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Cut za vibracije podlage pri zuZzelkah ima veé¢ funkcij. Med njimi so zelo pomembne zaznavanje
predatorja, plena in spolnega partnerja. Komunikacija preko podlage je v odnosu do zvocne
komunikacije pri zuzelkah evolucijsko izvorna, vendar je v primerjavi s slednjo precej slabse
raziskana. Zlasti pomanjkljivo je raziskano podrocje dolo¢anje lokacije partnerja oz. orientacije proti
viru vibracijskih drazljajev. Vrsta stenice zelena smrdljivka Nezara viridula je primeren objekt za
raziskavo tega problema, ker je dobro znana njena biologija, razsirjenost in vedenje, poznane pa so
tudi lastnosti nekaterih nevronov v zivénem sistemu. Mirujoca samica oddaja pozivni napev, samec pa

v

na vejah tega krizis¢a. Za doloCanje smeri izvora vibracije bi lahko zelena smrdljivka uporabila tako
razliko v amplitudi signala na razli¢nih vejah ali ¢asovni zamik v prihodu signala na razlicne dele
izmerjeno, da je v dobri tretjini vi§ja na strani, ki je nasprotna viru. Nasprotno se je pokazalo, da bi bil
¢asovni zamik uporabnejsi parameter, saj so bili pri fizolu pri prehodu ez razvejisce izmerjeni 2 — 4
ms zamiki med eno in drugo vejo razvejitve. Z znotrajceli¢no registracijo aktivnosti v centralnem in
protorakalnem ganliju smo preucevali odzive internevronov na razli¢no velike ¢asovne zamike med
prihodom drazljajev iste amplitude na razlicne noge (vhode). Pokazali smo, da zivéni sistem zelene
smrdljivke lahko zazna zamik velikosti 0,5 ms, kar bi zadostovalo za zgoraj omenjeno ¢asovno
razliko. Sposobnost zaznave take velikostne razlike smo pokazali tako pri primerjanju vhodov iz
istega para nog kot tudi pri primerjanju vhodov s sprednje in kontralateralnih zadnjih nog. Ob vecanju
Casovnih razlik razvrScanje odzivov posamezne celice ni bilo tako natan¢no, napake pri razvr$¢anju
so bile v nekaterih primerih velikostnega razreda treh milisekund. Glavni mehanizem dolo¢anja smeri
je kontralateralna inhibicija. Ta je bila v primeru dominance kontralateralnega ekscitacijskega vhoda
sicer prekrita z ekscitacijio, vendar je bil njen prispevek dovolj mocan, da so se odzivi pri razvrS¢anju
lo¢ili. V ve€ini primerov je bila inhibicija dominantna; njeno delovanje se je pokazalo kot povecanje
latence prvega akcijskega potenciala. V nekaterih primerih pa smo zaznali inhibitorno delovanje le
pri frekvenénem testiranju, ko je bile latence odzivov vecje in relativna jakost odzivov manjsa pri
istocasnem obojestranskem drazenju. Opisali smo tudi dva tipa spuScajocih se, spontano aktivnih,
internevronov, katerih soma je v tritocerebrumu, razvejitve pa unilateralno v nevropilah vseh treh
nog. Po obliki in delovanju pa domnevamo, da gre za internevrone povratne zanke.

v
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Vibrational sense of insects has multiple roles, the most important being detection of predators, prey
and sexual partners. Although substrate communication appears to be evolutionary older and more
widespread than acoustic communication, it has received much less attention. Shieldbug Nezara
viridula is a suitable object for tackling the problem of orientation towards the vibrational source
and localisation of a partner, since its biology, ecology and behaviour are well investigated, and
the properties of some of the neurons in its central nervous system have already been described.
While a female N. viridula remains still on a plant during calling, a male responds to its song and
searches for her. At a node, a male usually stops to compare the signal inputs between the branches.
Amplitude difference and time delay could both be used as directional cues in such a situation.
Amplitude difference has already been shown as unreliable, time delay, however, seems more
informative as crossing of a node of a bean plant causes a 2 — 4 ms time delay in signal arriving to the
two branches. By recording intracellularly from the central and the prothoracic ganglion we studied
interneuronal responses to time differences in the signal arrival time to the inputs (the legs). We
showed that the central nervous system of N. viridula can detect a time difference as small as 0.5 ms.
This was demonstrated both when the legs of the same pair were stimulated and when we stimulated
the contralateral front and hind legs. Responses to increasing time differences were correctly sorted
by the leading side but in clustering, errors were up to 3 ms. The main mechanism of directional
orientation is contralateral inhibition. In the case of a stronger excitatory input, the inhibition was
masked by excitation, however, its influence on spike timing was large enough for correct clustering
of the responses. Inhibitory input was most often dominant and influenced the latency of the first
spike of the response. In a couple of cases we noticed inhibitory influence when performing frequency
sensitivity tests: the relative strength of the response was lower and the latency was longer when both
sides were stimulated simultaneously compared to the situation of one-sided stimulation. We have
also described two descending and spontaneously active neurons with somata in tritocerebrum. Both
branch unilaterally in neuropils of each of the three legs of one side. Considering their morphology
and functional properties, we suppose they could be part of a feedback loop.
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SLOVARCEK

akcijski potencial

latenca prvega akcijskega potenciala ("first spike latency")

protorakalni ganglij

centralni ganglij

podzrelni ganglij

tritocerebrum

testiranje frekven¢ne obcutljivosti celice, obe pobudni glavi delujeta hkrati
testiranje frekvencne obcutljivosti celice, deluje le leva pobudna glava
testiranje frekvencne obcutljivosti celice, deluje le desna pobudna glava

drazenje z zamiki, vodeca leva pobudna glava, zacetek stimulacije z desno

pobudno glavo zaostaja za x.x milisekund

Lx.x

drazenje z zamiki, vodeca desna pobudna glava, zacetek stimulacije z levo

pobudno glavo zaostaja za x.x milisekund

n

Stevilo ponovitev meritev pri enakih pogojih
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1 UVOD

Intra- in interspecificna komunikacija je pomembna za obstoj osebka in vrste. Komunikacija
preko podlage (vibracijska komunikacija) je znana pri mnogih skupinah zivalskega sistema:
dvozivkah, plazilcih, sesalcih, vrecarjih in ¢lenonozcih (pregled v: Hill, 2001; Greenfield,
2002).

Prevladuje mnenje, da je pri zuzelkah vibracijska komunikacija v odnosu do zvocne
komunikacije evolucijsko izvorna (Meier in Reichert, 1990; Yack in Fullard, 1990; Lakes-
Harlan s sod., 1999; Stumpner in von Helversen, 2001; Greenfield, 2002; Stritih, 2006).
Komunikacija preko podlage ni omejena z velikostjo zivali — zival ne glede na velikost lahko
ucinkovito oddaja vse frekvence v nasprotju s situacijo pri komunikaciji z vibracijami zraka
(zvok). Tu lahko majhne zuZzelke ucinkovito oddajajo le zvo¢ne signale visokih frekvenc,
katerih valovna dolzina je manj$a od 1/3 velikosti telesa (Michelsen s sod., 1982; Markl,
1983), ti pa se v primerjavi z nizkofrekvencnimi signali precej hitreje absorbirajo v vegetaciji
(Marten in Marler, 1977; Michelsen in Larsen, 1983; Riede, 1997).

Najbolje je uporaba vibracijskih signalov raziskana pri &lenonozcih. Skorpijoni vrste
Paruroctonus mesaensis vibracije podlage uporabljajo kot informacijo o smeriplena (Brownell
in Farley, 1979; Brownell, 1984; Brownell in Hemmen, 2001). Pajki rodov Cupiennius in
Habronattus vibracije podlage uporabljajo pri lovu in komunikaciji s spolnim partnerjem
(Rovner in Barth, 1981; Klarner in Barth, 1982; Bleckmann in Barth, 1984; Schuch in Barth,
1985; Schuch in Barth, 1990; Barth, 1993; Dierkes in Barth, 1995; Elias s sod., 2003), raki

vrste Uca pugilator (Aicher in Tautz, 1990) pa pri komunikaciji z nasprotnim spolom.

Nekatere zuzelke, npr. larve volkcev, s pomocjo vibracij zaznavajo in najdejo plen
(Devetak, 1985; Mencinger, 1998; Mencinger-Vracko in Devetak, 2007), druge izkoris¢ajo
vibracije za iskanje gostitelja (Meyhofer in Casas, 1999; Stolting s sod., 2002; Laumann s
sod., 2007), spet tretje kot opozorilo pred priblizujo¢im se predatorjem oz. parazitoidom
(Meyhéfer s sod., 1997; Djemai s sod., 2001). Zuzelke uporabljajo vibracijske signale tudi
pri komuniciranju znotraj vrste zlasti za razpoznavanje partnerja in dolocanje njegovega
polozaja v prostoru (Rupprecht, 1974; Gogala, 1984; Claridge, 1985; Hoy s sod., 1988;
Loher in Dambach, 1989; Ota in Cokl, 1991; Birch in Keenlyside, 1991; Ivanov, 1993;
Henry, 1994; Wilcox, 1995; Stewart, 1997; Hirschberger, 2001; Cokl in Virant-Doberlet,
2003a; Virant-Doberlet in Cokl, 2004; Cocroft in Rodriguez, 2005; Cokl, 2006). Vibracije

so pomembne tudi pri socialni komunikaciji (Kirchner s sod., 1994; Nieh, 1998; Michelsen,

1
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1999; Cocroft, 2001; Lewis s sod., 2002) in komunikacijo s potomci (Savoyard s sod.,
1998; Cocroft, 1999). Greenfield (2002) ter Cocroft in Rodriguez (2005) ocenjujejo, da je
vibracijska komunikacija pri zuzelkah prevladujoca, slednja avtorja pa tudi trdita, da skoraj
tri Cetrtine vseh poznanih vrst pri svoji komunikaciji uporablja podlago kot medij za prenos
signalov. Poleg vrst, ki za komunikacijo uporabljajo izklju¢no vibracije so poznane tudi
nekateri taksoni, ki komunicirajo z zra¢nim zvokom (Gryllidae, Tettigoniidae, Cicadidae), ki
so sposobne izrabiti tudi vibracijsko komponento njihove akusticne komunikacije (Kalmring
s sod., 1997; Stolting in Stumpner, 1998; Hill in Shadley, 2001; Rdssler s sod., 2006).
Pri vrsti kobilice Locusta migratoria je Cokl s sod. (Cokl s sod., 1977) opisal bimodalne
internevrone, ki poleg informacije o akusticnem signalu prenasajo tudi informacije o
vibracijah podlage. Ne glede na to pa je vibracijska komunikacija slabo raziskana. Se prav
posebej malo pa je znanega o orientaciji s pomocjo vibracijskih signalov (Virant-Doberlet
s sod., 2006). Vecina podatkov o procesiranju vibracijskih signalov v centralnem zivénem
sistemu izvira iz raziskav pri Zuzelkah, ki komunicirajo z zvokom in za katere orientacija
proti viru vibracij ni bila dokazana (kratkoroge kobilice; Cokl s sod., 1985) ali je relativno
Sibka (muren; Virant-Doberlet, 1989) ali pri katerih nac¢in komunikacije ni poznan (jamska
kobilica; Stritih, 2006). Zorovi¢ (2005) je v centralnem gangliju zelene smrdljivke vrste

Nezara viridula identificirala serijo nevronov vi§jega reda, ki so se v centralnem gangliju

odzivali na vibracije podlage. Njihove funkcije v vibracijski orientaciji pa ni opisala. V

Slika 1. Nezara viridula na listu fizola.



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

Zelena smrdljivka Nezara viridula (L.) (Heteroptera: Pentatomidae) je primeren objekt
za preucevanje vibracijske komunikacije in orientacije proti viru vibracij (slika 1). Njena
biologija je dobro opisana (Michieli in Zener, 1968; Walker in Jones, 1985; Jones, 1985;
Hokkanen, 1986; Panizzi in Slansky, 1991; Panizzi s sod., 1995; Panizzi, 1997; Panizzi s
sod., 2000; Panizzi, 2002) in njena razSirjenost po svetu in v Sloveniji je poznana (Todd,
1989; Gogala in Gogala, 1989). Dobro je obdelan vedenjski nivo vibracijske komunikacije
(Cokl s sod., 1999; Cokl s sod., 2000; Miklas s sod., 2001; 2003a; 2003b; Virant-Doberlet
in Cokl, 2004; Hrabar s sod., 2004), poznane pa so tudi strukturne (Michel s sod., 1983) in
funkcionalne zna¢ilnosti receptorjev (Cokl, 1983) in nekaterih internevronov centralnega
ganglija (Cokl in Amon, 1980; Zorovi¢, 2005).

1.1 SIRJENJE VIBRACIJSKIH SIGNALOV PO RASTLINAH

- -7 ——t =g - - - —r - -_

: 1 \ ) -

: - 44— ———g == - -~ gi <
1.— g IS . . e - g‘ -d

Slika 2. Upogibno disperzno valovanje (Barth 1985).

Zelene rastline so primeren medij za prenos vibracijskih drazljajev. Zuzelka, ki oddaja
vibracijske signale na rastlini, vzbuja v njej razlicne tipe valovanja kot so longitudinalno,
transverzalno, torzijsko, Rayleighevo in upogibno (Cremer in Heckl, 1973; Michelsen s
sod., 1982; Markl, 1983; Gogala, 1985; Barth, 2002). Po mnenju Michelsena s sod.(1982)
zuzelke za komunikacijo uporabljajo disperzno upogibno valovanje (slika 2), katerega
najpomembnejsa lastnost je frekvencno odvisna hitrost Sirjenja valovanja, hitrosti pa so
relativno nizke. Novejsa raziskava pokazala, da v obmocjih nad 5 kHz pri dovolj velikem
premeru stebla (>2.1 mm; bistveno je razmerje med premerom in valovno dolZzino, r/A>0.03)
valovanje postane ne-disperzno (Casas s sod., 2007). Hitrost prenosa vibracij je odvisna od
mehanskih lastnosti rastline, posledi¢no tudi od njenega fizioloSkega stanja. Na bobu merjeno
200 Hz valovanje se je $irilo s hitrostjo 36 m/s, 2000 Hz pa kar s 120 m/s; na bananinih listih
se 100 Hz in 500 Hz valovanji Sirita z hitrostima, nizjima od 50 m/s, na agavi pa so za 200
Hz sinusno valovanje namerili 26 m/s na bazi lista, 80 m/s v sredini in 87 m/s na apikalnem
delu lista (Michelsen s sod., 1982; Barth, 1993; Barth, 1998). McNett s sodelavci (2006) je
opozoril na nujnost upostevanja dvodimenzionalne narave prevajanja vibracijskega signala
po steblu rastlin, saj se valovanje lahko v razli¢nih dimenzijah obnasa razli¢no. Cokl s sod.
(2004) je preuceval vpliv struktur rastlinskega tkiva na prenos signala in ugotovil, da se

signal preko listnih Zil prenasa z manjSimi izgubami kot preko lamine. Hkrati je ugotovil, da
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listne zile delujejo kot bariere pri prenosu signala med laminana na obeh straneh zile in tako
ustvarjajo intenzitetni gradient, katerega bi predvidevanju avtorjev zuzelka lahko izrabila
kot smerno informacijo. Cokl, Zorovi¢ in Millar (2007) so obravnavali dusenje signala dveh
vrst pentatomid iz listov v stebla in ugotovili atenuacijo do 20 dB; hkrati pa je dusenje v
steblu rastline nelinearno. Stojno valovanje so avtorji zabelezili v steblih zelenih rastlin, ne
pa v olesenelih rastlinah, hkrati pa so ugotovili, da lahko maksimalna amplituda signala v

nekaterih tockah presezo amplitudo vhodnega signala.

1.2 ORIENTACIJA PROTI VIRU VIBRACIJSKEGA DRAZLJAJA PRI
CLENONOZCIH

Pri zuzelkah se Cutila za vibracije nahajajo v vseh treh parih nog (Debaisieux, 1937; Michel
s sod., 1983; Shaw, 1994; Devetak, 1998; Cokl in Virant-Doberlet, 2003b). Pri dolo¢anju
smeri vira akustinega oz. vibracijskega drazljaja lahko zival uporablja tri razlicne
parametre: razliko amplitud med posameznimi vhodi (nogami), razliko v ¢asu prihoda na
razli¢ne vhode in razliko v fazi valovanja med razli¢nimi vhodi. Osnovni pogoji za nastanek
nadpraznih amplitudnih in ¢asovnih razlik med posameznimi nogami, da jih zivéni sistem
lahko zazna, so: 1) relativno moc¢no duSenje signala med prevajanjem po podlagi, 2) nizka
hitrost prevajanja in 3) dovolj velik razpon nog. Dolgo casa je prevladovalo mnenje, da
na trdni podlagi (rastline, zemlja, pesek) majhne zuzelke ne morejo dolociti smeri izvora
vibracij, saj naj bi bile amplitudne razlike in zamiki med posameznimi vhodi premajhni
(pregled v: Cocroft s sod., 2000). Najkrajsi ¢asovni zamik, ki Se sprozi orientacijo, so opisali
pri Skorpijonih in znasa 0,2 ms (Brownell in Farley, 1979), vendar je za zZuzelke z razponom
nog manj$im od lcm izraCunan ¢asovni zamik manjsi od 0,1 ms (Virant-Doberlet s sod.,
2006). Vedenjske raziskave so pokazale, da se tudi majhne zuzelke (razdalja med nogami
manj kot 1 cm) lahko orientirajo proti izvoru vibracij (pregled v: Virant-Doberlet s sod.,
2006; Laumann s sod., 2007), vendar mehanizem zaznavanja smeri vibracijskega signala pri

majhnih zuZelkah in drugih majhnih ¢lenonozcih Se ni bil pojasnjen.
1.2.1 Pajkovci

Vedenjske raziskave so pokazale, da se pajek vrste Cupiennius salei obrne v smer iz katere
je prejel mocnejsi ali prvi vibracijski drazljaj (Hergenroder in Barth, 1983). Najkrajsi
Casovni zamik, ki je Se povzro€il usmerjen odgovor je bil 2 ms in najnizja amplitudna
razlika 10 dB (Barth, 1993). Modelna Zivéna mreza moznih interakcij med vhodi iz
osmih nog predpostavlja ipsilateralno in kontralateralno inhibicijo v smeri od sprednjih

nog proti zadnjim. Tudi za Skorpijona vrste Paruroctonus mesaensis so z vedenjskimi

4



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

poskusi pokazali, da se je sposoben orientirati na podlagi amplitudnih in ¢asovnih zamikov
(Brownell in Farley, 1979). Za Skorpijone so dokazali, da je glavni parameter za orientacijo
Casovni zamik, saj se orientirajo v smer iz katere so prejeli prvi in ne moc¢nejsi vibracijski
signal. Najmanjsi izmerjeni ¢asovni zamik, na katerega se je Skorpijon odzval, je bil 0,2 ms.
Brownell in Farley (1979) sta predpostavila preprosto Zivéno mrezo, ki integrira vhode iz
osmih nog, Stiirzl in sod. (2000) so to mrezo tudi matemati¢no podprli. Omrezje sestavlja
osem komandnih internevronov (eden za vsako nogo), ki prejemajo ekscitacijski vhod iz
vibracijskih receptorjev v posamezni nogi in inhibicijski vhod iz receptorjev v treh nasproti
leze¢ih nogah. Glavni mehanizem pri procesiranju smeri vira drazljaja pri Skorpijonih in
pajkih naj bi tako bila kontralateralna inhibicija (Brownell in Farley, 1979; Hergenrdder in
Barth, 1983).

1.2.2 Zuzelke

Hrbtoplovka Notonecta undulata se orientira proti izvoru vibracij na podlagi ¢asovnega
zamika med prihodom signala na prostorsko lo¢ene receptorje (Wiese, 1972; Wiese, 1974). Na
podlagi vedenjskih poskusov je Murphey (1973) predlagal nevronsko mrezo, ki predpostavlja
inhibitorne interakcije med vsemi senzori¢nimi vhodi. Podlaga za zaznavanje smeri izvora
vibracij pri vodnem drsalcu Gerris remigis je zelo verjetno casovni zamik (Murphey, 1971).
Iz raziskav na murnu vrste Gryllus campestris lahko strnemo temeljne zakonitosti centralne
integracije vibracijskih vhodov na podlagi naslednjih dognanj: a) vecina vzpenjajocih se
vibracijskih internevronov sprejema ekscitatorne vhode iz subgenualnih organov vseh Sestih
nog (Dambach, 1972; Kiihne s sod., 1984; Kiihne s sod., 1985; Virant-Doberlet, 1989);
b) vhodi enega (navadno drugega) para nog so dominantni (Kiihne s sod., 1984; Kiihne
s sod., 1985; Virant-Doberlet, 1989); c) v odgovoru nekaterih internevronov so opazni
vplivi kontralateralne inhibicije (Dambach, 1972; Kiihne s sod., 1984; Kiihne s sod., 1985;
Virant-Doberlet, 1989); d) vzorec odzivov nekaterih internevronov je v veliki meri odvisen
od Gasovnega zaporedja stimulacije nog (Virant-Doberlet, 1989). Ceprav pri murnih niso
zabelezili aktivnosti internevronov, ki bi povezovali vhode iz razli¢nih nog z vzpenjajo¢imi
se internevroni, pa taka intersegmentalna integracijska mreza zagotovo obstaja. Centralne
projekcije subgenualnih receptorjev so omejene na ipsilateralno polovico ustreznega ganglija
(Eibl in Huber, 1979). Dendritske regije opisanih vzpenjajocih se internevronov so bile
vecinoma omejene na en torakalni ganglij, poleg tega pa se vhodi iz razli¢nih nog med seboj
razlikujejo v latenci odgovorov (Virant-Doberlet, 1989). Pri kratkorogi kobilici Locusta
migratoria se odziv internevronov spreminja v odvisnosti od zaporedja drazenja razli¢nih
parov nog, kar kaZe odvisnost vzorcev prozenja akcijskih potencialov od smeri drazljaja (Cokl

s sod., 1985). Ta odvisnost se je pri nekaterih internevronih Se dodatno povecala ob hkratni

5
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Slika 3. Shema paritvenega vedenja pri vrsti

pretezno stacionarna Nezara viridula. Prirejeno po Virant-Doberlet
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simulaciji dusenja signalov (nizja intenziteta ‘kasnej$ih’ signalov). Kot pri murnu so tudi pri

kratkorogi kobilici opazili vplive kontralateralne inhibicije; zabelezili pa so tudi aktivnost
internevronov, omejenih na torakalne ganglije, ki so se selektivno odzivali na drazenje enega
samega para nog (Cokl s sod., 1985). Domnevajo, da ti internevroni povezujejo senzoriéne

vhode posameznih nog z vzpenjajo€imi internevroni.

1.3 VIBRACIJISKA KOMUNIKACIJA STENICE VRSTE NEZARA VIRIDULA
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Slika 5. Prenos signalov samicinega pozivnega napeva preko razvejitve rastline. »K« in »l« oznacujeta tocki
hkratnega merjenja z laserskim vibrometrom. »I« oznacuje ipsilateralno stran - stran, na kateri poje Zival, »K«
oznacuje kontralateralno stran (zgoraj levo). Intenziteta vibracijskih signalov samicinega pozivnega napeva v
tockah »K« in »I« (zgoraj desno). Casovna razlika med tockama »K« in »I« pri prenosu samicinega pozivnega

napeva (sredina) in pri prenosu umetnega signala preko magnetka na listni bazi (spodaj). Prirejeno po Zorovié¢
2005.

Intraspecificna komunikacija pri zeleni smrdljivki poteka po ve¢ kanalih — feromonski
komunikacijina vecje razdalje sledi vibracijska komunikacija na rastlini, pri ¢emer vibracijski
signali samice modulirajo emisijo feromona (Miklas s sod., 2003b). Feromone izloc¢ajo le
samci in z njimi privabljajo samice, hkrati pa sprozijo oddajanje pozivnega napeva samice.
Samicin pozivni napev vzdrzuje in modulira samcevo izlo¢anje feromonov (Miklas s sod.,

2003b) in petje pozivnega napeva samca, hkrati pa samcéev pozivni napev vzdrzuje pozivno
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petje samice (Cokl in Bogataj, 1982). Samice so med komunikacijo ve¢inoma stacionarne,
medtem ko se samci usmerjeno gibljejo proti njim (Ota in Cokl, 1991; Cokl s sod., 1999) (slika

------

vvvvv

pa nadaljujejo z iskanjem. Ko sta samec in samica v neposredni blizini, se v komunikacijo
vkljucita Se vid in tip (Borges s sod., 1987; Kon s sod., 1988). Poleg pozivnega napeva
samca in samice (slika 4) je poznanih Se nekaj drugih napevov samca s funkcijami dvorjenja
in rivalstva z drugim(i) samcem(-i) ter zavrnitveni napev samice (Cokl et al., 2000; Cokl in
Virant-Doberlet, 2003, Virant-Doberlet & Cokl 2004). Pri vseh vrstah napevov je dominantni
frekven¢ni vrh med 90 in 120 Hz, prisotni pa so Se vi§je frekvencni harmonic¢ni vrhovi in
subdominantni vrhovi, ob&asno tudi rahla frekvenéna modulacija (Cokl in Virant-Doberlet,
2003).

Izhajajo¢ iz del Ote in Cokla (1991) in Cokla s sod. (1999) je Zoroviéeva (2005) opravila
razdaljam polozenih nog. Rezultati so pokazali, da amplitudne razlike niso zanesljiv in
ponovljiv parameter za orientacijo (slika 5). Amplitude signalov na kontralateralnem peclju
so bile v ve¢ kot eni tretjini meritev visje kot na ipsilateralni strani, amplituda signala pa
pri prenosu po rastlini ne upada monotono z razdaljo, temve¢ niha (Stritih s sod., 2000;
Zorovié, 2005; Cokl s sod., 2007). V istem delu je Zorovi¢eva (2005) pri prenosu signalov
po rastlini preko razvejis¢ ugotovila ¢asovne zamike 2-5 ms med kontra- in ipsilateralnim
delom razvejitve. To pa je verjetno dovolj velika razlika, da jo zivéni sistem lahko zazna,
kot so npr. pokazali pri vrsti kratkoroge kobilice Locusta migratoria (Cokl s sod., 1985) in
Skorpijonu vrste P. mesaensis (Brownell in Farley, 1979).

1.4 MORFOLOSKE IN FUNKCIONALNE ZNACILNOSTI VIBRORECEPTORJEV

Amon (1981) in Michel s sod. (1983) so opisali morfologijo skolopidialnih organov v
nogah vrste N. viridula. Njihova zgradba je enaka v vseh nogah in pri obeh spolih in je
zelo podobna morfologiji pri stenici vrste Pyrrhocoris apterus (Debaisieux, 1937; Michel
s sod., 1983). Zaznavanje vibracij lahko potencialno opravljajo Stirje organi v vsaki nogi:
femoralni hordotonalni organ (FCO), subgenualni organ (SO), tibialni distalni hordotonalni
organ (TDCO) in tarzo-pretarzalni hordotonalni organ (TPCO) (slika 6). Vse Cutilne celice
v teh strukturah so primarne (Amon, 1981). Subgenualni organ vrste N. viridula vsebuje
v nasprotju z 20-40 skolopidiji pri $curkih in ravnokrilcih (Schnorbus, 1971; Lakes in
Schikorski, 1990) ali 400 pri osah iz druzine Orussidae (Vilhelmsen s sod., 2001) le dva
skolopidija, ki imata vsak po eno cutilno celico (Amon, 1981; Michel s sod., 1983). Vsak
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od skolopidijev ima kapno celico, ki tvori ligament, pritrjujo¢ se ob steno tibije. Ligament
je pripet dovolj ohlapno, da omogoca nihanje v hemolimfi, hkrati pa sta ligamenta razlicno
dolga (Michel s sod., 1983). Podobno vlogo kot ligamenti v SO zelene smrdljivke, ima
velum v SO tencicarice Chrysoperla carnea, ki ga sicer sestavljajo trije skolopidiji (Devetak
in Pabst, 1994). Ostali trije receptorski organi v nogah zelene smrdljivke so zgrajeni iz ve¢
skolopidijev s po eno ali dvema cutilnima celicama. FCO je tako sestavljen iz dvanajstih
skolopidijev, od katerih ima vsak po dve Cutilni celici. Pritrdis¢e FCO-ja je kutikularna
apodema femurja. TDCO sestavljata dva skolopidija, eden z eno in drugi z dvema cutilnima
celicama. TPCO je sestavljen iz dveh enot (skoloparijev), proksimalnega tvorita dva
skolopidija, distalnega pa trije (Michel s sod., 1983). Cokl (1983; 1985) za vse noge zelene
smrdljivke navaja tudi kampaniformne senzile na trohanterju in femurju, ki bi lahko zaznavale

nizkofrekvencne vibracije. Te so pri zeleni smrdljivki razporejene po vsej povrsini noge,
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Slika 6. Shema hordotonalnih organov v nogah stenice vrste N. viridula. Shematske risbe femoralnega
hordotonalnega organa (FCO) (a), subgenualnega organa (SO) (b), tibialno-distalnega hordotonalnega
organa (TDCO) (c) in tarzo-pretarzalnega hordotonalnega organa (TPCO) (d). ap - apodema: atz - anteriorni
tibialni zivec, dfz - dorzalni femoralni zivec; f - femur; kh - kanal hemolimfe, kr - krempeljci; ku - kutikula, lig
- ligament; lut - ligament m. unguitractor, mk - misicni kanal; mlt - musculus levator tibiae, ptz - posteriorni
tibialni zivec, pu - pulvilus, se - septum; sk - skolopidij; sm - sklepna membrana, t - tibija; ta - tarzus; tr -
traheja; ut - pritrdisce m. unguitractor; zZfc - Zivec femoralnega hordotonalnega organa. Merilca predstavljajo
200 um (a, b) in 100 um (c, d). Povzeto po Zorovi¢ 2005, modificirano po Michel in sod. 1983.
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veginoma po femurju in tibiji (Zorovi¢, 2005; Cokl s sod., 2005), med tem ko pri drugih
taksonih poroc¢ajo o njihovi organiziranosti v receptivna polja ob sklepih (Grosch s sod.,
1985; Keil, 1998; Devetak s sod., 2004). Na vibracije podlage je obcutljiv tudi Johnstonov
organ v antenah (Jeram in Pabst, 1996; Jeram in Cokl, 1996). Receptorske celice, ob&utljive
na vibracije, so raziskane pri vrstah zuzelk, ki primarno komunicirajo z zra¢nim zvokom, kar
je smiselno tudi s stalis¢a, da je komunikacija z vibracijami podlage evolucijsko starejsa kot
komunikacija z zracnim valovanjem (Meier in Reichert, 1990; Yack in Fullard, 1990; Lakes-
Harlan s sod., 1999; Stumpner in von Helversen, 2001; Greenfield, 2002; Stritih, 2006).

