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Zaznavanje in oddajanje vibracijskih signalov, ki se prevajajo preko podlage, ima
pomembno vlogo pri komunikaciji zuzelk. Nevronalna osnova zaznavanja vibracij je bila
najbolj raziskana pri ravnokrilcih (Orthoptera), pri katerih je vibracijski cut tesno povezan
s sluhom. Raziskave na receptorskem nivoju so pokazale poudarek na zaznavi vibracij
visokih frekvenc, a povec€ini niso vkljuevale morfoloske identifikacije merjenih nevronov.
Pri primitivnih, gluhih jamskih kobilicah (Rhaphidophoridae) iz rodu Troglophilus je
frekvencna obcutljivost vibracijskih internevronov v trebusnja¢i nakazala visok delez
nizkofrekvencnih vhodov v centralno zivcevje. Namen naloge je bil dolociti izvor te
obcutljivosti ter obenem opraviti prvo sistemati¢no raziskavo funkcionalnih in morfoloskih
lastnosti vibracijskih receptorskih nevronov pri ravnokrilcih. S tehniko znotrajcelicnega
merjenja elektrofizioloske aktivnosti in iontoforeti¢nega vnasanja »barvila« Smo pri vrstah
T. neglectus in T. cavicola v prvem oprsnem gangliju trebusnjace merili vibracijsko
obcutljivost receptorskih nevronov sprednje noge ter dolocili obliko in lego njihovih
centralnih razvejitev. ldentificirali smo 8 morfo-funkcionalnih tipov nevronov ter en
funkcionalni tip brez obarvanja. Trije od njih imajo vrh ob¢utljivosti v obmo¢ju nizkih (50-
300 Hz), Sest pa v obmocju visokih frekvenc (200-2000 Hz). Terminalne razvejitve Sestih
tipov nevronov tvorijo zgostitev srpaste oblike mediano ipsilateralno v gangliju, pri enem
tipu oblikujejo Siroko bifurkacijo, pri enem pa prekrivajo vecino ipsilateralne polovice
ganglija. Morfolosko podobni tipi nevronov imajo podobno frekvencno obcutljivost. Na
podlagi primerjalnih podatkov jih lahko pripiSemo naslednjim izvorom: Sest tipov
kompleksnemu tibialnemu organu, en tip femoralnemu hordotonalnemu organu, en tip
kampaniformnim senzilam, medtem ko enega tipa na podlagi poznanih podatkov ne
moremo razvrstiti. Prevladujoca in hkrati najvi§ja absolutna obcutljivost na vibracije
visokih frekvenc med identificiranimi receptorskimi nevroni kaze podobno sliko kot
prejSnje, ekstracelularne Studije. Izvora prevladujo¢e obcutljivosti centralno-zivénih
elementov jamskih kobilic na vibracije nizkih frekvenc nasi rezultati tako ne razjasnjujejo.
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Detection and production of substrate-born vibrations plays an important role in insect
communication. The neuronal basis of vibration detection is known mostly from the
hearing Orthoptera, in which the vibratory sense is functionally closely connected to
hearing. Investigations at the receptor level have shown predominant receptor inputs with
also highest sensitivity in the high-frequency range, but rarely included morphological
identification of the measured neurons. In primitive, non-hearing cave crickets
(Rhaphidophoridae) of the genus Troglophilus, predominant sensitivity of vibratory
interneurones in the ventral chord indicated, on the other hand, a high degree of low-
frequency tuned receptor inputs. The aim of our study was to determine the origin of this
sensitivity and at the same time conduct the first research of both functional and
morphological properties of vibrational receptor neurons in the Orthoptera. Using the
combined intracellular recording and staining technique we measured vibrational
sensitivity and determined the morphology and neuropile location for central projections of
receptor neurons from the first legs of T. neglectus and T. cavicola. Eight morpho-
functional types of neurons was described and one functional type without the staining.
Three are tuned to low-frequencies (50-300 Hz), while the other six have highest
sensitivity in the high-frequency range (200-2000 Hz). Terminal arborisations of six
neurone types form a crescent-shaped neuropile medially ipsilaterallly in the ganglion, one
has a wide bifurcation and arborisations of one type are spread almost over the whole
hemiganglion. Morphologically similar types of neurons express similar frequency
sensitivity. Based on comparative data we could attribute them to the following origins: six
types to the complex tibial organ, one to the femoral chordotonal organ, one to
campaniform sensilla, while one type could not be classified based on the available data.
Predominant and also highest sensitivity in the absolute terms measured among the high-
frequency tuned receptor neurons is comparable with findings of the previous, extracellular
studies. The source of the low-frequency sensitivity of central neural elements in cave
crickets could thus not be explained.
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1. UvOD

