz probavnog sustava, a vazno je odabrati

marker koji reprezentira cijeli probavni sadrzaj ili relevantnu frakciju istog (Warner, 1981.).

Istrazivanje brzine probave bilo je podijeljeno na dva dijela. U prvom dijelu koristila sam
fizikalni marker (plasti¢na trakica) kako bi odredila osnovnu brzinu probave kod dinarskog
voluhara, te analizirala razlike u brzini probave medu spolovima i sezonama, uzimaju¢i u obzir
tip hranidbe. Rezultati prvog dijela su mi pomogli postaviti okvire drugog dijela istrazivanja u
kojem sam koristila kemijske markere (Co-EDTA i Cr-mordantizirana vlakna). Osnovni cilj
drugog dijela istraZivanja bio je odrediti brzinu prolaska tekucée (Co) i krute (Cr) frakcije kroz
probavni sustav, istraziti primjenjuju li dinarski voluhari mehanizam kolonske separacije (Franz
i sur., 2011.), te utvrditi podudara li se ta strategija s onom koju koriste drugi mali biljojedni
sisavci (Foley i Cork, 1992.).

U prvom dijelu eksperimenta, svi voluhari su izbacili fizikalne markere unutar 24 h nakon
konzumacije oznacene hrane, pri ¢emu su prvi markeri primijeceni u fecesu ve¢ tijekom prvih
4 h. Nisu uocene znacajne razlike u brzini probave ovisno o sezoni, tipu hranidbe ili spolu
zivotinja. Preliminarno istraZzivanje pokazalo je da su upotrijebljene plasticne trakice sigurne za
probavni sustav dinarskog voluhara i nisu izazvale nikakve zdravstvene probleme. Trakice su
se pokazale kao suptilni indikatori, budu¢i da Zivotinje nisu pokazivale znakove otkrivanja
markera tijekom konzumacije niti su reagirale na njihovu prisutnost. Svi markeri koji su

konzumirani s hranom kasnije su pronadeni u fecesu unutar 24 h, osim u jednom slucaju, a nije
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zabiljezen niti jedan slucaj izrazito brzog ili sporog prolaska kroz probavni trakt, Sto dodatno
potvrduje da ovaj tip fizikalnog markera predstavlja neinvazivhu metodu za jednostavnu

procjenu brzine probave.

Rezultati prvog dijela istrazivanja potvrdili su efikasnost fizikalnih markera, ali i tvrdnju da
njihova primjena moze biti ograni¢ena kod zivotinja sa sloZzenijom probavom, pruzajuci samo
djelomican uvid u brzinu probave (Hume, 1994.). Udén i sur. (1980.) takoder isticu vaznost
kemijskih metoda u odredivanju brzine probave, buduci da fizikalni markeri ne mogu opstati u
tekuc¢oj frakciji hrane, koja se zadrzava u slijepom crijevu, ve¢ nastavlja put kroz probavni
sustav zajedno s ostatkom krute frakcije probave te, u slucaju dinarskog voluhara, brzo napusta
probavni sustav, vjerojatno kako bi se omogucéio daljnji unos hrane (Hume, 1994.). S obzirom
na nedostatak znacajnih varijacija u brzini probave medu spolovima i sezonama u prvom dijelu

istrazivanja, drugi dio nije bio usmjeren na te varijable.

U dijelu istrazivanja u kojem sam Koristila kemijske markere, srednje retencijsko vrijeme za
krutu frakciju iznosilo je otprilike 11 h, dok je tekuca frakcija imala neSto dulje srednje
retencijsko vrijeme, zadrZavajuci se unutar probavnog sustava i nakon 12 h. Kemijski markeri
iz probavnog sustava dinarskog voluhara poceli su se izluCivati izmedu 0 i 4 h nakon
konzumiranja oznacene hrane. Kasnjenja u izlu¢ivanju kobalta (tekuca frakcija) (+ 1,09 h) nisu
bila toliko izrazena, ali su bila jasno razlu¢iva od izlu¢ivanja kroma (kruta frakcija). Razine Co
(tekuca frakcija) 1 Cr (kruta frakcija) vratile su se na po€etnu vrijednost izmedu 40 i1 44 h
odnosno 44 i 48 h nakon unosa. Omjer diferencijalnog zadrzavanja tekuce naspram krute
frakcije kod dinarskog voluhara iznosi izmedu 0,9 i 1,3 (prosjek 1,1). Nisu uoc¢eni sekundarni

pikovi koji bi ukazivali na ponovno unosenje fecesa (cekotrofa).

Rezultati ovog istraZivanja pruzaju vazan uvid u probavnu fiziologiju dinarskog voluhara. Prvo,
istrazivanje je pokazalo da dinarski voluhari imaju sli¢an obrazac prolaska hrane kroz probavni
sustav kao i1 drugi pripadnici potporodice Arvicolinae, §to ukazuje da dijele sli¢ne prilagodbe
probave (Hagen i sur., 2018.; Hume i sur., 1993.; Lee i Houston, 1993b.; Pei i sur., 2001a.).
Drugo, rezultati ukazuju na selektivno zadrzavanje tekuce frakcije hrane u probavnom sustavu
kod dinarskog voluhara, Sto se oCituje kroz zadrzavanje tekuce frakcije u odnosu na krutu
frakciju. Ovaj obrazac je u skladu s nalazima drugih istrazivanja (Chilcott i Hume, 1985.; Cork
i sur., 1999.; Cork i Warner, 1983.; Foley i Hume, 1987.; Hume i sur., 1993.; Krockenberger,
1993.; Sakaguchi i sur., 1987.; Sakaguchi i sur., 1992a.; Sakaguchi i sur., 1992b.; Sakaguchi i
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Nabata, 1992.; Sakaguchi i Ohmura, 1992.), koja su takoder zabiljezila selektivno zadrzavanje
tekuce frakcije u odnosu na krutu frakciju kod srodnih vrsta. Zanimljivo je napomenuti da je
ovo op¢i trend, jer su neke jedinke pokazale suprotan obrazac — tekuca frakcija se izlucivala
brze od krute. Nadalje, omjer diferencijalnog zadrzavanja tekuée frakcije naspram krute frakcije
podupire hipotezu da dinarski voluhari prakticiraju mehanizam kolonske separacije poznat kao
mukozna zamka (Hume i sur., 1993.; Sakaguchi i sur., 1992a.; Sakaguchi i Nabata, 1992.;
Sakaguchi i Ohmura, 1992.), $to se smatra prilagodbom biljnoj hranidbi (Bjornhag, 1994.).
Dinarski voluhar pripada porodici specijaliziranoj za hranidbu zelenim biljkama i smatra se
isklju¢ivim biljojedom (Antolovi¢ i sur., 2006.). Stoga, ovi nalazi naglasavaju vaznost
specifi¢nih prilagodbi u probavnom traktu ove vrste, omoguéujuéi im ucinkovito iskoristavanje

hranjivih tvari iz biljne hrane.

Rezultati istrazivanja na drugim vrstama temeljenih na istim ili sli¢cnim markerima tekucih i
krutih frakcija, kao i onih koriStenih u ovom istrazivanju sazeti su u Prilogu 13. Prema
prethodnim istrazivanjima, mehanizam kolonske separacije (eng. colonic separation
mechanism, CSM) odgovoran je za selektivno zadrzavanje probavljene hrane u slijepom crijevu
voluhara i leminga (Hagen i sur., 2018.). Ovaj proces odvija se u proksimalnom dijelu debelog
crijeva (Sperber i sur., 1983.), gdje se formira dvostruka spirala i "mukozna zamka™ (\Vorontsov,
1979.), usmjeravajuéi protok bakterija natrag prema slijepom crijevu (Bjornhag, 1987.; Sperber
1 sur., 1983.). Slican mehanizam primijecen je i kod drugih glodavaca (Hume 1 sur., 1993.;
Sakaguchi i sur., 1992a.; Sakaguchi i Nabata, 1992.; Sakaguchi i Ohmura, 1992.). Drugi tip
CSM-a (Bjornhag, 1972.; Pickard i Stevens, 1972.), nazvan "ponovno ispiranje™ (Cork i sur.,
1999.), opisuje se kao proces u kojem vodena struja nosi tekucu frakciju hrane i bakterije do
slijepog crijeva, podrzana antiperistaltickim pokretima i promjenama u sekreciji i apsorpciji
vode (Bjornhag, 1981.). Ovaj tip CSM-a prisutan je kod dvojezubaca i nekih vrsta listojednih
tobol¢ara (Bjornhag, 1987.; Hume, 1999b.). Ovi razli¢iti tipovi CSM-a odrazavaju Se u
obrascima pojave fecesa nakon primjene inertnih markera koji su specifi¢ni za neapsorbirane
tekuce ili krute frakcije hrane. Postoji izrazenija selektivna retencija markera tekuce frakcije u
tipu CSM "ponovnog ispiranja™ nego u tipu CSM "mukozne zamke" (Cork i sur., 1999.;
Bjornhag, 1972.; Bjornhag, 1981.; Pickard i Stevens, 1972.).