Z elektrofizioloskimi metodami je Cokl (1983) pri zeleni smrdljivki dologil tri funkcionalne
tipe vibracijskih ¢utilnih celic —nizkofrekvencne receptorske celice (LFR), srednjefrekvencno
receptorsko celico (MFR) in visokofrekvencno receptorsko celico (HFR). V skladu z
rezultati raziskav Devetaka in sod. (1978) na cidnidah je mozno, da sta celici skolopidijev
subgenualnega organa tipa MFR in HFR. Kapni celici skolopidijev tvorita ploscat filament,
ki bi lahko dolocal frekvencno znacilen odgovor obeh cutilnih celic. Celice tipa LFR naj bi
izvirale iz hordotonalnih organov in kampaniformnih senzil; Cokl (1983) jih je razdelil na tri
podtipe, ki se med seboj locijo po fazi valovanja podlage, na katero odgovarjajo. Frekvencno
podrocje, v katerem odgovarjajo celice tipa LFR, sega vsaj od 0,03 do 0,4 kHz, vendar

spodnja meja ni bila izmerjena (Cokl, 1983). V istem delu avtor navaja tudi frekvenéne

Slika 7. Fotografija izprepariranega centralnega Zivénega sistema stenice Nezara viridula. OZ - opticni Zivec;
OL - opticni lobus; PCL - protorcerebralni lobus, SEG - podzrelni ganglij;, PTG - protorakalni ganglij;, CG
- centralni ganglij; NZI-3 - nozni Zivci prvega, drugega in tretiega para nog; ABZ - abdominalni Zivci; GZ

- genitalni Zivec. Povzeto po Zorovi¢ 2005.
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obcutljivosti za celico tipa MFR (0,03 kHz — 1,0 kHz) in HFR (0,1 kHz — 5,0 kHz). LFR
celice se odzivajo fazno-vezano do frekvence 150 Hz (Cokl, 1983; Zorovié¢, 2005). Centralne
projekcije LFR in MFR celic pokrivajo prostorsko lo¢ena podroc¢ja v senzori¢ni nevropili v
centralnem gangliju (Zorovié¢, 2005). Razpored je podoben prostorskemu razporedu projekcij
celic pri ravnokrilcih (Oldfield s sod., 1986; Romer s sod., 1988), kljub temu, da so bila pri

stenici N. viridula obarvana vlakna iz ve€ kot enega receptorskega sistema.
1.5 CENTRALNI ZIVCNI SISTEM VRSTE STENICE NEZARA VIRIDULA

Sestavljen je iz mozganskega dela, ki lezi v glavini kapsuli nad stomodeumom in trebusnjace
v torakalnem in abdominalnem delu telesa (Chapman, 1998). Pri skupini Heteroptera in Se
nekaterih drugih skupinah zuzelk je priSlo do zlivanja segmentalnih ganglijev. Tako drugi
in tretji torakalni ganglij skupaj s serijo abdominalnih tvorita t.i. centralni ganglij (slika 7),
podobno kot sta pri stenici Oncopeltus fasciatus (Heteroptera: Lygeidae) opisala Rutschky
in Stryjak (1955). Trebusnjaca se zakljuci v torakalnih segmentih.

1.5.1 Funkcionalne in morfoloSke znadcilnosti vibracijskih internevronov pri vrsti

Nezara viridula in nekaterih drugih ZuZelkah

Za zivéni sistem zuzelk velja, da so v njegovem sklopu identificirali nevrone, ki so s svojo
znacilno strukturo in delovanjem prisotni v vsakem osebku iste vrste (Comer in Robertson,
2001). Vsaka oblika nevrona naj bi se pojavljala v zrcalno simetri¢nem paru na obeh straneh
zivénega sistema (Wohlers in Huber, 1982; Burrows, 1996), razen neparnih nevronov,
kot so recimo DUM celice ravnokrilcev (in njim podobne spodaj omenjene celice zelene

smrdljivke).

Pri stenici N. viridula so Cokl in Amon (1980) ter Zorovi¢ (2005) opisali strukturne in
funkcionalne znacilnosti devetih skupin vibracijskih internevronov v protorakalnem in
centralnem gangliju. Celice dveh skupin so izrazito asimetri¢ne, imajo vzpenjajo¢ akson,
kontralateralno leze¢ glede na telo celice. Ti internevroni imajo vhod v regiji, ki lezi
ipsilateralno glede na telo, izhodne regije pa so v podro¢ju kontralateralnih senzori¢nih
nevropil. Internevroni druge skupine so po obliki podobni slusnemu vzpenjajocemu
internevronu TH3-ACS pri kratkorogi kobilici Omocestus viridulis (Hedwig in Elsner, 1985).
Drugi dve skupini imata zrcalno simetri¢no zgradbo vhodnih in izhodnih regij v centralnem
gangliju, soma lezi lateralno od medialne ravnine, vzpenjajo¢ akson pa kontralateralno od

some. Ena od teh dveh skupin ima v centralnem gangliju vhodne, druga pa izhodne regije. Peta
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skupina vzpenjajocih nevronov je po morfologiji podobna bimodalnemu »G1« internevronu
kratkoroge kobilice Locusta migratoria (Kalmring, 1975). Sesta skupina internevronov v
centralnem gangliju so lokalni internevroni; vsi trije primerki iz dela Zoroviceve (2005)
imajo vhodne regije na eni in izhodne na drugi strani sredinske ravnine. Dva nevrona tega
tipa sta se na drazenje odzivali z inhibicijo, eden pa z ekscitacijo. Pri dolgorogih kobilicah in
murnih so poznani podobni internevroni (omega nevron), ki se odzivajo na akusticni drazljaj
in povecujejo lateralni kontrast intenzitete zvoka (npr. Horseman in Huber, 1994a; 1994b).
Podobno funkcijo bi lahko imeli tudi lokalni internevroni pri zeleni smrdljivki. Zorovi¢
(2005) je opisala tudi skupino simetri¢nih internevronov, ki imajo izhodne regije v nevropilah
vseh treh parov nog in so omejeni na torakalne ganglije. Celice te skupine so podobne DUM
celicam ravnokrilcev, ki imajo nevromodulatorno funkcijo in kazejo imunoreaktivnost na
GABA (Burrows, 1996) ali oktopamin (Grolleau in Lapied, 2000). Identificirani vibracijski
internevroni zelene smrdljivke se odzivajo na drazljaje v frekvenénem obmocju med 50 Hz
in 2000 Hz, hkrati pa Zorovié¢ (2005) in Cokl (1983) dopuicata moznost, da so receptorji
sposobni zaznati tudi frekvence nizje od 50 Hz. Zorovic¢eva (2005) je funkcionalno razdelila
internevrone v dve skupini: celice prve imajo najvecjo obcutljivost pri 50 Hz, celice v drugi
pa okoli 200 Hz. Avtorica v istem delu meni, da nevroni prve skupine prejemajo vhode iz
LFR receptorskih celic, nevroni druge skupine pa iz MFR receptorskih celic. Vibracijske
internevrone so opisali tudi pri ¢ebelah in jih oznacili za Sirokofrekvencne (Kilpinen in
Michelsen, 1994), vendar je bila vecina raziskav na podro¢ju vibracijskih internevronov
opravljena pri ravnokrilcih, katerih osnovna komunikacija poteka z zvokom. Pri dolgorogih
kobilicah so opisali dva tipa internevronov, ki se odzivata na vibracije. Prvi je monomodalni
vibracijski, drugi pa je bimodalni vibracijsko-slusni (Kiihne, 1982; Kalmring, 1983; Kalmring
s sod., 1997). Pri slednjem hkratni vibracijski vhod izboljSuje frekvencno-amplitudno
kodiranje konspecificnega napeva (Kiihne, 1982; Kalmring s sod., 1983). Monomodalni
vibracijski internevroni imajo najvecjo obcutljivost na frekvence pod 1 kHz (Silver s sod.,
1980; Kalmring s sod., 1997; Nebeling, 2000). Tudi pri kratkorogi kobilici vrste Locusta
migratoria so nali tri tipe internevronov, ki se odzivajo na vibracijske drazljaje (Cokl s sod.,

1977; Cokl s sod., 1985), eden od njih je Ze zgoraj omenjeni »G1« (Kalmring, 1975).
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1.6 NAMEN RAZISKAVE

Osrednji namen doktorskega dela je raziskati mozni mehanizem orientacije proti viru
vibracijskega drazljaja pri stenici vrste Nezara viridula. Doktorska naloga ima naslednje
cilje:

1. morfoloska in funkcionalna karakterizacija internevronov, ki prevajajo informacije o
vibracijah podlage, v protorakalnem in centralnem gangliju stenice Nezara viridula,

2. ugotoviti, kako ti internevroni procesirajo ¢asovne zamike v prihodu drazljaja na
razlicne vhode, v velikostnem razredu tistih, izmerjenih pri prevajanju signala po rastlini;

3. ugotoviti mehanizem, s katerim ti internevroni opravljajo funkcijo analize smeri

izvora vibracij.
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2 MATERIALI IN METODE
2.1 POSKUSNE ZIVALI IN PREPARACIJA

Za poskuse smo uporabili odrasle osebke obeh spolov iz laboratorijske populacije, ki je
vsako leto obnovljena z osebki z Obale. Laboratorijska populacija je bila vzdrzevana v 16:8
urnem dnevno/noénem ciklu pri temperaturah med 22 in 26°C, 70-80% relativni vlagi. Zivali
so bile hranjene z rastlinami fizola (Phaseolus vulgaris L.) in boba (Vicia faba L.), arasidi

(Arachis hypogaea L.) in semeni soncnic (Helianthus anuus L.).

Poskusno zival smo pritrdili z ventralno stranjo na kovinski nosilcev v obliki ¢rke U z
tergit. Protorakalni in centralni ganglij smo izpostavili z odstranitvijo letalnih miSic in
Crevesa. Na oba ganglija smo dali majhen kristal kolagenaze (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Nemcija), kar je omogocilo lazjo penetracijo mikropipete. Preparat smo ves ¢as
dela vlazili s fizioloSko raztopino (Priloga 1).

2.2 ZNOTRAJCELICNO ODVAJANJE POTENCIALOV INTERNEVRONOV IN
IONTOFOREZA

Poskusi so bili izvedeni na protitresni mizi v Faradayevi kletki. Nosilec s stenico, referencno
elektrodo in podporno zlicko za ganglij smo vpeli vsakega v svoj mikromanipulator
(Narishige M-152, Tokio, Japonska). S horizontalnim vle¢nikom (Sutter Instruments
Micropipette Puller P-87, Novato, ZDA) smo iz steklenih kapilar (Sutter Instruments BF-
120-69-15, Novato, ZDA) naredili mikropipete. Za meritve smo uporabili tiste z upornostjo
med 50 in 120 MQ. Kot snemalna elektroda je sluzila klorirana srebrna zi¢ka v nosilcu
(Science Products GmbH., EH-2FS W:0.010” A:1.2mm, Nemcija) oz. Ag/AgCl pelet (WPI
MEH1SF12). Kot referencno elektrodo smo uporabili klorirano srebrno zico, ki smo jo
vstavili v abdomen zivali. Signal smo ojacali 50x (WPI Cyto 773, Sarasota, ZDA) in ga
posneli v racunalnik skupaj z drazljaji z AD pretvornikom (CED 1401plus, Cambridge, VB)
(slika 8). Konice mikropipet smo napolnili z 5% raztopino Lucifer Yellow (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Nemc¢ija) v 0.5 M LiCl ali pa z 10 mM raztopino barvila Alexa Fluor
568 (Invitrogen, Oregon, ZDA) v 200 mM KCI). V prvem primeru smo elektrodo dopolnili
z 0.5 M LiCl, v drugem pa z 200 mM KCI). S tako pripravljenimi mikroelektrodami smo
v protorakalnem in centralnem ganglija registrirali spremembe membranskega potenciala

nevronov, ki so se odzivali na drazenje. Kriterij za uspesen znotrajceli¢ni odvod je bila
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Slika 8. Shema postavitve poskusa.

odzivnost celice na hiper- ali depolarizacijo (Romer in Marquart, 1984). Noge smo tresli z
dvema pobudnima glavama (Bruel & Kjar, model 4180, Nerum, Danska). Drazenje je bilo

racunalnisko vodeno s programom Cool Edit Pro 2.0 podjetja Syntrillium, ZDA.
2.3 EKSPERIMENTALNI PROTOKOL

V prvem sklopu poskusov smo drazili prvo levo nogo z eno in prvo desno nogo zivali z drugo
pobudno glavo. V drugem sklopu poskusov pa smo pobudni glavi postavili tako, da smo po
enakem protokolu draZili z eno pobudno glavo eno nogo sprednjega para, z drugo pobudno
glavo pa kontralateralni nogi zadnjih dveh parov. V tretjem sklopu poskusov smo drazili z
eno pobudno glavo zadno levo nogo in z drugo pobudno glavo zadnjo desno nogo. Tako
smo simulirali situaciji »levo — desno«, ko Zival primerja ¢asovno zamaknjena vhoda z leve
in desne strani ter situacijo »spredaj — zadaj«, ko je zival soofena s Casovno zamaknjenima

vhodoma spredaj — zadaj (slika 9).

Uporabili smo 100 ms drazljaje, sestavljene iz sinusnih valov z zacetno in kon¢no 10 ms
fazo naraS¢ajoce oz. padajoc¢e amplitude. Uporabljene frekvence draZljajev so bile 40, 70,
100, 150, 200, 250, 500 in 750 Hz. Pri vseh frekvencah je bila amplituda hitrost signala med
nara$¢ajo¢im in padajo¢im delom 5x10-* m/s. V primeru uporabe druga¢ne amplitude hitrosti
signala smo to posebej oznacili. Obe pobudni glavi smo umerili. Presledek med ponovitvami

drazljaja je bil 500 ms, presledek med ponovitvami vlaka drazljajev pa 1 sekundo.
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Slika 9. Izbrane kombinacije nog pri stimulaciji. DraZenje prve leve z levo pobudno glavno in prve desne z
desno pobudno glavo (levo); drazenje zadnjih dveh levih nog z levo pobudno glavo in prednje desne z desno

pobudno glavo (sredina); drazenje zadnje leve noge z levo in zadne desne noge z desno pobudno glavo.

70 Hz 150 Hz 250 Hz 750 Hz FREKVENCA
40 Hz 100 Hz 200 Hz 500 Hz

I I I I I I I I HKRATNA STIMULACIJA Z

LinD
OBEMA POBUDNIMA GLAVAMA
L STIMULACIJA LE Z
LEVO POBUDNO GLAVO
D i STIMULACIJA LE Z
DESNO POBUDNO GLAVO

Slika 10. Prvi del eksperimentalnega protokola. Testiranje frekvencne obcutljivosti. Vsak pravokotnik predstavija
100 ms sinusno valovanje z zgoraj oznaceno frekvenco. Testiranje odziva s hkratnim drazenjem izbranih nog z
obema pobudnima glavama - LinD - (zgoraj); testiranje celice z levo pobudno glavo - L - (sredina), testiranje
celice z desno pobudno glavo - D - (spodaj).

DO0.0 D1.0 D2.0 D3.0 D4.0 D5.0
D0.5 D1.5 D2.5 D3.5 D45

Dx.x ——— 41— 11—
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—+—
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Slika 11. Drugi del eksperimentalnega protokola - Testiranje obcutljivosti na casovne zamike v zacetku
stimulacije s posamezno pobudno glavo. Vsak pravokotnik predstavija 100 ms sinusno valovanje z izbrano
frekvenco. Testiranje odziva s povecevanjem zaostanka desne pobudne glave - oznaka stimulusa Dx.x (zgoraj);
testiranje odziva s povecevanjem zaostanka leve pobudne glave - oznaka stimulusa Lx.x (spodaj). Stevilke

poleg oznake L ali D pomenijo c¢asovno razliko med eno in drugo pobudno glavo v milisekundah.
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Protokol drazenja je bil sestavljen iz dveh delov. V prvem delu smo ugotavljali frekvencno
obcutljivost internevrona. Testiranje le-te je bilo sestavljeno iz: 1. hkratnega drazenja z levo
in desno pobudno glavo z vsemi zgoraj nastetimi frekvencami (oznaka: LinD), 2. drazenja
z levo pobudno glavo z vsemi frekvencami (oznaka: L), 3. drazenja z desno pobudno glavo
z vsemi frekvencami (oznaka: D) (slika 10). V drugem delu smo ugotavljali obc¢utljivost
nevrona na razlicno velike Casovne intervale med zacetkom draZenja z eno in z drugo
pobudno glavo (razli¢no velike zamike). Pri tem smo uporabili frekvenco, na katero se je
celica najmoc¢neje odzivala. Zamik med stimulacijo z eno in drugo pobudno glavo smo vecali
s korakom 0.5 ms od 0 ms do 5 ms. Test smo ponovili z zamenjanima vlogama: vodilna je
bila druga pobudna glava, drazenje s prvo pa je bilo ¢asovno zamaknjeno (oznaki sta Dx.x v
primeru, ko je bil zamaknjen zacetek stimulacije z desno pobudno glavo in Lx.x v primeru,
ko je bil zamaknjen zacetek stimulacije z levo pobudno glavo; x.x oznacuje ¢asovni zamik
med zaCetkom stimulacije ene in druge pobudne glave v milisekundah; slika 11). Za vsako
vrednost eksperimentalnih parametrov (frekvence, zamik) smo opravili vsaj deset meritev.
Ce je bila celica stabilna smo protokol drazenja ponovili tudi z manj§imi amplitudami hitrosti
signala (1x10* m/s, 1 x10° m/s). Po opravljenih meritvah smo celice oznacili z barvilom
(Lucifer Yellow/Alexa Fluor 568). Vnos barvila smo opravili iontoforeticno, z uporabo

konstantnega pulza negativnega toka 3-4 nA in trajanjem priblizno 300 s.
2.4 ANALIZA ODZIVOV ZIVCNIH CELIC

V statistiéne namene smo uporabljali R (odprtokodni program) in Kyplot 5 (Kyence labs.,
Japonska).

Odzive internevronov smo narisali kot rastrski prikaz (slika 12) in/ali kot prikaz kumulativne
frekvence prozenja akcijskih potencialov (slika 13), kot navaja Blejec (2005). Na rastrskem
prikazu sivo polje oznacuje trajanje drazljaja, vsaka proga pa vsebuje odzive na ponovitve
istega drazljaja. Na rastrskem prikazu odzivov na draZenje z zamiki y-os prikaza oznacuje
zaCetek stimulacije vodece noge, Crtice ob ordinati pa zaCetek stimulacije kontralateralne
noge. V primeru nevronov, ki so prozili tudi od drazenja neodvisne akcijske potenciale
(kar smo poimenovali spontana aktivnost), smo v ¢asovnem oknu 0.3 s pred naslednjim
drazljajem dolocili frekvenco spontane aktivnosti iz medianega Stevila akcijskih potencialov
v ¢asovnem oknu.

Pri testiranju frekvencne obcutljivosti celice smo belezili:

1) latenco odziva (Cas od zacetka drazljaja do vrha prvega AP v odzivu). V primeru
spontane aktivnosti smo si pomagali z rastrskim prikazom/prikazom kumulativne frekvence,

s katerim smo dolocili ¢asovno okno v katerem je drazljaj deloval in tako preprecili veliko
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Slika 12. Primer rastrskega prikaza odzivov celice. Vsak siv pas oznacuje ponovitve meritev pod enakimi pogoyji.

Tocke v isti vrsti znotraj enega pasu predstavljajo akcijske potenciale zabelezene v eni ponovitvi. Dolzina

sivega pasu prikazuje trajanje drazenja vodilne noge. Nad casovno osjo so odzivi na drazenje z zamikanjem

desne, pod casovno osjo pa odzivi na drazenje z zamiki leve noge.
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Slika 13. Primer prikaza kumulativnih frekvenc akcijskih potencialov za primer spontano aktivnih celic. Sive

proge oznacujejo trajanje stimulusa, frekvenca drazljaja je oznacena na vrhu proge. Vsaka tocka predstavija

akcijski potencial.
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sipanje izmerkov. Latenco smo v tem oknu dolocili na opisan nacin. V primerih, ko se je
(spontano aktivni) internevron odzival z inhibicijo, smo dolocili latenco odgovora kot Cas
od zacetka drazljaja do zadnjega AP pred inhibicijo. Za trajanje inhibicije smo vzeli razliko
med ¢asom pojava prvega AP po inhibiciji in zadnjega AP pred inhibicijo. V delu navajamo
mediane vrednosti izmerkov.

2) relativno jakost odgovora internevrona, ki ga predstavlja Stevilo AP celice v Casovnem

oknu 0.2 s po zacetku drazljaja. V delu navajamo mediane vrednosti izmerkov.

Pri testiranju obcutljivosti internevronov na zamike v zac¢etku stimulacije smo narisali odzive
na rastrski prikaz. Za ugotavljanje kodiranja zamika zacetka stimulacije smo:

1) uporabili metodo razvrS€anja odzivov po sorodnosti na podlagi standardizirane
evklidske razdalje in metode skupinskega povpre¢ja in izrisali dendrogram (slika 14).
Uporabljene spremenljivke so bili mediani ¢asovni intervali med AP-ji v odzivih internevrona
na ve¢ ponovitev (10) istega drazljaja in mediani ¢asovni interval med zac¢etkom drazljaja in
prvim akcijskim potencialom. Dendrogram smo izrisali na enega ali ve¢ naslednjih nac¢inov:
pri prvem, smo kot spremenljivko uporabili le mediano latenco prvega akcijskega potenciala
(FSL), pri drugem, smo kot spremenljivke uporabili FSL in mediane intervale med izbranim
Stevilom akcijskih potencialov, pri tretjem pa smo naredili kot pri drugem s to razliko, da pri
izrisu nismo upostevali FSL. Stevilo intervalov, ki smo jih uporabili, smo dolog¢ili iz $tevila
akcijskih potencialov, ki jih je nevron proizvedel med frekven¢nimi testi z izbrano frekvenco.
V nekaterih primerih pa smo Stevilo intervalov dolocili na podlagi izrisov dendrogramov
iz razliCnega Stevila intervalov. Razlicne nacine izrisa smo uporabili, da bi ugotovili tezo

prispevka latence prvega akcijskega potenciala k smerni informaciji.

standardizirana evklidska razdalja

Slika 14. Primer dendrograma odzivov,

razvrscenih po sorodnosti. V tem primeru

se odzivi skoraj idealno locijo na Lx.x in

Dx.x, odzivi na drazenje D0.0 in L0.0 pa so

Razdalja
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 ~——

razvrsceni skupaj in loceno od ostalih. Bliznja

sorodnost odzivov L0.0 in D0.0 v nekaterih

primerih  kaze na stabilnost celice med

meritvijo, ker gre enaka drazljaja.

QOO CLOW
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2) uporabili metodo — »Van Rossum spike train metrics« (van Rossum, 2001a; Victor,
2005). Metoda vzame akcijske potenciale kot dogodke v ¢asu in vsakemu pripiSe funkcijo,
po obliki podobno ekscitatornemu akcijskemu potencialu.

M
enacba 1: f(¢) = ZH (t-)) e (t-t)/tc

i

Dva vlaka akcijskih potencialov se po konvoluciji z zgoraj napisano formulo odstejeta drug
od drugega.

enatha 2: D¥(f.g), = 1/1, j [£(1) - g(6)]dt
0

Tako dobljene mere podobnosti se uredijo v t.i. »heatmap«, katerega barve kazejo sorodnost
odzivov. Casovna konstanta EPSP funkcije je dolo¢ena s poskusom.

Prednost uporabe metode po van Rossumu je ravno v uporabi EPSP funkcije, ki simulira
dogajanje na postsinapti¢ni membrani (Victor, 2005). Casovno konstanto EPSP funkcije

smo dolo¢ili arbitrarno.
2.5 REKONSTRUKCIJA OBLIKE ZIVCNIH CELIC

Centralni zivéni sistem zivali smo izolirali in fiksirali v 4% raztopini formalina v fosfatnem
pufru (pH = 7.2; 1-2 uri), dehidrirali v alkoholni vrsti (50%, 70%, 90%, 96%, abs. etanol
2x; vsaka stopnja po 10 min) in zbistrili z metilsalicilatom. Preparat smo pregledali pod
fluorescentnim mikroskopom Leica DRMB (Leica Microsystems, Wetzlar, Nem¢ija) in ga
fotografirali. V drugi stopnji smo preparat pregledali tudi s fluorescentnim mikroskopom
Zeiss Axiolmager, opremljenim z Apotomom (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Nemcija). Tu
smo iz opti¢nih rezin naredili izostreno tlorisno projekcijo, ki smo jo izrisali s programom
Adobe Illustrator CS (Adobe Systems Inc., San Jose, ZDA) oz. Reconstruct 1.0.8.5 (avtor
John Diala, Buffalo University, ZDA).

2.6 POIMENOVANIJE ZIVCNIH CELIC
Pri poimenovanju vibracijskih internevronov smo uporabili dopolnjen nacin (Zorovi¢, 2005)
poimenovanja slusnih internevronov ravnokrilcev (Hedwig in Elsner, 1985; Hedwig, 1986).

Oznaka nevrona je Stiridelna, sestavljena iz: 1. lege some, 2. poteka aksona, 3. lege aksona

glede na somo in 4. zaporedne Stevilke opisanega tipa celice.
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Ad 1.
PC protocerebrum
DC deutocerebrum
TC tritocerebrum
PTG protorakalni ganglij
CG centralni ganglij
Ad2.:
A (ascending) vzpenjajoci
D (descending) spusc¢ajoci
L (local) lokalni
T (transversal) vzpenjajoci in spuscajoci
Ad3.:
I (ipsilateral) ipsilateralno, v isti lateralni polovici ganglija
C (contralateral) kontralateralno, v nasprotni lateralni polovici ganglija
B (bilateral) bilateralno, aksona sta dva in sicer v ipsi- in kontralateralni

polovici ganglija

Ad4.:
zaporedna Stevilka opisanega tipa celice. Pri tipih celic, ki so po obliki podobni tistim,
opisanih s strani Zoroviceve (2005), smo Stevil¢enje nadaljevali. Pri celicah, enakih po obliki

in ki so imele drugacen tip odziva, smo dodali v ime Se ¢rko (a, b...npr.: PTG-TB-1b).

Pri vecini celic lahko terminalne odrastke razdelimo na gladke in take s terminalnimi
odebelitvami. Te na kon¢nih razvejitvah internevronov oznacujejo regije z ve€insko izhodno
funkcijo, medtem ko gladke veje kazejo pri nevronih na vhodne regije (R6mer in Marquart,
1984; Peters s sod., 1986). Pri nekaterih celicah v CZS zelene smrdljivke terminalne
zadebelitve niso opazne s svetlobno mikroskopijo, kar onemogoca opticno identifikacijo
vhodne/izhodne regije podobno, kot so porocali ze pri kobilici (Wilson in Phillips, 1982;

Watson in Burrows, 1982; Watson in Burrows, 1983).
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3 REZULTATI

Opravili smo 194 poskusov v 118 zivalih obeh spolov (13 samic, 9 samcev). Iz dobljenih
rezultatov smo izbrali in identificrali 22 internevronov. Kriteriji za izbor so billi kvaliteta
posnetka (signal/Sum), stabilnost celice med posnetkom in stopnja, do katere je bil
eksperimentalni protokol opravljen. Internevrone smo razvrstili glede na njihov odziv na
vibracije; pri tisti, katere smo uspesno markirali, smo opisali tudi strukturo obliko. Hitri

pregled je na voljo v Tabeli 1.

3.1 TIPI INTERNEVRONOV S KOMBINIRANIMI INHIBITORNIM/
EKSCITATORNIM ODZIVI

To so tipi internevronov, ki na drazenje enega vhoda odgovarjajo z ekscitacijo, na drazenje
drugega vhoda pa z inhibicijo. Skupaj smo identificirali tri take celice, dve ob drazenju
prvega para nog ter eno ob drazenju 2. in 3. noge na levi strani in prve noge na desni. Le pri

prvi celici smo opisali njeno obliko.

3.1.1 DraZenje prvega para nog (situacija levo - desno)

PTG-TB-1a

Soma lezi skoraj mediano glede na vzdolzno os, v ventralni skorji levega posteriornega
dela protorakalnega ganglija. Primarno vlakno, izra§¢ajoce iz some se vzpne in Se v isti
polovici ganglija razdeli na vzpenjajoci akson, ki nadaljuje ipsilateralno in anteriorno proti
podzrelnemu gangliju, kjer se zaklju¢i z medianim pletezem. Druga veja precka mediano
ravnino in se obrne v posteriorno smer - spuscajoci akson, ki tece kontralateralno glede na
somo in se kmalu po prehodu v centralni ganglij izgubi. V protorakalnem gangliju ima v
sredinski ravnini dva pleteza, enega na ipsi- in drugega na kontralateralni strani — v priblizno
sredinski globini (slika 15). Barvilo ni popolnoma napolnilo celice, zato je njena identifikacija

nepopolna.