Vibracijski ¢ut je eden glavnih cCutov, ki ClenonoZzcem omogocajo komunikacijo in
orientacijo v prostoru. VecCina zuzelk pri komunikaciji znotraj vrste oddaja vibracijske
signale, ki se prevajajo preko podlage (Cocroft in Rodriguez, 2005). Te signale in
vibracije, ki nastajajo med premikanjem zuzelke, izkoriS€ajo tudi njihovi plenilci
(Greenfield, 2002). Pri ravnokrilcih sta vibracijska komunikacija in zaznavanje vibracij

tesno povezana z zvocno komunikacijo in sluhom.

Vedina organov za zaznavanje vibracij je names$c¢enih v nogah. Subgenualni organ je
specializiran organ za zaznavanje vibracij podlage v tibijah nog vecine Zuzelk, ki se odziva
na Sirok spekter vibracijskih frekvenc (Autrum in Schneider, 1948). Pri ravnokrilcih
(Orthoptera) sta distalno tik ob njem razviti S ena oz. dve dodatni skupini Cutilnih
nevronov, ki se v kombinaciji s pomoznimi strukturami odzivata na vibracije podlage
infoz. zvok (Ball s sod., 1989; Lakes in Schikorski, 1990). Na vibracije nizkih frekvenc se
odzivajo tudi drugi mehanoreceptorski organi, names¢eni v sklepih in kutikuli (Lakes in
Schikorski, 1990, Cokl in sod., 2005), ki primarno sluZijo zaznavanju poloZaja, premikov

ter sil v okoncinah (propriorecepciji).

Vecino informacij o vibracijskem ¢utu imamo iz raziskav pri ravnokrilcih, ki za
komunikacijo uporabljajo zvok. Na podlagi razli¢nih pogojev stimulacije in selektivnega
uni¢evanja posameznih delov nog so ob merjenju elektrofizioloSke aktivnosti noznega
zivca sklepali o obcutljivosti posameznih organov oz. senzil (Schnorbus, 1971; Dambach,
1972). Kasneje so merili aktivnost posameznih vibracijskih cutilno-zivénih celic
(receptorskih nevronov) z ekstracelularno tehniko registracije (Kalmring s sod., 1994;
Kiihne, 1982; Cokl s sod, 1995) in pri tem nekatera merjena Zivéna vlakna ve&jega premera

tudi obarvali (Grosch s sod., 1985; Lakes in Schikorski, 1990).

Sistemati¢na raziskava razli¢nih funkcionalnih tipov ¢utilnih nevronov, ki se odzivajo na
vibracije, s tehniko znotrajcelicnega merjenja aktivnosti in hkratnega barvanja pri
ravnokrilcih oz. Zuzelkah $e ni bila opravljena. Le intracelularna tehnika omogoca, poleg
selektivnega merjenja, tudi obarvanje manjSih nevronskih vlaken in potencialno polnjenje

njihovih odrastkov na vecje razdalje.
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Jamske kobilice (Raphidophoridae) v tibialnem organu nimajo razvite najbolj distalne
skupine ¢utilnih nevronov, ki pri murnih (Gryllidae) in kobilicah (Tettigoniidae) tvorijo
timpanalni slu$ni organ. Pri vrsti Troglophilus neglectus, ki naseljuje slovensko podzemlje,
so pokazali, da je struktura in odzivnost vibracijsko-obcutljivega dela tibialnega organa
primerljiva z ostalimi ravnokrilci (Cokl s sod., 1995; Jeram s sod., 1995). Zaradi tega
predstavljajo jamske kobilice primeren eksperimentalni objekt za raziskave zivéne osnove

vibracijskega Cuta.