Dinarski voluhar pokazuje sli¢ne brzine probave za tekucu 1 krutu frakciju, s kaSnjenjima u

izluéivanju tekuce frakcije (+1,09 h), $to ukazuje na sklonost zadrzavanju bakterija radi
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poboljsanja probavne u¢inkovitosti. Prosje¢na vremena zadrzavanja kod dinarskog voluhara
bila su nesto kra¢a nego u Townsendove voluharice (Microtus townsendii), odnosno gotovo
dvostruko duza nego u Brandtove voluharice (Microtus brandtii) (Hume i sur., 1993.). Ove
razlike mogu se pripisati razlici u tjelesnoj masi izmedu vrsta; Brandtova voluharica (40 — 46
g) i Townsendova voluharica (55 g) imaju manju tjelesnu masu u usporedbi s dinarskim
voluharom (70 — 90 g), Sto rezultira manjim kapacitetom crijeva kod manjih vrsta. Osim toga,
hranidba s niskim udjelom vlakana kod Brandtove voluharice smanjuje unos hrane uz
odrzavanje stabilnog unosa probavljive energije, Sto moze rezultirati kra¢im vremenom
zadrzavanja. Ograni¢eni porast volumena crijeva na hranidbi s visokim udjelom vlakana
takoder moze dodatno smanjiti prosje¢no vrijeme zadrzavanja (Lou i sur., 2015.). Sva tri
¢imbenika (ve¢i unos hrane, manji volumen crijeva i ograni¢eni porast volumena crijeva na
hranidbi s visokim udjelom vlakana) trebaju se uzeti u obzir pri objaSnjavanju razlika u
vremenima zadrzavanja izmedu Brandtove voluharice, Townsendove voluharice i dinarskog
voluhara (Hume i sur., 1993.). Nadalje, na vrijeme zadrzavanja probavnog sadrzaja utjecu i
mnoga druga svojstva pojedene hrane, poput specifi¢éne mase ¢estica, njihove veli¢ine i koli¢ine
(Cork, 1994.; Conklin-Brittain i Dierenfeld, 1996.; Wenninger i Shipley, 2000.).

Omjer MRT (srednje rezidentno vrijeme) tekuce i krute frakcije pokazuje koliko dugo razlicite
vrste hrane (tekuca i kruta) ostaju u probavnom sustavu prije nego Sto se apsorbiraju ili
eliminiraju. Visi omjer znaci da tekuca hrana ostaje dulje u probavnom traktu u odnosu na krutu
hranu, dok nizi omjer znaci da se tekuca i1 kruta hrana probavljaju slicnom brzinom. Vrste s
mehanizmom ponovnog ispiranja pokazuju vece razlike izmedu MRT tekuce 1 krute frakcije,
ponovnog ispiranja, omjer prosjecnog vremena zadrzavanja tekuce i krute frakcije krece se od
1,3 do 4,8. Nasuprot tome, za mehanizam mukozne zamke, prijavljeni omjeri su najvise 1,2 za
Stakore 1 zamorce (Stevens 1 Hume, 1995.). Najkrace vrijeme zadrzavanja krute frakcije u
odnosu na tekucu frakciju sugerira efikasniju probavu krute hrane u usporedbi s teku¢om.
Dinarski voluhar ima prosjecni omjer MRT tekuce 1 krute frakcije od 1,1, $to ukazuje na sli¢ne
brzine probave za obje vrste hrane. Ovakav nizak omjer, blizu 1, sugerira prilagodbu
homogenoj hranidbi. Vrste s vi§im omjerima imaju razli¢ite brzine probave, §to moze ukazivati
na specijalizirane probavne strategije za razlicite tipove hrane. Najkrace vrijeme zadrzavanja
krute u odnosu na tekucu frakciju zabiljezeno je kod vrsta Cavia porcellus, Dolichotis
patagonum, Myocastor coypus, Phyllotis darwini (Hume i sur.,1993.; Sakaguchi i sur., 1992a.;
Sakaguchi i sur., 1992b.; Sakaguchi i Nabata,1992.; Sakaguchi i Ohmura, 1992.). Literatura o
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probavnoj fiziologiji kod malih biljojeda razmatra ova dva tipa CSM-a kao podjelu (Bjornhag
I Snipes, 1999.; Franz i sur., 2011.; Hume i Sakaguchi, 1991.; Pei i sur., 2001a.), medutim
Hagen i sur. (2018.) predlazu da se glodavci ne bi automatski trebali svrstavati u jedan od dva
krajnja tipa CSM-a. Umjesto toga, trebalo bi promatrati kontinuum izmedu tih krajnjih tipova,

gdje bi glodavci iz potporodice Arvicolinae zauzimali razlicite pozicije unutar tog spektra.

Selektivno zadrzavanje tekuce frakcije, sitnih Cestica hrane i1 bakterija kod fermentatora
straznjeg crijeva Cesto je povezano s cekotrofijom (Bjornhag i Sjoblom, 1977.; Cranford i
Johnson, 1989.; Kenagy i Hoyt, 1979.; Lee i Houston, 1993a.; Ouellette i Heisinger, 1980.).
Sekundarni pikovi izlu¢ivanja markera dokumentirani su u razli¢itim istrazivanjima mjerenja
brzine probave kod dvojezubaca i glodavaca te se obi¢no tumace kao posljedica cekotrofnog
ponasanja, $to rezultira ponovnim uzimanjem prolaznih markera (Clauss i sur., 2007a.; Franz i
sur., 2011.; Hagen i sur., 2015.; Hagen i sur., 2016.; Lee i Houston, 1993a.; Pei i sur., 2001a.)
(Prilog 14.). Za sam proces cekotrofije poznato je da varira ovisno o hranidbi (Carabafio i sur.,
1988.; Garcia i sur., 1995.; Guerra Aldrigui i sur., 2018a.; Fekete i Bokori, 1985.; Nogueira-
Filho i sur., 2013.) i rasporedu hranjenja (Guerra Aldrigui i sur., 2018b.). Kod dinarskih
voluhara nisam uocila sekundarne pikove u krivuljama izlu¢ivanja mrakera i samim time nisam

pronasla dokaze da prakticiraju cekotrofiju.

Jedan od potencijalnih problema u procjeni cekotrofnog ponasanja, posebno kod vrlo malih
vrsta koje konzumiraju feces tijekom cijelog dana, jest to sto takvo ponaSanje moze izravnati
krivulju izlu€ivanja, §to otezava identifikaciju sekundarnih ili kasnijih pikova markera (Hagen
i sur., 2018.). Medutim, ¢ak i kod vrsta s vrlo visokom dnevnom ucestalo$¢u cekotrofije, poput
voluharica (Hirakawa, 2001.), pikovi markera mogu biti identificirani na grafovima izlu¢ivanja
markera (Hume i sur., 1993.; Pei i sur., 2001a.). Osim toga, iznimno duga prosjeéna vremena
zadrzavanja kod malih sisavaca zbog stalnog recikliranja markera putem ponovljenog

konzumiranja fecesa mogu ukazivati na cekotrofiju.

Ucestalost i pojava cekotrofije mogu razlikovati ovisno o hranidbi (Hagen i sur., 2018.). Na
primjer, kod dvojezubaca, manje je vjerojatno da ¢e uzimati cekotrofe na hranidbi bogatoj
bjelancevinama, dok ¢e na vlaknastoj niskokalori¢noj hranidbi njihova konzumacija biti
maksimalna (Carabario i sur., 1988.; Fekete i Bokori, 1985.). Sukladno tome, zabiljezeno je
povecanje cekotrofije s povecanjem sadrzaja dijetalnih vlakana kod barem jedne divlje vrste

glodavaca (npr. Arvicola terrestris) (Woodall, 1989.). Testiranje je li cekotrofija dio probavne
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strategije vrste najprikladnije je provesti na hranidbi s niskim udjelom bjelan¢evina i visokim

udjelom vlakana (Hagen i sur., 2018.).