S celico smo vzpostavili kontakt v protorakalnem gangliju. Celica je bila ves ¢as meritev
spontano aktivna; ve€ino casa je bila ponavljalna frekvenca akcijskih potencialov med 43 in
48 na sekundo. Ob drazenju nog na strani some (ipsilateralno) se je odzivala z ekscitacijo;
ob drazenju na kontralateralni strani pa z inhibicijo. Ekscitaciji v prvem primeru je sledila

inhibicija pri drazljajih frekvenc od 200 do 750 Hz; v drugem primeru pa inhibicija v celoti
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nadomestila ekscitacijo. Ob hkratnem drazenju obeh prednjih nog, so bili odzivi ekscitacijski,
post-ekscitacijska inhibicija je bila opazna pri drazljajih frekvenc 200, 250, 500 in 750 Hz
(sliki 16 in 18). Pri drazenju leve in obeh nog hkrati so bile latence odgovorov celice kratke:
pri 40 Hz draZzljaju je bila latenca 8.5 (n=10; Q1 = 8.3 ms, Q3 =9.4 ms) oz. 8.6 ms (n = 18;
Q1 =7.9ms, Q3 =9 ms). Zaradi tega sklepamo, da gre za internevron prvega reda. Inhibicija
ob drazenju noge na kontralateralni strani je nastopila najhitreje pri 500 Hz drazljaju, in sicer
po 21 ms (n=13; Q1 = 14 ms, Q3 =36 ms; slika 17). Z ozirom na ve¢ kot enkrat daljso latenco
inhibitornega odziva menimo, da je inhibitorni vhod drugega ali viSjega reda. Testiranje z
zamiki smo opravili z 150 Hz draZljaji. Izrisali smo rastrski prikaz (slika 19) in razvrstili
odzive po sorodnosti. Za prvi izris dendrogram smo uporabili FSL in intervale med prvimi
enajstimi akcijskimi potenciali. Za drugi izris smo uporabili le deset intervalov med prvimi
enajstimi AP-ji. Razvr§€anje odzivov po sorodnosti je pokazalo locevanje na odzive Lx.x in
Dx.x, hkrati pa je odzive na stimulusa L0.0 in D0.0 razvrstilo skupaj (slika 20). Izjeme so
odzivi na DO0.5 in L2.0. Menimo, da je v odzivu celice kodirana ¢asovna razlika, posledi¢no
pa smerna informacija, glede na razvr§¢anje pa smo mnenja, da natan¢nost v tem primeru ni

manj$a od 2.0 ms.

200 um

Slika 15. Oblika in lega celice PTG-TB-1a. Vhodne in izhodne regije zaradi nepopolne obarvanosti niso bile

dolocljive. Iz enakih razlogov je nepoznan tudi popoln potek askona.
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Slika 16. Odzivi celice tipa PTG-TB-1a ob hkratnem drazenju prvega para nog (zgoraj), ob drazenju prednje

leve - ipsilateralne - noge (sredina) in ob drazenju kontralateralne noge (spodaj).
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Slika 17. Latence inhibicij (levo) in latence ekscitacij (desno) pri celici PTG-TB-1a.
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Slika 18. Rastrski prikaz odgovorov celice PTG-TB-1a med testiranjem frekvnencne obcutljivosti na hkratno
drazenje prvega para nog (zgoraj), na drazenje prve ipsilateralne - leve - noge (sredina) in na drazenje prve
kontralateralne - desne - noge (spodaj). Inhibicija pri drazenju kontralateralne noge nastopi prej, kot pri
hkratnem drazenju obeh nog prvega para oz. pri drazenju ipsilateralne noge, vendar vec kot 10 ms kasneje kot

ekscitacija (glej puscice)
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Slika 19. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TB-1a na drazenje z vecanjem casovnega zamika zacetka drazenja
med eno in drugo nogo. Nad x osjo so odzivi celice ob zaostajanju zacetka drazenja desne (kontralateralne
noge), pod x osjo so odzivi celice ob zaostajanju zacetka drazenja leve (ipsilateralne noge). Uporabili smo
drazljaje frekvence 150 Hz.
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Slika 20. Dendrograma razvrscanja odzivov celice PTG-TB-1a na drazenje z zamiki s 150 Hz drazljaji po
sorodnosti. Za levi prikaz je bila uporabljena FSL in intervali med prvimi 11 akcijskimi potenciali. Za desni
prikaz smo uporabili intervale med prvimi enajstimi AP-ji. Na obeh prikazih je opazno zdruzevanje odzivov na
L0.0 in DO.0 ter dobro locitev ostalih odzivov na Dx.x in Lx.x. Natancnost locevanja bi v obeh primerih ocenili

na 2.0 ms.
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Cl1

Internevronanismouspelioznaciti. V ¢asuposkusajebilacelicaspontano aktivnas ponavljalno
frekvenco akcijskih potencialov med 23 in 34 Hz (n = 10). Celica se je na hkratno drazenje
obeh nog (LinD) odzivala z inhibicijo, ki je nastopila po 15-20 ms (v tem primeru od¢itano
z rastrskega prikaza), ne glede na frekvenco drazljaja (slika 21). Najmocnej$o inhibicijo
smo zabelezili pri drazenju s 750 Hz. Slika je skoraj identi¢na na rastru odzivov na drazenje
leve noge (L) z edino razliko, da je inhibicija najmoc¢nejsa ob drazenju s 500 in 750 Hz.
Drazenje nasprotne noge (D) izzove dodatne akcijske potenciale pri 150, 200, 250 in 500 Hz

drazljajih. Testiranja z zamiki zaradi nestabilnosti celice nismo opravili.
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Slika 21. Odzivi internevrona C1 pri testiranju frekvencne obcutljivosti na drazenje obeh prednjih nog hkrati

(zgoraj), leve noge (sredina) in desne noge (spodaj).
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3.1.2 Drazenje leve druge in tretje ter prve desne noge (situacija zadaj - spredaj)

C2

Internevrona nismo uspeli oznaciti, njegova oblika in lega sta nepoznani. Celica je bila v
casu poskusa spontano aktivna s ponavljalno frekvenco med 33 in 43 Hz (n = 11). Odgovore
celice smo registrirali v protorakalnem gangliju. Testirali smo frekve¢no odvisnost odgovorov
celice. Ob drazenju LinD je celica odgovarja z ekscitacijo do vklju¢no 150 Hz drazljajev;
pri 100 Hz drazljajih se je v odgovoru pojavila inhibicija, ki se je z vi§jo frekvenco drazenja
daljsala. DraZzenje zadnjih levih nog je povecalo frekvenco prozenja akcijskih potencialov
ob drazenju s frekvencami do 500 Hz. Ob drazenju prve desne noge se je v odgovorih na
drazenja do vklju¢no 200 Hz najprej pojavila kratka ekscitacija, pri vseh frekvencah pa je
po priblizno 20 ms nastopila inhibicija, ki je pri odgovorih na drazenja do 150 Hz trajala

priblizno 15 ms, nato pa se enkrat do dvakrat povecala (slika 22).

Celico smo testirali z zamiki zacetka drazenja pri frekvenci 150 Hz. Na rastrskem prikazu
odgovorov (slika 23) na drazenja serije Dx.x je viden zacetni akcijski potencial, sledi
inhibicija in nato nekoliko $ir$i pas akcijskih potencialov z vi§jo frekvenco. FSL sledijo
zamikanju zacetka draZenja levih nog, podobno velja za §irsi pas akcijskih potencialov, ki
sledi inhibiciji. Odzivi na L0.0 so podobno strukturirani kot D0.0, ostali odzivi pa se precej
lo¢ijo — pas vodecega akcijskega potenciala na prikazu ni tako jasno izrazen kot pri odzivih
na serijo Dx.x, enako pa mu sledi pas inhibicije in pa Sirsi pas akcijskih potencialov. L0.0 in
DO0.0 sta se po pricakovanju razvrstila skupaj. Ostali odzivi so pomesani tako po smeri (L-
D) kot po velikosti zamika (slika 24). Zaradi neenakomerne in nihajoce spontane aktivnosti
menimo, da v odgovorih tega nevrona (v nasih eksperimentalnih pogojih) smerna informacija

ni kodirana.
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Slika 22. Odzivi nevrona C2 med testiranjem frekvencne obcutljivosti na hkratno drazenje leve 2. in 3. noge
z eno ter prve desne z drugo pobudno glavo (zgoraj), na drazenje 2. in 3. leve noge (sredina) in na drazenje
prve desne noge (spodaj). Rdece puscice oznacujejo inhibicijo na rastru odzivov ob drazenju prednje desne
in zadnjih dveh levih nog hkrati in ob drazenju desne prednje noge. Na srednji sliki rdeca puscica prikazuje

povecan ekscitatorni odgovor ob drazenju leve srednje in zadnje noge.
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Slika 23. Rastrski prikaz odzivov celice C2 ob drazenju z zamaknjenim zacetkom stimulacije. Nad absciso
so prikazani odzivi ob zamikanju zacetka drazenja prednje desne noge, pod absciso pa odzivi ob zamikanju

zacetka drazenja druge in tretje leve noge. Uporabili smo drazljaje frekvence 150 Hz.
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Slika 24. Dendrograma sorodnosti odzivov celice C2 ob drazenju z zamaknjenim zacetkom stimulacije. Levi
prikaz smo izdelali z uporabo FSL in intervalov med prvimi 15 AP-ji. Desni prikaz smo izdelali na podlagi

intervalov med prvimi 15 AP-ji.Uporabili smo drazljaje frekvence 150 Hz.
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3.2 TIPI INTERNEVRONOV, PRI KATERIH SE OB POVECEVANJU CASOVNEGA
ZAMIKA SKOKOVITO ZVISA LATENCA PRVEGA AKCIJSKEGA
POTENCIALA

V tem sklopu predstavljamo 6 tipov internevronov, ki pri povecevanju zamika zacetka drazenja
izbranih dveh vhodov izkazujejo skokovito podalj$anje latence prvega akcijskega potenciala
(FSL). Besedno zvezo "skokovito podalj$anje FSL" uporabljamo za fenomen podaljSanja
FSL nad vrednost povecanja casovnega zamika. Pri vseh opisanih tipih internevronov je ta

skok daljsi od 5.0 ms, torej daljsi od najvecjega zamika.
3.2.1 DrazZenje prvega para nog (situacija levo - desno)
PTG-TC-1

Soma celice lezi ventralno v mediani ravnini posteriornega dela protorakalnega ganglija.
Primarno vlakno izrasca iz some v lateralno smer, se obrne in precka sredinsko ravnino
na kontralateralno stran, kjer se razdeli v en vzpenjajoci in v en spuscajoci se akson. Iz
pre¢nega vlakna izras¢ata v anteriorni smeri Se dve vecji veji, vsaka v svoji polovici ganglija,
ki sta lokasto oblikovani in se lokalno zakljucita. 1z obeh vej izras¢ajo Stevilne drobne veje,

katerih konc¢i¢i so v vecji meri gladkega tipa (mozne vhodne regije). Iz vzpenjajocega se

200 um

Slika 25. Oblika in lega celice PTG-TC-1. Soma lezi v levi polovici protorakalnega ganglija. Celica ima en
kontralateralni spuscajoci akson. Kontralateralni vzpenjajoci akson se je slabo napolnil z barvilom, njegov

popoln potek je nepoznan.
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aksona se v viSini izrasta Zivca prve desne noge odcepljajo manjSe vejice z zadebljenimi
koncici. Podobno tudi iz spuscajoCega se aksona v centralnem gangliju izrascajo Stevilne
drobne veje, katerih koncic¢i so zadebeljeni (izhodne regije). Spuscajoci se akson se konca v
centralnem gangliju, posteriorno od odcepa zivca zadnje desne noge. Vzpenjajoci se akson

od konektivov podzrelnega ganglija naprej ni viden (Slika 25).

Meritve smo registrirali z mikropipeto, vstavljeno v protorakalnem gangliju. Med
testiranjem frekvencne obcutljivosti je bila celica spontano aktivna s frekvenco AP med 10
in 20 Hz (slika 27). Spontana aktivnost je med meritvami prvega in drugega dela protokola
popolnoma izginila. Ob hkratnem drazenju obeh prednjih nog (LinD) se je celica odzivala na
vse uporabljene frekvence drazljajev; latence so bile med 11 ms pri 250 Hz drazljaju (n = 12;
QI =9 ms, Q3 =14 ms) in 18 ms pri 40 Hz drazljaju (n = 12; Q1 = 14 ms, Q3 =20 ms). Na
drazenje leve- ipsilateralne - noge se je celica odzivala predvsem na drazljaje frekvenc 40,
70 in 250 Hz. Odziv na drazljaje ostalih frekvenc je bil Sibak, na frekvenci 500 in 750 Hz pa
se nismo zebelezili odziva. Na drazenje kontralateralne - desne - noge se je nevron odzival
podobno kot na drazenje LinD — na vse uporabljene frekvence, latence so se gibale med 12
ms (n=12; Q1 =8 ms, Q3 = 14 ms) pri 200 Hz in 16 ms (n=12; Q1 =9 ms, Q3 = 19 ms) pri
70 Hz (sliki 28 in 29).

Teste obcutljivosti na Casovne zamike smo opravili s 100 Hz drazljaji. Na rastrskem prikazu
(slika 30) je opazno, da je bil odgovor celice sestavljen iz dveh AP-jev, katerima so sledili
drugi, po ¢asu prihoda neurejeni AP-ji. Tak tip odgovora bi morda lahko oznacili kot fazi¢no
- toni¢en. V primerjavi z odgovori na drazenje s serijo Lx.x so bili odzivi na serijo drazljajev
Dx.x od odziva D1.0 naprej pravilneje razporejeni; variacija latenc prvih dveh akcijskih
potencialov je bila manjsa. Ugotovitev potrjuje tudi razvrstitev odzivov po sorodnosti.
Dendrogam, narisan z upostevanjem FSL je pravilno lo¢il Lx.x in D0.5 - D5.0, nadaljnja
lo¢itev po velikosti zamikov ni bila tako pravilna. Kot naju¢inkovitejSa za pravilno razvrstitev
odzivov DO0.5 - D5.0 po velikosti se je pokazala uporaba FSL in intervalov med prvimi tremi
AP. Vendar je bil v tem primeru odziv na D0.5 pristet k odzivom Lx.x skupaj z odzivi DO0.0.
Podobno je bilo brez uporabe FSL s to razliko, da je bila tu prvotna nenatan¢nost vecja:

nepravilno so se razporedili odzivi D0.5 in L1.0 (slike 31, 32 in 33).
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Slika 26. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TC-1 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem
drazenju obeh nog prvega para (zgoraj), na drazenje ipsilateralne - prednje leve - noge (sredina) in na drazenje

kontralateralne - prednje desne - noge (spodaj).
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Slika 30. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TC-1 na draZenje z vecanjem casovnega zamika zacetka drazenja
med eno in drugo nogo. Nad x osjo so odzivi celice ob zaostajanju zacetka drazenja desne (kontralateralne
noge), pod x osjo so odzivi celice ob zaostajanju zacetka drazenja leve (ipsilateralne noge). Puscici oznacujeta
skokovito povecanje latence pri odzivih na drazenja od D0.5 do D5.0. Uporabili smo 100 Hz drazljaje.
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Slika 31. Razvrstitev odzivov celice PTG-TC-1 na drazenje z zamiki s 100 Hz po sorodnosti. Za razvrscanje
smo uporabili FSL. Posebnost odzivov je precej pravilno razvrséanje odzivov na Dx.x drazenja, z izjemo D0.5

in D0.0, ki naj bi bila bolj podobna odzivom na drazenja s stimulusi Lx.x.
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Slika 32. Razvrstitev odzivov celice PTG-TC-1 na drazenje z zamiki s 100 Hz po sorodnosti. Za razvrscanje

smo uporabili FSL in intevale med prvimi Stirimi AP-ji.
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Slika 33. Razvrstitev odzivov celice PTG-TC-1 na drazenje z zamiki s 100 Hz po sorodnosti. Za razvrscanje

smo uporabili intervale med prvimi stivimi APji - izpustili smo FSL.
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PTG-TI-1

Soma celice lezi v ventralni skorji desne polovice posteriornega dela protorakalnega
ganglija. Na ipsilateralni strani izras¢ata iz primarnega vlakna dve veji. Prva se razcepi
v en vzpenjajoci in en spuscajoCi se akson, druga pa po nekaj ipsilateralnih razvejitvah
preide na kontralateralno stran, kjer tudi tvori nekaj lateraliziranih razvejitev, izmed katerih
imajo nekatere zadebeljene koncice (pretezno izhodna regija); zadebeljenih konci¢ev na
ipsilateralni strani ganglija nismo opazili. Vzpenjajo¢i in spuscajoCi se akson nista bila

opaznov od konektivov ganglija dalje (slika 34).

Mikropipeto smo vstavili v protorakalni ganglij. Testiranje frekvencne obcutljivosti
internevrona je pokazalo, da ima celica vhod tako z leve kot desne prve noge. Na rastrskem
prikazu odzivov ob hkratnem drazenju obeh prednjih nog (LinD) je opazen prispevek
posami¢ne noge (slika 35). Vibracijski vhod preko leve prednje noge je bil frekvencno locen.
Odzivi na drazljaje nizkih frekvenc (40-100 Hz) so imeli krajSo latenco — min. 26 ms pri
40 Hz (n=11; Q1 =24 ms, Q3 = 31) - kot odzivi na drazljaje visjih frekvenc (200-750Hz).
Tu je bila minimalna latenca 106 ms pri 250 Hz (n = 10; Q1 = 54 ms, Q3 = 119 ms). Pri
drazenju D pojav ni bil tako izrazit — v manjsi meri le pri 750 Hz (Slika 36 in 37). Celico smo
testirali z zamiki pri 150 Hz. Na rastrskem prikazu je opazna razlika med odzivi na teste Lx.x
in na teste Dx.x (slika 38). V odzivih D0.5 — D5.0 se je pojavila inhibicija, v odzivih L2.0
—L5.0 pa se FSL veca skupaj s povecevanjem razlike med zacetkom draZzenja desne in leve
noge. Odzive smo razvrstili po sorodnosti. Prvi¢ smo razvr$¢anje opravili na podlagi FSL,
drugi¢ pa z upostevanjem FSL ter intervala med prvim in drugim AP (sliki 39 in 40). V obeh
primerih so se odzivi na L0.0 in DO0.0 razvrstili skupaj, medtem ko ostali odzivi niso bili
popolnoma lo¢eni po smeri. Kljub temu se je vecina odzivov Lx.x razvrstila v eno, vecina
odzivov Dx.x pa v drugo vejo. Locitev je bila boljsa v prvem primeru. Nadalje smo odzive
uredili po sorodnosti le z upostevanjem intervala med prvim in drugim AP. V tem primeru
odzivi na L0.0 in D0.0 na dendrogramu niso vec¢ izolirani od ostalih, ki niso razvrs¢eni glede

na smer in velkost zamika (slika 41).

Slika 34. Oblika in lega celice PTG-TI-1. Celica ima en
vzpenjajoc in en spuscajo¢ akson, ki sta se nepopolno

napolnila z barvilom. Soma je v desnem protorakalnem

200 um

hemigangliju.
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Slika 35. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TI-1 med meritvami frekvencne obcutljivosti: ob hkratnem
drazenju obeh prvih nog (zgoraj), ob drazenju kontralateralne (leve) noge (sredina) in ob drazenju somi

ipsilateralne (desne) noge (spodaj). Na zgornjem prikazu se vidi kombiniranost odziva z leve in desne noge.
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Slika 36. Latence odzivov celice PTG-
TI-1, L oznacuje latence odgovorov
na drazenje kontralateralne prednje
noge, D oznacuje latence odgovorov
na drazenje ipsilateralne prednje noge,
LinD oznacuje latence odgovorov na

hkratno drazenje obeh prednjih nog
(zgoraj).

Slika 37. Relativna jakost odgovorov
PTG-TI-1  na

kontralateralne prednje noge (L), na

celice drazenje
drazenje ipsilateralne prednje noge (D)
in na hkratno drazenje obeh prednjih
nog (LinD) (spodaj).

Slika 38. Rastrski prikaz odzivov celice
PTG-TI-1 ob drazenju obeh nog s 150
Hz s povecevanjem casovnega zamika
med zacetkom drazenja ene in druge
prednje noge. Nad absciso so prikazani
odgovori na stimulacijo z zamikom

acetka drazenja desne (ipsilateralne)
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noge, pod absciso so prikazani
odgovori na stimulacijo z zamaknjenim
zacetkom drazenja prednje leve noge
(kontralateralne). Puscici oznacujeta
premik latence prvega AP oz. zacetek

inhibitornega vhoda.
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Slika 39. Razvrstitev odzivov celice PTG-TI-1 na drazenje z zamiki po podobnosti na podlagi FSL. Uporabili

smo 150 Hz drazljaje. Pri razvrséanju smo upostevali le FSL.
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Slika 40. Razvrstitev odzivov celice PTG-TI-1 na drazenje z zamiki po podobnosti z upoStevanjem FSL in

intervala med prvima dvema akcijskima potencialoma.. Uporabili smo 150 Hz drazljaje.

0.12

0.08
|

Razdalja
0.04
|

T e R

OO OOLNOINOONLNOOONNOO

OFTMOLOOOO—ANNTANANM T MO I
D_I_ID_ID_I_I_I_IDDD_ID_ID_IDDO_I

0.00
|

Slika 41. Razvrstitev odzivov celice PTG-TI-1 na drazenje z zamiki po podobnosti z upostevanjem intervala

med prvim in drugim AP. Uporabili smo 150 Hz drazljaje.
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PTG-TI-2

Telo celice lezi v posteriornem delu protorakalnega ganglija blizu medianega roba levega
konektiva. Telo je umesceno v sredinsko visino, blizu mediane ravnine ganglija. Primarno
vlakno se vzpenja v anteriorni smeri v levo polovico ganglija, kjer se razdeli v vzpenjajoc
(sega v devtocerebrum) in spuscajoci (doseze centralni ganglij) se akson. Na mestu
zdruzitve primarnega vlakna z aksonom izhaja v mediani smeri manjSa veja, ki se zakljuci
z zadebeljenimi koncici. V podzrelnem gangliju iz vzpenjajoCega se aksona izrasca Se ena
manjsa razvejitev, ravno tako z zadebeljenimi konci¢i. V devtocerebrumu se akson zakljuci
z vecjo razvejitvijo z zadebeljenimi konci¢i. Spuscajoci se akson se zaklju¢i v podroc¢ju
preklopov tretjega para nog z medialno usmerjeno vejo. Druga mediano usmerjena veja
je na visini drugega para nog. Okoli obeh omenjenih vej so fine razvejitve, katerih koncici
delujejo zadebeljeno vendar zaradi slabse obarvanosti tega ne moremo z gotovostjo trditi
(slika 42).

Aktivnost celice PTG-TI-2 smo belezili v protorakalnem gangliju. Na drazenje samo
ipsilateralne noge in na hkratno drazenje obeh nog je celica najSibkeje odgovarjala na
frekvence 40 in 70 Hz, pri draZzenju desne (kontralateralne) noge pa so bili Sibkejsi odgovori
na drazljaje frekvenc 40, 70 in 100 Hz (slika 45). Najkrajse latence odzivov smo zabelezili
pri hkratnem drazenju obeh nog (LinD) z 250 Hz drazljaji — 25 ms (n = 11; Q1 = 33 ms, Q3
= 31 ms). Celica je z najve¢ AP odgovarjala na drazljaje frekvenc 200, 250 in 500 Hz ob
hkratnem draZenju obeh nog (slika 44). Celica je bila v Casu testiranja frekvencéne odvisnosti
odgovarjanja neenakomerno spontano aktivna s ponavljalno frekvenco akcijskih potencialov
med 3 in 10 na sekundo (n = 11).

V drugem delu poskusa smo merili odzive nevrona na drazenje z zamiki med levo in desno
stranjo 150 Hz drazljaji. Na rastrskem prikazu (slika 46) je opazno povecanje FSLpri drazenju
z drazljaji L0.5-L5.0 v velikostnem razredu 5-10 ms. Latence odgovorov na drazenja z
drazljaji Lx.x so manj variabilne kot latence odgovorov na drazenja z drazljaji Dx.x. Prvi
dendrogram sorodnosti odzivov smo izrisali z upoStevanjem FSL, drugi dendrogram pa smo
pripravili z upostevanjem FSL in intervali med prvimi osmimi AP. Na prvem dendrogramu
so odzivi na D0.0 in L0.0 drazljaje oznaceni kot sorodni, vecji del odzivov na drazenja serije
L, razen L1.5, L1.0, L3.0 in D1.0, je loCen od serije D (slika 47). Razlog bi lahko iskali v
omenjeni variabilnosti odzivov na serijo drazenj D. Na drugem dendrogramu so odzivi na
DO0.0 in L0.0 urejeni skupaj (slika 48), ostali odzivi so premeSani. V tem primeru menimo, da

ima potencialno informativno vrednost le sprememba FSL. Na tretjem izrisu brez uporabe
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FSL - le z upostevanjem intervalov med prvimi osmimi APji so odzivi premesani; tudi odzivi

na L0.0 in D0.0 niso razvr$¢eni skupaj (slika 49).

Slika 42. Oblika in lega celice PTG-TI-2 (levo). Soma celice

S
§' lezi v levem protorakalnem hemigangliju.
(o]
0.17
0.087
. . . » 0.067
Slika 43. Latence odzivov celice -
PTG-TI-2 pri frekvencnem testiranju 8 0.04-
ob hkratnem drazenju obeh prednjih
nog (LinD), ob drazenju ipsilateralne 0.02-
- leve - noge (L) in ob drazenju
kontralateralne - desne - noge (D). 0 : : : :

O 10 A0\ ,Lg() ,150 o0 1P
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Slika 44. Prikaz relativne jakosti
odgovorov  celice PTG-TI-2  pri

frekvencnem testiranju ob hkratnem

; drazenju obeh prednjih nog (LinD), ob

po W ,(Q‘(V’ A0 \’\1,\60 \’\1?90 \’\1160 \’\1660 Wk RN Wk drazenju ipsilateralne - leve - noge (L)

in ob drazenju kontralateralne - desne
Frekvenca (Hz) - noge (D).

4



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

750 Hz

500 Hz

250 Hz

200 Hz

150 Hz

OBE

100 Hz

70 Hz

40 HZ

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

750 Hz
500 Hz
250 Hz TR
200 Hz : . ‘ g

150 Hz

IPSI

100 Hz

70 Hz

40 HZ

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

750 Hz
500 Hz
250 Hz
200 Hz
150 Hz

100 Hz

KONTRA

70 Hz

40 HZ

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

Slika 45. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TI-2 med meritvami frekvencne obcutljivosti: na hkratno drazenje
obeh prednjih nog (zgoraj), na drazenje prednje leve - ipsilateralne - noge (sredina) in na drazenje prednje

desne - kontralateralne - noge (spodaj).
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Slika 46. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TI-2 na drazenje obeh nog s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom drazenja ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob zamikanju zacetka
drazenja desne noge, pod absciso so odzivi celice ob zamikanju zacetka drazenja desne noge. Uporabili smo
drazljaje frekvence 150 Hz.
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Slika 47. Odzivi celice PTG-TI-2, razvrsceni po sorodnosti na podlagi FSL. Uporabljena frekvenca drazljaja
je bila 150 Hz.
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Slika 48. Odzivi celice PTG-TI-2 razvriceni po sorodnosti na podlagi FSL in intervalov med prvimi osmimi
akcijskimi potenciali. Tudi tu so odzivi na L0.0 in D0.0 drazljaje razvrscéeni skupaj. Uporabljena frekvenca
drazljaja je bila 150 Hz.
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Slika 49. Odzivi celice PTG-TI-2 razvrsceni po sorodnosti na podlagi intervalov med prvimi osmimi APji (brez
FSL). V tem primeru tudi odzivi na L0.0 in D0.0 drazljaje tu niso razvrsceni skupaj. Uporabili smo drazljaje
frekvence 150 Hz.
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PTG-DC-2

Soma celice lezi levo od mediane ravnine v skorji protorakalnega ganglija. Primarno vlakno
se dvigne do priblizno sredine, kjer v nevropili prvih nog tvori pletez gladkih in zadebeljenih
zivénih koncicev. Tu akson preide na kontralateralno stran in se po tej strani spusti v centralni
ganglij, kjer se konc¢a s pletezem zadebeljenih Zivénih koncicev v visini nevropile zadnje
desne noge. V centralnem gangliju izhaja iz aksona v obmocje preklopov druge desne noge
Se ena krajsa veja, ki se konca s pletezem zadebeljenih ziveénih konc¢icev. Enako velja tudi za
vejo, ki izhaja iz aksona v protorakalnem gangliju in se zakljuci v visini nevropile prvih nog.
Vse omenjene kontralateralne razvejitve so po visini nekoliko nad nivojem poteka aksona,
ipsilateralna razvejitev takoj za somo pa se razprostira nad in pod nivojem aksona (slika
50).

Belezenje aktivnosti celice smo opravili v protorakalnem gangliju. Pri drazenju bodisi obeh
nog hkrati (LinD) bodisi le desne - kontralateralne - noge je z najve¢ AP nevron odgovarjal
na 40 Hz in 750 Hz drazljaje (slika 52). Celica je pri drazenju desne noge izkazovala precej
manjso obcutljivost kot pri drazenju leve, ipsilateralne noge. Najkrajse latence odgovorov
smo izmerili pri drazenju s 40 Hz (slika 51), in sicer 25 ms (LinD; n = 13; Q1 =23 ms, Q3
=25ms),26 ms (L; n=12; Q1 =25 ms, Q3 =28 ms) in43 ms (D; n=11; Q1 =38 ms, Q3
= 63 ms). Latencna krivulja za odgovore ob drazenju LinD je podobna krivulji latenc ob
L drazenju do frekvence 250 Hz, pri frekvencah 500 in 750 Hz pa je bolj sorodna krivulji
latenc ob D drazenju. Podobno se vedejo tudi krivulje relativne obcutljivosti (slika 52). Pri
hkratnem drazenju obeh nog s 40 Hz drazljaji je celica odgovarjala fazno vezano s po dvema
AP-jema na val drazilnega signala; fazno vezan odgovor je bil znacilen tudi za odgovore na
drazenje leve noge s 40 Hz pulzi, le da je bilo Stevilo AP-jev manjse, obi¢ajno dva na prvi

val stimulusa, nato pa po en (slika 53).

Po opravljenem testiranju frekvencne obcutljivosti, smo analizirali Se odgovore celice na
zamike z 40 in 750 Hz drazljaji. Na rastrskem prikazu odzivov ob uporabljenem 40 Hz
drazljaju (slika 54) so vidni $tirje »valovi« akcijskih potencialov v fazno-vezanem odgovoru
na drazljaj. Pri odgovorih na drazljaje L0.0 in D0.0 je opazno, da je FSL krajsa, kot pri
odgovorih na ostale drazljaje. Opazna je tudi variabilnost FSL pri odgovorih na drazljaje D0.5
— D5.0. Odzive smo sortirali po sorodnosti, zato smo uporabili v prvem primeru uporabili
le FSL, v drugem pa FSL in intervale med prvimi tremi AP. Na prvem dendrogramu so
odzivi L0.0 in D0.0 razvrsceni loceno od ostalih, loceni pa so bili e L2.0 - L 5.0 na v eni

in D0.5, D3.5 in D5.0 v drugi podveji. Na drugem dendrogramu so odzivi L0.0 in D0.0
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razvrsceni skupaj, v isti veji so Se L1.0, L2.5 in L3.5 ter D0.5, D1.0, D1.5, D2.0 in D3.0. V
svojo podvejo so uvrsceni odzivi LO.5, L3.0-L5.0 in D3.5. V tretjo skupino so se razvrstili
odzivi nasprotnega pola: D2.5, D4.0 — D5.0 in L2.0 ter L1.5. Verjetni vzrok za nepravilno
razvr$anje odzivov je omenjena variabilnost latenc. Razvrs€anje odzivov brez uporabe
FSL je dalo podobno sliko: odzivi L0.0 in D0.0 so razvrsceni skupaj, vendar ne loceno od
ostalih odzivov (slika 56). Na rastrskem prikazu odzivov pri drazenju z zamiki z 750 Hz je
opazno neenakomerno odgovarjanje na drazljaje preko razli¢nih stimulusov, vendar je vsem
odgovorom skupna terminalna razporeditev akcijskih potencialov (slika 57), ki na rastrskem

prikazu tvori »val«. Razvr§€anje po sorodnosti ni pokazalo urejenih odnosov.