2. PREGLED OBJAV
2.1 VIBRACIJISKA KOMUNIKACIJA ZUZELK

Komunikacijski signali morajo izraziti doloceno sporoc€ilo, npr. sporoc€iti identiteto in
lokacijo posiljatelja in z razdaljo ¢im dlje ohraniti to informacijo. Pri zvo¢ni komunikaciji
je uspesnost sporoc¢anja odvisna od velikosti osebka in frekvence zvocnega signala. Za
ucinkovito komunikacijo morajo biti osebki relativno veliki glede na valovno dolzino
oddanega zvoka. ManjSe ZuZelke morajo oddajati zvok z vi§jo frekvenco, vendar pri
visokofrekven¢nem zvoku pri razSirjanju prihaja do vecjega popacenja in izgube signalne
strukture kot pri nizkofrekvenénem (Markl 1983, Bennet-Clark, 1998). Prednost
komunikacije s signali, ki se prevajajo preko podlage, je v manjSem vloZku energije in
velikem dosegu - predvsem za manjse Zzuzelke (Markl 1983, Virant-Doberlet in Cokl,
2004).

Vse Zuzelke so sposobne zaznavanja vibracij podlage, primarno pa se je ta cut
najverjetneje razvil kot eden od mehanizmov zaznavanja naravnih sovraznikov (Friedel,
1999; Greenfield, 2002). Vsak premik zuzel¢jega telesa sprozi vibracije v podlagi in tudi
tak$ni na videz nepomembni signali so lahko pomembni pri medvrstnih in znotrajvrstnih
interakcijah (Hanrahan in Kirscher, 1994). Produkcija signalov je vrstno specifi¢na ter
vkljucuje specifi¢no gibanje telesa in/ali posebnih struktur. Najbolj preprosta in razsirjena
mehanizma ustvarjanja vibracij sta udarjanje z deli telesa ob podlago (bobnanje oz.
perkusija) ter potresavanje telesa ali njegovega dela (tremulacija); pri slednji se vibracije

telesa prenasajo na substrat preko nog (Virant-Doberlet in Cokl, 2004). Vibracije nastajajo
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skupaj z zvocnimi signali tudi pri medsebojnem drgnjenju delov telesa (stridulaciji; Ewing,

1989).

Plenilci in parazitoidi lahko izrabljajo vibracije za detekcijo in lokalizacijo svojega plena
(Mencinger-Vrac¢ko in Devetak, 2008). Raznovrstne skupine zuZelk uporabljajo vibracijske
signale za komunikacijo pri spolnem vedenju. Z vibracijami omogocajo lo¢evanje signalov
lastne vrste od drugih signalov, sporocajo spol posiljatelja signala, prav tako pa preko
vibracij dolo¢ajo pozicijo partnerja. Pogosto je vibracijska komunikacija klju¢na pri
koordinaciji vedenja v skupini in pri kompleksnih socialnih interakcijah, kot so
signaliziranje nevarnosti, pri obrambi pred plenilci, pri skrbi za zarod in sporocanju

lokacije vira hrane (Virant-Doberlet in Cokl, 2004).

Pri ravnokrilcih v podredu dolgotipal¢nic (Ensifera) komunikacija na ve¢je razdalje (v
funkciji privabljanja partnerjev) poteka vecinoma z zvo¢nimi signali. Pri izmenjavi
informacij na kratke razdalje, v okviru dvorjenja, lociranja partnerja in postkopulacijskih
interakcij, pa zvok pogosto dopolnjujejo ali nadomestijo vibracije podlage (Kalmring s
sod., 1997; Morris, 1980; Virant-Doberlet in Cokl, 2004).