Kombinacija velikog slijepog crijeva s vrecastim proSirenjima, selektivnog zadrzavanja
probavnog sadrZaja i cekotrofije omogucuje pripadnicima potporodice Arvicolinae u¢inkovito
iskoristavanje hrane s visokim udjelom vlakana, unato¢ njihovoj maloj tjelesnoj veli¢ini (Batzli
1 Cole, 1979.). Njihova prilagodba staniStima travnjaka, uz sposobnost odrzavanja ili povecanja
unosa suhe tvari kako bi se nadoknadila niza probavljivost vlaknaste hrane, dodatno potvrduje
specificne karakteristike njihove probavne fiziologije (Cranford i Johnson, 1989.; Batzli,
1985.).

Kako bi se poboljsala preciznost istrazivanja to¢nih vremena zadrzavanja probavnog sadrzaja
kod dinarskog voluhara potrebno je provesti dodatne pokuse koji bi ukljuéivali varijacije u
tipovima hranidbe. Takoder, trebalo bi dodatno istraziti moguce razlike tijekom sezone parenja
i podizanja mladih, s obzirom na to da tada mogu postojati razlike u kvaliteti hranidbe izmedu
spolova. Provodenje dodatnih analiza kako bi se provjerila moguca kontaminacija markera i
ponovljene analize uzoraka mogu povecati pouzdanost interpretacije rezultata. U slu¢aju pojave
sekundarnih pikova u krivuljama s ve¢im vremenskim odmakom od primjene markera, korisno
bi bilo primijeniti ¢es$¢i 1 radno intenzivniji reZim uzorkovanja fecesa. Obrasci izlu¢ivanja
markera uvijek bi trebali biti razmatrani u kontekstu drugih morfoloskih i fizioloskih podataka
(Matsuda i sur., 2015.).

Istrazivanje fiziologije probave kod Zivotinja koje Zive u zatoeniStvu Cesto se suocava s
izazovima. Hranidba u zatoceniStvu se nerijetko razlikuje od hranidbe u prirodi (Conklin-
Brittain i Dierenfeld, 1996.). Naime, hrana kojom se zivotinje hrane u zato¢eniStvu Cesto je
visoko probavljiva i s niskim udjelom vlakana, Sto moze rezultirati smanjenom frekvencijom
defekacije. Jedno od ogranicenja istrazivanja je i frekvencija uzorkovanja fecesa, koja moze
ovisiti o rutinama timaritelja. Kada se mjeri vrijeme zadrzavanja, vazno je razmotriti u kojoj ¢e

mjeri frekvencija uzorkovanja utjecati na rezultate (Hagen i sur., 2018.).
U sazetku ovog poglavlja, kod dinarskog voluhara brzina prolaska probavnih sadrzaja pokazala

je duze zadrZavanje tekuce frakcije u usporedbi s krutom frakcijom, bez razlika izmedu spolova

I sezona. Brzina prolaska probavnih sadrzaja upucuje na prisutnost mehanizma kolonske
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separacije u obliku mukozne zamke. Dokazi da dinarski voluhar prakticira cekotrofiju nisu

pronadeni, medutim postoji velika vjerojatnost da je ona prisutna.

7.4. Probavljivost

Cilj ovog dijela istrazivanja bio je analizirati ucinkovitost probave kod dinarskih voluhara
(Dinaromys bogdanovi) i utvrditi postoje li razlike u koeficijentima probavljivosti izmedu
muzjaka i Zenki u uvjetima ljetnog hranidbenog rezima. Rezultati su pokazali visoke
koeficijente probavljivosti klju¢nih hranjivih tvari, $to ukazuje na njihovu visoku iskoristivost.
Konkretno, prosjecni koeficijenti probavljivosti mokre (svjeze) tvari i suhe tvari iznosili su
88,68% 1 92,19% za muzjake te 86,87% i 89,81% za Zenke. Ovi rezultati ukazuju na visoku
iskoristivost hrane, $to moze biti klju¢na prilagodba na specifi¢ne hranidbene resurse dostupne
tijekom ljetnih mjeseci. Visoki koeficijenti probavljivosti bjelan¢evina, masti i vlakana kod
muzjaka (91,95%, 82,24% i 90,63%) i1 zenki (85,05%, 67,13% i 81,66%) ukazuju na razlike
izmedu spolova. Ove razlike mogu biti rezultat razli¢itih metabolickih potreba ili fizioloskih

razlika, $to zahtijeva daljnja istrazivanja kako bi se u potpunosti razumjeli ovi procesi.

Kako bi se odgovorilo na pitanje postavljeno u uvodu — koji se dio hranjivih tvari unesenih
hranom asimilira, a koji dio se izlucuje u obliku fecesa — provedeni su hranidbeni eksperimenti
probavljivosti, pri ¢emu su dinarski voluhari hranjeni svjezom travom i livadnim biljem.
Vrijednosti probavljivosti utvrdene kod dinarskog voluhara spadaju medu najvise zabiljeZene
za biljojede na razli¢itim kvalitetama hranidbe. Nadalje, sli¢nost u procijenjenoj probavljivosti
suhe tvari i vlakana ukazuje na visoku sposobnost dinarskog voluhara za probavu vlakana te na

njegovu ucinkovitost u iskoristavanju hranjivih tvari iz hranidbe.

Rezultati istraZivanja na drugim vrstama, ukljuc¢uju¢i njihovu masu, podatke o unosu hrane i
probavljivosti, kao 1 podaci iz ovog istrazivanja, sazeti su u Prilogu 15. Prosje¢ni dnevni unos
suhe tvari za dinarskog voluhara iznosi 56,61 g/dan, §to je znatno vise u usporedbi s drugim
vrstama glodavaca, poput livadne voluharice (Microtus agrestis) (9,8 g/dan) i stepskog leminga
(Lagurus lagurus) (6,6 g/dan) (Hagen i sur., 2018.). Kada se ovaj unos izrazi kao udio tjelesne
mase, dinarski voluhar unosi 76,86% svoje tjelesne mase u suhoj tvari dnevno, dok livadna
voluharica unosi 34,27%, a stepski leming 33,33%. Ova razlika moze biti povezana s razli¢itim
metaboli¢kim potrebama i ekoloskim niSama koje zauzimaju ove vrste (Maller i sur., 2013.).
Takoder, moguce je da dinarski voluhar ima veci kapacitet za obradu hrane zbog svoje vece

tjelesne mase.
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Iznimno visoka probavljivost organske tvari (88,22%) i suhe tvari (91,59%) kod dinarskog
voluhara usporediva je s onom kod poljske voluharice (Microtus arvalis), koja postize 93,54%
i 94,02% u istim Kkategorijama (Dr6zdz, 1968.). Poljska voluharica pokazuje visoku
probavljivost sirovih bjelancevina (91,34%) (Dr6zdz, 1968.), Sto je takoder usporedivo sa
vrijednostima kod dinarskog voluhara (91,30%). Nasuprot tome, poljski mi§ (Apodemus
agrarius) ima nize razine probavljivosti za bjelancevine (74,51%) i masti (83,55%) u odnosu
na poljsku voluharicu, $to naglasava razlike u efikasnosti iskoriStavanja hranjivih tvari (Drozdz,
1968.). Visoka probavljivost sirovih vlakana kod dinarskog voluhara (89,95%) ukazuje na
njegovu sposobnost da uc¢inkovito probavlja biljnu hranu bogatu vlaknima. Ova vrijednost je
slicna onoj zabiljezenoj kod poljske voluharice, koja ima probavljivost sirovih vlakana od
87,82% (Dré6zdz, 1968.). Sposobnost ucinkovite probave vlakana moze biti od klju¢ne vaznosti
za prezivljavanje u ekoloskim niSama u kojima prevladava hrana bogata vlaknima, te
predstavlja karakteristiku koja jasno razlikuje prave biljojede od drugih Zivotinja koje tu

sposobnost mozda nemaju (Veloso i Bozinovic, 1993.).