Slika 50. Oblika in lega celice PTG- Slika 51. Prikaz latenc odzivov celice PTG-DC-2
DC-2. Soma lezi v levem protorakalnem med meritvami frekvencne obcutljivosti: ob hkratnem
hemigangliju, spuscajoci akson lezi drazenju obeh prednjih nog (LinD), ob drazenju
ipsilateralno glede na somo. ipsilateralne - leve - prednje noge (L) in ob drazenju

kontralateralne - desne - prednje noge (D).
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Slika 53. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-DC-2 med meritvami frekvencne obcutljivosti: ob hkratnem

drazenju obeh nog prvega para (zgoraj), ob drazenju ipsilateralne - leve - noge (sredina) in ob drazenju

kontralateralne - desne - noge (spodaj).
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Slika 54. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-DC-2 na drazenja leve in desne prednje noge s 40 Hz drazljaji ob
povecevanju zamika med zacetkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo. Nad absciso so odzivi celice ob
povecevanju zamika pred zacetkom drazenja prednje desne (ipsilateralne) noge, pod absciso so odzivi celice
ob povecevanju zamika pred zacetkom drazenja prednje leve (kontralateralne) noge. Izstopajoca odziva sta

L0.0 in D0.0, ki imata krajso latenco kot ostali odzivi.
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Slika 55. Odzivi celice PTG-DC-2 na drazenje z zamiki s 40 Hz drazljaji razvrsceni po sorodnosti na podlagi
FSL (levo) ter na podlagi FSL in intervalov med prvimi tremi akcijski potenciali (desno). V obeh primerih se
L0.0 razvrsti blizu D0.0, locitev strani pa je pravilnejsa v prvem primeru, saj se odzivi L0.0 in D0.0 locita od

ostalih odzivov (primerjaj z rastrskim prikazom).
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Slika 56. Odzivi celice PTG-DC-2 na drazenje z zamiki s 40 Hz razvrsceni po sorodnosti na podlagi intervalov

med prvimi tremi APji (brez upostevanja FSL). Tudi tu so odzivi premesani. L0.0 in D0.0 so sicer razvrsceni

skupaj, vendar niso loceni od ostalih odzivov.

5.0 ms
4.5 ms
4.0 ms

35ms |

3.0 ms
2.5ms
2.0 ms

zamiki na D

1.5 ms
1.0 ms
0.5 ms
0.0 ms

zamiki na L
[38)
n
=
2

-
0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 Cas [s]
N -

Slika 57. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-DC-2 na drazenja leve in desne prednje noge s 750 Hz drazljaji

ob povecevanju zamika med zacetkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo. Nad absciso so odzivi celice

ob povecevanju zamika pred zacetkom drazenja prednje desne (ipsilateralne) noge, pod absciso so odzivi

celice ob povecevanju zamika pred zacetkom drazenja prednje leve (kontralateralne) noge.
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3.2.2 Drazenje druge in tretje leve ter prve desne noge (situacija zadaj - spredaj)

PTG-TC-2

Celica se je delno napolnila z barvilom. Soma celice lezi lateralno v skorji sprednje desne
polovice protorakalnega ganglija. Primarno vlakno preide na kontralateralno stran, kjer se
razcepi v en vzpenjajoci in en spuscajoci se akson. Predtem se v posteriorni smeri blizu
mediane linije odcepi manjSe vlakno. Na kontalateralni strani protorakalnega ganglija so
bile zabelezene Se tri manjse veje, ki izraScajo v lateralni smeri; njihovi koncici izgledajo
beticasto. Spuscajoci se akson se zakljuci z dvema razvejitvama v centralnem gangliju, obe
izrascata v lateralni smeri, tip koncicev je nepoznan. Vzpenjajocemu se aksonu smo sledili
v podzrelni ganglij, naprej ni bil opazen, vendar se po naS§em mnenju akson tam ne zakljuci
(slika 58).

Z internevronom smo vzpostavili kontakt v protorakalnem gangliju. Testiranje frekvencne
obcutljivosti internevrona je pokazalo slabo odzivnost celice na drazenje zadnjih
kontralateralnih nog, celica je odgovarjala z malostevilnimi akcijskimi potenciali predvsem
na drazenje s frekvencami med 250 in 750 Hz. Najmocneje se je celica odzivala pri hkratnem
drazenju z obema pobudnima glavama hkrati (slika 61); tudi latence so bile v tem primeru
najkrajSe —med 23 pri 500 Hz drazljajih (n=11; Q1 =21 ms, Q3 =27 ms) in 30 ms pri 70 Hz
(n=11; Q1 =28 ms, Q3 =31 ms). Latence odgovorov pri drazenju ipsilateralne prve noge so
bile daljSe — med 26 ms pri 40 Hz (n = 11; Q1 =24 ms, Q3 =38 ms) in 50 ms pri 500 Hz (n
=11; Q1 =41 ms, Q3 = 73 ms); latence pri drazenju prve ipsilateralne noge so pri drazenju
s 500 in 750 Hz daljSe kot pri drazenju zadnjih dveh kontralateralnih (levih) nog (40 ms pri
500 Hz; n=12; Q1 =38 ms, Q3 = 55 ms; slika 59).

Obcutljivost na zamike v zacetku drazenja smo testirali s 150 Hz draZzljaji. Na rastrskem
prikazu (slika 62) je v odgovorih na drazenje s serijo Lx.x opazno skoraj 10 ms povecanje
FSL pri odgovorih na drazljaje od L0.5 naprej. Ta skok je viden tudi na dendrogramu
sorodnosti, izrisanim na podlagi FSL. L0.0 se razvrsti kot soroden odzivom D0.0 — D3.0 z
izjemo D2.5. Dendrogram kaze, da na podlagi povecanja FSL ni moc¢ nadalje lo¢iti odzivov
na serije L in D, saj se tudi pri odzivih na D4.0 — D4.5 poveca latenca prvega AP, hkrati pa
se zmanj$a latenca pri L3.0 (in L3.5). Razvrscanje po sorodnosti z upostevanjem FSL in
intervala med prvima dvema AP ne pokaZze boljse informacijske vrednosti za kodiranje smeri

izvora drazljaja (slika 63).
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Slika 58. Oblika in lega celice PTG-TC-2. Soma je v desni

polovici protorakalnega ganglija, vecina razvejitev je omejena

na kontralateralno stran centralnega Zivcnega sistema.
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Slika 59. Latence odzivov celice PTG-TC-
2 med meritvami frekvencne obcutljivosti
ob hkratnem drazenju prve desne in
zadnjih levih nog (LinD), ob drazenju
kontralateralne srednje in zadnje - levih
- nog (L) in na drazenje ipsilateralne

prednje - desne - noge (D).

Slika 60. Relativne jakosti odzivov celice
PTG-TC-2 med meritvami frekvencne
obcutljivosti ob  hkratnem drazenju
prve desne in zadnjih levih nog (LinD),
ob drazenju kontralateralne srednje in
zadnje - levih - nog (L) in na drazenje

ipsilateralne prednje - desne - noge (D).
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Slika 61. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TC-2 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju

prednje desne (ipsilateralne) in zadnjih dveh levih (kontralateralnih) nog (zgoraj), na drazenje zadnjih dveh

levih (kontralateralnih) nog (sredina) in na drazenje prednje desne (ipsilateralne) noge (spodaj).
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Slika 62. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TC-2 na drazenja prve desne in zadnjih levih nog ob povecevanju
zamika med zacetkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo. Nad absciso so odzivi celice ob povecevanju
zamika pred zacetkom drazenja prednje desne (ipsilateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob povecevanju
zamika pred zacetkom drazenja zadnjih dveh levih (kontralateralnih) nog. S puscicama je oznaceno skokovito

povecanje prvega akcijskega potenciala. Uporabili smo drazljaje frekvence 150 Hz.
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Slika 63. Odzivi celice PTG-TC-2 razvrsceni po sorodnosti na podlagi FSL (levo) ter na podlagi FSL in
intervala med prvima dvema akcijskima potencialoma (desno). V obeh primerih se L0.0 razvrsti blizu DO.0.

Uporabili smo drazljaje frekvence 150 Hz.
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3.2.3 Drazenje zadnjega para nog (situacija zadaj levo - zadaj desno)
CG-AC-2a

Po obliki lahko internevron uvrstimo v tip CG-AC-2, ki ga je opisala Zorovic¢eva (2005).
Soma celice je v skorji centralnega ganglija na skrajni levi strani, posteriorno za vhodom zivca
druge noge. Primarno vlakno poteka kontralateralno, tvori zanko in se vzpne kontralateralno
somi preko protorakalnega v mozganske ganglije. Se na ipsilateralni strani iz primarnega
vlakna posteriorno izras¢a pletez razvejitev proti izrastu zivca leve zadnje noge, koncici so
tako zadebeljeni kot gladki. Kontralateralno iz vzpenjajocega vlakna izra$¢ata v smeri proti
izstopu zivcev zadnjih dveh desnih nog Se dve sekundarni vlakni, ki v podrocju preklopov
tvorita preplet z gladkimi in zadebeljenimi koncici. V protorakalnem gangliju iz omenjenega
vlakna izrascata Se dve majhni ravzejitvi, ena v medialni smeri (vendar ne ¢ez sredinsko

ravnino) in druga v lateralno smer, obe v ravnini zivca prve desne noge (slika 64).

Za meritve smo mikropipeto vstavili v centralni ganglij. Opravili smo teste frekvencne
obcutljivosti. Pri draZzenju LinD so imelo odgovori najkrajSo latenco pri drazenju s 70 Hz
drazljaji - 26 ms (n=15, Q1 = 22 ms, Q3 = 55 ms; slika 65), vendar je celica z najve¢ AP
odgovarjala na drazljaje frekvenc 200, 250, 500 in 750 Hz. Pri ipsilateralnem (levostranskem)
drazenju je bila latenca najmanjsa pri 250 Hz, in sicer 53ms (n = 12; Q1 = 45 ms, Q3 =57
ms), pri kontralateralnem (desnostranskem) pa pri 200 Hz - 67ms (n = 14; Q1 = 81 ms, Q3
= 81 ms). Pri levostranskem drazenju se je celica najmocneje odzvala pri 200 in 250 Hz, pri
desnostranskem pa je imela priblizno enakomerno moc¢an odziv med 100 in 500 Hz, medtem
ko se na drazenja pri 40 in 750 Hz ni odzivala (slika 65).

Opravili smo test obcutljivosti na zamike z 200 Hz draZzljaji. Izrisa klastrskega dendrograma
zupostevanjem FSL v prvem primeru ter z upostevanjem FSL in intervalov med prvimi tremi
AP sta razvrstila odzive na Dx.x po velikosti, odzivi na Lx.x pa so bili na izrisu neurejeni —
L0.0 je v sorodstvu z L4.5 in L4.0 je najbolj soroden 0.0 (sliki 68 in 69). Na rastrskem izrisu
(slika 67) je opazna inhibicija, ki je v meritvah D0.5 — D5.0 zamaknila odziv za skoraj 20 ms,
med tem ko je pri meritvah D0.0 celica zacela odgovarjati prej — tako kot v poskusih L0.0

— L.5.0. Razvrscanje po sorodnosti brez uporabe FSL ne pokaze lateralizacije (slika 70).
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Slika 64. Oblika in lega celice
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Slika 66
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. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-2a ob hkratnem drazenju zadnjega para nog (zgoraj), ob

drazenju leve - ipsilateralne - zadnje noge (sredina) in ob drazenju desne zadnje - kontralateralne - noge

(spodaj).
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Slika 67. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-2a ob drazenju z vecanjem c¢asovnega zamika med zacetkom

stimulacije z eno in drugo pobudno glavo. Opazno je skoraj 20 ms povecanje latence prvega AP pri odzivih na

drazenje z zamiki na desni strani, od 0.5 ms naprej (D0.5). Uporabili smo 200 Hz drazljaje.
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Slika 68. Dendrogram odzivov celice CG-AC-2a na testiranje z zamiki z 200 Hz drazljaji, razvrscenih po

sorodnosti na podlagi FSL. Odziv D0.0 se razvrs¢a med odzive Lx.x, med tem ko so ostali odzivi Dx.x loceni.
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Slika 69. Dendrogram odzivov celice CG-AC-2a na testiranje z zamiki z 200 Hz drazljaji, razvrscenih po

sorodnosti na podlagi FSL in intervalov med prvimi tremi AP. Situacija je podobna kot na prejsnji sliki.
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Slika 70. Dendrograma odzivov celice CG-AC-2a na testiranje z zamiki z 200 Hz drazljaji, razvrscenih po
sorodnosti na podlagi intervalov med prvimi tremi akcijskimi potenciali (brez FSL). Odzivi niso urejeni glede

na vodeco in zaostajajoco stran.
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3.3. TIPI INTERNEVRONOV, KATERIH LATENCE ODGOVOROV ZVEZNO
SLEDIJO VECANJU CASOVNE RAZLIKE V ZACETKU DRAZENIJA.

Tu je predstavljenih 10 tipov internevronov, katerih odgovori so zvezno sledili povecevanju
zamika v drazenju z eno in drugo pobudno glavo s povecevanjem latence odzivov. V nekaterih
primerih je bilo ta pojav mozno slediti, ker je celica zaradi izbrane konfiguracije stimuliranih
nog imela vhod le z ene strani. Latenca je bila v primeru nekaterih celic precej uniformna, v

drugih pa so bile variacije zelo velike.

3.3.1 DrazZenje prvega para nog (situacija levo - desno)

PTG-TB-1b

Soma celice lezi v protorakalnem gangliju posteromediano blizu konektivov s centralnim
ganglijem. Glavna razvejitev je v protorakalnem gangliju, od koder izrasc¢ata dva aksona
- prvi v CG in drugi v podzrelni ganglij, v samem protorakalnem pa je bilo opaznih mnogo
razvejitev z zadebeljenimi koncici. Razvejitve spuscajocega se aksona v centralnem gangliju
imajo koncice zadebeljenega tipa; tudi nekatere razvejitve v podzrelnem gangliju so takega
tipa (Slika 71).

Odgovore celice na drazenje smo belezili z mikropipeto vstavljeno v protorakalni ganglij.
Latence odgovorov celice ob drazenju LinD ter testih L - (drazenje ipsilateralne noge) so bile
podobne: med 14 ms (750 Hz LinD; n = 11; Q1 = 8 ms, Q3 = 15 ms) in 17 ms (70 Hz LinD;
n=11;Ql =15ms, Q3 = 18 ms) v prvem primeru ter med 15 ms (500 HzL; n=12, Q1 =15
ms,Q3=19ms)in19ms (70HzL;n=12,Q1 =17 ms, Q3 =21 ms; Slika 75). Celica je bila
med meritvami spontano aktivna (slika 73), s frekvenco AP med 6.7 in 10 Hz (n = 11). Pri
drazenju kontralateralnega vhoda pa je bila celica ve€ino ¢asa spontano aktivna v enakem
frekvencnem obmocju in se je odzivala le na 150 Hz draZzljaj (slika 73). Pomanjkanje odziva
je v skladu z zabeleZeno visoko variabilnostjo izmerjenih latenc odzivov - spontana aktivnost
- ob drazenju D z ostalimi frekvencami. Na prikazu relativne obcutljivosti je zanimiv vrh
pri odzivih na 150 Hz draZljaje, tako za drazenje leve kot desne noge, za odzive na drazenje
LinD pa je znacilno ravno obratno: majhna obcutljivost pri 150 Hz in ve¢ja obcutljivost pri
750 Hz.

Drazenje z zamiki smo opravili z 40 in 150 Hz drazljaji. Na 40Hz drazljaje je celica

odgovarjala fazno vezano, kar je opazno rastrskem prikazu (slika 76). Opazna je bila tudi
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razlika v odgovorih pri daljSanju zamika med zacetkoma drazenja ene in druge noge: ob
odgovorih na drazljaje Lx.x latence AP-jev sledijo ve¢anju zamika. Podobno smo zabelezili
tudi pri odzivih na Dx.x, vendar v precej manj$i meri; prisotna je bila tudi vecja variabilnost
latenc AP pri vecjih zamikih. Odzive smo uredili po sorodnosti, kot parameter smo uporabili
FSL. Nadrevesnem prikazu so odzivi na drazenja L0.0 in D0.0 razvr$ceni kot podobni, skupaj
z D3.5. Odzivi L2.0 in L3.0 - L5.0 so razvrs¢eni kot podobni, med tem ko so preostali odzivi
pomesani (slika 77, levo). Nadalje smo razvrs¢anje po sorodnosti opravili z upostevanjem
FSL in intervalov med prvimi petimi AP. Locitev podobna kot v prej$njem primeru, vendar
odzivi na drazljaje L0.0 in D0.0 niso razvrs¢eni skupaj (slika 77, desno). Opravili smo Se
razvrstitev le z upoStevanjem intervalov med prvimi petimi akcijskimi potenciali. Razvrstitev
je bila podobna kot v drugem primeru - odzivi na L0.0 in D0.0 so na prikazu lo¢eni. Hkrati
smo po sorodnosti razvrstili tudi odzive na Lx.x in Dx.x lo¢eno. Odzivi na drazenje z Lx.x so
na prikazu skoraj pravilno urejeni naras¢ajoc¢em zamiku, medtem ko se odzivi ob drazenju
Dx.x niso razvrscali po velikosti zamika (slika 79). Rastrski prikaz odzivov ob 150 Hz
stimulaciji kaze fazicno-tonicen tip odziva (slika 80). Tudi tu vecanje FSL sledilo vec¢anju
zamika drazenja leve noge — hkrati se je variabilnost njihovih vrednosti povecala pri odzivih
od L3.0 naprej. Odzivi na drazenja z Dx.x so temu zamikanju sledili manj ocitno — tudi
variacija FSL je bila manjsa (slika 69). Odzive smo razvrstili po sorodnosti z upostevanjem
FSL (slika 81, levo). Odzivi L0.0 in D0.0 so tu razvrs¢eni blizu skupaj, popolnoma lo¢eni so
odzivi L2.5 - L5.0, med tem ko so ostali Lx.x odzivi premeSani z D5.0, D4.0 in D3.5 v svoji
podveji, ostali odzivi Dx.x pa skupaj z L0.0 tvorijo svojo podvejo. V naslednjem razvrs¢anju
smo uporabili FSL in prve §tiri intervale med AP in jih prikazali na dendrogramu (slika 81,
desno). Nazadnje smo razvrstili odzive Se z upoStevanjem intervalov med prvimi Stirimi
APji. Odzivi L0.0 in DO0.0 niso bili razvr$¢eni skupaj, ostali odzivi pa so bili razvr§¢eni

neurejeno po smeri in velikosti (slika 82).

Slika 71. Oblika in lega celice PTG-TB-1b. Celica ima

dva aksona, enega vzpenjajocega na ipsilateralni strani

200 pm

in enega spuscajocega na kontralateralni strani (levo).
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Slika 72. Rastrski prikaz relativne odzivov celice PTG-TB-1b med meritvami frekvencne obcutljivosti ob

drazenju prvega para nog hkrati (LinD; zgoraj), pri drazenju prednje leve - ipsilateralne - noge (L, sredina)

in ob drazenju prednje desne - kontralateralne - noge (D, spodaj).
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Slika 73. Prikaz spontane aktivnosti celice PTG-TB-1b kot kumulativne frekvence ob hkratnem dr

(zgoraj), ob drazenju prednje leve - ipsilateralne - noge (sredina) in ob drazenju prednje desne - kontralateralne - noge

(spodaj).
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Slika 75. Prikaz latenc odzivov celice PTG-TB-
1b pri testiranju frekvencne obcutljivosti celice:
ob drazenju prvega para nog hkrati (LinD), pri
drazenju prednje leve - ipsilateralne - noge (L)
in ob drazenju prednje desne - kontralateralne -
noge (D).
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Slika 74. Prikaz relativne jakosti odzivov
celice PTG-TB-1b med testiranjem frekvencne
obcutljivosti celice: ob drazenju prvega para
nog hkrati (LinD), pri drazenju prednje leve -
ipsilateralne - noge (L) in ob drazenju prednje

desne - kontralateralne - noge (D).
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Slika 76. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TB-1b na 40 Hz draZenje s povecevanjem casovne razlike med

zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob ¢asovnem zamikanju

zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge.
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Slika 77. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1b na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Za levi prikaz smo uporabili FSL, za desnega
pa FSL in intervale med prvimi petimi akcijskim potenciali. V prvem primeru se odzivi L0.0 in D0.0 razvrstijo

skupaj, med tem ko so v drugem primeru razvrsceni narazen.
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Slika 78. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1b na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabili smo latenco prvega akcijskega

potenciala in intervale med prvimi petimi akcijskim potenciali. Tudi v tem primeru odzivi L0.0 in D0.0 niso

razvrsceni skupaj.
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Slika 79. Po strani stimulacije locen dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1b na 40 Hz drazenje s
povecevanjem casovne razlike med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabili smo

FSL in intervale med prvimi petimi AP,
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Slika 80. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-TB-1b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju
zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge.
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Slika 81. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne
razlike med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Za levi prikaz je bila uporabljena
FSL. L0.0 in D0.5 so urejeni kot podobni. Na desnem prikazu so bili uporabljeni FSL ter intervali med prvimi

Stirimi AP-ji. Locitev v drugem primeru je slabsa, saj sta L0.0 in D0.0 razvrscena loceno.
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Slika 82. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1b na 150 Hz drazZenje s povecevanjem casovne
razlike med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Za prikaz so bili uporabljeni intervali
med prvimi Stivimi AP. Odzivi L0.0 in D0.0 so razvrsceni loceno, v primerjavi z uporabo intervalov med prvimi

4 AP skupaj z latenco prvega AP je nadaljnje locevanje slabse.

67



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

PTG-?-?

Celica se je nepopolno napolnila z barvilom, zato nismo napravili popolne oznake. Soma
celice lezi ventralno v mediani ravnini posteriornega dela protorakalnega ganglija. Primarno
vlakno se usmeri anteriorno, v sprednji polovici ganglija se obrne in precka mediano ravnino.
Se pred tem se iz vlakna odcepita dve oz. tri ve&je veje, ena v anteriorni smeri, ena dvojna v
posteriorni smeri in tretja v precni smeri, ki tudi precka mediano ravnino. Slednja se razcepi
v anteriorno in posteriorno vlakno, ki dalje nista vidna. Primarno vlakno se po preckanju
mediane ravnine razcepi v lateralno-anteriorno vejo in v posteriorno usmerjeno vejo. Tipi

koncicev zaradi slabega obarvanja niso bili razpoznavni (slika 83).

S celico smo vzpostavili kontakt v protorakalnem gangliju. Celica je bila ves ¢as poskusa
enakomerno spontano aktivna 20 in 23 Hz (n = 11). Odzivala se je le na draZzenje posameznih
ali obeh nog s 40 Hz drazljaji (slika 84). [zmerjene latence odgovorov na 40 Hz drazljaje so
bile med 17 in 19 ms (n = 11). Z najvec AP se je celica odzivala na hkratno drazenje obeh
nog (slika 85).

Rastrski prikaz (slika 86) kaze daljSanje FSL pri odgovorih na 40 Hz drazljaje D1.0 — D3.0,
pri D3.5 — D5.0 pa se je hkrati povecevala variabilnost latenc akcijskih potencialov. Pri
odgovorih na drazljaje serije Lx.x tega fenomena nismo opazili. Razvr§¢anje odzivov po
sorodnosti z upoStevanjem FSL in intervalov med prvimi Stirimi AP je pokazalo izrazito
lo¢itev na stimuluse serije LX.X in serije DX.X, hkrati pa skupaj razvrstilo odgovore L0.0
in D0.0. Najvecja napaka pri razvr§¢anju odgovorov D0.5 — D5.0 je 2.0 ms, pri razvrs¢anju
odgovorov LO.5 - L5.0 pa 3 ms (slika 87). Razrvs¢anje smo opravili Se brez upostevanja
FSL - le na podlagi intervalov med prvimi $tirimi akcijskimi potenciali. Dobili smo podoben
prikaz: odzivi L0.0 in D0.0 so razvrs¢eni skupaj, ostali so loeni po vodeci pobudni glavi.
Pri nadaljnjem razvrscanju odzivov D0.5 - D5.0 je maksimalna zabelezena napaka 2 ms, pri
razvrs¢anju odgovorov LO.5 - L5.0 pa 1.5 ms (slika 88). Menimo, da celica dobro kodira
casovni zamik zacetka drazenja prednje desne noge. To je nekoliko presenetljivo, glede na

dejstvo, da celica odgovarja predvsem na nizkofrekvencne stimuluse.

g
&

Slika 83. Oblika in lega celice PTG-?-?. Soma celice lezi

v levem protorakalnem hemigangliju. Veja "Y" oblike

100 um

v desni polovici protorakalnega ganglija je verjetno

izhodisce za vzpenjajoci in za spuscajoci se akson.
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Slika 85. Na levi sliki je prikaz latenc odzivov celice PTG-?-? pri frekvencnem testiranju ob drazenju prvega
para nog hkrati (LinD), ob drazenju ipsilateralne - leve - noge (L) in ob drazenju kontralateralne - desne - noge
(D). Celica je odgovarjala v glavnem na 40 Hz stimuluse. Na desni sliki so relativne jakosti odovorov na 40 Hz

drazljaje med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju nog prvega para (LinD), ob drazenju

ipsilateralne - leve - noge (L) in ob drazenju kontralateralne - desne - noge (D).
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Slika 86. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-?-? na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med

zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju

zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge.
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Slika 87. Prikaz sorodnosti odzivov celice PTG-?-? na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Pri razvrsc¢anju so bili uporabljeni FSL in intervali
med prvimi Stirimi AP. Odzivi L0.0 in D0.0 so se razvrstili skupaj; preostali odzivi so se locili po smeri.

Najvecja napaka v razvrscanju med odzivi L0.5 - L5.0 je 3 ms, med odzivi D0.5 - D5.0 pa 2 ms.
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Slika 88. Prikaz sorodnosti odzivov celice PTG-?-? na 40 Hz draZzenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Pri razvrsc¢anju so bili uporabljeni intervali med
prvimi Stirimi APji (nismo vkljucili FSL). Odzivi L0.0 in D0.0 so se razvrstili skupaj, preostali odzivi so se
locili po smeri. Najvecja napaka v razvrsc¢anju med odzivi L0.5 - L5.0 je 1.5 ms, med odzivi D0.5 - D5.0 pa 2

ms.
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PTG-LC-1

Soma celice lezi ventralno na levi strani ganglija, preostali del celice pa v celoti na

kontralateralni strani, kjer se razvejuje od ventralne do dorzalne strani (slika 89).

Odgovore celice na drazenje prvega para nog smo registrirali v protorakalnem gangliju.
Uporabili smo vi§jo amplitudo hitrosti signala kot ponavadi, in sicer 1x10~ m/s. Celica je
odgovarjala z ekscitacijo le na drazenje vhoda na tisti strani, na kateri ima pletez (somi
kontralateralna stran) in na drazenje obeh vhodov hkrati (slika 90). Celica je bila enakomerno
spontano aktivna (5 Hz,n=11). Na40 Hz draZljaje je celica odgovarjala fazno vezano. Krivulji
relativne obcutljivosti nevrona ob hkratnem drazenju obeh ali le desnega (kontralateralnega)
vhoda noge si po obliki sledita (slika 92). Celica je z najve¢ AP odgovarjala na 40 Hz
drazljaje. DraZzenje kontralateralne noge je povzroc¢ilo mo¢nejsi odgovor na drazljaj dolo¢ene
frekvence v ¢asovnem oknu 0.2 s po zacetku drazljaja. Podoben fenomen smo opazili pri
latencah posameznih AP-jev: FSL pri draZzenju obeh vhodov hkrati ali le kontralateralnega
vhoda so si podobne. Krivulji latenc drugega AP-ja kazeta, da se pri drazljajih s frekvencami
vi§jih od 40 Hz, latenca drugega AP-ja ob hkratnem drazenju obeh vhodov podaljsa. To kaze
na vpliv drazenja ipsilateralne (leve) noge, ki inhibira odgovor celice (slika 93). Kumulativni
seStevki akcijskih potencialov so visji pri drazenju kontralateralnega vhoda (v primerjavi s

seStevki odzivov drazenja obeh vhodov hkrati).

Celico smo testirali zamiki s 40 Hz drazljaji. Na izrisanem rastru odzivov se vidi, da odzivi
sledijo zamiku draZenja na kontralateralni strani (slika 94). Na prikazu je opazna velika
variabilnost latenc odzivov, saj kvartilni rang pri zamiku 0.0 ms znaSa 8 ms. Variabilnost
latenc vpliva tudi na razvrS¢anje odzivov. Napake pri razvr§c¢anju so vecje, ¢e poleg FSL
upostevamo Se intervale med prvimi Stirimi akcijskimi potenciali (slike 95, 96 in 97). Iz
razporejanja po sorodnosti ne moremo sklepati na ponovljivost kodirane smerne informacije.
Enostransko razvr$¢eni odzivi se ne razvr§¢ajo urejeno po velikosti zamika. Kakor je to
pri¢akovano pri odzivih na draZenje Lx.x, pa je pri odzivih na drazenje Dx.x variabilnost
verjetno povzrocila, da so se skupaj razvrstili odzivi na tako razli¢ne drazljaje, kot sta npr.:
DO0.0 in D3.5 (slika 98).