2.2 JAMSKE KOBILICE

Jamske kobilice (Raphidophoridae) so dolgotipalénice, ki ne producirajo zvoka in so po
mnenju nekaterih avtorjev v tej skupini zuzelk primitivne (Desutter-Grandcolas, 2003;
Stritih in Stumpner, 2009). Druzina je kozmopolitska; dva predstavnika rodu Troglophilus
naseljujeta tudi jame Slovenskega krasa, kjer predstavljata najStevilénejSo populacijo
¢lenonozcev (Novak in Kustor, 1982). Najveckrat jih najdemo v meSanih populacijah,
razmerje med vrstama je verjetno odvisno od okoljskih dejavnikov (Novak in Kustor,
1983). Zivljenjski cikel vrste T. neglectus traja dve do dve leti in pol s 7-8 mese¢nim
embrionalnim razvojem, 14-15 mesecev trajajocim larvalnim obdobjem in s 3-10 meseci
odraslega zivljenja (Pehani s sod., 1997). Imajo aktivno poletno nadzemno ter neaktivno
zimsko podzemno obdobje (Novak in Kustor, 1983). Zimski ¢as zivali prebijejo v velikih
skupinah v jamah, najverjetneje pa se v tem Casu ne prehranjujejo. V ostalem delu leta
ponoci zapustijo zato€iS¢a in si i8¢ejo hrano, podnevi pa se vracajo v jame oz. si poiScejo

vlazna skrivali$¢a v skalnih razpokah, pod lubjem in listjem. Parjenje pri vrsti T. neglectus
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poteka v poznem poletju in zgodnji jeseni (Pehani s sod., 1997), pri vrsti T. cavicola pa
zgodaj spomladi (Novak in Kus$tor, 1983). Samci imajo na zadku vonjalne zleze, ki jih
izbocijo v Casu pred parjenjem (SeliSkar, 1923), kar najverjetneje sluzi privabljanju samic.
Pri vrsti T. neglectus so pred kratkim opisali vibracijske signale, ki jih samci oddajajo med
dvorjenjem s potresavanjem zadka ter po kon¢anem parjenju s stresanjem celotnega telesa
(Stritih in Cokl, poslano v revizijo). Dominantne frekvence teh signalov so zelo nizke;

lezijo v obmoc¢ju med 20 in 100 Hz.

2.3 TIPI MEHANORECEPTORJEV ZUZELK IN NJIHOVA FUNKCIJA
2.3.1 Hordotonalni organi

Hordotonalne organe najdemo pri zuzelkah in rakih. Pri zuZelkah se v veliki morfoloski
pestrosti pojavljajo v skoraj vsakem sklepu eksoskeleta; nameS¢eni so med sklepi v udih in
telesnih segmentih. Vsi hordotonalni organi so mehanoreceptorji in imajo lahko
proprioreceptorno viogo ali pa vlogo visoko specificnih mehanoreceptorjev (sluh).
Morfolosko je hordotonalni organ skupek senzil, ki so pripete na premikajoci se del
skeletne kutikule ali pa so vpete v vezivno tkivo. Senzile nekaterih hordotonalnih organov
so organizirane v morfolosko locene skupke (skoloparije). Tak je npr. femoralni

hordotonalni organ v nogah ravnokrilcev (Filed in Matheson, 1998).

Cutilna enota hordotonalnega organa (senzila) je sestavljena iz enega ali ve¢ bipolarnih
Cutilnih nevronov, katerih dendriti so na distalnem koncu opremljeni s cilijami. Cilijo
ovijata dve specializirani celici — skolopalna celica in pritrditvena (kapna) celica ter glia
celica. Skolopalna celica tvori ovoj iz skolopalnih fibroznih vlaken, ki obdajajo cilijo (oz.
cilije) in je distalno vstavljena v kompaktno kapico, ki jo tvori pritrditvena celica
(Scumacher, 1979; Field in Matheson, 1998).

Hordotonalne senzile Zuzelk opravljajo zelo razlicne cutilne funkcije. V povezavi z
razli¢nimi notranjimi tkivi in kutikularnimi strukturami ima lahko hordotonalni organ
funkcijo sklepnega proprioreceptorja v udih, krilih ali zadku; je detektor vibracij podlage
(subgenualni organ) ali vibracij zraka (timpanalni organ); detektor gibanja anten, ki so

posledica premikanja zraka, gravitacijskin sil ali nizko frekven¢nih vibracij zraka
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(Johnstonov organ); kontrolira premike kutikule v krilih in ustnih delih (konektivni

hordotonalni organi (Field in Matheson, 1998).