Probavljivost hrane uglavnom ovisi o njezinom kemijskom sastavu (Grodzinski, 1985.). Kod
glodavaca, probavljivost suhe tvari u hranidbi bogatoj hranjivim tvarima moze biti vrlo visoka,
cak oko 89,07% (Dro6zdz, 1968.), $to je sli¢no vrijednosti od 91,48% zabiljeZenoj kod dinarskih
voluhara. Niska probavljivost hrane moze biti povezana je s tri ¢imbenika: visokim sadrzajem
vlakana, visokom brzinom prolaska hrane kroz probavni trakt, i smanjenjem ucinkovitosti
probave pri konzumaciji prekomjernih koli¢ina hrane (Veloso i Bozinovic, 1993.). Sadrzaj
vlakana znacajno utjee na snizavanje koeficijenata probavljivosti. Nehring (1965.) tvrdi da
povecanje vlakana u hrani za 1% rezultira smanjenjem probavljivosti za 0,6 jedinica kod
prezivaca i1 za 2 jedinice kod glodavaca. Vlakna predstavljaju frakciju hrane koja sadrzi tesko
probavljive ili neprobavljive komponente poput celuloze, pentozana, kutina, lignina, ¢esto
inkrustiranih mineralnim solima. Takva vlakna ¢ine balast hrane koji, kada se daje u visku,
moze uzrokovati snizavanje probavljivosti svih hranidbenih komponenata. Medutim, veée
fluktuacije u probavljivosti primijeene su kada su zivotinje hranjene hranom s visokim
sadrzajem vlakana (Vorontsov, 1967.). Niska probavljivost hrane moze biti uzrokovana
visokim sadrzajem vlakana u odnosu na bjelancevine, $to ponekad dovodi do smanjenja
probavljivosti (Nehring, 1965.). Nije zabiljeZen ucinak sadrzaja masti na probavljivost (Van

Soest, 1964.).
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Kada se glodavci hrane voluminoznom hranom dolazi do vrlo brzog prolaska sadrzaja hrane
kroz probavni trakt. Kod biljojeda, takva hrana ¢esto sadrzi velike koli¢ine vlakana, poput trave
i sijena, $to rezultira niskom gusto¢om hranjivih tvari po jedini¢noj masi (Codron i sur., 2007.).
Prema Myrcha (1964.), poljske voluharice (Microtus arvalis) hranjene zelenom biljnom
hranom (ps$enica) mogu izluciti hranu ve¢ nakon jednog sata. O¢ito je da tako kratko vrijeme
nije dovoljno za temeljitu probavu. Poljska voluharica (Microtus arvalis) i sumske voluharice
(Clethrionomys glareolus) hranjene zelenom biljnom hranom konzumirale su u prosjeku 25 g
svjeze mase, Sto predstavlja 114,68% tjelesne mase za poljsku voluharicu i 111,61% tjelesne
mase za Sumsku voluharicu (Dr6zdz, 1968.). Ovakav unos hrane moze preopteretiti probavni
trakt i smanjiti probavljivost (Davis i Golley, 1963.). Manje koli¢ine hrane zadrzavaju se dulje
u probavnom traktu te se stoga bolje iskoristavaju (Myrcha, 1964.). Iako neki mali sisavci mogu
povecati ucestalost hranjenja kada se kvaliteta hranidbe i probavljivost smanje, mozda nece biti
u stanju dovoljno brzo obraditi potrebnu koli¢inu hrane kako bi odrzali svoju energetsku bilancu
1 minimizirali vrijeme hranjenja. Dinarski voluhar, koji u prosjeku konzumira 91,42 g svjeze
mase, Sto predstavlja 124,11% njegove tjelesne mase, suocava se s izazovom brzog prolaska
voluminozne hrane kroz probavni trakt, §to moze dodatno smanjiti probavljivost. Stoga,
minimalna probavljivost moze biti ograni¢avajuci ¢imbenik u odabiru hranidbe. Sli¢na situacija
uocena je kod smedih leminga (Lemmus lemmus) koji se hrane mahovinom (Barkley i sur.,
1980.; Batzli i Cole, 1979.). Mahovina predstavlja znacajnu i ¢esto konzumiranu stavku u
hranidbi ovih glodavaca, iako je nisu u stanju probaviti te ne mogu prezivjeti na iskljuc¢ivoj

hranidbi mahovinom u eksperimentalnim uvjetima.

Nasi rezultati pokazuju da dinarski voluhari imaju nekoliko mehanizama koji im omogucuju
postizanje visokih koeficijenata probavljivosti. Prvo, dinarski voluhari imaju relativno veliko
slijepo crijevo i mehanizam za odvajanje u debelom crijevu , §to im omogucuje da zadovolje
znaCajan udio osnovnih energetskih potreba. Istrazivanjem u sklopu ove doktorske teme
otkriveno je da dinarski voluhari zadrzavaju Cestice hrane unutar svog probavnog trakta,
omogucujuci vise vremena za mikrobnu i mehanicku razgradnju biljnih vlakana. Drugo,
temeljito zZvakanje hrane takoder moZe doprinijeti njihovoj sposobnosti probavljanja vlakana.
Male zivotinje mogu sazvakati hranu u sitne Cestice, ¢ime maksimalno izlazu vlakna

fermentaciji (Conklin i Dierenfeld, 1994.).

Teorija optimalnog hranjenja predvida da ¢e zivotinje, kada se suoce s obilnom ponudom

razli¢itih tipova hrane koje variraju u nutritivnoj vrijednosti, odabrati samo one vrste hrane s
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viSom nutritivnom vrijedno$¢u i zanemariti ostale, ¢ak i ako su vrlo obilne (Krebs, 1978.; Pyke
I sur., 1977.). Suprotno tome, kako najbolji tipovi hrane postaju oskudni, u hranidbu se
ukljucuje sve vise tipova hrane nize kvalitete. Poljske voluharice (Microtus pennsylvanincus)
mogu opstati na hranidbi koja se u njihovom prirodnom stanistu sastoji prvenstveno od trava i
drugih biljaka (Hamilton, 1940.; Thompson, 1965.). Medutim, oni ¢e birati manje vlaknaste
mahunarke umjesto travnih vrsta (Thompson, 1965.) i manje vlaknaste dijelove biljnih listova
i cvjetova umjesto grubljih stabljika (Hamilton, 1940.). Mahunarke mogu sadrzavati samo 40%
stanicnih stijenki u suhoj tvari, dok travne vrste kao §to je Bromus sp. moze sadrzavati ¢ak 70%
stani¢nih stijenki u suhoj tvari (Van Soest, 1964.). Mahunarke sadrze mali udio stani¢nih
stijenki u suhoj tvari, koje su visoko lignificirane i sadrze malo hemiceluloze, dok trave sadrze
veliki udio suhe tvari u obliku stani¢nih stijenki, od kojih lignin ¢ini manji dio, a hemiceluloza
veci dio. S obzirom na teoriju optimalnog hranjenja, moZze se pretpostaviti da dinarski voluhar
takoder preferira hranu s nizim udjelom vlakana, odabiru¢i one hranidbene izvore Koji
osiguravaju visoku nutritivnu vrijednost i lako probavljive komponente. Ovo bi omogucilo
dinarskom voluharu da optimizira probavljivost i uinkovitije zadovolji svoje energetske

potrebe u okoliS§ima gdje su resursi ograniceni ili variraju po kvaliteti.

Rezultati prethodnih istrazivanja pokazale su da probavljivost hrane moze varirati ovisno o
sezoni 1 dostupnosti hranjivih tvari. Probavni sustav Zivotinja moZe se prilagoditi razli¢itim
hranidbenim rezimima kako bi se maksimizirala apsorpcija hranjivih tvari (Gross i sur., 1985.;
Hammond i Wunder, 1991.; Lee i Houston, 1993b.; Woodall, 1989.). Medu glodavcima postoji
mnogo primjera sezonskih razlika u hranidbi, npr. Sumski glodavci poput Sumske voluharice
(Clethrionomys glareolus) i Zutogrlog Sumskog misa (Apodemus flavicollis) u jesen i zimu
hrane se plodovima i sjemenkama drveca, poput zireva i oraha, dok tijekom proljeca i ljeta
konzumiraju mjeSovitu hranu (Dr6zdz, 1966.). Hranidba poljskih glodavaca poput poljske
voluharice (Microtus arvalis) i poljskog misa (Apodemus agrarius) takoder je koncentriranija
tijekom jeseni i zime (Holisova, 1967.). Ako ove literaturne navode uzmemo u obzir, moguce
je dai dinarski voluhar prilagodava svoju hranidbu ovisno o sezoni i dostupnosti hranjivih tvari.
Ove prilagodbe mogu ukljucivati promjene u izboru hrane, pri ¢emu bi voluhari tijekom
proljetnih i ljetnih mjeseci mogli preferirati hranu bogatu hranjivim tvarima, dok bi tijekom
jeseni 1 zime mogli konzumirati hranu s ve¢im udjelom vlakana 1 niZom energetskom
vrijednos¢u. Takve sezonske prilagodbe mogle bi biti kljuéne za optimizaciju probavljivosti i

prezivljavanje dinarskog voluhara u njegovom prirodnom stanistu.