Slika 89. Oblika in lega celice PTG-LC-1. Soma
celice lezi v levi polovici protorakalnega ganglija. 200 um

Vse razvejitve so v kontralateralnem hemigangliju.
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Slika 90. Prikaz kumulativnih frekvenc odzivov celice PTG-LC-1 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju obeh prednjih

lateralne - noge (sredina) in ob drazenju prednje desne - kontralateralne - noge (spodaj).

ipsi

nog (zgoraj), ob drazenju prednje leve -
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Slika 93. Prikaz latenc odzivov
celicePTG-LC-1medmeritvami 0.087

frekvencne  obcutljivosti  ob - —— LinD, prvi AP
hkratnem  draZenju  obeh % 0.06- ~o=- D, prvi AP
prednjih nog (LinD) in ob 8 —= L in D, drugi AP
drazenju  kontralateralne - ~o D, drugi AP
desne - noge (D). Prikazane 0.047 _:_ IISITII%}TXE AP
so latence za prve tri akcijske e
potenciale v odzivu. Latence 0.02+

drugega akcijskega potenciala

so krajse, ce je bila drazena 01— : : : : : : :

kontralateralna noga kot v O 10 A0 AP a0 40 O 4D

rimeru, ko sta bili hkrati
P y Frekvenca (Hz)
drazeni obe prednji nogi.

74



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

5.0 ms
4.5 ms 08
4.0 ms - ‘ .

3.5ms e

3.0 ms . e ,:l'

R pe—

2.5ms oy
2.0 ms

1.5 ms T

zamiki na D

1.0 ms
0.5 ms

0.0 ms | %, 2 g ’ __.’..

zamiki na L
[SS R )

n o

8 B

2 B8
-
—
A

Slika 94. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-LC-1 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med

zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju

zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge.
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Slika 95. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-LC-1 na 40 Hz draZenje s povecevanjem casovne razlike

med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Za razvrscanje smo uporabili FSL.
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Slika 96. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-LC-1 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Pri razvrsc¢anju smo uporabili FSL in intervale

med prvimi Stirimi AP-ji.
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Slika 97. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-LC-1 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Pri razvrscanju smo uporabili intervale med

prvimi Stirimi akcijskimi potenciali (brez FSL).
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Slika 98. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-LC-1 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabili smo FSL in intervale med prvimi
Stirimi AP-ji. Na levi sliki so odzivi s povecevanjem casovnega zamika pred zacetkom drazZenja leve noge, na

desni sliki isto za desno nogo.
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3.3.2 Drazenje druge in tretje leve ter prve desne noge (situacija zadaj - spredaj)

PTG-DC-3

Somaceliceleziv ventralni skorjileve polovice protorakalnega ganglija, blizumedianeravnine
(slika 99). Primarno vlakno preide na kontralateralno stran. V distalnem delu protorakalnega
ganglija se iz primarnega vlakna odcepljata dve veji: vecja v lateralni smeri in manjsa, ki
ne preide sredinske ravnine pa v medialni smeri. Akson se spusca dalje po kontralateralni
strani v centralni ganglij. Priblizno na sredini centralnega ganglija, med odcepom Zivcev za
drugi in tretji par nog, se zakljuci s polkrozno zanko, ki preide sredinsko ravnino. Vecina
koncicev v tem delu je zadebeljenih, podobno kot pri razvejitvah v protorakalnem gangliju,

kar oznacuje pretezno izhodno regijo.

Z internevronom smo vzpostavili kontakt v protorakalnem gangliju. Nevron se je odzival z
ekscitacijo, ko smo drazili prednjo desno (kontralateralno) nogo ali pa le-to hkrati z nogama
na levi (ipsilateralni) strani. Pri draZzenju somi ipsilateralnih levih nog celica ni odgovarjala
z ekscitacijo, pa¢ pa je razvila rahlo in neenkomerno spontano aktivnost. Izjema je bilo
drazenje s 70 Hz, kjer je celica odgovarjala s podalj$Sanimi vlaki akcijskih potencialov
(slika 102). Latence odgovorov ob drazenju LinD so bile med 25 (pri 250 Hz; n = 11; Q1
=22 ms, Q3 = 26 ms) in 33 ms (pri 40 Hz; n= 11; Q1 = 26 ms, Q3 = 43 ms; slika 100).
Ob drazenju kontralateralne prednje noge so bile latence krajSe: med 19 ms (pri 250; n
=10; Q1 =19 ms, Q3 = 20 ms) in 23 ms pri 100 Hz (n=10; n = 10; Q1 =22 ms, Q3 =
24 ms). KrajSe latence odgovorov na drazenje kontralateralnega vhoda bi lahko razlozili
z inhibitornim vplivom ipsilateralnih zadnjih nog, vendar se je obcutljivost celice med
meritvami frekvencne obcutljivosti spreminjala. Testiranje z zamiki smo v celoti izvedli le
enostransko. Na rastrskem prikazu (slika 102) je opazno fazno vezanje prvih treh akcijskih
potencialov odgovora, katerim se latenca zvezno povecuje s poveCevanjem zamika zacetka
draZenja prednje desne noge. Razvrscanje po podobnosti odzivov smo izdelali z uporabo le
FSL in FSL skupaj z intervali med prvima dvema, tremi, Stirimi in petimi AP-ji. Informacija
je skoraj brez napake ohranjena pri razvrsc¢anju po FSL (slika 104), med tem, ko se pri
FSL in intervalu med prvima dvema AP ze meSa D3.0 z D1.5. Taka situacija se ohrani do
dendrograma na podlagi FSL in intervalov med prvimi petimi AP, na katerem je opazno
mesSanje D1.0 in D3.0 ter D5.0 in D3.5 (slika 105). Menimo, da se natanc¢nost sporocila

zmanjSuje z vecjim Stevilom intervalov.
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Slika 99. Oblika in lega celice PTG-DC-3. Soma lezi na levi strani
protorakalnega ganlija, vecina razvejitev pa na kontralateralni
strani. Spuscajoci akson se konca s kljukasto strukturo, ki sega na
obe strani mediane ravnine centralnega ganglija.
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Slika 100. Latence odzivov celice PTG-DC-3 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju
prednje desne noge iz zadnjih dveh levih nog (LinD) in latence ob drazenju desne prednje - kontralateralne
- noge (D).
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Slika 101. Relativne jakosti odzivov celice PTG-DC-3 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem
drazenju prednje desne noge iz zadnjih dveh levih nog (LinD) in latence ob drazenju desne prednje -

kontralateralne - noge (D).
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Slika 102. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-DC-3 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem

drazenju prednje desne in zadnjih dveh levih nog (LinD, zgoraj), ob drazenju zadnjih dveh levih - ipsilateralnih

- nog (L, sredina) in ob drazenju prednje desne - ipsilateralne - noge (D, spodaj).
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Slika 103. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-DC-3 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike

med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem

zamikanju zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge. Testov celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge nismo opravili.
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Slika 104. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-DC-3 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne

razlike med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabili smo FSL.
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Slika 105. Dendrogram sorodnosti odzivov celice PTG-DC-3 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne

razlike med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabili smo FSL in intervale med

prvimi petimi akcijskimi potenciali.
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CG-AC-2b

Soma celice lezi ventralno na desni strani centralnega ganglija v obmocju nevromere
zadnjih nog (slika 106). Primarno vlakno se razdeli na dva dela. Prvi se po somi ipsilateralni
strani vzpne v prvo nevromero centralnega ganglija. V prvi in drugi nevromeri tvori gladke
razvejitve. Drugi del preide mediano ravnino in se razdeli v akson, ki se po kontralateralni
strani vzpne v devtocerebrum in v krajse vlakno, iz katerega v prvi in drugi nevromeri CG
izrascajo veje z drobnimi razdelitvami. Vecji dve od teh segata lateralno v podrocje razvejitev
zivca druge in tretje noge; fine razvejitve obeh vej so gladkega tipa. Tretja razvejitev je
usmerjena mediano, ima zadebeljene koncice ki preckajo mediano ravnino. Drugo podrocje
z razvejitvami, ki se koncajo z zadebljenimi koncici je mediano v drugi nevromeri CG.
Vse razvejitve v centralnem ganliju so po visini priblizno v sredinski osi. V protorakalnem
gangliju je v vi$ini zivca prvega para nog par izrastkov z zadebeljenimi zivénimi konc¢ici in
sicer eden v lateralni in drugi v mediani smeri. Pletez v PTG je po globini blizje ventralni
strani ganglija. Veja, ki izras¢a iz aksona v mediani smeri verjetno precka mediano ravnino.
Akson ima $e dve manjsi razvejitvi z zadebeljenimi kon¢ici v podzrelnem gangliju, konca pa

se v devtocerebrumu z razvejitvijo, ki ima jasno zadebeljene koncice.

S celico smo vzpostavili kontakt v centralnem gangliju. Znacilni odziv na drazenja LinD ter
L je bil en AP, kateremu je v obeh primerih sledila inhibicija, tej pa Se priblizno 80 ms vlak
akcijskih potencialov (slika 109). FSL so bile v obeh primerih in pri drazljajih vseh frekvenc
priblizno enake, razlikovale pa so se dolzine inhibicije, ki so bile najkrajSe v odzivih na
750 Hz LinD drazljaj (slika 109). Odzivi na D serije drazenj niso imeli izrazitega vodilnega
AP, latence so bile daljse in bolj variabilne. Izpostaviti moramo podaljSan odgovor celice
tudi pri drazenju s 150 Hz, kateri je bil opazen tudi pri draZzenju LinD z enako frekvenco.
Pri odgovorih na drazenje LinD je bil opazen podaljSan odgovor na drazenje s 70 Hz, ki
sta ga prispevali levi zadnji nogi, kar je razvidno iz rastrskega prikaza. Z najve¢ akcijskimi
potenciali se je celica odzvala ob drazenju levih nog pri 150 Hz in pa ob isti frekvenci ob
draZenju obeh nog (LinD; slika 108).

Celico smo testirali z zamiki s 150 Hz drazljaji. Na izdelanem rastrskem prikazu (slika
110) je opazno sledenje FSL vecanju zamika zacetka stimulacije leve noge za stimulacijo
desne. Odzive smo uredili po sorodnosti, prvi¢ na podlagi FSL, drugi¢ pa smo ga pripravili
z upostevanjem FSL in intervalov med prvimi osmimi AP. V prvem primeru so na prikazu
opazni urejeno razvrsceni odzivi na drazenje Lx.x. Odzivi na draZenje s serijo Dx.x na

prikazu niso urejeni po podobnosti. Pri izrisu z uporabo metodi so se mesali odzivi serije D
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in LO.0 — L2.0. Na dendrogramu, izrisanem z upostevanjem FSL in intervalov med prvimi
osmimi AP, so odzivi na drazenje D0.0 in L0.0 razvr§ceni skupaj, pri ostalih nismo ugotovili
urejenosti (slika 112). Tretji¢ smo dendrogram izrisali Se brez uporabe FSL - le s podatki za
intervale med prvimi osmimi AP. V tem primeru odzivi L0.0 in D0.0 niso bili razvrsceni v
isto podvejo. Ostali odzivi so bili glede na velikost zamika razvr§c¢eni manj pravilno kot v

prej$njem primeru (slika 113).

Slika 106. Oblika in lega celice CG-AC-2b. Soma
lezi v desni polovici centralnega ganglija med

drugim in tretjim noznim Zivcem.

200 um
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- nog (sredina) in ob drazenju prednje desne - ipsilateralne noge (spodaj).
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Slika 110. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-2b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob ¢asovnem
zamikanju zacetka stimulacije prednje desne (ipsilateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem
zamikanju zacetka stimulacije zadnjih levih (kontralateralnih) nog. Puscica prikazuje skokovito povecanje

latenc prvih akcijkih potencialov po inhibiciji Ze za stimuluse s casovno razliko 0.5 ms
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Slika 111. Dendrogram sorodnosti odzivov celice CG-AC-2b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne
razlike med zacetkom stimulacije prednje desne (ipsilateralne) in zadnjih dveh levih (kontralateralnih) nog v

korakih po 0.5 ms. Za sliko je bila je bila uporabljena FSL. Odzivi L0.0 in D0.0 so razvrséeni blizu skupayj.
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Slika 112. Dendrogram sorodnosti odzivov celice CG-AC-2b na 150 Hz drazZenje s povecevanjem casovne
razlike med zacetkom stimulacije prednje desne (ipsilateralne) in zadnjih dveh levih (kontralateralnih) nog v
korakih po 0.5 ms. Za sliko je bila uporabljena FSL in intervali med prvimi osmimi AP-ji. Odgovori L0.0 in

DO0.0 so razvrsceni kot sorodni.
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Slika 113. Dendrogram sorodnosti odzivov celice CG-AC-2b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne
razlike med zacetkom stimulacije prednje desne (ipsilateralne) in zadnjih dveh levih (kontralateralnih) nog v
korakih po 0.5 ms. Za sliko so bili uporabljeni intervali med prvimi osmimi AP-ji. Odgovori L0.0 in D0.0 so v

tem primeru razvrsceni v sosednji podveji.
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C3

Celica nismo napolnili z barvilom, oblika nevrona ni zabeleZena.

Odgovore celice na drazenje smo registrirali v protorakalnem gangliju. Celica je bila spontano
aktivna s 5 do 13 akcijskimi potenciali na sekundo. Z ekscitacijo se je odzivala na drazenje
LinD s frekvencami med 40 in 250 Hz, med 40 in 750 Hz na drazenje D in na draZenje L s
40 Hz drazljajem(slika 114). Latenca odgovora celice v zadnjem primeru je bila 41 ms (n
=8; Ql =34 ms, Q3 = 41 ms) v ostalih primerih so bile mediane latence med 14 in 43 ms.
Z najvec AP se je celica odzivala ob hkratnem drazenju vseh treh izbranih nog (8, n=10) z
drazljajem 40 Hz (slika 115).

Celico smo testirali z drazenjem z zamiki; uporabili smo 40 in 150 Hz drazljaje. Na rastrskem
prikazu (slika 116) je opazen fazno vezan odgovor celice na 40 Hz drazljaje. Ob vecanju
zamika se je vecala tudi latenca akcijskih potencialov. Pri odgovorih na drazenje s serijo Lx.x
ta pojav ni bil opazen. Odgovore smo razporedili po sorodnosti na podlagi FSL in z uporabo
FSL in intervalov med prvimi osmimi AP-ji (slika 117). Na prvem prikazu so odgovori na
drazljaje D0.0 - D1.5 razvrSceni k odgovorom na drazljaje Lx.x, ki niso urejeni glede na
velikost zamika. Odgovori D2.0 - D5.0 so lo¢eni, vendar ne popolnoma pravilno urejeni
po velikosti. Na drugem prikazu odgovori na drazenje D2.0 - D5.0 tvorijo eno podvejo, v
drugi pa so zdruzeni L0.0, L1.0, L2.0 in L3.0 ter D0.0, D1.0 in D1.5. Preostanek tvori drugo
vejo. Mesanje odgovorov Lx.x k odgovorom Dx.x ni presenetljivo — na rastrskem prikazu
je opazno, da je v izbrani eksperimentalni konfiguraciji nog najvecji vpliv imelo drazenje
prednje desne noge — kadar se zacetek stimulacije le-te ni spreminjal, so si bili tudi odgovori
podobni; na rastrskem prikazu se prekrivajo z odgovori na stimuluse Dx.x s krajSimi zamiki.
Odzive smo razvrstili $e na podlagi intervalov med prvimi osmimi APji - na prikazu nismo
zasledili nobene urejenosti (slika 118). Na rastrskem prikazu odgovorov na drazenje z zamiki
s 150 Hz drazljaji je opazno vecanje FSL skladno z veCanjem zamika zacetka drazenja
prednje desne noge (slika 119). Pri odgovorih D1.0 — 2.5 je za prvim AP opazno priblizno 10
ms dolgo obdobje neaktivnosti. Odgovore smo razvrstili po podobnosti na podlagi FSL in
prvih stirih intervalov med akcijskimi potenciali vkljucujo¢ FSL kot prvi interval (slika 120).
V prvem primeru se mesajo odgovori Lx.x in Dx.x do velikosti zamika 2.5 ms, v drugem
primeru je podobno. Razvrstitev smo opravili §e z uporabo intervalov med prvimi Stirimi AP
brez FSL, vendar nismo zabelezili urejenosti, niti po strani vodece/zaostajajoce stimulacije,
niti glede na velikost zamika (slika 121). V primeru draZenja z zamiki s 40 Hz razvrstitev
odzivov kaze zanesljivo kodiranje zamika, ve¢jega od D2.0, ¢e smo v analizi uporabili tudi

FSL. Pri drazenju z zamiki s 150 Hz drazljaji je razrvSanje pravilno z drazljaje Dx.x od D3.0
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navzgor, ¢e pri analizi upoStevamo FSL.
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Slika 114. Rastrski prikaz odzivov celice C3 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju prve
desne in zadnjih dveh levih nog (zgoraj), ob drazenju zadnjih dveh levih - kontralateralnih - nog (sredina) in

ob drazenju prednje desne - ipsilateralne noge (spodaj).
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Slika 115. Levo: latence odzivov celice C3 med testiranjem frekvencne obcutljivosti celice: ob hkratnem
drazenju prve desne in zadnjih dveh levih nog (LinD), ob drazenju zadnjih dveh levih - kontralateralnih - nog
(L) in ob drazenju prednje desne - ipsilateralne noge (D). Desno: relativne jakosti odzivov celice C3 med
testiranjem frekvencne obcutljivosti celice: ob hkratnem drazenju prve desne in zadnjih dveh levih nog (LinD),

ob drazenju zadnjih dveh levih - kontralateralnih - nog (L) in ob drazenju prednje desne - ipsilateralne noge

(D)

| E : i, o o ¥ ) i,
5.0 ms ; - RS HO i . I
4.5 ms g 3 : : \ - g { .
4.0 ms g et . ; : ' - i n
b by F B o - N
3.5ms R T 7 x T os k [ .
) B Lol R Lo e
< 3.0ms . “eq o 5 F .. M
=] - = .- izl ol . .
2 25ms . -:_,.' ;- . - 5 5. 5, ~
g 2.0 ms 2l { i i l ".- E -
] N : . ;
1.5 ms i 2
Loms | o .o S T oes o T
b : il iy 7 w0y .
0.5 ms LTl T, '
0.0 ms . ' "' .. ."..:" '.‘:_'-_ ..'::._ ) el E . t
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 cas [s]
0.5 ms U E ’
B B i N : I
1.5 ms E . PR By
— 1 o EA I :
< 20ms g o e B i
= R - L S
L | DTN S ST
g 3.0 ms E : : -
S ]
3.5 ms
4.0 ms e 3 i w : 10
soms | | oow R
J i , 3 A .

Slika 116. Rastrski prikaz odzivov celice C3 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med zacetkom
stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka
stimulacije prednje desne noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka stimulacije zadnjih

levih nog.
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Slika 117. Dendrogram sorodnosti odzivov celice C3 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije zadnjih dveh levih nog in prednje desne noge v korakih po 0.5 ms. Za levo sliko je bila

uporabljena FSL, za desno sliko je bilo uporabljeno osem intervalov vkljucujoc¢ FSL kot prvi interval.
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Slika 118. Dendrogram sorodnosti odzivov celice C3 na 40 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije zadnjih dveh levih nog in prednje desne noge v korakih po 0.5 ms. Uporabljenih so bili

intervali med prvimi osmimi akcijskimi potenciali.
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Slika 119. Rastrski prikaz odzivov celice C3 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med zacetkom
stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije prednje desne noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka stimulacije zadnjih

dveh levih nog.
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Slika 120. Dendrogram sorodnosti odzivov celice C3 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo v korakih po 0.5 ms. Za levo sliko je bila uporabljena FSL,

za desno sliko so bili FSL in intervali med prvimi Stirimi AP-ji.
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Slika 121. Dendrogram sorodnosti odzivov celice C3 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo v korakih po 0.5 ms. Za sliko so bili uporabljeni intervali

med prvimi Stirimi akcijskimi potenciali.
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C4

Oblike celice nismo opisali, ker se je z barvilom napolnilo ve¢ celic.

Odgovore celice smo belezili v protorakalnem gangliju ob drazenju prve leve noge z eno
pobudno glavo in druge ter tretje leve noge z drugo pobudno glavo. Celica se je z navjec¢
AP odzivalL A na draZenje zadnjih dveh levih in prednje desne noge hkrati (LinD) ter na
drazenje sprednje desne noge (D). Latence odgovorov so se gibale med 29 in 48 ms, glede na
frekvenco drazenja. Celica se je odzivala tudi na draZenje druge in tretje leve noge, vendar
Sibkeje in predvsem na drazljaje frekvenc 150, 200 in 250 Hz ter na 750 Hz (slika 122).

Celico smo testirali z zamiki s 150 Hz drazljajem. Na rastrskem prikazu (slika 124) je opazno
vecanje latence akcijskih potencialov ob drazenju z drazljaji serije Dx.x od D2.0 — D5.0.
Odzive smo razvrstili po sorodnosti na podlagi FSL v enem primeru ter na podlagi FSL in
intervala med prvima dvema AP-jema v drugem primeru. Na prvem izrisu so lo¢eni odzivi
D2.0-D5.0 z izjemo D4.0; v drugem primeru je locevanje slabse (Slika 125). Celica verjetno

ne kodira smerne informacije.
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Slika 122. Prikaz latenc odzivov (levo) in relativne jakosti odzivov (desno) odzivov celice C4 med meritvami

frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju zadnjih dveh levih nog in prednje desne noge (LinD), ob drazenju

zadnjih dveh levih nog (L) in ob drazenju prednje desne noge (D).
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Slika 124. Rastrski prikaz odzivov celice C4 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med zacetkom
stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije prednje desne noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju zacetka stimulacije zadnjih

levih nog.
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Slika 125. Dendrogram sorodnosti odzivov celice C4 na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije zadnjih dveh levih nog in prednje desne noge v korakih po 0.5 ms. Za levo sliko
je bila uporabljena FSL, za desno sliko sta bila uporabljena FSL in interval med prvima dvema akcijskima

potencialoma.
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3.3.3 DrazZenje zadnjega para nog (situacija levo zadaj - desno zadaj)

CG-AC-5

Soma celice lezi dorzalno desno, v skorji nad podro¢jem nevropile zadnje desne noge.
Primarno vlakno v loku preide na kontralateralno stran in se z ostrim zavojem usmeri v
anteriorno smer proti mozganskim ganglijem. Ipsilateralno izrasc¢a iz primarnega vlakna v
anteriorni smeri veja, ki se razveji v podrocje preklopov ziveénih vlaken druge in tretje noge.
Podobna situacija je na kontralateralni strani, kjer iz aksona izras€ata na ustrezni visini dve
razvejitvi, ki se spuscata v podrocje preklopov levih nog. Hkrati iz loka primarnega vlakna
v posteriorni smeri izrascata Se dva odrastka. V visini prvega para nog je v protorakalnem
gangliju opazna manjsa razvejitev, omejena na somi kontralateralno stran. Med tem, ko
razvejitvi na podrocju preklopov druge in tretje leve noge izgledata gladko, je okoli razvejitev
v nevropilah ipsilateralnih zadnjih dveh nog opaziti tudi mrezo razvejitev z zadebeljenimi

koncic¢i. Sami razvejitvi imata gladke koncice (slika 126).

Mikropipeto smo za namen meritev vstavili v centralni ganglij. Ob testiranju frekvencne
obcutljivosti smo opazili, da se je celica pri hkratnem drazenju obeh nog odzivala pri vseh
frekvencah, vendar je pri drazljajih pod 100 Hz njena odzivnost padla. Krivulja relativne
jakosti odgovorov pri uporabljeni hitrosti siglana kaze dva vrhova obcutljivosti, in sicer pri
150 in 750 Hz (slika 129). Drazenje levih zadnjih (kontralateralnih) je nog povzro¢i nastanek
akcijskih potencialov pri drazenju z 250, 500 in 750 Hz drazljaji, pri nizjih frekvencah so bili
opazni le EPSP-ji. Domnevamo, da je bila uporabljena hitrost blizu vzdraznega praga. Celica
ima najkrajSo latenco pri 750 Hz (32 ms; n = 13; Q1 = 25 ms, Q3 = 26 ms). Na drazenje
ipsilateralne (desne) noge je celica odgovarjala na vse frekvence; latence so bile daljse kot
pri drazenju LinD, najkrajSe pa so bile pri 500 Hz drazljajih (29 ms; n = 14; Q1 =28 ms, Q3
= 30 ms; slika 128). Odgovore na zamike smo testirali z 200 in 250 Hz drazljaji. Z rastrskih
prikazov je razvidno, da zamiki tako ene kot druge zadnje noge vplivajo na odgovore celice.
Ti so si bili v veliki meri podobni, ¢eprav so bile pri drazenju z Dx.x razlike med vecje (sliki
130 in 131). Za izris klastrov za odzive na 250 Hz drazenje z zamiki smo uporabili FSL in
interval med prvima dvema akcijskima potencialoma. Na klastru, pri katerem smo upostevali
odzive na drazenja z zamiki na levi in na desni, je opazno bliznja postavitev odzivov na oba
nicelna zamika, med tem ko so ostali zamiki na prikazu premesani (slika 132). Podobno

velja tudi za klastrski diagram, narejen na podlagi FSL (slika 130).
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Slika 126. Oblika in lega celice CG-AC-5. Soma celice je v desni
polovici centralnega ganglija, nekoliko anteriorno glede na mesto
izstopa zZivca zadnje desne noge. Razvejitve v protorakalnem
gangliju so omejene na kontralateralno stran, medtem ko ima
celica v centralnem gangliju razvejitve tako na ipsi- kot na

kontralateralni strani.

Slika 127. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-5 med meritvami

200 pm

frekvencne obcutljivosti ob hkratnem drazenju obeh nog zadnjega
para (zgoraj), ob drazenju leve - kontralateralne - noge (sredina)

in ob drazenju desne - ipsilateralne - noge (spodaj). Zanimivo je,

da se celica na drazenje na kontralateralni strani odziva le ob

uporabi visokih frekvenc.
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Slika 130. Rastrski prikaz odzivov
CG-AC-5 na 200 Hz

drazenje s povecevanjem casovne

celice

razlike med zacetkom stimulacije
ene in druge noge v korakih po 0.5
ms. Nad absciso so odzivi celice
ob casovnem zamikanju zacetka
stimulacije desne (ipsilateralne)
noge, pod absciso so odzivi celice
ob casovnem zamikanju zacetka
stimulacije leve (kontralateralne)

noge.
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Slika 128. Latence celice CG-AC-5 med
meritvami frekvencne obcutljivosti ob
hkratnemdrazenjuobehnogzadnjegapara
(LinD), ob drazenju leve - kontralateralne
- zadnje noge (L) in ob drazZenju desne -

ipsilateralne - zadnje noge (D).

Slika 129. Relativna jakost odgovorov
celice CG-AC-5 med meritvamifrekvencne
obcutljivosti ob hkratnem drazenju obeh
nog zadnjega para (LinD), ob drazenju
leve - kontralateralne - zadnje noge (L) in
ob drazenju desne - ipsilateralne - zadnje
noge (D).
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Slika 131. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-5 na 250 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike

med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem

zamikanju zacetka stimulacije desne (ipsilateralne) noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem zamikanju

zacetka stimulacije leve (kontralateralne) noge.
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Slika 132. Dendrogram sorodnosti odzivov celice CG-AC-5 na 250 Hz draZenje s povecevanjem casovne

razlike med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabljena sta bila FSL in interval

med prvima dvema akcijskima potencialoma (FSL je bila obravnavana kot prvi interval).
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Slika 133. Dendrogram sorodnosti odzivov celice CG-AC-5 na 250 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike

med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Uporabljena je bila FSL.
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CG-AC-6

Soma celice lezi v centralnem gangliju, desno od mediane ravnine, posteriorno od zivca
zadnje desne noge po globini pod dorzalno skorjo. Od pre¢nega primarnega vlakna se dve
razvejitvi odcepljata kavdalno. Akson se po kontralateralni strani vzpne proti protorakalnem
gangliju. Ob njem je mnogo drobnih razvejitev z zadebeljenimi konci¢i. Hkrati iz aksona
izrasca Se odrastek v nevropilo zadnje leve noge, iz primarnega vlakna pa se dviguje v
kranialni smeri Se odrastek v nevropilo zadnje desne noge. Od prehoda iz CG v PTG akson
ni bil sledljiv (slika 133).

Mikropipeto smo vstavili v centralni ganglij. Frekven¢no obcutljivost celice smo ugotavljali
le z LinD in L draZenjem; tudi obcutljivost na zamike smo opravili le z draZzenjem Dx.x.
Celica je bila pri obojestranskem drazenju najbolj obcutljiva na 250 Hz drazljaje - latenco
odziva je bila 27 ms (n=12; Q1 =26 ms, Q3 = 28 ms). Pri ostalih frekvencah je bila latenca
ob obojestranskem drazenju podobna, najdaljsa je bila pri 40 Hz (35 ms; n = 12; Q1 =33
ms, Q3 =36 ms). Pri drazenju L je celica z najve¢ AP in z latenco 39 ms (n = 10; Q1 =33
ms, Q3 =42 ms) odgovarjala nal00 Hz drazljaj (sliki 136 in 137). Rezultati klastrske analize
testov z zamiki na ipsilateralni strani pri frekvencah 200, 500 in 750 Hz so enotni (slike 139,
141 in 143). Najvecja zamika, 4.5 in 5.0 ms sta najdlje od 0.0 ms, vendar je odgovor na ta
drazljaj soroden odgovorom na zamike 2.0, 2.5 in 3.0 ms, medtem ko je 0.5 ms zamik po
odgovoru blizji 1.0, 1.5 in 3.5 in 4.0 ms. Pri vseh treh klastrskih analizah smo upostevali FSL

in intervale med prvimi petimi akcijskimi potenciali

Slika 134. Oblika in lega celice CG-AC-6. Soma lezi
posteriorno za izrastom zivca zadnje desne noge.
400 um Potek zivénega vilakna v protorakalnem gangliju ni

poznan.
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Slika 135. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-6 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob drazenju obeh
zadnjih nog hkrati (zgoraj) in ob drazenju zadnje leve noge - kontralateralne - noge (spodaj). Frekvencnega

testiranje ob drazenju zgolj ipsilateralne zadnje noge nismo opravili.
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Slika 136. Prikaz latenc odzivov celice CG-AC-6 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob drazenju obeh
zadnjih nog hkrati (zgoraj) in ob drazenju zadnje leve noge - kontralateralne - noge (spodaj). Frekvencnega

testiranje ob drazenju zgolj ipsilateralne zadnje noge nismo opravili.