2.3.1.1 Femoralni hordotonalni organ

Femoralni hordotonalni organ (FeCO) je pripet anterio-dorzalno na hipodermis
proksimalno v femurju in se distalno pripenja na tanek kutikularni apodem, ki je vstavljen
v tibijo. Sestavlja ga 100-400 bipolarnih senzori¢nih nevronov in je tako eden najvecjih
proprioreceptorjev pri zuzelkah (Nishino, 2000). Verjetno se pojavlja pri vseh skupinah
zuzelk, najbolje pa je raziskan pri ravnokrilcih. Pri teh je sestavljen iz dveh funkcionalno
razli¢nih skoloparijev; ventralnega in dorzalnega. Pri kratkotipal¢nicah (Caelifera) se med
posameznimi nogami strukturno razlikuje, pri dolgotipal¢nicah (Ensifera) pa ni razlik med
sprednjim (pro-), srednjim (meso-) in zadnjim (metatorakalnim) parom nog. Med
razliénimi skupinami ravnokrilcev obstajajo razlike v stopnji spajanja skoloparijev; pri
kratkotipalénicah je metatorakalni FeCO popolnoma spojen, delno spojen je pri
dolgotipalénicah (Nishino in Sakai, 1997), nespojen pa je v pro- in mesotorakalnih nogah
kratkotipal¢nic (Field in Matheson, 1998). Pri jamskih kobilicah ima FeCO strukturo
znacilno za dolgotipalénice, z delno spojenima dorzalnim in ventralnim skoloparijem

(Stritih, neobjavljeno).

Zacetne Studije so kazale, da celoten FeCO posreduje v centralno Ziv€evje informacijo o
polozaju in premikih femuro-tibialnega sklepa, izkazalo pa se je, da se skoloparija
funkcionalno razlikujeta. Nevroni ventralnega skoloparija imajo proprioreceptivno vliogo
in sodelujejo pri refleksnem uravnavanju napetosti femoralnih misic (Field in Pfliiger,
1989; Nishino in sod, 1999), medtem ko se nevroni dorzalnega skoloparija odzivajo na
nizkofrekvencne vibracije receptorskega apodema (najmocneje pod 100 Hz; Field in
Pfluger, 1989; Kittman in Schmitz, 1992). Pri dolgotipal¢nicah prihaja do funkcionalnega
prekrivanja med skoloparijema, kar je posledica njunega delnega anatomskega spajanja
(Nishino 2000, 2003).
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2.3.1.2 Tibialni organ

Pri ravnokrilcih in $¢urkih (Orthopteroidea) najdemo proksimalno v tibiji nog kompleks
dveh oz. treh skupin skolopidijev, ki tvorijo t.i. kompleksni tibialni organ (TO). Najbolj
proksimalno lezi subgenualni organ (SGO), sledita mu intermediani organ (10) ter distalno

pri nekaterih dolgotipal¢nicah $e vrsta senzil imenovana crista acoustica (CA) .

2.3.1.2.1 Subgenualni organ

SGO lezi v dorzalnem hemolimfnem kanalu tibije ter je pri ravnokrilcih in scurkih
obseznej§i v primerjavi S kozokrilci (Hymenoptera), termiti (Isoptera) in metulji
(Lepidoptera); Mclver, 1985); medtem ko je pri drugih Zuzelkah najverjetneje odsoten
(Howse, 1968; Mclver, 1985). Senzori¢ne celice so organizirane v polkrogu na dorzalno-
anteriornem delu noge, njihovi aksoni tvorijo dva zivca — timpanalni zivec, ki pri kobilicah
ozivCuje okoli 20 senzil, ter subgenualni zivec (Lakes in Schikorski, 1990; Eibl in Huber,
1979). Cutilne celice so vstavljene v pritrditvene celice, ki tvorijo membrano pahljadaste
oblike in se pripenjajo na dorzalno posteriorni del hipodermisa noge. SGO je v vseh treh
parih nog podobno grajen, Stevilo celic je podobno; v vsaki nogi je sestavljen iz priblizno
30-50 skolopidijev (Schumacher, 1979; Young in Ball, 1974; Ball in Field, 1981). Vrh
obcutljivosti za vibracije je pri razli¢nih ravnokrilcih podoben in leZi v obmocju med 200
in 2000 Hz (Cokl in sod., 1995; Cokl in Virant-Doberlet, 1997). Organ se odziva tudi na
nizkofrekvencni zvok visokih intenzitet (>3000 Hz; Shaw, 1994; Stumpner, 1996). Pri
jamski kobilici T. neglectus SGO sestavlja 30 skolopidijev, Stevilo celic je v vseh nogah
enako (Jeram s sod., 1995). Cokl in sod. (1995) so v protorakalnem gangliju te vrste merili
odzive posameznih cutilnih nevronov na vibracije in odzive z vrhom obcutljivosti med 200

in 700 Hz pripisali senzilam SGO.