154



Razlike u probavljivosti izmedu muzjaka 1 Zenki dinarskog voluhara vjerojatno su rezultat
slozenih interakcija fizioloSkih, hormonalnih, genetskih i ekoloskih ¢imbenika. MuZjaci ¢esto
imaju vece energetske potrebe zbog veceg tijela ili vece razine aktivnosti, dok zenke mogu
imati povecane potrebe tijekom gestacije ili laktacije (Gaillard i sur., 2020.). Hormonalne
promjene povezane s reprodukcijom mogu dodatno modulirati probavu i apsorpciju hranjivih
tvari, utjeCuéi na enzimske aktivnosti i crijevnu mikrofloru (Cox i Calsbeek, 2015.). Razlike u
veli¢ini ili strukturi probavnih organa mogu utjecati na brzinu i u¢inkovitost probave (Karasov
1 Hume, 1997.). Muzjaci 1 zenke mogu preferirati razliite vrste hrane, Sto moze dovesti do
varijacija u probavljivosti; zenke mogu odabrati hranu bogatiju odredenim hranjivim tvarima
potrebnim za reprodukciju (Clutton-Brock i Vincent, 1991.). Takoder, genetske razlike izmedu
spolova mogu dovesti do razli¢ite ekspresije gena ukljuenih u probavu i metabolizam, Sto

moze doprinijeti razlikama u probavljivosti (Ellegren i Parsch, 2007.; Mank i Ellegren, 2009.).

Za buduca istrazivanja preporucuje se prosiriti uzorak na veci broj jedinki i ukljuciti oba
hranidbena rezima (ljetni i zimski) $to bi omogucilo dobivanje cjelovite slike probavljivosti
kroz cijelu godinu. Posebnu paznju trebalo bi posvetiti sezonskim razlikama u hranidbi u
prirodi, jer promjene u dostupnosti i kvaliteti hrane mogu znacajno utjecati na probavni sustav
1 fiziologiju probave dinarskih voluhara. Takoder, bilo bi korisno istraziti genetske i fizioloske
razlike medu jedinkama koje bi mogle utjecati na probavljivost hrane. Dodatna istrazivanja
mogla bi se usmjeriti na ulogu crijevne mikroflore i njezin utjecaj na probavljivost, Sto bi
pruzilo dodatne uvide u optimizaciju hranidbe dinarskih voluhara u razli¢itim sezonskim

uvjetima, kao 1 u zato€enistvu.

Ovo istrazivanje pruza vrijedne uvide u probavljivost hrane kod dinarskih voluhara te
identificira klju¢ne ¢imbenike koji utjecu na ucinkovitost probave. Dobiveni rezultati pokazuju
da dinarski voluhari unose velike koli¢ine preferirane hrane i imaju vrlo visoke vrijednosti
probavljivosti, svrstavaju¢i ih medu najuc¢inkovitije vrste u smislu probave. Takoder, postoje

razlike u probavljivosti ovisno o spolu, pri ¢emu muzjaci probavljaju u€inkovitije.
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8. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja fiziologije probave dinarskih voluhara u zatoceniStvu mogu se donijeti

slijede¢i zakljucci:

1.

Dinarski voluhar pokazuje relativno visok omjer sile ugriza u odnosu na tjelesnu masu,
Sto ukazuje na prilagodbe za uc¢inkovito zvakanje 1 obradu tvrdih i vlaknastih dijelova
biljaka, poput grancica, korijenja i li§¢a, koji ¢ine znacajan dio njihove hranidbe u
prirodi. Ova karakteristika je usporediva s vrstama koje imaju fosorijalni nacin zivota,
iako dinarski voluhar nije strogo podzemna vrsta.

Zenke dinarskog voluhara pokazuju veéi omjer sile ugriza u odnosu na tjelesnu masu u
usporedbi s muzjacima. Ova razlika moze ukazivati na specifi¢ne prilagodbe povezane
s hranidbenim navikama ili zastitom potomstva. Medutim, potrebno je uzeti u obzir da
je ovaj rezultat mozda artefakt zbog ogranic¢enog uzorka zenki u istrazivanju.

Dinarski voluhar ima relativno ve¢i udio m. massetera pars profundus, sto upucuje na
prilagodbu za intenzivnije Zvakanje tvrdog i vlaknastog biljnog materijala, dok veci
udio m. temporalis ukazuje na sposobnost generiranja snaznog ugriza sjekuti¢ima.
Ovakav raspored Zva¢ne muskulature sugerira prilagodbu na hranidbu koja ukljucuje
tvrde dijelove biljaka, poput grancica, korijenja i liS¢a bogatog vlaknima.

Dinarski voluhar posjeduje slozeno strukturiran probavni trakt prilagoden biljnoj
hranidbi bogatoj vlaknima. Ovaj sustav ukljucuje bilokularni hemiglandularni zeludac,
dobro razvijeno slijepo crijevo 1 prostrano debelo crijevo, Sto omogucava ucinkovitu
probavu i apsorpciju hranjivih tvari iz biljne materije.

Probavni trakt dinarskog voluhara pokazuje specificne histoloSke prilagodbe,
ukljucujucéi keratinizirani epitel jednjaka 1 sloZzenu strukturu zeluca koja se sastoji od
Zljezdanog i miSi¢nog dijela. Ove prilagodbe pomazu u zastiti probavnog trakta od
abrazivne biljne hrane i optimiziraju probavne procese.

Struktura probavnog sustava, ukljucujuéi duljinu tankog i debelog crijeva te veli¢inu
slijepog crijeva, ukazuje na evolucijske prilagodbe koje omogucuju ucinkovitu
fermentaciju biljne hrane bogate vlaknima. Ove prilagodbe su klju¢ne za prezivljavanje
u surovim krs$kim staniStima gdje su dostupni resursi ¢esto ograniceni.

Brzina prolaska probavnih sadrzaja kod dinarskog voluhara pokazuje neSto duze
zadrzavanje tekuce frakcije u odnosu na krutu, Sto, upravo zbog male razlike, ukazuje

na prisutnost mehanizma kolonske separacije, specificno u obliku mukozne zamke.
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8.

10.

11.

Iako istrazivanje nije pronaslo jasne dokaze da dinarski voluhar prakticira cekotrofiju,
moguénost postojanja ovog ponasanja nije u potpunosti iskljuena, s obzirom na
karakteristike probavnog trakta i specifi¢ne prilagodbe povezane s konzumacijom biljne
hrane bogate vlaknima.

Istrazivanje je pokazalo da dinarski voluhari ostvaruju visoku probavljivost
konzumirane hrane, §to ih svrstava medu najucinkovitije vrste u smislu hranidbene
iskoristivosti.

Postoje znacajne razlike u probavljivosti medu spolovima, pri ¢emu muzjaci pokazuju
vecu efikasnost u probavi od zenki. Ovo bi moglo biti rezultat razli¢itih metabolickih
potreba ili fizioloskih razlika izmedu muzjaka i Zenki.

Koeficijenti probavljivosti ukazuju na visoku u¢inkovitost probave i apsorpcije klju¢nih

hranjivih tvari, kao $to su bjelanc¢evine, masti i vlakna.
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10. PRILOZI

Prilog 1. Postupak pripreme terarija i zivotinja za testiranje brzine probave pomoc¢u kemijskih

markera.

Koraci

Opis postupka i potrebnih materijala.