101



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

127

107 -— L

&t. AP-jev
e

oo~ T N\
L1 { I 1 x“%

0 T T T T T T T T
B 10 0 4\ ,Lg() ,156 6(30 150

Frekvenca (Hz)

Slika 137. Prikaz relativne jakosti odgovorov celice CG-AC-6 ob drazenju obeh zadnjih nog hkrati (zgoraj)
in ob drazenju zadnje leve noge - kontralateralne - noge (spodaj). Meritev frekvencne obcutljivosti nevronaob

drazenju zgolj ipsilateralne zadnje noge nismo opravili.
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Slika 138. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-6 na 200 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem
zamikanju zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge. Testov celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge nismo opravili.
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14 med zacetkom stimulacije ene in druge
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Slika 140. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-6 na 500 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem
zamikanju zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge. Testov celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge nismo opravili.
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Slika 142. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-6 na 750 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije ene in druge noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice ob casovnem
zamikanju zacetka stimulacije desne (kontralateralne) noge. Testov celice ob casovnem zamikanju zacetka

stimulacije leve (ipsilateralne) noge nismo opravili.
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Slika 143. Dendrogram sorodnosti odzivov
celice CG-AC-6 na 750 Hz draZenje
s povecevanjem casovne razlike med
zacetkom stimulacije ene in druge noge v
korakih po 0.5 ms. Uporabili smo FSL in

intervale med prvimi petimi AP-ji.
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CG-AC-7

Celico smo le delno napolnili z barvilom; opis njene oblike je nepopoln. Soma lezi ventralno,
v desni zadnji Cetrtini centralnega ganglija za vhodom noznega Zivca tretje noge. Od some se
primarno vlakno spusti v notranjost ganglija, preide na kontralateralno stran in po tej strani
vzpenja do anteriornih konektivov protorakalnega ganglija. V protorakalnem gangliju ni
bilo opaziti razvejitev, v centralnem gangliju pa so slabo opazne razvejitve v lateralni smeri

predvsem v podroc¢ju zadnjih dveh levih nog (slika 144).

Elektri¢no aktivnost nevrona smo registrirali v centralnem gangliju. Meritve frekvencne
obcutljivosti celice smo opravili z vse tri kombinacije: LinD, L in D. Z rastrskega prikaza
je razvidno, da se celica odziva na drazenje L in LinD, med tem ko pri drazenju D nismo
zabelezili akcijskih potencialov, povezanih z drazljajem (slika 147); kot odgovor na
drazljaj smo opazili le EPSP-je. Menimo, da je bila uporabljena intenziteta na spodnji meji
zaznavnosti. Med drazenjem D je bila celica spontano aktivna, aktivnost smo ocenili na 10
AP na sekundo (n = 11). Spontana aktivnost med merjenjem odzivov na drazenje L oz. LinD
je bila nizja: njena mediana vrednost je bila 3.3 AP na sekundo (n = 14). Celica se je na
drazenju L in LinD odzivala s podobno relativno obcutljivostjo: z najve¢ AP-ji se je odzivala
na 750 Hz drazljaje, najkrajSo latenco (n=11) pa je imela pri drazenju s 500 Hz (slika 145).
Odzive nevrona bi morda lahko oznadili za fazi¢no-toni¢ne. V drugem delu poskusa smo
opravili meritve z zamiki s 150 Hz drazljaji. Na rastru je opazen premor za urejeno vrsto AP-
jev, ki mu sledi nekaj ¢asovno neurejenih AP-jev (slika 148). Na klastrskem prikazu odzivov
so napacno razvrsceni le odzivi na drazljaje L0.5. Dendrogram smo izrisali z upoStevanjem

FSL in intervalov med prvimi tremi AP (slika 149).

105



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

Slika 144. Oblika in lega celice CG-AC-7. Soma lezi posteriorno

v abdominalnih segmentih desne polovice centralnega

ganglija.
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Slika 145. Prikaz latenc odzivov celice
CG-AC-7 med meritvami frekvencne
obcutljivosti na hkratno drazenje obeh
zadnjih nog (LinD) in na drazenje

kontralateralne - leve - zadnje noge (L).

Slika 146. Prikaz relativne jakosti
odgovorov  celice CG-AC-7 med
meritvami frekvencne obcutljivosti na
hkratno drazenje obeh zadnjih nog
(LinD) in na drazenje kotralateralne -

leve - zadnje noge (L).
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Slika 147. Rastrski prikazi odzivov celice CG-AC-7 na hkratno drazenje obeh zadnjih nog (zgoraj), na drazenje

leve - kontralateralne - zadnje noge (sredina) in desne - ipsilateralne - zadnje noge (spodaj).
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Slika 148. Rastrski prikaz odzivov celice CG-AC-7 na drazenje s povecevanjem zamika med zacetkom stimulacije
leve in desne zadnje noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so prikazani odzivi celice ob zakasnjevanju zacetka

stimulacije desne (ipsilateralne) noge, pod absciso pa so prikazani odzivi celice ob zakasnjevanju zacetka
stimulacije leve (kontralateralne) noge. Uporabili smo 150 Hz drazljaje.
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Slika 149. Odzivi celice CG-AC-7 razporejeni po sorodnosti na podlagi FSL in intervalov med prvimi tremi
AP-ji. Uporabili smo drazljaje frekvence 150 Hz.
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3.4 CELICE S SOMO V MOZGANSKIH GANGLIJIH

3.4.1 DrazZenje prvega para nog (situacija levo - desno)

TC-DI-1a

Soma celice lezi ventralno v desnem tritocerebrumu. Posteriorno se vlakno some prikljucuje

loku, ki v mediani smeri vstopa v SEG in tvori dendritsko razvejitev z gladkimi kon¢ici v

mediani liniji ganglija. Druga polovica loka tvori na somi ipsilateralni strain spuscajoci se

akson, ki poteka po sredinski osi (glede na globino) in tvori v podro¢ju nevropil vseh treh

levih nog razvejitve z zadebeljenimi zivénimi kon¢i¢i. Razvejitve so omejene na ipsilateralno

stran ganglijev (slika 150).

S celico smo vzpostavili kontakt v protorakalnem gangliju. Spontano aktivna celica (46.7 — 60

Hz) se je odzivala na drazenje z inhibicijo. Drazenje LinD je pokazalo najSibkejSo odzivnost

celice na 70 Hz drazljaje. Latenca do
zacetka inhibicije je bila najkrajsa pri 500
Hz (7 ms; Q1 =5 ms, Q3 = 11 ms; n =
11). Pri ostalih frekvencah so bile latence
odzivov med 10 in 19 ms. Inhibicija je bila
najdaljSa pri odzivih na 500 Hz drazljaje
in je trajala 39 ms, medtem ko je pri
drugih frekvencah trajala med 32 in 39 ms
(Slika 152). Rastrski prikazi aktivnosti ob
drazenju posamezne noge prednjega para
kazejo manjSo obcutljivost (slika 151).
Latence inhibicije v odzivih na draZenje L
ali D so bile daljse, razen pri draZenju L
s 70 Hz drazljaji. Celice nismo testirali z

zamiki.

200 pm

Slika 150. Oblika in lega celice TC-DC-1a.
Razen tistih v podzrelnem gangliju je vecina
razvejitev omejena na desno stran centralnega

Zivénega sistema.
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Slika 151. Rastrski prikaz odzivov celice TC-DI-1a med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem

drazenju prvega para nog (zgoraj), ob drazenju kontalateralne - leve - prednje noge (sredina) in ob drazenju

ipsilateralne - desne - prednje noge (spodaj).
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Slika 152. Prikaz latenc odzivov celice TC-DI-1a ob hkratnem drazenju nog prednjega para (LinD), ob
drazenju prednje leve - kontralateralne - noge (L) in ob drazenju prednje desne - ipsilateralne - noge (D).
Zacetek inhibicije pomeni cas od zacetka stimulusa do zadnjega akcijskega potenciala pred inhibicijo, konec

inhibicje pa cas od zacetka stimulusa do prvega akcijskega potenciala po inhibiciji.

3.4.2 Drazenje druge in tretje leve ter prve desne noge (situacija zadaj - spredaj)
TC-DI-1b

Soma celice lezi ventralno v levem tritocerebrumu. Posteriorno se vlakno some prikljucuje
na lok, ki v medialni smeri vstopa v SEG in tvori dendritsko razvejitev z gladkimi koncici v
mediani liniji ganglija. Druga polovica loka tvori spuscajoci se, glede na somo ipsilateralno
lezeci akson. Ta poteka po sredinski osi (glede na globino), v podrocju nevropil vseh treh
levih nog pa tvori razvejitve z zadebeljenimi zivénimi koncici, ki so omejene na ipsilateralno

stran ganglijev (slika 153).

S celico smo vzpostavili stik v protorakalnem gangliju. Spontana aktivnost celice se je med
poskusom dvignila z priblizno 30 na 36-40 AP na sekundo; hkrati se je zmanjSala obcutljivost
na drazljaje nizjih frekvenc. Pri drazenju LinD je celica odgovarjala na vse uporabljene
frekvence z inhibicijo. Ta je pri uporabi drazljajev s frekvencami od 70 — 750 Hz presla
v postinhibitorno ekscitacijo (slika 154). Na drazenje zadnjih levih (ipsilateralnih) nog je
celica z inhibicijo odgovarjala na drazljaje 100 in ve¢ Hz, postinhibitorne ekscitacije niso

bile opazne. Na drazenju prve desne noge je celica odgovarjala z inhibicijo in postinhibitorno
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ekscitacijo. Celica je odgovarjala predvsem na drazenje s frekvencami 100 Hz in vi§jimi.
Ker je nevron svojo spontano prozenje akcijskih potencialov prekinjal z inhibicijami, smo
latenco izmerili od zacetka stimulusa do zadnjega AP pred inhibicijo in od zacetka stimulusa
do prvega AP po koncani inhibiciji. Celica je bila pri drazenju LinD najmoc¢neje odgovarjala
na 200 Hz drazljaj, saj smo zadnji AP pred inhibicijo zabelezili komaj 6 ms (n = 11; Q1 =
2 ms, Q3 = 15 ms) po zacetku stimulusa. Pri odzivih na drazljaje ostalih frekvenc so bile
izmerjene latence med 8 in 20 ms. Celica je najhitreje nadaljevala prozenje po 55 ms (n =
11, Q1 =52 ms, Q3 = 56 ms), ravno tako pri drazenju z 200 Hz drazljaji. Za odzive na ostale
uporabljene frekvence drazenja smo izmerili latence med 55 in 69 ms. Celica za¢ne proziti
akcijske potenciale pri drazenju LinD s 40, 70 in 100 Hz kasneje kot pri drazenju le ene
izmed nog (razlika je 13 oz. 19 ms pri 40 Hz). Prvi kvartil pri latencah ob hkratnem drazenju
obeh nog z 200 Hz je zalo majhen, vendar bi to lahko pripisali spontani aktivnosti v ozadju
(slika 155).

Za drazenje s Casovnimi zamiki smo izbrali frekvenco 150 Hz. Narisali smo rastrski prikaz
(slika 156) in odzive glede na mediane vrednosti intervalov med akcijskimi potenciali
razvrstili po sorodnosti. Za izris smo uporabili FSL in intervale med prvimi petnajstimi AP-
ji. Na drevesnem prikazu nismo ugotovili nobene urejenosti (slika 157), zato smo na enak
nacin lo¢eno razvrstili odzive na drazljaje Lx.x in Dx.x. Tudi na teh dveh prikazih nismo

zabelezili nobene urejenosti (slika 158).

200 um

Slika 153. Oblika in lega celice TC-DC-1b.
Razen tistih v podzrelnem gangliju je vecina
razvejitev omejena na desno stran centralnega

Zivénega sistema.
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Slika 154. Rastrski prikaz odzivov celice TC-DI-1b med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem

drazenju zadnjih levih - ipsilateralnih - nog ter prednje desne - kontralateralne - noge (zgoraj), ob drazenju

zadnjih levih - ipsilateralnih - nog (sredina) in ob drazenju prednje desne - kontralateralne - noge (spodaj).
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Slika 155. Prikaz latenc odzivov celice TC-DI-1b ob hkratnem drazenju zadnjih levih - ipsilateralnih - nog

ter prednje desne - kontralateralne - noge (LinD), ob drazenju zadnjih dveh levih - ipsilateralnih - nog (L) in

ob drazenju prednje desne - kontralateralne - noge (D). Zacetek inhibicije pomeni cas od zacetka stimulusa

do zadnjega akcijskega potenciala pred inhibicijo, konec inhibicje pa cas od zacetka stimulusa do prvega

akcijskega potenciala po inhibiciji.
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Slika 156. Rastrski prikaz odzivov celice TC-DI-1b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike med

zacetkom stimulacije levih zadnjih nog in prednje desne noge v korakih po 0.5 ms. Nad absciso so odzivi celice

ob casovnem zamikanju zacetka stimulacije prednje desne noge, pod absciso so odzivi celice ob casovnem

zamikanju zacetka stimulacije zadnjih levih nog.
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Slika 157. Dendrogram sorodnosti odzivov celice TC-DI-1b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne razlike
med zacetkom stimulacije zadnjih dveh levih nog in prednje desne noge v korakih po 0.5 ms. Uporabljenih je

bilo petnajst intervalov, med katerimi je bila kot prvi interval zajeta FSL.
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Slika 158. Dendrogram sorodnosti odzivov celice TC-DI-1b na 150 Hz drazenje s povecevanjem casovne
razlike med zacetkom stimulacije zadnjih dveh levih nog in prednje desne noge v korakih po 0.5 ms. Na levi
sliki so odzivi ob povecevanju zamika pred stimulacijo prednje desne (kontralateralne) noge; na desni sliki
so odzivi ob povecevanju zamika pred stimulacijo zadnjih dveh levih nog.Uporabili smo FSL in intervale med

prvimi petnajstimi akcijskimi potenciali.
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3.5 DRUGE CELICE
3.5.1 DrazZenje prvega para nog (situacija levo - desno)
PTG-DC-1

Fini izrastiki celice v centralnem gangliju se niso v celoti napolnili z barvilom. Soma
internevrona lezi v dorzalni skorji leve polovice protorakalnega ganglija. Primarno vlakno
precka mediano ravnino in se v visini konektiva zivca prve desne noge usmeri navzdol proti
centralnemu gangliju. Akson se terminalno razveji v visini konektivov zadnjega para nog
z mediano orientirano razvejitvijo, ki pa ne precka medialne ravnine. V visini konektivov
drugega para nog je Se ena podobna razvejitev. Tip zivEnih koncicev je bil zaradi slabe
obarvanosti celice v centralnem gangliju nedolocljiv. V viSini prve desne noge iz primarnega
vlakna izhajata dve veji, prva v lateralni in druga v medialni smeri; slednja je omejena na
somi kontralateralno polovico ganglija. Zivéni kongi¢i na teh dveh vejah so gladki (slika
159).

Meritve smo opravili z mikropipeto, vstavljeno v protorakalni ganglij. Nevron se je
z ekscitacijo odzival se je na hkratno drazenje obeh nog (LinD) in na draZenje somi
kontralateralne, torej desne noge (D). Celica je bila rahlo spontano aktivna. Med drazenjem
L se je spontana aktivnost nekoliko zvisala (iz 10 nal6.7 Hz, n=5). Odgovori celice so bili
fazno vezani pri stimulaciji s 40 Hz (slika 160). FSL v odgovorih celice (slika 161) so bile
ob drazenju LinD med 13 ms pri 150 Hz (n = 14; Q1 = 12 ms, Q3 = 16 ms) in 17 ms pri 750
Hz (n=14; Q1 = 15 ms, Q3 = 18 ms). Pri drazenju D so bile latence krajse: med 10 ms pri
500 Hz(n=5;Ql =10 ms, Q3 =12 ms) in 15 ms pri 40 Hz (n =5: Q1 = 14 ms, Q3 =16
ms). Zabelezili smo nekaj milisekundno zviSanje latence pri hkratnem drazenju obeh nog z
200 Hz drazljaji. Krivulji relativne obcutljivosti celice kazeta najmocnejsi odgovor celice
pri drazenju z 250 Hz, pri Cemer so bili odgovori mocnejsi pri drazenju kontralateralne noge
(slika 162).

Zoroviéeva (2005) je opisala podobno celico in za njo napisala, da se je odzivala v relativno
ozkem frekvencnem pasu, med 50 in 150 Hz, vendar je hkrati drazila vseh $est nog. Verjetno
ima celica inhibitorne vhode, ki pridejo do izraza ob drazenju ostalih nog. To hipotezo
podpira tudi povecanje latence ob drazenju LinD, ki se pojavi pri odzivih na drazljaje od 200
do 750 Hz.
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Slika 159. Oblika in lega celice PTG-DC-1. Soma je v levi polovici
protorakalnega ganglija, vse razvejitve so v desnih polovicah
protorakalnega ter centralnega ganglija in ne preckajo sredinske

ravnine.
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Slika 160. Rastrski prikaz odzivov celice PTG-DC-1 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob

hkratnem drazenju prednjega para nog (zgoraj), ob drazenju ipsilateralne (leve) prednje noge

(sredina) in ob drazenju kontralateralne (desne) prednje noge (spodaj).
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Slika 161. Prikaz latenc odzivov celice PTG-DC-1 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob hkratnem
drazenju prednjega para nog (LinD) in ob drazenju kontralateralne (desne) prednje noge (D).

207
157

107

stevilo AP

Y - D

0 T T T T T T T T
80 10 A0 A%D ,LQD ,Lro() 600 150

Frekvenca (Hz)

Slika 162. Prikaz relativne jakosti odzivov celice PTG-DC-1 med meritvami frekvencne obcutljivosti ob
hkratnem drazenju prednjega para nog (LinD) in ob drazenju kontralateralne (desne) prednje noge (D).
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3.6 OBDELAVA ODZIVOV CELICE Z METODO PO VAN ROSSUM-U

Odgovore nekaterih internevronov smo obdelali §e z metodo po Van Rossumu. Pri vsaki
celici smo uporabili dve razli¢ni ¢asovni konstanti (arbitrarno doloceni): eno dalj$o in eno
krajSo. Uporabljene vrednosti za ¢asovni konstanti sta bili 0.05 s za krajSo in 0.005 s za
daljSo. V nekaterih primerih smo uporabili drugacne vrednosti. Za prikaz smo uporabili
matrico z 22x22 polji (za vsak Lx.x in za vsak Dx.x drazljaj). Informacijo nosi barva polja;
razpon barvne skale prikazov je od bele, ki oznacuje maksimalno relativno razli¢nost do

rdece, ki oznacuje relativno maksimalno podobnost (slika 163).

Barvna skala

-:,] razpon vrednosti

2 4 van Rossumovega poskusni
Vrednost testa pogoji
L5.0
L4.5
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L2.0
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Slika 163. Primer Van Rossumove matrike. Vsako posamezno polje predstavlja mediano vrednost primerjav
vsake od desetih ponovitev poskusa z x osi z vsako od desetih ponovitev poskusa z y osi. Razpon barvne skale je
12 odtenkov od temno rdece (maksimalna relativna podobnost) do bele (maksimalna relativna razlicnost). Na
barvni skali je naveden razpon vrednosti van Rossumove matrike. Na primeru je L5.0 oznacen kot maksimalno
razlicen v primerjavi z D0.0 - D5.0 & L0.0. Hkrati sta v medsebojni primerjavi L0.0 in D0.0 oznacena kot

podobna, kar je razumljivo, saj gre za odzive na enak stimulus.
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PTG-TB-1a

V nasprotju z dendrogramskim prikazom razvrS¢anja odzivov po podobnosti (slika 20),
razvr$€anje odzivov po Van Rossumu ni pokazalo podobne natan¢nosti. Niti pri uporabi
kratke (0.0025 s) niti pri uporabi dolge ¢asovne konstante lo¢itev na Lx.x in Dx.x ni dobro
vidna (slika 164). Odzivi L0.0 in D0.0 so bili pri daljsi casovni konstanti oznaceni kot
podobni, med tem ko so bili pri tc = 0.0025 oznaceni kot bolj razli¢ni kot npr. odzivi Dx.x

med seboj.
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Slika 164. Prikaz sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1a na drazenje z zamiki po obdelavi posnetkov z metodo
po Van Rossumu. Na zgornjem prikazu je bila uporabljena casovna konstanta 0.05 ms, na spodnjem pa 0.025

ms.
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PTG-DC-2

Obdelali smo odzive na teste z zamiki pri 40 in 750 Hz. Simetri¢nost odzivov, vidna na
rastrskem prikazu je opazna tudi na van Rossumovi matriki: za obe frekvenci je pri daljsi
casovni konstanti opazna podobnost L0.0 z D0.0 in njuna razli¢nost z vsemi ostalimi odzivi,
ki pa so si med seboj podobni. Pri krajsi ¢asovni konstanti odzivi L0.0 in D0.0 pri obeh
uporabljenih frekvencah niso ve¢ oznaceni kot podobni, zato nismo upostevali razvrstitve
ostalih zamikov. Nadaljnje razvr§¢anje po velikosti Casovnega zamika ni bilo ugotovljeno

pri nobeni od dveh uporabljenih frekvenc pri dolgi ¢asovni konstanti (sliki 165 zgoraj in 166

Slika 165. Prikaz sorodnosti odzivov Barvna skala
celice PTG-DC-2 na drazenje z zamiki -:j

(40 Hz drazljaji) po obdelavi posnetkov 12
Vrednost

zmetodo po Van Rossumu. Na zgornjem
prikazu je bila uporabljena casovna
konstanta  0.05 ms, na spodnjem
desnem 0.025 ms, na spodnjem levem
0.005.
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zgoraj). Kot tretjo ¢asovno konstanto smo pri odzivih na 40 Hz zamike uporabili vmesno
vrednost 0.025 ms. V tem primeru je opazen pas, ki odzive D0.5 —D2.0 oznacuje kot razli¢ne
od odzivov D2.5 — D5.0, hkrati pa so ti zadnji podobnejsi odzivom L0.5-L5.0 kot DO0.5
— D2.0. Vendar gre opozoriti, da je omenjena razli¢nost/podobnost na nivoju podobnosti/

razlicnosti med L0.0 in D0.0. Informativna vrednost omenjene locCitve je zato vprasljiva.
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CG-AC-2a

20 milisekundno povecanje latence prvega akcijskega potenciala je opazno tudi po obdelavi
odzivov z metodo po Van Rossumu. Pri uporabi krajSe ¢asovne konstante se, tako kot je
opazno na rastrskem prikazu in dendrogramu, odzivi D0.5 - D5.0 lo¢ijo od ostalih odzivov
po medsebojni podobnosti, med tem ko je variabilnost ostalih odzivov precej vecja, kar kaze
rumena barva v ustreznih poljih matrice. Nekaj podobnosti je opazne med L3.5 in DO0.5
- D5.0 ter med L5.0 in D0.5 - D5.0. Daljsa ¢asovna konstanta kaze vecjo lastno podobnost
odzivov L0O.5 — L5.0 in D0.5 — D5.0 samim sebi. Zabelezili smo tudi podobnost med D0.5
—D2.0 z LO.5 — L5.0 (slika 167). Glede na dendrogram (sliki 68 in 69) in rastrski prikaz

(slika 67) sklepamo, da smo v tem primeru uporabili predolgo ¢asovno konstanto.
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Slika 167. Prikaz sorodnosti odzivov celice CG-AC-2 na drazenje z zamiki po obdelavi posnetkov z metodo po

Van Rossumu. Na levem prikazu je bila uporabljena ¢asovna konstanta 0.05 ms, na desnem pa 0.005 ms.
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PTG-TB-1b

Analizirali smo odzive celice na draZenje z zamiki pri 150 Hz. Rastrski prikaz kaze simetri¢no
sliko odzivov, ne glede na to katera pobudna glava vodi in katera zaostaja. Na van Rossumovi
matrici je ta simetrija prisotna pri dolgi in pri kratki ¢asovni konstanti. V obeh primerih so
L0.0 in D0.0 oznaceni kot podobni. Pri dolgi ¢asovni konstanti se odzivi od D1.0, DO.5,
DO0.0, L0.0, L0.5 in L1.0 lo¢ijo od odzivov L1.5 —L5.0 in D1.5 — D5.0, ki pa so si med seboj
podobni. Pri kratki ¢asovni konstanti so kot podobni oznaceni le L1.0, L0.5, L0.0, D0.0,

DO0.5 in D1.5; ostali odzivi so oznac¢eni kot razli¢ni (slika 168).
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Slika 168. Prikaz sorodnosti odzivov celice PTG-TB-1b na drazenje z zamiki po obdelavi posnetkov z metodo

po Van Rossumu. Na levem prikazu je bila uporabljena casovna konstanta 0.05 ms, na desnem pa 0.005 ms.
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C3

Testirali smo odzive na zamike pri 40 in 150 Hz. Pri analizi odzivov na 40 Hz drazenje. se
je kot uporabnejsa izkazala krajSa casovna konstanta, ki je pokazala lepo lo¢evanje na Lx.x
in Dx.x odzive z izjemo L0.0 in DO0.0, ki so bili oznaceni kot podobni. Po pri¢akovanjih
(glede na rastrski prikaz) se je izkazalo, da so si odziviv na Lx.x draZzenja med seboj podobni,
med tem ko se odzivi na Dx.x med seboj razlikujejo ze na nivoju 1 ms (razli¢ne barve).
Pri primerjavi odzivov Lx.x in Dx.x je zopet opazna medsebojna podobnost Lx.x odzivov
— obarvanost polj kaze, da ima edini prispevek k spremembi odziva vecanje zamika na desne
noge (slika 169). Analiza odzivov na zamike 150 Hz drazljajev ni pokazala, da je v vlaku

akcijskih potencialov odgovora celice vkljucena smerna informacija (slika 170).
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Slika 169. Prikaz sorodnosti odzivov celice C3 na 40 Hz drazenje z zamiki po obdelavi posnetkov z metodo po

Van Rossumu. Na levem prikazu je bila uporabljena ¢asovna konstanta 0.05 ms, na desnem pa 0.005 ms.
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Slika 170. Prikaz sorodnosti odzivov celice C3 na 150 Hz drazenje z zamiki po obdelavi posnetkov z metodo po

Van Rossumu. Na levem prikazu je bila uporabljena ¢asovna konstanta 0.05 ms, na desnem pa 0.005 ms.