2.3.1.2.2 Intermediani organ

Intermediarni organ (10) je razvit le pri dolgotipal¢nicah (Ensifera). Lezi distalno tik ob
SGO, razdeljen je v dva dela (Friedrichs, 1927) z lo¢eno orientacijo senzil in razli¢no
ozivCenostjo. Skolopidiji so podobni tistim v SGO, manjkajo akcesorne celice

(Schumacher 1979). Zaporedno namesceni skolopidiji se pripenjajo na povecano nozno
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trahejo, ki poteka vzdolz tibie. Velikost celic se manj$a z oddaljenostjo od femuro-
tibialnega sklepa. Na distalni strani se kolona celic nadaljuje s strukturo CA. Mejo med 10
in CA doloca ozivCenje (Lakes in Schikorski, 1990).

Organ se med posameznimi nogami razlikuje v Stevilu celic, ki upada od sprednje proti
zadnji nogi. V sprednjih nogah se pri vrstah, ki imajo razvite strukture za sprejem zvoka
(glej spodaj), odziva tako na vibracije podlage (okrog 1-2 kHz) kot nizkofrekvenéni zvok
1-10 kHz (Kalmring in sod., 1994), medtem ko se v ostalih nogah odziva samo na vibracije
podlage. Pri jamski kobilici proksimalni del organa sestavlja 8-9 skolopidijev, distalni del
pa 5-6. Lezi ob SGO in se ne razteza tako distalno kot pri vrstah, ki slisijo (Jeram s sod.,
1995). Cokl in sod. (1995) so vibracijske odzive ¢utilnih nevronov z vrhom obéutljivosti

med 700 in 2000 Hz pripisali 10.

2.3.1.2.3 Crista acustica

Strukturo crista acoustica (CA) sestavlja vrsta skolopalnih senzil names¢enih vzdolz
anteriorne nozne traheje (akusti¢na traheja). Konca se preden se traheji ponovno zdruzita
(Lakes in Schikorski, 1990). Receptorske celice so na eni strani pritrjene na dorzalno steno
akusti¢ne traheje, na drugi pa na krovno membrano (tektorialna membrana, Schumacher,
1979; Stolting in Stumpner, 1998). V sprednjih nogah vecine vrst murnov in kobilic so
senzile CA funkcionalno povezane s pomoznimi strukturami, ki sluZijo sprejemu in
prevajanju zvoka do organa; timpanalno membrano na povrsini nog, odprtinami (spirakli)
na protoraksu in prej omenjeno poveéano anteriorno nozno trahejo (Kalmring in sod.,
1994). Skupaj s pomoznimi strukturami predstavlja CA zelo obcutljiv organ za detekcijo
zvoka (timpanalni organ) v obmocju okrog 10 kHz do vsaj 50 kHz (Oldfield, 1984,
Stolting in Stumpner, 1998), medtem ko na ostalih nogah pomozne strukture manjkajo
(Young in Ball, 1974; Rossler, 1992a) in homologni organ CA se odziva na vibracije
podlage (Kalmring s sod., 1994). Za CA je znacilna tonotopi¢na ureditev. Velikost senzil
upada od proksimalne proti distalni, pri ¢emer se spreminja tudi njihova frekven¢na
obcutljivost; v sprednjih nogah se proksimalni ¢utilni nevroni odzivajo na nizke frekvence,
distalni pa na visoke frekvence zvoka (Stumpner, 1996). V drugih in tretjih nogah ter pri
vrstah,ki ne zaznavajo zvoka, je Stevilo receptorskih celic reducirano (Lakes s sod., 1991;