Korak 1. Pripremiti
pokusne terarije

izvaditi pokusnu jedinku iz terarija i izvagati je prije
premjestanja
staviti jedinku u prikladni pricuvni terarij

Korak 2. Ciscenije terarija

Korak 3 Cis¢enje sadrzaja
terarija

izvaditi sve sadrzaje terarija (kamenje, kucice od terakote,
grane)

oprati terarij sapunicom i toplom vodom, pa ga dobro
osusiti i dezinficirati terarij odgovaraju¢im sredstvom
oprati sve predmete (kamenje, kucice od terakote, grane)
sapunom i toplom vodom i dezinficirati

Korak 4. Punjenje terarija

staviti Cistu piljevinu u terarij

vratiti sve predmete (kamenje, kucice od terakote, grane)
u terarij

kamenje sloziti tako da se mogu provlaciti i skrivati, a
grane tako da se mogu penjati

ne stavljati liS¢e 1 sl. u terarij tako da se moze lakSe pratiti
gdje jedinke jedu 1 obavljaju nuzdu

vratiti pokusnu jedinku u terarij

Korak 5. Priprema
pokusnih jedinki

odrediti muZzjake i zenke Kkoji ¢e biti koriSteni u pokusu -
7 Zenki 1 7 muzjaka + 1 muzjak kao rezerva, ukupno 15
jedinki

pokusne jedinke ostaviti na aklimatizaciji u novim ili
oc¢iS¢enim terarijima 7 dana prije pocetka pokusa
dodijeliti svakoj pokusnoj jedinki broj (1-15) koji ¢e
oznacCavati redoslijed nudenja peletima obiljeZenima
kromom i kobaltom, kao i redoslijed skupljanja uzoraka
fecesa

tijekom perioda aklimatizacije, svakodnevno pratiti
pokusne jedinke, biljeze¢i gdje obavljaju nuzdu i
eventualne druge napomene

svaki dan osigurajte svjezu vodu i hranu za pokusne
jedinke

24 sata prije pocCetka pokusa, ukloniti svu hranu pokusnim
jedinkama (ukljucuju¢i hranu koju su spremile u
ku¢icama) 1 osigurati im svjezu vodu
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Prilog 2. Postupak za pripremu za sakupljanje uzoraka i skupljanje uzoraka za testiranje brzine

probave pomocu kemijskih markera. na ostalim stranicama.

Koraci

Opis postupka i potrebnih materijala.

Korak 1. Priprema
materijala za
pokus

oznaciti mikroepruvete za svaki uzorak (na naljepnice napisati Sifru
zivotinje (ID), redni broj pokusne jedinke (1-15), datum, redni broj
sata za pojedini uzorak (4h-48h) te ostaviti mjesto gdje ¢e se upisati
tocno vrijeme u koje je pojedini uzorak skupljen (sati i minute),
naljepnice jos ne lijepiti na mikroepruvete

na samu mikroepruvetu vodootpornim flomasterom naznaditi
skra¢enu Sifru uzorka, za slucaj da se naljepnice odlijepe, Sifra
treba biti u obliku: redni broj pokusne jedinke/redni broj sata (npr.
8/10h)

izvagati pelete obiljeZzene kromom 1 kobaltom, svaki prebaciti u
posebnu posudu s poklopcem i dodijeliti pojedinoj pokusnoj
jedinki, odnosno svaku posudu oznaciti brojem (1-15) jedinke
kojoj je pojedini pelet dodijeljen

Korak 2. Davanje
oznacenih peleta

Korak 3.
Sakupljanje
uzoraka fecesa

oCistiti mjesto gdje svaka pokusna jedinka obavlja nuzdu — ukloniti
sav feces zajedno s piljevinom koja je ispod, staviti ¢istu piljevinu
na to mjesto

unaprijed odredenim redoslijedom (1-15) ponuditi svakoj pokusnoj
jedinki obiljezen pelet

tijekom prva 4h obilaziti pokusne jedinke svakih 60 min prva 2h,
zatim svakih 30 min, locirati pelet i paziti koliko i jesu li ga pojeli,
zapisivati napomene u pripremljenu tablicu

zabiljeziti to¢no vrijeme kada je primije¢eno da je pelet pojeden
ukoliko pokusne jedinke ne pojedu pelet unutar prva 4h, eventualni
ostatak peleta ukloniti iz terarija i izvagati ga te zabiljeziti masu
kada su svi obiljezeni peleti pojedeni ili uklonjeni iz pokusnih
terarija, dati pokusnim jedinkama svjezu hranu i vodu

skupiti uzorke* fecesa svaka 4h tijekom 48h istim redoslijedom
kojim su pokusnim jedinkama ponudeni peleti (1-15), zabiljeZziti
to¢no vrijeme uzimanja uzorka (sati i minute) na naljepnicu
Cistom pincetom (dezinficirana etanolom i osuSena prije svakog
uzorka) uzeti feces s vrha hrpice i staviti u ¢istu mikroepruvetu,
napuniti ju do kraja, svaku podjednako i paziti da svaki uzorak
bude podjednake mase (oko 1 g), svaki uzorak izvagati i zabiljeziti
masu u pripremljene tablice

uzeti uzorak od svake pokusne jedinke

nakon uzimanja uzorka za pojedini sat, ukloniti ostatak fecesa iz
terarija svake pokusne jedinke

sve eventualne napomene vezano za uzorke biljeZiti u pripremljene
tablice
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Prilog 2. — nastavak. Postupak za pripremu za sakupljanje uzoraka i skupljanje uzoraka za

testiranje brzine probave pomoc¢u kemijskih markera.

Koraci Opis postupka i potrebnih materijala.
Korak 4. e nakon $to su skupljeni svi uzorci za pojedini sat, spremiti ih u
Zamrzavanje i unaprijed oznacene vrecice za taj sat 1 staviti u zamrzivac
Cuvanje uzoraka ¢ nakon Sto su skupljeni i zamrznuti svi uzorci (nakon 48h), prebaciti
fecesa ih u nove obiljezene vrecice tako da svi uzorci za pojedinu jedinku

budu u istoj vrecici
e grupirane i ozna¢ene uzorke ¢uvati u zamrzivacu do analize, vratiti
pokusnu jedinku u terarij
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Prilog 3. Glavni radni parametri spektrometra ICP-AES

Parametar Vrijednost
Instrument Thermo Fisher iCAP6300 Duo
Snaga RF-a 1150 W
Protok rashladnog plina 12 L/min
Protok plina za uzorak 0,65 L/min
Protok pomo¢nog plina 0,5 L/min

Sustav za uvodenje uzorka

- automatski uzorkiva¢ CETAC ASX-260

- koncentri¢ni rasprsivac s vrtloznom komorom za

rasprSivanje

Brzina peristalticke pumpe

45 okr/min

Cijev¢ice peristalticke pumpe

- uzorak: narancasto-bijela
- ispiranje: bijelo-bijela

Vrijeme uvodenja uzorka 45s
Vrijeme ispiranja 60 s
Analiza plazme (Plasma view) Automatska (Auto View)

Maksimalno vrijeme mjerenja

- niske valne duljine (160-230 nm): 15 s
- visoke valne duljine (230-847 nm): 5s

Mijerene linije (nm)

Co—228,616
Cr—205,552

Kalibracijske otopine

- 0; 1; 10; 100; 500 pug Lt
- zakiseljene s HNOg, supra pur, 1% (v/v)

Otopina za ispiranje sustava

Dusic¢na kiselina, HNOs, supra pur, 1% (v/v)
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Prilog 4. Postupak prikupljanja uzoraka za testiranje probavljivosti.

Koraci

Opis postupka i potrebnih materijala.

Korak 1

Korak 2

Korak 3

Korak 4

Korak 5

Prije odlaska u zoo prikupiti odgovarajuéi broj falkon epruveta, oznaciti ih
I izvagati na analitickoj vagi. Takoder, izvagati na istoj vagi oznaCene
vre¢ice u koje ¢e se skupljati uzorci biljaka. Treba po jedna vrecica za
rukohvat biljaka po danu i po dvije falkonice za feces po Zivotinji po danu.

Nakon §to se nabere mjeSavina svjeze trave i livadnog miksa, uzeti rukohvat
istog, rasporediti po bijeloj podlozi i slikati kako bi se kasnije mogle
zabiljeziti biljke od kojih je mjesavina sastavljena. Na podlogu s biljkama
napisati datum i sat slikanja.

Rukohvat mjeSavine svjeze trave i livadnog miksa staviti u prethodno
izvaganu 1 oznacenu vreéicu za smrzavanje i smrznuti. Tako napunjenu
vreéicu vagati na istoj vagi na kojoj se vagala i prazna vreéica.

Feces zivotinje koja je hranjena tom hranom pokupiti 24 h kasnije u
prethodno izvaganu i oznacenu falkonicu. Tu falkonicu kasnije izvagati na
istoj vagi na kojoj smo vagali praznu falkonicu. Paziti da hranjenje i vaganje
budu uvijek u isti sat s 24 h razmaka.