CG-AC-7

Odzive celice smo analizirali z obema ¢asovnima konstantama. Bolj urejeno klasifikacijo
odzivov je dala uporaba krajSe. Odzivi pri testih z vode€o levo nogo (Dx.x) so v primeru
uporabe krajSe Casovne konstante oznaceni kot medsebojno podobni. Odzivi pri vodeci desni
nogi (Lx.x) se lo¢ijo od L2.5 — L5.0, med tem ko niZje vrednosti niso tako zanesljivo locene.
Pri uporabi daljSe casovne so bili podobni odzivi veckrat oznaceni kot razli¢ni (slika 171).
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Slika 171. Prikaz sorodnosti odzivov celice CG-AC-7 na 150 Hz drazenje z zamiki po obdelavi posnetkov z
metodo po Van Rossumu. Na levem prikazu je bila uporabljena ¢asovna konstanta 0.05 ms, na desnem pa
0.005 ms.
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3.7 PREGLEDNICA

spol  kombinacija nacin kodiranja nadaljnje kodiranje frekvenca, pri kateri
vhod priizbrani smerna minimalni zanesljivo
tip celice poskusne nog pri spremembe zamika vecjega od smo zabelezili
kombinaciji nog ob¢utljivost kodiran zamik
zivali poskusu zamika minimalnega spremembo zamika
PTG-TB-1a 4 1.L-1.D Dvostranski DA Casi pojavov AP 2.0ms DA 150 Hz
z 1.L-1.D Dvostranski DA - - - -
m 2.in3.L-1.D Dvostranski DA - - - -
Dvostranski DA FSL 0.5ms DA 100 Hz
Dvostranski NE FSL 0.5 ms NE 150 Hz
Dvostranski NE FSL 0.5ms NE 150 Hz
Dvostranski NE FSL 0.5ms NE 40 Hz
Dvostranski NE FSL 0.5 ms NE 150 Hz
Dvostranski DA FSL 0.5ms NE 200 Hz
PTG-TB-1b z 1L-1D Dvostranski NE ni kodiranja zamika  ni kodiranja zamika  ni kodiranja zamika ni kodiranja zamika
PTG-?-? 4 1L-1D Dvostranski DA Casi pojavov AP 0.5 ms NE 40 Hz
PTG-LC-1 z 1L-1D Dvostranski NE ni kodiranja zamika  ni kodiranja zamika  ni kodiranja zamika ni kodiranja zamika
z 2.in3.L-1.D Dvostranski - - - - -
z 2.in3.L-1.D Dvostranski DA FSL 25ms DA 150 Hz
m 2.in3.L-1.D Enostranski - FSL, ¢asi poj. AP 2.5ms DA 150 Hz
z 2.in3.L-1.D Dvostranski NE ni kodiranja zamika  ni kodiranja zamika  ni kodiranja zamika ni kodiranja zamika
m 3.L-3.D Dvostranski NE FSL, ¢asi poj. AP 0.5ms NE 250 Hz
m 3.L-3.D Enostranski - - - - -
z 3.L-3D Enostranski - FSL, ¢asi poj. AP 1.0ms DA 150 Hz
z 1.L-1.D Dvostranski NE - - - -
m 2.in3.L-1.D Dvostranski NE - - - -
4 1.L-1.D Enostranski - - - - -

Tabela 1. Hitri pregled opisanih tipov celic. V prvem stolpcu je oznaka, v drugem spol poskusne Zivali, v
tretiem kombinacija drazenih nog (1.L - 1.D: prednja leva in prednja desna noga; 2. in 3.L - 1.D: srednja in
zadnja leva noga ter prednja desna; 3.L - 3.D: zadnja leva in zadnja desna noga). Podatek v stolpcu "Vhod
pri izbrani kombinaciji nog" pove koliko vhodov je imela celica pri izbrani kombinaciji stimuliranih nog.
V stolpcu "Smerna obcutljivost” je podatek, ali smo zabelezili kakrsnokoli razliko, ki bi jo lahko povezali z
(vodeco) stranjo drazenja. Pri celicah z enostranskim vhodom teh meritev nismo opravili. Stolpca "Nacin
kodiranja spremembe zamika" in "Minimalni zanesljivo kodiran zamik" nista odvisna od ugotovljene smerne
obcutljivosti. Nekatere celice kodirajo zamik, ne pa smeri (npr. PTG-DC-2). V prvem smo zabelezili nosilec
informacije o velikosti zamika (FSL - latenca prvega akcijskega potenciala, Casi pojavov AP - "spike timing"),
v slednjem pa najmanjsi zamik, ki se pri uporabljeni analizi loci od ostalih zamikov. Ali je v odzivu celice
kodirano tudi nadaljnje vecanje zamika je zabelezeno v predzadnjem stolpcu. Nadaljne vecanje zamika je
skoraj v vseh primerih kodrano le enostransko, razen pri celici PTG-TB-1a. V zadnjem stolpcu je zabelezena
frekvenca, pri kateri smo ugotovili kodiranje zamikov. Z rumeno so oznaceni tipi celic, ki se na drazenje z
ene strani odzivajo z ekscitacijo, pri drazenju z druge pa z inhibicijo. Z zeleno so oznaceni tipi celic, ki se na
spremembo zamika odzivajo s skokovito spremembo FSL. Z vijoli¢no so oznaceni tipi celic, kateri odzivi zvezno
sledijo vecanju zamikov. Z modro sta oznacena tipa celic s somo v mozganskih ganglijih. Z belo je oznacen tip

celice, ki ne sodi v nobeno od teh kategorij. (-) ni meritve.
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4 DISKUSIJA

Ugotavljanje smeri vira drazljaja je proces, ki ga proucujejo mnoge raziskovalne skupine po
svetu. Informacija o polozaju plenilca, plena, partnerja ipd. je pomembna za osebek, ni pa
nujna. Nek vedenjski odziv (beg, iskanje partnerja,...) sprozi Ze sama prisotnost drazljaja ne
glede na to, od kod prihaja (npr. zracni tok povzroci, da se zelena smrdljivka spusti podlage
in pade). Komunikacija preko vibracij podlage je v primerjavi z akusticno komunikacijo
pri zuzelkah verjetno prevladujoca (Greenfield, 2002; Cocroft in Rodriguez, 2005) in
evolucijsko izvorna (Meier in Reichert, 1990; Yack in Fullard, 1990; Lakes-Harlan s sod.,
1999; Stumpner in von Helversen, 2001; Greenfield, 2002; Stritih, 2006). Preucevanje smeri
izvora signala vibracijskega signala na nevrofizioloSkem nivoju pa je slabSe poznano kot
pri akusti¢ni komunikaciji. Pri proucevanju te problematike smo se osredotocili na ¢asovni
zamik v prihodu signala na dva prostorsko lo¢ena vhoda. Uporaba zamika je v zivalskem
svetu pogost mehanizem za dolocanje smeri izvora signala in je bila dokazana pri razli¢nih
skupinah zivali. Med vretencarji je bila izraba zamika dokazana med drugimi pri pegasti
sovi Tytus alba (pregled v: Konishi, 2003), kjer sluzi kot podatek za azimut vira zvoka,
puscavskem skakacu (Brand s sod., 2002), macki, zajcu, makaku in ¢loveku (pregled v:
Palmer, 2004) ter pri nekaterih vrstah netopirjev (Fuzessery, 1997). Med nevretencarji je bilo
dokazana uporaba zamika pri Skorpijonih in pajkih (Brownell in Farley, 1979; Hergenroder
in Barth, 1983), med Zuzelkami pa pri muhi vrste Ormia ohracea (Mason s sod., 2001)
in hrbtoplovki vrste Notonecta undulata (Wiese, 1972; Wiese, 1974). Murphey (1971) je
mnenja, da zamik uporablja za orientacijo tudi vodni drsalec Gerris remigis. Von Helversen
in Rheinlaender (1988) ter Rheinlaender in Morchen (1979) so pokazali, da sta kobilici vrst
Chorthippus biguttulus in Locusta migratoria ob konstantni intenziteti zvo¢nega drazljaja
sposobni dolociti njegovo smer s pomocjo casovnega zamika med enim in drugim uSesom.
Vendar prevladuje mnenje, da naj bi ve€ina Zuzelk za doloCanje smeri vira akusti¢nega
signala uporabljale razliko v njegovi intenziteti med eno in drugo stranjo telesa, torej med
enim in drugim usSesom. Vir intenzitetne razlike je difrakcija zvo¢nega valovanja na delu
telesa med enim in drugim uSesom. Vir ¢asovne razlike pa je razli¢na razdalja, ki jo signal

prepotuje in ta naj bi bila v vecini primerov pri zuzelkah predolga (Pollack, 2003).

Ugotavljali smo znacilnosti odzivov internevronov ob drazenju dveh izbranih vhodov (nog)
s poveCevanjem zamika med zacetkom drazenja enega in drugega vhoda. Nekateri v delu
omenjeni tipi internevronov so opisani prvi¢, druge je opisala ze Zorovic¢eva (2005). Kot
vzrok razlikam med njenimi in naSimi opisi funkcionalnih lastnosti tipov bi lahko omenili

razli¢en nacin testiranja (v Stevilu draZzenih nog), mesto znotrajceli¢nega belezenja aktivnosti
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in variabilnost morfolosko sicer podobnih nevronov (Comer in Robertson, 2001). Evolucijsko
so lahko morfolosko si podobni nevroni nastali s podvojitvijo Ze obstojecih nevronov. Take
celice dvojcice sta opisala Romer in Marquart (1984) pri kratkorogi kobilici L. migratoria,
o podobnih najdbah pa porocata tudi Zorovi¢eva (2005) pri zeleni smrdljivki in Stritithova
(2006) pri jamski kobilici.

Za uporabo zivali obeh spolov smo se odlo€ili, ker: 1. imajo nozni skolopidialni organi enako
zgradbo pri obeh spolih v vseh treh parih nog (Michel s sod., 1983), 2. Molina in Stumpner
(2005) za primer omega nevrona 1 (ON1) dolgotipal¢nic vrste Ancistrura nigrovittata izrecno
navajata enakost med spoloma, tako v funkciji kot v obliki. Strukturno podobnost med
spoloma sta pri svojih poskusih na murnu Gryllus bimaculatus in G. campestris upoStevala
tudi Wohlers in Huber (1978). Omega nevron 1 je pomemben pri medspolni komunikaciji
in za fonotaksijo. Vendar v primeru omenjenih vrst izvaja fonotaksijo le samica 3. Ronacher
in Stumpner (1993) pri kratkorogi kobilici vrste C. biguttulus ter Franz in Ronacher (2002)
pri kratkorogi kobilice vrste L. migratoria so vzpenjajoce internevrone obravnavali kot
enake pri obeh spolih in 4. namen orientacija proti viru vibracijskega drazljaja ni le lociranje
partnerja, pac pa tudi lociranje moznega predatorja/parazitoida oz. plena (Podisus sp.). V
nasih rezultatih nismo zabelezili nobene razlike med spoloma (Tabela 1.); tako pri samicah
kot pri samcih smo pri draZzenju z zamiki zabelezili vse tri tipe odzivov. To je skladno z
ugotovitvami razli¢nih avtorjev pri ravnokrilcih (Ronacher in Stumpner, 1993; Franz in
Ronacher, 2002; Stumpner, 2002; Molina in Stumpner, 2005; Stumpner in Molina, 2006).
Vedenjske razlike v odzivih na vibracijske 0z.zvo¢ne drazljaje, ki so izrazene med spoloma,
so najverjetneje posledice hormonalne regulacije ali razlik v povezanosti nevronov oz zgradbi
zivénih mrez na vi§jih nivojih centralnega zivénega sistema (Stumpner, os. komunikacija). Pri
vinski musici vrst Drosophila spp. so bile zebeleZzene podobnosti med spoloma v nastanku,
Stevilu, zivljenjskemu ciklu, obliki in povezavah celic v nevronskih mrezah, ki so odgovorne
za paritveno vedenje vinske musice. Produkt gena fru, ki je v nevronih te mreZe prisoten le
pri samcih, verjetno vpliva na dinamiko in/ali kemijo nevrotransmiterjev (Stockinger s sod.,
2005; Demir in Dickson, 2005).

Zabelezene celice smo razvrstili v ve¢ skupin na podlagi njihovih funkcionalnih lastnosti.

Spodaj podajamo komentarje za vsako teh skupin; nato pa poskusamo dobljene rezultate

povezati z obstojecimi deli.

130



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

4.1 O CELICAH

4.1.1 Tipi internevronov, ki odgovarjajo na draZenje z inhibicijo in ekscitacijo

Opisali smo tri tipe nevronov, ki odgovarjajo na drazenje enega vhoda z ekscitacijo, na
draZenje drugega pa z inhibicijo. Dva od teh tipov celic sta se tako odzivala ob drazenju
prvega para nog (PTG-TB-1a, Cl1), eden pa ob drazenju nog po diagonali, torej sprednje
desne noge in zadnjih levih nog (C2). Latenca ekscitacijskih odzivov pri tipu internevrona
PTG-TB-1a je bila kratka, 9 ms, kar kaze da je ta tip celice v tej povezavi internevron
prvega reda. Nasprotno so bile vrednosti latence inhibicije spontane aktivnosti ob drazenju
kontralateralne noge daljSe - med 15 in 20 ms — presinapti¢ni inhibitorni nevron je zato vsaj
prvega ¢e ne drugega reda. V primeru celice tipa PTG-TB-1a je bil prevladujo¢ vpliv vhod
z ipsilateralne noge, kar se vidi po tem, da inhibicija postane o€itna le, kadar ni vhoda z
ipsilateralne strani (slika 16). Nasprotno je bil pri nevronu tipa C1 prevladujo¢ inhibitorni
vhod, povecano prozenje akcijskih potencialov je postalo o€itno le ob drazenju samo desne
noge. Izmerjene latence odzivov so bile relativno dolge, 15-20 ms — sklepamo, da je celica
vezana na internevron prvega reda (slika 21) (Rehbein s sod., 1974; Romer s sod., 1981).
Celica tipa C2 je imela pravi kombiniran odziv, saj je bil odziv ob drazenju LinD meSanica
odzivov ob drazenju L in odzivov ob drazenju D. Zanimivo je, da se je inhibicija ob drazenju
vseh treh izbranih nog pojavila le pri visjih frekvencah, med tem ko se je ob draZenju prednje
desne noge pojavila pri vseh frekvencah. Tudi v primeru tipa C2 menimo, da ne gre za
internevron prvega reda, saj so bile izmerjene latence predolge (~20 ms; slika 22). Romer s
sodelavci (1981) je pri skupini internevronov kobilice vrste L. migratoria opazil, da je ¢as
pojava inhibicije v odgovoru odvisen od pozicije vira zvoka — razlika v latenci inhibicije
med nasprotnima pozicijama zvocila (ipsi- in kontralateralni) je bila 10 ms. Mi tako o€itnega
spreminjanja latence inhibicije ob vecanju zamika nismo zabelezili. Hkrati so omenjeni
avtorji pri razli¢nih internevronih kobilice vrste L. migratoria zabelezili razli¢en ¢as pojava
inhibicije glede na ekscitacijo: v primerih, kjer je inhibicija v odgovoru vodilna, le-ta vpliva
na latenco ekscitatornega odgovora in na Stevilo akcijskih potencialov, med tem ko v primerih,
v katerih inhibicija sledi akcijskim potencialom ekscitacije, vpliva le na Stevilo akcijskih
potencialov. Pri razvrs¢anju odzivov po sorodnosti smo pri odzivih celice tipa PTG-TB-1a
na podlagi prvih dvanajstih intervalov ugotovili lo¢evanje med odzivi na Lx.x in Dx.x, z
izjemo D0.5 in L2.0. Odzivi so se razvrstili z 1 do 2 ms velikimi napakami glede na velikost
zamika med zac¢etkom drazenja ene in druge pobudne glave (slika 20). Razvr$¢anje odzivov
nevrona tipa C2 po sorodnosti ni bilo urejeno (slika 24), vendar se je odzivnost celice med

poskusom spreminjala. Oblika PTG-TB-1a zaradi nepopolne obarvanosti celice ni to¢no
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dolocena; zabelezena sta bila dva aksona, en ipsilateralni vzpenjajoci in en kontralateralni
spuscajoci (slika 15). Med identificiranimi tipi nevronov nismo nasli nobenega, ki bi mu
bil po morfologiji podoben (pregled v: Stritih, 2006), po tipu odgovora pa bi ustrezal tipu,
opisanemu kot TH1-DC6 v delu Stritihove (2006).

4.1.2 Tipiinternevronov, pri katerih smo zabeleZili skokovito povecanje latence prvega

akcijskega potenciala

Pri tej skupini internevronov smo zaznali skokovito povecanje latence prvega akcijskega
potenciala (FSL) pri povecanju ¢asovnega zamika med zacetkom stimulacije z eno in drugo
pobudno glavo. Kot skokovito smo oznacdili povecanje FSL, ki je bilo vecje od povecanja
zamika. Velikost skoka se je razlikovala od tipa celice do tipa celice, najvecja je bila v
primeru celice tipa CG-AC-2, skoraj 20 ms (slika 67). V vseh primerih je bila ze 0.5 ms
razlika med zacetkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo dovolj velika, da je izzvala
laten¢ni skok, hkrati pa je bil laten¢ni skok v treh primerih odvisen od vodece pobudne
glave. V enem primeru smo skok zabelezili ne glede na to, katera pobudna glava je bila
vodilna (celica tipa PTG-DC-2; slika 54). Podobna skokovita povecanja FSL je pri svojih
poskusih na mackah opazil Eggermont (1998) za razli¢ne azimute zvocila. Hkrati smo taka
skokovita povecanja zabeleZili tako pri testiranju z zamiki s srednjefrekvencnim drazljaji
(100, 150 in 200 Hz; tabela 1) kot pri testiranju z nizkofrekvencnimi drazljaji — 40 Hz
(PTG-?-?). Skokovito, skoraj 20 ms povecanje latence prvega akcijskega potenciala pri tipu
internevrona CG-AC-2a lo¢i vodeco stran od zaostajajoce, nadaljnjega povecevanja latence
ob povecevanju zamika pa nismo zabelezili: odzivi Dx.x so se razvrstili po sorodnosti z
najvecjo napako 1.5 ms, odzivi Lx.x in D0.0 pa so pomeSani brez ocitnega reda (sliki 68
in 69). Pri internevronu tipa PTG-TC-2 je poleg skokovitega FSL pri drazljajih L0.5-L5.0
opazno tudi zvezno vecanje latence odzivov na drazljaje D3.5-D5.0 (slika 62). Prirazvrscanju
se zato odzivi D2.5 in D3.5 — D5.0 razvrstijo k odzivom Lx.x (slika 63 levo). Pri celici tipa
PTG-TC-1 pa je po skoku FSL v odgovorih na drazljaje L0.5-L5.0 opazno tudi nadaljnje
zvezno povecevanje latence odgovora (slika 30). Eggermont v svojem delu povezuje
opazeno odsotnost/prisotnost skokovito vecanje latence z intenziteto signala: latence so se
pri dolo¢enem azimutu skokovito povecale, nadaljnje povecevanje azimuta pa ni prineslo
statisti¢no znacilnih razlik med FSL. Pri nizjih nizjih intenzitetah pa je bila FSL odvisna od
azimuta zvocila (Eggermont, 1998). Pri celici tipa PTG-TI-2 se pojavi nekaj milisekundni
skok FSL, vendar ni zaslediti sledenja latenc povecevanju zamika zacetka drazenja. Latence
prvega akcijskega potenciala so bile pri meritvah z drazljaji Dx.x zelo variabilne; nasprotno
je bila ta variabilnost manjs$a v odzivih na teste L0.5-L5.0 — torej na teste, ki so povzrocili

skokovito povecanje latence (slika 46). V to skupino nevronov smo uvrstili tudi celico tipa
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PTG-TI-1, pri kateri je FSL sledila povecevanju zamika med zafetkom drazenja prednje
desne in prednje leve noge. Ob kontralateralnem povecevanju zamika je v odzivih vidna
inhibicija, ki je latence prvih akcijskih potencialov povecala za dobrih 10 ms, hkrati pa
povecevanje latenc sledi povecevanju zamika. Linija redkih akcijskih potencialov je opazna
pred inhibicijo (slika 38). Odzivi internevrona tipa PTG-DC-2 so posebnost v tem, da je
skokovito povecanje latence prvega akcijskega potenciala opazno ne glede na stran vecanja
casovnega zamika in sicer takoj, ko ta preseze asovno razliko 0.5 ms. Hkrati je variabilnost
latenc akcijskih potencialov ve¢ja v odzivih na Dx.x (slika 54). Pri testiranju frekvencne
obcutljivosti smo opazili, da je ipsilateralni vhod mocnejsi kot kontralateralni (slika 53).
Celica je »L« oblike, razvejitve ima v nevropilah prvega para nog in v nevropilah druge in
tretje desne noge (slika 50). Sode¢ po obliki in podobnem odzivu na Lx.x in Dx.x testiranje
je mozno, da tak tip celice integrira vhode s sprednjih in zadnjih nog v smislu locevanja
smeri izvora drazljaja »spredaj — zadaj«, vendar med poskusi s simulacijo te situacije takega
tipa celic nismo nasli. Pri testiranju z zamiki pri frekvenci 750 Hz je celica odgovarjala
z jasnim pasom akcijskih potencialov ob koncu drazljaja, zamaknjeno za dolzino latence
odgovora (angl. ‘off neuron’; slika 57). Izmed vseh celic tega tipa ima le celica tipa PTG-
TC-1 latence odzivov pri izbrani frekvenci krajse od 20 ms, iz Cesar sklepamo, da je ve€ina
teh celic drugega ali visjega reda. Pri meritvah frekven¢ne obcutljivosti celic tipov CG-AC-
2a in PTG-TC-2 smo pri testiranju LinD zabelezili mo¢nejSe odzive, kot bi pricakovali iz
odgovorov na enostranska testiranja frekvencne obcutljivosti L in D (sliki 61 in 66). Pri celici
tipa CG-AC-2a je moc¢no sinergisti¢no delovanje opazno tudi v frekvenéni obcutljivosti pri
draZenju LinD — celica odgovarja tudi na 40 Hz in 70 Hz drazljaj, ki sta bila pri drazenju L
in pri drazenju D podprazna (celica ni odgovarjala oz. skoraj ni odgovarjala v primeru 70 Hz
drazljaja). Celica tipa PTG-TC-2 je na drazenje L (drazenje druge in tretje kontralateralne
noge) odgovarjal zanemarljivo, pri drazenju D so bili odgovori na 40 in 750 Hz redki — pri
draZenju LinD pa je bila celica precej enakomerno odzivna ez vse frekvence z manjSo

latenco kot pri drazenju ipsilateralne desne noge (drazenje D).

4.1.3 Tipi internevronov, katerih latence odgovorov zvezno sledijo vecanju ¢asovne

razlike v zacetku draZenja

To skupino internevronov povezuje zvezno vecanje latenc odgovorov ob vecanju casovne
razlike med zac¢etkom stimulacije z eno in drugo pobudno glavo. Nekateri izmed obravnavanih
internevronov so se odzivali z ekscitacijo le ob drazenju obeh oz. le enega vhoda, med tem ko
ob drazenju samo drugega vhoda niso kazali ekscitatornih odzivov (internevroni tipov PTG-
LC-1, PTG-DC-3, C3 in CG-AC-7). Vendar smo pri pregledu latenc odzivov celic tipov
PTG-LC-1 in PTG-DC-3 odkrili vpliv drazenja nog na strani, ki se ni odzivala z ekscitacijo.
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V obeh primerih je $lo za vhode na somi ipsilateralni strani. Celici obeh tipov sta odgovarjali
z vec akcijskimi potenciali ob drazenju kontralateralne(-ih) noge(- ) kot pri hkratnem
drazenju obeh oz. vseh treh nog (sliki 92 in 98), v primeru celice tipa PTG-DC-3 pa so bile
krajse tudi latence odzivov (slika 100). Pri internevronu tipa PTG-LC-1 so si latence prvega
akcijskega potenciala podobne, latence drugega in tretjega akcijskega potenciala pa so bile
daljse ob hkratnem drazenju obeh nog, razen pri drazenju s 40 Hz (slika 93). Domnevamo,
da je v tem primeru $lo za inhibitorni vpliv z ipsilateralne strani, katerega latenca lezi med
30 in 40 ms. Vzrok za podobne latence pri 40 Hz bi bil lahko nek nizkofrekvenéni vhod
(LFR receptorji), ki ni inhibiran s kontralateralne smeri. Pri vi§jih frekvencah pa je prispevek
MFR receptorjev ze dovolj velik, da lahko povzro¢i opazeno inhibicijo. Menimo, da je ta
vpliv preprecil nastanek akcijskega potenciala v tem casovnem oknu. Celica tipa CG-AC-7
je imela le enostranski ekscitatorni vhod (kontralateralni), latence in relativna jakost njenih
odzivov pa nista kazali na obstoj ipsilateralnega inhibitornega vhoda. To sklepamo po
skoraj identi¢nem poteku obeh krivulj relativne jakosti odzivov in latenc prvega akcijskega
potenciala (sliki 145 in 146). Domnevamo, da gre za celico prvega reda, saj so bile vrednosti
FSL manjse od 10 ms (slika 147). Stritihova (2006) je, podobno, opisala §tiri internevrone,
ki so imeli (ve¢inoma) le enostranski vhod. Trije opisani internevroni so imeli ekscitatorni
vhod s tiste strani ganglija, kjer so imeli dendritske razvejitve, Cetrti pa se je na ipsilateralno
stimulacijo odzival z inhibicijo spontane aktivnosti. Vendar je pri enem od nevronov iz prve
skupine avtorica zabelezila tudi Sibek kontralateralni ekscitatorni vhod. Celice tipov PTG-
TB-1b, PTG-?-?7, CG-AC-2b, C4 in CG-AC-5 so se odzivale z ekscitacijo na drazenje s
katerokoli pobudno glavo v vsaj enem obmoc¢ju uporabljenih frekvenc (slike 73, 84, 109,
123 in 127). Zanimiv odziv je imela celica tipa PTG-TB-1b — odzivi na draZenje ipsilateralne
in obeh prednjih nog so imeli skoraj identi¢ne latence, relativna jakost odzivov pa je bila
mocnej$a ob drazenju le ipsilateralne noge za vse frekvence razen 40 in 70 Hz. Drazenje
kontralateralne noge ni povzrocalo ekscitacijskih odzivov z izjemo 150 Hz drazljaja. Pri 150
Hz je imela vrh tudi krivulja relativne jakosti odzivov na drazenje ipsilateralne noge. Hkratno
draZenje obeh nog pa je imelo ravno pri 150 Hz lokalni minimum. Celica tipa PTG-?-? se je
odzivala na vse tri kombinacije (LinD, L, D) draZenja nog, vendar le pri 40 Hz, pri ¢emer so
imeli odzivi hkratnega drazenja obeh nog najkrajSe latence in najmocnejsi odziv, vendar so
bile razlike majhne. Celica tipa CG-AC-2b je imela vhod tako z ipsilateralne prednje noge
kot s kontralateralnih zadnjih dveh nog - slednji je bil tudi dominanten; vhod z ipsilateralne
prednje noge je priSel do izraza le, kadar je bila drazena le ta noga. Ob hkratnem drazenju
obeh strani je bil rastrski prikaz odzivov podoben rastru odzivov na drazenje kontralateralnih
nog (L): vodeci akcijski potencial, z latenco med 15 in 20 ms, ki mu je sledilo priblizno 20
ms dolgo polje inhibicije (slika 109). Nasprotno pa krivulje relativne jakosti odzivov kazejo

podobnost ob drazenju LinD in D — krivulji za ti dve seriji odgovorov imata vrh pri 150 Hz
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— ti odzivi so na rastrskem prikazu opazni kot zaporedje akcijskih potencialov, ki je daljsa
od trajanja drazljaja (slika 108). Pri testiranju z zamiki Lx.x je dominantnost kontralateralne
stimulacije oc¢itna — FSL se povecuje zvezno s povecevanjem zamika, hkrati pa dolzina polja
inhibicije ostaja nespremenjena (slika 110). Pri meritvah z drazljaji pa je opazen inhibitorni
prispevek ipsilateralne sprednje noge. Latenca drugega akcijskega potenciala je namrec pri
odgovorih na D5.0 vecja kot pri D0.0. Pri odgovorih celice C3 je na rastrskem prikazu
odzivov na teste z zamiki z 40 Hz vidna fazna vezanost: vsak val (skupaj 4) v drazljaju je
dal dva akcijska potenciala. Odgovori niso enakomerno razporejeni, pac pa sta si zadnji AP
prejSnjega vala in prvi AP, ki je odgovor na naslednji val drazljaja blizje, kot AP-ja, ki sta

posledica istega vala (slika 116).

4.1.4 Tipi internevronov s somo v moZganskih ganglijih

Opisali smo dva tipa celic s somo v mozganskih ganglijih. Oba tipa sta si po obliki podobna in
spontano aktivna. Frekvenca spontane aktivnosti je bila pri celici tipa TC-DI-1a vi§ja. Celici
obeh tipov sta se na drazenje vhodov v katerikoli kombinaciji odzivali z inhibicijo spontane
aktivnosti. Inhibicije so v vseh primerih nastopile po vsaj 20 ms po zacetku drazenja (sliki
152 in 155), kar kaze, da gre za tipa internevronov, ki so drugega ali vi§jega reda (Rehbein s
sod., 1974; Romer s sod., 1981; Staudacher, 2001). Temu v prid govori tudi dejstvo, da imata
opisana tipa nevronov gladke koncice (ki predstavljajo vhodno regijo) v podzrelnem gangliju,
izhodne regije pa v nevropilah vseh treh ipsilateralnih nog (sliki 150 in 153). Opisana tipa
spuscajoca nevrona bi lahko po Hedwigu in Heinrichu (1997) imela funkcijo komandnih
nevronov, ki s toni¢no aktivnostjo kontrolirata generatorje vzorcev aktivnosti zivénih celic
(Wiersma in Ikeda, 1964; Kupfermann M. in Weiss K.R., 1978; povzeto po: Hedwig in
Heinrich, 1997) — kot npr. komandni motonevron. Njuna aktivnost je bila prekinjena s
senzori¢nim vhodom — vibracijami podlage — kot so to opisali pri mozganskih spuscajocih
nevronih murna Staudacher in Schildberger (1998) ter Staudacher (2001). Vendar nevroni,
ki so jih avtorji opisali niso bili spontano aktivni, za aktivnost nasih nevronov pa zaenkrat
nimamo prave razlage. Kot mozne vzroke bi lahko navedli poskodbo pri vstopu elektrode,
nehoteno stimulacijo motori¢éne mreze pri prehodu skozi ganglij z elektrodo ali le tendenco
zivali, da se premakne. Kodiranje smerne informacije smo preverjali le v primeru celice
tipa TC-DI-1b, vendar nismo opazili sledenja latenc povecevanju ¢asovnega zamika niti

urejenosti na klastrskem diagramu (sliki 157 in 158).

4.1.5 Internevron tipa PTG-DC-1

Ta tip celice je opisala Ze Zorovi¢eva (2005). Nase ugotovitve se dopolnjujejo z njenimi.
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Pri drazenju prednje desne noge na eni in druge ter tretje noge na drugi strani smo pokazali,
da ima celica ob izbrani kombinaciji nog ekscitatorni vhod le s prednje desne strani (slika
160). Zoroviceva je ob drazenju vseh Sestih nog opazila, da se celica odziva le v ozkem
frekvencnem pasu med 50 in 150 Hz. Nasprotno pa smo mi ob draZzenju prednje desne in vseh
treh izbranih nog hkrati zabelezili odzive celice na vse uporabljene frekvence (40 — 750 Hz).
Vendar se je relativna jakost odzivov na hkratno draZenje vseh treh izbranih nog zmanjsala
pod nivo drazenja prednje desne noge pri frekvencah drazenja 100 Hz in vec¢ (slika 161),
latence pa so se povecale pri odzivih na drazenje od 150 Hz naprej (slika 162). Menimo,
da imata zadnji kontralateralni nogi inhibitorni vpliv, iz rezultatov Zorovi¢eve (2005) pa
sklepamo, da imata v frekven¢nem obmocju nad 100 Hz tak vpliv tudi zadnji ipsilateralni

nogi in/ali kontralateralna prednja noga.
4.2 PRAG KODIRANJA CASOVNIH ZAMIKOV

V nasem delu smo pokazali, da je 0.5 ms najkrajsa razlika med zaCetkom drazenja ene in druge
strani, ki jo nevronske mreze pri stenicah vrste N. viridula zaznajo. Tej vrednosti so blizu
rezultati vedenjskih poskusov, ki sta jih Brownell in Farley (1979) dolocila pri skorpijonu
vrste Paruroctonus mesaensis in rezultati dela von Helversnove in Rheinlaenderja (1988), ki
sta pri kobilici vrste Chorthippus biguttulus za 0.4 ms zamudo ugotovila 75% zanesljivost
obrata v smer drazljaja. Nasprotno sta Rheinlaender in Morchen (1979) pri vrsti Locusta
migratoria dolocila vedenjski prag orientacije na 2 ms razliko med enim in drugim usesom.
Cokl s sod. (1985) je pri odzivih na vibracije podlage pri isti vrsti ugotovil sposobnost zaznave
milisekundnih ¢asovnih razlik med dvema izointenzitetnima vhodoma. Mason s sod. (2001)
je pri parazitoidni muhi Ormia ochracea dolocil Se precej nizjo prazno vrednost: le 0.01 ms!
Ta vrednost je manjSa od rezultatov meritev na vretencarjih: pri mackah naj bi bila prazna
vrednost upostevanja Casovne razlike pri 0.4 ms (Yin in Chan, 1990), morskih prasickih
0.33 ms, pri ljudeh pa je bil dolo¢en prag za razliko med prihodom signala na eno in drugo
uho pri 0.7 ms (Palmer, 2004). Pegaste sove so pri tem bolj natancne, odzovejo se lahko na
casovne razlike do 0.160 ms (Konishi, 2003). Med vretencarji vodijo netopirji vrste Antrozus
palllidus — vedenjski prag odziva na ¢asovno razliko so raziskovalci dolocili pri 0.07 ms
(Fuzessery, 1997). Pri tem je potrebno razlikovati rezultate vedenjskih in nevrofizioloskih
poskusov. Pri prvih je bilo dokazano, da organizmi dejansko lahko upostevajo tako majhne
zamike, pri nasih rezultatih pa vemo le, da je razlika opazna na nivoju odzivov posameznih
celic. Casovna razlika se v opisanih celicah kaZe kot kontralateralna inhibicija, ki skokovito
poveca latence prvega akcijskega potenciala in kot sprememba ¢asovnega vzorca prozenja
akcijskih potencialov kot posledica drazljaja. Dodati moramo Se, da je 0.5 ms minimalna

Casovna razlika, s katero smo testirali. Obstaja torej moznost, da je prag zaznave ¢asovne
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razlike v resnici Se nizji.