Hranu koja nije pojedena sakupiti. Uzeti nasumicni uzorak hrane koja je
ostala i to staviti u prethodno oznacenu i izvaganu vrec¢icu koristeci istu
vagu.
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Prilog 5. Grafikon prikazuje p-vrijednosti dobivene Mann-Whitney U testom (Wilcoxonov
rang-sum test) za razlicite vremenske tocke, zajedno s njihovim intervalima pouzdanosti. Na x-
osi grafikon prikazuje razli¢ite vremenske tocke (u satima) u kojima su podaci uzimani (4h, 8h,
12h, itd.), dok y-osi prikazuje p-vrijednosti dobivene iz testa za svaku vremensku toc¢ku. Crne
tocke predstavljaju srednje p-vrijednosti za svaku vremensku tocku, a vertikalne linije (brkovi)
iznad i ispod svake tocke prikazuju 95% intervale pouzdanosti za te p-vrijednosti. Crvena
isprekidana linija na grafikonu oznacava razinu znacajnosti (p = 0,005). Vrijednosti ispod ove
linije ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku izmedu bazalne koncentracije markera u fecesu i

koncentracije markera u fecesu nakon testiranja.
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Prilog 6. Maksimalna sila ugriza, tjelesna masa i omjeri sile ugriza i tjelesne mase medu
razli¢itim glodavcima, poredani od najmanje prema najve¢em omjeru sile ugriza i tjelesne
mase, uzimaju¢i u obzir troficku niSu. (1) Becerra i sur. (2014.); (2) Robins (1977.); (3)
Williams i sur. (2009.); (4) Freeman i Lemen (2008a.); (5) Van Daele i sur. (2008.); (6)
Parmenter i sur. (2019.); (7) Ginot i sur. (2018.); istrazivanje na dinarskom voluharu

(Dinaromys bogdanovi).

Prosjecna | Prosjecna . Omijer sile ugriza i
. . . Hranidbene ;
Vrsta sila ugriza | masa tijela navike tjelesne mase Ref.
(N) (9) (N/kg)

Chinchilla laniger 23,50 639,00 H 36,78 1
Apodemus sylvaticus 42,40 22,63 G,0 42,40 7
Mus spretus 55,12 16,29 G,0 55,12 7
Rattus norvegicus 47,00 555,00 GO 84,68 2
Neotoma floridana 30,26 321,00 H, G 94,27 1
Octodon degus 21,90 206,00 H 106,31 3
Sciurus niger 72,95 588,00 H, O 124,06 4
Spermophilus 21,50 144,00 G 0 149,31 4
tridecemlineatus

Mus musculus 5,36 28,60 O 187,41 4
Sigmodon hispidus 19,87 105,00 G, 0 189,24 4
Ctenomys australis 68,70 315,00 H 218,10 4
Dipodomys ordii 13,98 63,00 G 221,90 5
Zapus hudsonius 7,63 24,50 G, 0 311,43 4
Heterocephalus glaber 20,48 64,67 H 316,68 7
Geomys bursarius 50,61 153,00 H 330,78 4
Dinaromys bogdanovi 25,84 73,67 H 350,75 Ve

istrazivanje

Microtus ochrogaster 12,88 34,00 H 378,82 6
Fukomys whytei 31,00 78,00 H 397,44 4
Fukomys micklemi 41,00 89,00 H 460,67 5
Onychomys leucogaster 24,70 50,00 ol 494,00 4
Peromyscus maniculatus 12,90 21,00 G, I 614,29 3
Reithrodontomys megalotis 7,67 12,00 G 639,17 4
Perognathus flavescens 4,64 6,50 H, G 713,85 4

* H - biljojedi, G — sjemenojedi; | - kukcojedi, O - svejedi
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Prilog 7. Maksimalna sila ugriza, tjelesna masa i omjeri sile ugriza i tjelesne mase medu
spolovima izmedu razli¢itih vrsta glodavaca. (1) Becerra i sur. (2011.); (2) Becerra i sur.

(2013.); istrazivanje na dinarskom voluharu (Dinaromys bogdanovi).

Prosje¢na Prosje¢na Omijer sile
Vrsta Spol | silaugriza | masatijela | ugrizai tjelesne Ref.
(N) (9) mase (N/kg)
Ctenomys tuconax M 23,50 639,00 144,04 2
Ctenomys tuconax Z 47,00 555,00 136,20 2
Ctenomys talarum M 30,26 321,00 216,03 1
Ctenomys talarum Z 21,90 206,00 208,73 1
Dinaromys bogdanovi M 24,91 72,67 345,62 ovo istraZivanje
Dinaromys bogdanovi Z 28,63 73,00 391,35 ovo istraZivanje
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Prilog 8. Postotni udjeli misi¢a unutar Zvacnog sustava laboratorijskog misa (Mus musculus) i

dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi). Preuzeto i prilagodeno iz Baverstock i sur., 2013.

2 o enn Udio mase pojedinog mi$i¢a unutar ukupne mase svih zZva¢nih
Zvacni miSi¢i .
misica (%)

(m. mandibularis)

Mus musculus | Dinaromys bogdanovi
m. masseter superficialis 19,13 14,55
m. masseter profundus (ukupno) 33,32 38,18
m. masseter medialis (ukupno) 8,08 9,09
m. pterygoideus (ukupno) 16,31 9,09
m. pterygoideus internus 11,56 3,64
m. pterygoideus externus 4,74 5,45
m. temporalis (ukupno) 22,44 29,09
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Prilog 9. Popis vrsta, broj zivotinja koriStenih u istrazivanju, hranidbene navike, prosje¢na

tjelesna masa, prosjeCna masa probavnog trakta te udio prosje¢ne mase probavnog trakta u
odnosu na ukupnu tjelesnu masu. (1) Henke i sur. (2018.); (2) Sahd i sur. (2017.); (3) Walters i
sur. (2014.); (4) Boonzaier i sur. (2013a.); (5) Heroldova i Janova (2018.); (6) Kotzé i sur.
(2006.); (7) Nzalak i sur. (2015.).; istrazivanje na dinarskom voluharu (Dinaromys bogdanovi).

Udio prosje¢ne mase

Hranidbene Prosje¢na Prosje¢na masa probavnog trakta u
Vrsta n ; . . Ref.
navike tjelesna masa (g) | probavnog trakta (g) | odnosu na tjelesnu masu
(%)

Acomys spinosissimus 10 G, I* 21,11+ 6,00 4,37+0,70 18,05 4
Acomys dimidiatus 5 Oo* 34,20 +7,85 6,11+2,38 18,56 3
Acomys cahirinus 4 Oo* 38,00 + 7,07 6,17+ 1,57 16,08 3
Rhabdomys dilectus 5 o= 45,80 + 8,90 3,90+ 1,10 8,50 1
Rhabdomys pumilio 5 o= 40,00 + 14,20 4,40 +1,50 11,50 1
Aethomys chrysophilus 5 o= 78,20 + 17,60 6,40 + 1,20 8,30 1
Lemniscomys rosalia 5 o* 54,40 + 23,30 3,10 £ 1,40 5,90 1
Cricetomys gambianus 40 o* 1045,00 + 28,06 58,18 + 0,89 5,56 7

Srednja vrijednost prosje¢ne mase probavnog trakta svejeda u odnosu na tjelesnu masu (%) 10,62
Apodemus uralensis 212 G* X 2,75+ 1,50 18,00 5
Microtus arvalis 229 H* X 4,10 +£2,40 23,00 5
Tachyoryctes splendens 9 H* 157,35 + 63,47 30,57 + 24,58 17,42 2
Heliophobius emini 6 H* 143,33 + 38,50 23,43+7,90 16,89 2
Bathyergus suillus 9 H* 557,33 + 306,61 64,31+ 43,88 11,53 6
Meriones libycus 5 H* 80,80 + 35,51 14,90 £ 7,18 19,72 3
Dipodillus dasyurus 3 H* 33,00+9,85 5,79 +£ 9,85 16,83 3

Srednja vrijednost prosjeéne mase probavnog trakta biljojeda u odnosu na tjelesnu masu (%) 17,56

Dinaromys bogdanovi 7 H* 67,67 £ 9,45 10,28 + 2,39 15,19 v
istrazivanje

* H - biljojed; G — sjemenojed; O — svejed; | - kukcojed.
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Prilog 10. Prosje¢ni postotni udio duljine (%) anatomski razli¢itih podrué¢ja probavnog trakta
razli¢itih vrsta. (1) Henke i sur. (2018.); (2) Sahd i sur. (2017.); (3) Walters i sur. (2014.) (4)
Boonzaier i sur. (2013a.); (5) Kotzé i sur. (2006.).; istrazivanje na dinarskom voluharu

(Dinaromys bogdanovi).