4.3 POMEN SPREMEMBE LATENCE PRVEGA AKCIJSKEGA POTENCIALA (FSL)

V nevrofiziologijije eno od odprtih vprasanj ali je pomembnejsi nosilec informacije povpre¢na
frekvenca akcijskih potencialov v odgovoru ali ¢asi le-teh. Raziskave v zadnjem desetletju
kazejo, da je pri mnogih senzori¢nih sistemih pomembnejSa asovna razporeditev akcijskih
potencialov (pregled v: Heil, 2004). V nekaterih primerih je lahko informacija kodirana le z
enim akcijskim potencialom — pri muhah vrste Ormia ochracea (Robert in Gopfert, 2002)
— v drugih pa latenca prvega akcijskega potenciala in frekvenca vseh akcijskih potencialov
v odgovoru kodirata dve razli¢ni informaciji npr. pri mackah (Phillips in Sark, 1991). V nasi
raziskavi smo zabelezili nekaj primerov celic, ki na dolocene ¢asovne razlike med zacetkom
stimulacije ene in druge noge odgovarjajo s (skokovito) spremembo FSL. Pri teh celicah
(npr. CG-AC-2a, PTG-TI-1) so na rastrskem prikazu loc¢eni odzivi Lx.x in Dx.x z izjemo
DO0.0, ki se razvrsti k odzivom L0.0; lo¢itev smo potrdili tudi z razvr§¢anjem odzivov po
sorodnosti na podlagi FSL in z uporabo vec¢ih AP intervalov vklucujo¢ FSL. V obeh primerih
so se odzivi lo¢ili po strani zaostanka ze od D0.5 naprej, nadaljnje razvr§¢anje pa je bilo manj
natanc¢no: v primeru celice CG-AC-2a so bile napake v razvr§¢anju 1-2 ms pri odzivih serije
Dx.x in do 3 ms pri odzivih Lx.x (sliki 68 in 69). V primeru celice PTG-TC-1 je bila situacija
podobna: 1-2 ms, tako pri odzivih Lx.x in odzivih na Dx.x, ne glede na Stevilo uporabljenih
intervalov (sliki 31 in 32). Odzive obravnavanih celic smo sicer v vecini primerov razvrstili
na tri nacine, od katerih sta dva vkljucevala latenco prvega akcijskega potenciala, tretji pa
ne. V nekaterih primerih odsotnost FSL ni poslabsala razvr§¢anja — velikost napake pri
razvr$€anju se ni povecala. Taki primeri so bili PTG-TB-1a (slika 20), PTG-?-? (slika 88)
ter PTG-TC-1 (slika 33). Skupno odzivom prvih dveh celic je spontana aktivnost (sliki 18
in 83). Domnevamo, da je zaradi gostote odzivov vpliv kontralateralne inhibicije opazen
na latencah vecih zaporednih akcijskih potencialov in prispevek ene latence v skupnem
razvr$¢anju ni tako velik. V odzivih tretje celice, PTG-TC-1 pa je opazno povecanje FSL, kar
je zblizalo prva dva akcijska potenciala in tako omogocilo lateralizacijo odzivov (slika 30).
Kljub tem trem izjemam je v prikazu razvrstitve po sorodnosti opazno najve¢ napak ravno
pri razvr§¢anju brez uporabe FSL. Pri ostalih celicah, pri kateri smo ugotovili smerno locene
odgovore, je uporaba FSL v razvr§¢anju po sorodnosti klju¢nega pomena. Latenca prvega
akcijskega potenciala tako pomembno prispeva k delitvi odzivov po smeri, uporaba vec¢ kot
enega intervala pa natancnosti v zgoraj navedenih primerih ne izboljSa. Vendar je uporaba
latence prvega akcijskega potenciala problemati¢na, ker je podatek o Casu drazljaja sicer
poznan le raziskovalcu - celica tega podatka nima. Jenison (2001) je pokazal, da organizem

(macka) iz aktivnosti populacije nevronov lahko pridobi za ugotavljanje smeri vira drazljaja
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nujno potrebno casovno referenco o zacetku stimulacije. Ugotovitev je problemati¢na
s staliS¢a, da se zaradi povpreCevanja lahko vnese korelacija med latencami populacije
nevronov in zato informacijska vrednost latence prvega akcijskega potenciala pade. Chase
in Young (2007) sta ugotovila, da temu ni nujno tako in da se informacijska vrednost (vsaj) v
nekaterih primerih poveca. To je skladno s predhodno ugotovitvijo van Rossuma (2001b), ki
meni, da prvi akcijski potencial nosi pomembno informacijo o transientnih pojavih v okolici
organizma, saj sinapticna depresija in zmanjSevanje frekvence AP-jev vplivata na sledece
akcijske potenciale. Mozno je, da tudi v naSem primeru preracunavanje ¢asovne reference
poteka iz populacijske aktivnosti, hkrati pa bi taka populacija nevronov lahko sluzila tudi za

izravnavo ¢asovne variabilnosti odzivov.
4.4 KOMENTAR K REZULTATOM METODE PO VAN ROSSUM-U

Z metodo po van Rossumu (2001a) smo obdelali posnetke nekaterih celic, pri katerih smo
z drugimi metodami (rastrski prikaz, latence akcijski potencialov, razvrS¢anje odzivov
po sorodnosti) ugotovili razliko med drazenjem s serijo Lx.x in s serijo Dx.x. Metoda po
van Rossumu ima v primerjavi z nekaterimi drugimi pogosto uporabljanimi metodami za
primerjavo vlakov akcijskih potencialov (metoda cene pretvorbe vlaka akcijskih potencialov
A vlak B — ang. »cost-based spike train metrics« (Victor in Purpura, 1997); uporaba
filtrov (Gauss/eksponencialni) pred racunanjem korelacije med dvema vlakoma akcijskih
potencialov (Schreiber s sod., 2003); ratunanje z eksponencialno funkcijo obtezene razdalje
do najblizje sosednje vrednosti (Hunter in Milton, 2003) dve pomembni prednosti: prva je
enostavnost ra¢unanja, druga pa nacin delovanja: metoda po van Rossumu ponuja moznost
fizioloske interpretacije rezultatov, saj simulira enoto¢kovno sumacijo v ¢asu (Machens
s sod., 2003; Wohlgemuth in Ronacher, 2007). Ugotovitev razlik v kodiranju razli¢énih
drazljajev ne pomeni, da se ugotovljene razlike prenesejo na postsinapti¢no/postsinapti¢ne
celice. Sibka stran te metode (in ostalih omenjenih metod) je zahteva po vnosu vsaj enega
parametra s strani raziskovalca (npr.: vrednost ¢asovne konstante, cena premika akcijskega
potenciala, etc.). Kreuz s sod. (2007) je zato razvil metodo, temeljeco na delu Quiroge s
sod. (2002), ki temelji na sinhronizaciji dogodkov, hkrati pa je neodvisna od casovne
lo¢ljivosti in ne zahteva nobenega posega s strani raziskovalca. Kljub temu menimo, da
je uporaba izbrane metode za na§ namen smiselna ravno zaradi omenjenih prednosti. Za
vsak obravnavani primer smo uporabili dve ¢asovni konstanti, eno kratko in eno dolgo.
Uporaba krajse casovne konstante da vecji poudarek na ¢asu akcijskih potencialov, med tem

ko daljsa casovna konstanta da vecjo tezo Stevilu akcijskih potencialov (Machens s sod.,

D0.0) morajo biti oznac¢ena kot medsebojno podobna, saj gre za odzive na enake drazljaje.
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med drazljaji z vecjimi in manjSimi zamiki na isti strani pa kodiranje velikosti ¢asovnih
razlik (slika 163). Kljub neujemanju sredinskih polj prikazov s kratko ¢asovno konstanto pri
celicah PTG-TB-1a (slika 164 spodaj), PTG-DC-2 (sliki 165 in 166 spodaj levo) in CG-AC-
2a (slika 167 desno) ter prikazov z dolgo casovno konstanto pri celici C3 (slika 169 levo)
rezultatov ne gre zanemariti, saj je v nasi izvedbi metode barvna skala relativna. Za CG-AC-
2a (slika 167), katere odzivi so podrejeni skokovitemu povecanju latence, so sredinska polja
pri kratki casovni konstanti (0.05 s) oznacena kot razli¢na, kvadrant D0.5-D5.0 x D0.5-D5.0
pa je obarvan rdece. Rezultat tolmac¢imo v smislu, da so odzivi D0.5 — D5.0 manj variabilni
kot odzivi Lx.x & D0.0. Van Rossumov prikaz odzivov celice PTG-TB-1a kaze, da je 0.05
ms ¢asovna konstanta predolga za fino razlikovanje smernega kodiranja, uporaba konstante
dolzine 0.0025 pa pokaze neujemanje sredinskega polja. Ker so hkrati polja D0.5-D5.0 x
D0.5-D5.0 in LO.5-L5.0 x L0.5-L5.0 markirana kot podobna, menimo, da so razlike med
odzivi minimalne (slika 164). Prenos smerne informacije na naslednji nivo bi bil v primeru
enotockovne ¢asovne sumacije vprasljiv. PTG-DC-2 je celica, katere odzivi niso lateralizirani
v primeru stimulacije levo — desno — laten¢ni skok se pojavi ob zamiku 0.5 ms ne glede na to
katera stran vodi in katera sledi. Ta simetrija je evidentna tudi na van Rossumovih prikazih
za obe uporabljeni frekvenci: 40 in 750 Hz. Casovna konstanta dolzine 0.05 s se je tudi tu
pokazala primernejSa, pri krajsi ¢asovni konstanti sredi§¢na polja niso oznacena kot podobna
(sliki 165 in 166). Pri celici PTG-TB-1b smo z van Rossumom obdelali odzive na 150 Hz
drazenje z zamiki. Prikaza z dolgo (0.05 s) in kratko (0.005 s) sta si podobna po sredinskem
polju, ki v obeh primerih prikazuje ujemanje. Enako oznacena (kot razli¢na) so Se podrocja
vrst in stolpcev L0.0, LO.5, D0.0 in D0.5. Razen omenjenih je vecina ostalih podrocij pri
dolgi konstanti oznacenih kot podobna, pri kratki pa kot razlicna, v obeh primerih pa sta
prikaza simetri¢na (slika 168). Simetri¢nost je opazna na rastrskem prikazu (slika 80), ne pa
na klastrskem prikazu (slika 81) — tu je ¢as akcijski potencialov zelo pomemben in temu se
pribliza tudi van Rossumov prikaz s kratko ¢asovno konstanto. Polja razli¢nosti na prikazu z
dolgo ¢asovno konstanto se na rastrskem prikazu vidijo kot podrocja brez dogodkov na obeh
straneh x-osi prikaza. Z izjemo C3 pri 40 Hz in CG-AC-7 (sliki 167 in 169) smo mnenja,
da je bolj uporabna Casovna konstanta 0.05 s, kar je skladno z ugotovitvijo Machensa in
sodelavcev (2003), da konstanta te dolzine najbolje simulira naravno situacijo. Za celici
C3 in CG-AC-7, pri katerih se uporaba kratke ¢asovne konstante izkaze bolje, je znacilna
majhna variabilnost latenc akcijskih potencialov in odsotnost spontane aktivnosti (sliki 116
in 148). Daljsa casovna konstanta pomeni postsinapticno zlivanje akcijskih potencialov, ki
so blizu skupaj. To pomeni, da se informacija z nevronov, ki na stimulus odgovarjajo z
velikim Stevilom AP in/ali so mo¢no spontano aktivnih, ne more biti kodirana z spremembo

frekvence akcijskih potencialov, saj razlike na postsinapticnem internevronu ne bi bile
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dovolj velike. Hkrati velika variabilnost latenc akcijskih potencialov, ugotovljena v vecini

obravnavanih internevronov, onemogoca ponovljivost prenosa informacije.

4.5 MOZNI MEHANIZMI DOLOCANJA SMERI VIRA DRAZLJAJA

Pri akusti¢ni orientaciji sta opisana dva mehanizma. Prvi je kontralateralna inhibicija, drugi
pa je t.i. ‘detektor soCasnosti’ (angl. »coincidence detector«). Prvi deluje z inhibicijo vhoda z
nasprotne strani. Tak sistem so pri Zuzelkah opisali pri skupinah Caelifera (Marquart, 1985;
Stumpner in Ronacher, 1991) in Ensifera (Romer s sod., 1981; Wohlers in Huber, 1982;
Horseman in Huber, 1994a; Horseman in Huber, 1994b; Schul, 1997; Stumpner, 1997; Stiedl
s sod., 1997); Stritihova (2006) meni, da je podoben sistem prisoten tudi pri jamski kobilici.
Detektor socasnosti je kot model postavil Jeftres (1948) - predpostavil je dve seriji vzporedno
potekajocih, a razli¢no dolgih linij (aksonov), po katerih ista informacija potrebuje razli¢no
dolgo casa, da pride do internevrona naslednjega nivoja (detektor). Ta maksimalno odgovori
le, kadar informacija z nasprotnih strani pride so¢asno. Seriji aksonov sta organizirani tako,
da sta na detektorskem internevronu priklju¢ena dva po dolzini nasprotno dolga aksona
(npr. najkrajsi ipsilateralni akson in najdaljsi kontralateralni akson). Ta sistem so kot metodo
lokalizacije vira akusti¢nega signala potrdili pri pegasti sovi (Carr in Konishi, 1990) in
pis¢ancih (Carr, 1999). Tudi pri mackah (Smith s sod., 2004) je bil obstoj tega sistema
dokazan, pri skakacih pa je Brand s sod. (2002) sicer potrdil obstoj takega sistema, vendar je
pokazal, da je glavni mehanizem kontralateralna inhibicija, kar je primer tudi pri netopirjih
(Covey in Casseday, 1999) in kuncih (Kuwada in Batra, 1999; pregled za sesalce v: Grothe
in Klump, 2000). Pri nevretencarjih sta tak sistem za ugotavljanje vira akusti¢nega drazljaja
predpostavila Robert in Gopfert (2002) na podlagi dela Masona s sod. (2001). S sluhom
povezan socasnostni detektor pri zuzelkah sta predlagala Ronacher in Romer (1985), vendar
v funkciji prepoznavanja konspecificnih napevov. Perez-Orive s sod. (2002) navaja primer
soCasnostnega detektorja tudi pri drugi modaliteti - vonju - z vlogo prepoznave vonjav
pri kratkorogi kobilici vrste L. migratoria. Pri rezultatih testiranja z zamiki smo opazili
kontralateralno inhibicijo (glej celice: PTG-TB-1, C1, C2, PTG-TC-1, PTG-TI-1, PTG-
TI-2, PTG-DC-2, PTG-TC-2, CG-AC-2a). Romer s sod. (1981) pri odzivih internevronov
kratkoroge kobilice vrste L. migratoria navaja »selitev« inhibicije ekscitatornih odzivov glede
na polozaj vira zvoka — tako je v skrajnih kontralateralnih pozicijah vira IPSP nastopil pred
EPSP-jem, v vecini ostalih pozicij pa za EPSP-jem. Kot smo Ze omenili, Horseman in Huber
(1994a) za latence inhibitornih vplivov navajata vrednosti med 14 in 18 ms; priblizno 18 ms
je spodnja meja pojava inhibitornih vplivov tudi v nasem delu. Inhibicija v vecini primerih
nastopa pred ekscitatornim odzivom, razen v odzivih celic PTG-TB-1a (sliki 16 in 18), C2
(slika 22) in PTG-TI-1 (slika 38). Pri prvih dveh celicah je ekscitatorni vhod pri uporabljeni
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amplitudi hitrosti valovanja dominanten. Inhibicija, ki sledi ekscitatornemu odzivu ni nujno
posledica drazenja kontralateralne noge saj nastopi prepozno (seStevek trajanja drazljaja in
latence odgovora). V primeru celice PTG-TI-1 pa se pri testiranju z zamiki Dx.x ob zadostnem
povecanju ¢asovne razlike (od D1.5 naprej) pred poljem inhibicije pojavi tudi ekscitatorni
odziv (slika 38). Odzivi celice PTG-TB-1a se kljub dominantnosti ipsilateralnega vhoda
(ekscitatornega) urejeno (pravilno) razvrstijo po sorodnosti — kontralateralni (inhibitorni)
vhod ima oc¢itno dovolj velik prispevek (slika 20). Smerna informacija je tu kodirana v
casih akcijskih potencialov po zacetku drazljaja. V odzivih testiranja smeri izvora vibracij
smo zabelezili osamljen primer internevrona, katerega odzivi bi lahko ustrezali odzivom
internevrona v funkciji soasnostnega detektorja: PTG-DC-2, ki je imel maksimalni odziv
ravno pri hkratnem drazenju obeh prednjih nog (slika 54). Pri celicah CG-AC-2a in PTG-TC-
2 smo pri merjenju frekvenéne obcutljivosti sicer zabelezili odzive, ki so bili ob hkratnem
drazenju izbranih nog mocnejsi kot bi bila vsota odzivov obeh enostranskih drazenj (sliki 61
in 66). Vendar menimo, da to ni posledica sistema soCasnostnega detektorja, saj pri testiranju
z zamiki nismo opazili maksimalnega odziva celice pri dolo¢enem ¢asovnem zamiku in

slabSega odziva pri drugacnem zamiku.

4.6 CASOVNA VARIABILNOST ODZIVOV

V naSem delu smo pri odzivih celic na drazljaje v nekaterih primerih odkrili precejsnjo
variabilnost latenc akcijskih potencialov. Latence odgovorov celice CG-AC-7 so bile
najmanj variabilne. Vrednosti interkvartilnih razmikov so bile med 0.1 in 0.9 ms (slika
145). Tako majhna variabilnost je bila v naSem primeru izjema, saj je ve€ina drugih celic
izkazovala precej vecje variacije, npr (razpon kvartilnih razmikov pri meritvah frekvencne
obcutljivosti).: 5 — 16 ms (celica PTG-LC-1, slika 91), 3 — 19 ms (celica PTG-TC-1, slika
28) in 12-53 ms (celica CG-AC-2a; pri 200 Hz je kvartilni razmik 25 ms, slika 65). Kaj
to pomeni za natan¢nost smernega kodiranja? Za elektri¢ni cut rib so avtorji (Kawasaki s
sod., 1988; Rose in Heiligenberg, 1985) predlagali dolo¢anje natan¢nih ¢asovnih vrednosti
iz odzivov populacije nevronov nizjega reda (ang.: hyperacuity). Ribe rodu Eigenmannia naj
bi bile iz odgovorov populacije senzori¢nih nevronov z variabilnostjo latence odzivov 0.07
ms sposobne odzivov na drazljaje z 0.007 ms ¢asovno razliko. Podobno resitev predlaga
tudi Mason (2001) za muho vrste O. ochracea. Internevron visjega reda tako lahko zmanjsa
variabilnost s povprecevanjem ¢ez ve¢ vhodov (van Rossum s sod., 2003). Vogel, Hennig in
Ronacher (2005) so pri vrsti L. migratoria opazili povecanje variabilnosti od periferije proti
vi§jim centrom. Vogel in Ronacher (2007) sta pri isti vrsti opazila tudi povecevanje korelacije
in sinhronizacije med aktivnostjo nevronov z vi§jim nivojem. To navaja na sklep, da je v tem

primeru frekvenca akcijskih potencialov tisti parameter, ki kodira informacijo. Ve¢je Stevilo
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senzori¢nih celic bi v taki situaciji prispevalo k zanesljivosti. Toda avtorja menita, da bi
na nivoju vzpenjajocih nevronov (posebej v situaciji, ko je teh malo — kot recimo pri vrsti
L. migratoria), ki prenasajo akusti¢no informacijo, velika variabilnost in visja korelacija
prizadela natancnost informacije, ki bi bila kodirana s frekvenco akcijskih potencialov.
Avtorja na tem mestu menita, da je v taki situaciji precej bolj ustrezna t.i. »population codex,
torej kodiranje informacije preko ve¢ vzporednih poti. Druga moznost je Sum ozadja oz.
vnos Suma ozadja (t.i.spontana aktivnost), ki po mnenju van Rossuma (2002) preprecuje
sinhronizacijo med populacijami vzporednih nevronov in s tem dosega boljse populacijsko
kodiranje drazljaja. Ne za kodiranje informacije s frekvenco akcijskih potencialov ne za
kodiranje s povprecevanjem ¢ez populacijo nevronov nimamo pravih dokazov. Zadnjemu v

prid vseeno govori dejstvo, da je bilo kar nekaj celic, ki smo jih opisali, spontano aktivnih.
4.7 SKLEPI

Nase delo je prvo, ki se ukvarja z nevronalno podlago kodiranja smerne informacije pri vrsti
zuzelk, katere osebki se sporazumevajo preko vibracij podlage. Pokazali smo, da zivéni
sistem zelene smrdljivke lahko zazna Casovni zamik v prihodu signala na dva razli¢na
vhoda v velikosti 0.5 ms. To smo ugotovili pri tipih celicah, identificiranih tako pri samicah
kot pri samcih. Ugotovili smo, da lahko internevroni razliko takega velikostnega razreda
kodirajo tako za situaciji »levo — desno« in situacijo »spredaj — zadaj«. Izmerjena ¢asovna
natancnost ustreza izmerjenim razlikam v prevajanju signala preko razvejitve fizola (2 — 4
ms, Zorovi¢ 2005); taka natan¢nost lahko zadosti zahtevam tudi pri komunikaciji po bolj
olesenelih steblih, po katerih so hitrosti valovanja vigje. Casovnih razlik, manjsih kot 0.5 ms
nismo testirali — zato pus¢amo spodnjo mejo nedolo¢eno. Odzivi na drazenje s ¢asovnimi
razlikami, povecanimi v 0.5 ms korakih, se medsebojno ne loCujejo z 0.5 ms natancnostjo
- razen v primerih, ko je celica imela le en vhod. Nenazadnje lahko iz naSih rezultatov
zaklju¢imo, da je glavni mehanizem dolocanja smeri vira drazljaja kontralateralna inhibicija
in ne soCasnostni detektor. Za konec se postavlja se vprasanje, kako natancno smerno
informacijo potrebuje N. viridula. Zelena smrdljivka ni plenilec, toda ob iskanju partnerja
na rastlini je natan¢nost pomembna predvsem zaradi krajSega ¢asa iskanja, s tem pa vecje
moznosti za uspeh pred konkurenénimi osebki in krajSe izpostavljenosti osebka in partnerja

predatorjem in parazitoidom.

142



Presern J. Nevrobioloska osnova orientacije stenice vrste Nezara viridula... proti viru vibracijskega signala.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. BF, Odd. za biologijo, 2007

5 IZVLECEK (SUMMARY)
5.1 IZVLECEK

Clenonozci &ut za vibracije podlage uporabljajo pri zaznavanju predatorja ali plena, ter pri
interspecifiéni komunikaciji, npr. s spolnim partnerjem. Cut za vibracije podlage skupaj s
komunikacijo preko podlage je v odnosu do zvocne komunikacije pri zuzelkah evolucijsko
izvoren. Med tem ko sta sluh in zvo¢na komunikacija dobro preucena z vseh vidikov je
vibracijska komunikacija precej slabSe raziskana. Zlasti pomanjkljivo so raziskane nevronalne
osnove doloc¢anje lokacije partnerja oz. orientacije proti viru vibracijskih drazljajev. Vec¢ina
raziskav na temo procesiranja vibracijskih signalov v centralnem Zivénem sistemu zuzelk
je bilo opravljenih pri vrstah, pri katerih orientacija proti viru vibracij podlage vedenjsko ni

bila dokazana, osebki pa med seboj komunicirajo z zvocnimi signali.

Vrsta stenice zelena smrdljivka Nezara viridula je primeren objekt za raziskavo tega
problema. Njena biologija je dobro poznana in njena razsirjenost dokumentirana. Hkrati je
preuceno njeno vedenje in komunikacija, poznane pa so tudi lastnosti nekaterih nevronov v

7zivénem sistemu.

V sklopu predparitvenega vedenja pretezno mirujoca samica oddaja pozivni napev, samec

vvvvv

vvvvv

vvvvv

signala nezanesljiv podatek, saj je bilo izmerjeno, da je v dobri tretjini vi§ja na strani, ki je
nasprotna viru. Nasprotno se je pokazalo, da bi bil ¢asovni zamik uporabne;j$i parameter, saj
so bili pri fizolu pri prehodu ez razvejisce izmerjeni 2 — 4 ms zamiki med eno in drugo vejo

razvejitve.

Z znotrajceli¢no registracijo aktivnosti v centralnem in protorakalnem ganliju smo preucevali
odzive internevronov na razlicno velike ¢asovne zamike med prihodom drazljajev iste
amplitude na razlicne noge (vhode). Hkrati smo po opravljenih meritvah nevron Se oznacili
z barvilom Lucifer Yellow oz. Alexa Fluor 568, kar smo uporabili za opis oblike celice in

njeno identifikacijo.

Opisali smo 22 tipov internevronov, katere smo razdelili v 5 skupin. V prve tri smo uvrstili
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tiste, pri katerih smo v odzivih na drazenje z zamikih ugotovili prisotnost informacije o

smeri in/ali velikosti zamika.

V sklopu nevronov prvih treh skupin smo pokazali, da ziv¢ni sistem zelene smrdljivke lahko
zazna zamik velikosti 0,5 ms, kar bi zadostovalo za zaznavanje zgoraj omenjene ¢asovne
razlike. Sposobnost zaznave take velikostne razlike smo pokazali tako pri primerjanju vhodov
iz istega para nog kot tudi pri primerjanju vhodov s sprednje in kontralateralnih zadnjih nog.
Ob vecanju Casovnih razlik razvrS€anje odzivov posamezne celice ni bilo tako natan¢no,

napake pri razvr§¢anju so bile v nekaterih primerih velikostnega razreda treh milisekund.

Menimo, da je glavni mehanizem dolocanja smeri kontralateralna inhibicija. Ta je bila v
primeru dominance kontralateralnega ekscitacijskega vhoda sicer prekrita z ekscitacijo,
vendar je bil njen prispevek dovolj mocan, da so se odzivi pri razvrs¢anju locili. V vecini
primerov je bila inhibicija dominantna; njeno delovanje se je pokazalo kot povecanje latence
prvega akcijskega potenciala. V nekaterih primerih pa smo zaznali inhibitorno delovanje
le pri frekven¢nem testiranju, ko je bile latence odzivov vecje in relativna jakost odzivov

manjsa pri isto¢asnem obojestranskem draZenju.

V Cetrto skupino smo uvrstili dva tipa spuscajocih se internevronov s somo v mozganskih
ganglijih, ki sta bila spontano aktivna. Somi obeh tipov sta bili v tritocerebrumu, izhodne
razvejitve pa unilateralno v nevropilah vseh treh nog. Po obliki in delovanju pa domnevamo,

da gre za internevrone povratne zanke.

V peti skupini je le en tip internevrona. Ugotovitve se dopolnjujejo z opisom Zoroviceve
(2005)
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5.2 SUMMARY

Arthropods vibrational sense has multiple roles, the most important of which are detection
of predators or prey, social and sexual communication. Although substrate vibration
communication in insects appears to be evolutionary older and more widespread than
acoustic communication, it has received much less attention. The most neglected areas is
orientation towards a sexual partner i.e. determination of the direction of the vibration source

at the level of neurophysiology.

Shieldbug Nezara viridula is a suitable object for tackling the problem of orientation towards
the vibrational source and localisation of a sexual partner. Its biology and ecology as well as
its behaviour and communication are well investigated. At the same time, the properties of

some of the neurons in its central nervous system have already been described.

According to the described premating behaviour, a female N. viridula remains still on a
plant during calling while a male responds to its song and searches for her. At a node, a male
usually stops to compare the signal inputs between the branches. Amplitude difference and
time delay could both be used as directional cues in such a situation. Amplitude difference has
already been shown as unreliable, time delay, however, seems more informative as crossing

of'a node of a bean plant causes a 2 — 4 ms time delay in signal arrival to the two branches.

By recording intracellularly from the central and the prothoracic ganglion we studied
interneuronal responses to time differences in the signal arrival time to the inputs (the legs).
At the same, time we used dye iontophoresis to describe the morphology and anatomical

position of the recorded neuron.

We have described 22 types of interneurons which we divided to five groups. In the first three
groups we placed neurons in the responses of which we could find directional information

and/or delay information.

By examining the neurons in the first three groups, we showed that the central nervous
system of V. viridula can detect a time difference as small as 0.5 ms. This was demonstrated
both when the legs of the same pair were stimulated and when we stimulated the contralateral
front and hind legs. Responses to increasing time differences were correctly sorted by the
leading side but in clustering, errors were as high as 3 ms. The main mechanism of directional

orientation is contralateral inhibition. In the case of a stronger excitatory input, the inhibition
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was masked by excitation, however, its influence on spike timing was large enough for the
correct clustering of the responses. Inhibitory input was most often dominant and influenced
the latency of the first spike of the response. In a couple of cases, we noticed inhibitory
influence when performing frequency sensitivity tests: the relative strength of the response
was lower and the latency was longer when both sides were stimulated simultaneously

compared to the situation of one-sided stimulation.

In the fourth group, we placed two types of descending, spontaneously active neurons with
somata in tritocerebrum. Both branch unilaterally in neuropils of each of the three legs.
Considering their morphology and functional properties, we propose that they could be a
part of a feedback loop.

In the fifth group, we placed only one type of the interneuron. The information obtained
complemented the description provided by Zorovi¢ (2005).
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PRILOGA 1.

1. FizioloSka raztopina po Dawenport-u (pH=7.2), 1000 ml

NaCl

KCl1

CaCl,x H,O
NaHCO,

H,O (destilirana)

6,7¢g

0,15¢g

0,12 ¢

0,15¢g

dopolnimo do 1000 ml

2. Fosfatni pufer (PBS, pH=7,2), 1000 ml

NaCl

KCl1

Na HPO,
KH,PO,

H,O (destilirana)

8,0¢g

02¢g

1,44 ¢

0,24 ¢

dopolnemo do 1000 ml