. Prosje¢na duljina
Hranidbene . SCR + TCR+
Vrsta n . AT TCR** SCR** DCR** probavnog trakta Ref.
navike DCR** SCR**
(mm)
Acomys spinosissimus 10 G, I* 19,92 56,64 11,74 17,70 29,45 86,08 320,90 4
Acomys dimidiatus 5 o* 12,42 50,76 12,55 24,28 39,20 63,31 509,40 3
Acomys cahirinus 4 o* 13,58 47,22 13,72 25,49 29,54 60,94 463,20 3
Rhabdomys dilectus 5 o* 13,70 52,70 8,90 24,70 33,50 86,3 462,00 1
Lemniscomys rosalia 5 o* 11,80 47,20 9,60 31,50 41,10 88,20 438,90 1
Aethomys chrysophilus 5 H, G* 12,40 52,60 8,80 26,20 35,10 87,60 626,00 1
Tachyoryctes splendens 9 H* 11,12 37,85 12,11 38,90 51,02 88,87 99,98 2
Heliophobius emini 6 H* 11,20 40,03 16,98 31,79 48,77 88,80 100,00 2
Bathyergus suillus 9 H* 6,80 37,40 14,50 41,30 55,80 51,90 1339,33 5
Meriones libycus 5 H* 10,63 44,77 15,21 29,39 36,83 59,98 698,00 3
Dipodillus dasyurus 3 H* 8,46 62,01 10,14 19,40 29,54 72,15 542,60 3
ovo
Dinaromys bogdanovi 7 H* 4,50 58,40 12,29 24,80 37,09 83,21 793,70
istraZivanje

* H - biljojed; G — sjemenojed; O — svejed; | - kukcojed.
** 7E — zeludac; TCR — tanko crijevo; SCR — slijepo crijevo; DCR — debelo crijevo
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Prilog 11. Usporedba % ukupne duljine crijeva kod vrsta Microtus pennsylvanicus, Neotoma

sp. i Dinaromys bogdanovi. Preuzeto i prilagodeno iz Golley, 1960.

Vrsta Tanko crijevo Slijepo crijevo Debelo crijevo
Microtus pennsylvanicus 58,00 18,0 24,00
Neotoma sp. 46,00 7,00 47,00
Dinaromys bogdanovi 61,08 12,87 25,97
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Prilog 12. Prosjecne proporcionalne duljine (%) anatomski razli¢itih podruc¢ja probavnog trakta

simpatrijskih vrsta (Juri¢, neobjavljeni podaci); istrazivanje na dinarskom voluharu (Dinaromys

bogdanovi).
| Vrsta ‘ n ‘ Hranidbene navike ‘ ZE** | TCR** ‘ SCR** | DCR** ‘ SCR + DCR** ‘ TCR + SCR** ‘
Myoxus glis 6 G, I* 19,15 44,42 X 36,43 X X
Eliomys quercinus 6 o= 22,84 47,03 X 30,13 X X
Apodemus sylvaticus 6 Oo* 32,28 47,09 5,76 20,63 21,22 24,80
Apodemus epimelas 6 o= 25,33 53,46 6,23 21,22 27,45 59,69
Dinaromys bogdanovi 7 H* 4,50 58,40 12,29 24,80 37,09 83,21

* H — biljojed; O —svejed.

** 7E — zeludac; TCR — tanko crijevo; SCR — slijepo crijevo; DCR — debelo crijevo
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Prilog 13. Prosjecna vremena zadrzavanja (MRT) u satima tekuée (markirano Co-EDTA) i

krute (markirano Cr) frakcije probave u gastrointestinalnom traktu kod mehanizma "ponovog

ispiranja” (eng. "wash back™) (A) i "mukozne zamke" (eng. "mucous trap") (B) tipa CSM-a.
Preuzeto i preuredeno iz Sakaguchi i sur. (1992a.) (1) Cork i sur. (1999.); (2) Chilcott i Hume
(1985.); (3) Foley i Hume (1987.); (4) Cork i Warner (1983.); (5) Krockenberger (1993.); (6)
Sakaguchi i sur. (1987.); (7) Sakaguchi i Nabata (1992.) (8) Sakaguchi i sur. (1992b.); (9)
Sakaguchi i Ohmura (1992.); (10) Hume i sur. (1993.) (12a — niska razina vlakana; 12b — visoka

razina vlakana); istrazivanje na dinarskom voluharu (Dinaromys bogdanovi).

MRT (h)
Vrsta Tekuéa frakcija Kruta frakcija MRT ekuéer MR Tkruto Ref.
(otopina) (Cestice)
A. ,,wash-back" CSM

Oryctolagus cuniculus 80,0 16,7 419 L

62,6 38,5 1,29 2

Pseudocherius peregrinus 63 35 180 3

206,0 102,6 2,01 2

Petaurides volans 51 23 2,22 4

Phascolarctos cinereus 200 130 1,54 >

99 32 3,09 6

B. "mucus trap™ CSM

16,3 15,9 1,03 7

22,6 30,7 0,74 8

Cavia porcellus 18,9 20,9 0,90 9
20,4 17,1 1,19 10

15,3 15,1 1,01 1

Myocastor coypus 45,0 44,2 1,02 8

Dolichotis patagonum 26,8 27,3 0,98 9
Octodon degus 19,4 15,5 1,25 10
Phyllotis darwini 9,1 8,8 1,03 10
Microtus townsendii 14,8 13,1 1,13 11
. . 7,4 51 1,45 12a
Microtus brandti 70 5.9 119 12b

Dinaromys bogdanovi 12,21 11,12 1,10 v
istrazZivanje
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Prilog 14. Obrazac izlu¢ivanja tekuée (markirano Co-EDTA) i krute (markirano Cr) frakcije

probave u probavnom traktu kod A. poljske voluharice (Microtus agrestis) i B. stepske

voluharice (Lagurus lagurus). Strelice oznacavaju sekundarne vrhove markera koji sugeriraju

cekotrofiju. Preuzeto i preuredeno iz Hagen i sur. (2018.).
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Prilog 15. Podaci 0 masi, unosu hrane i probavljivosti za nekoliko vrsta glodavaca i drugih
sisavaca. (1) Hagen i sur. (2018.); (2) Rubal i sur. (1995.); (3) Pei i sur. (2001a.); (4) Martino i
sur. (2007.); (5) Pei i sur. (2001b.); (6) Drozdz (1968.); (7) Sakaguchi i Ohmura (1992.); (8)

Pagan (1998.); istrazivanje na dinarskom voluharu (Dinaromys bogdanovi).

Unos ADC ADC
Vrsta Masa gy | ADC oy | ADC gy | APC Ref.
tijela (g) (g/dY) ST (%) %) SP (%) %) SV (%)
Microtus agrestis 28,60 9,80 54,00 53,00 1
Lagurus lagurus 19,80 6,60 49,00 48,00 1
Acomys russatus 63,30 89,30 2
Acomys mystacinus 39,50 90,30 2
Meriones 5560 670 7800 8010 72,10 3
unguiculatus
Ctenomys talarum 82,00 4
Microtus brandti 46,10 8,00 71,70 79,50 68,90 5
Microtus arvalis 93,54 94,02 86,37 86,95 87,82 6
Clethrionomys 8975 9069 7858 8016 66,02 6
glareolus
Apodemus agrarius 91,70 92,13 74,51 83,55 89,74 6
Dolichotis patagonum 68,80 70,00 67,30 7
Cavia porcellus 71,50 71,30 74,40 7
Equus sp. 62,00 88,22 71,00 58,40 43,40 8
Dinaromys bogdanovi 73,67 56,61 9159 8822 9134 80,79 89,95 _ °°
istrazivanje

* koeficijent probavljivosti (ADC) suhe tvari (ST), mokre (svjeze) tvari (MT), sirovih proteina (SP), masti (SM) i vlakana (SV).
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11. ZIVOTOPIS

Maja Juri¢ (Damjanovi¢) rodena je 05. kolovoza 1985. godine u Zagrebu. Zvanje magistra
biologije - ekologije stekla je na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu
2010. godine. Profesionalno iskustvo zapocela je u ZooloSkom vrtu grada Zagreba kao
nutricionist. Uz iskustvo hranidbe Zzivotinja u zatoCeniStvu razvijala je istrazivacki rad
Zooloskog vrta, osmisljavala 1 provodila vjezbe za studente te bila pozvani predavac u sklopu
kolegija Hranidba zivotinja na Agronomskom fakultetu te Osnove biologije Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Sudjelovala je u razvoju programa za podizanje
svijesti javnosti za koji je Zooloski vrt dobio dvije medunarodne nagrade (od Europskog
udruzenja zooloskih vrtova i akvarija). Radno iskustvo rada u Zooloskom vrtu grada Zagreba
sti¢e od 2011. godine do danas i ono ukljucuje kreiranje hranidbenih programa za sve

zivotinjske vrste unutar Ustanove.
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