Lin s sod., 1994).
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Pri jamskih kobilicah CA ni razvita v nobenem paru nog, tudi pomozZne strukture za
dovajanje zvoka manjkajo (Jeram s sod., 1995). Pri visokih intenzitetah so sicer zabelezili
odzive organa na zvok, ki pa so verjetno posledica posrednih u¢inkov vibriranja celotne
noge (Cokl in sod., 1995). Struktura tibialnega organa jamskih kobilic predstavlja v
primerjavi z vrstami, ki sliSijo, verjetno izvorno in ne reducirano stanje (Jeram s sod.,
1995; Desutter-Grandcolas, 2003; Stritih in Stumpner, 2009). Ob¢utljivost na vibracijsko
stimulacijo je primerljiva s tisto v srednjih nogah kobilic druzine Tettigoniidae (Cokl s sod.,
1995).

2.3.1.3 Kampaniformne senzile

Kampaniformne senzile (CS) so manj specializirani vibracijski receptorji (Schnorbus,
1971; Cokl in sod, 2005). Primarno so mehanoreceptorji obcutljivi na deformacijo
integumenta (zaznavajo spremembe napetosti v eksoskeletu; Zill s sod., 1999), obcutljive
pa so tudi na vibracije podlage, kar je bilo najprej pokazano pri $§¢urkih (Schnoburs, 1971).
Njihovi dendritski kon¢ici so vpeti v kutikulo, ki je oblikovana kot kupola oz. kapa (Kiel,
1998). Deformacija kutikule se preko septuma prenese na dendritske koncice. Pri mnogih
zuzelkah so CS namescene okrog sklepa v tako imenovanih receptivnih poljih (Grosch in
sod., 1985; Devetak in sod. 2004), pri nekaterih pa so posejane po vsej povrsini noge
(Zorovi¢, 2005).

2.4  OZIVCENOST VIBRACIJISKIH RECEPTORJEV

Aksoni receptorskih nevronov kampaniformnih senzil in raznovrstnih hordotonalnih
organov (glej zgoraj) pri jamskih kobilicah potekajo po noznem zivcu (N5), tako kot pri
murnih in ostalih dolgotipal¢nicah (Grosch in sod., 1985; Miicke in Lakes, 1988). N5 se
proksimalno v femurju razdeli na anteriorno (N5B1) in posteriorno vejo (N5B2). N5B1 ali
»timpanalni Zivec« vsebuje aksone dela ¢utilnih dlak ter CS proksimalnega dela tibie ter
vecino kompleksnega tibialnega organa (Eibl in Huber, 1979; Lakes in Miicke, 1989).
N5B2 ali »subgenualni Zivec« pa vsebuje aksone posteriornega skolopidija SGO, CS, ki
lezijo pod SGO ter cutilnih dlacic na posteriornem proksimalnem delu tibie (Field in

Matheson, 1998). Aksoni FeCO, ki se nahaja v proksimalnem delu femurja, se po kratkem
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odcepu pridruzijo N5 (Nisino in Sakai, 2000), ki se mu postopoma pridruzujejo tudi aksoni

CS, namescenih po celotni povrSini noge.

Organizacija TO se med kobilicami iz skupin kratkotipal¢nic (so. Caelifera) in
dolgotipalcnic (so. Ensifera) razlikuje. Pri prvih je organ sestavljen iz dveh delov, in sicer
iz SGO in distalnega organa (Michel, 1974; Ball in sod, 1989), timpanalni organ pa se
nahaja v abdomnu. Zivec, ki po legi ustreza timpanalnemu, imenujemo subgenualni Zivec
(Miicke in Lakes, 1988). Pri drugih pa ga pri vecini druzin (izkljuc¢ujo¢ Rhaphidophoridae)
sestavljajo trije deli: SGO, 10 in CA (kompleksni tibialni organ; Lakes in Schikorski,
1990). Pri jamskih kobilicah je struktura TO dvodelna in tako najbolj spominja na tisto pri
kratkotipal¢nicah (Jeram s sod., 1995). Sestavljata ga SGO in 1O, zato tudi zivec, ki po legi

ustreza timpanalnemu zivcu pri jamskih kobilicah, lahko imenujemo subgenualni zivec.

2.5 CENTRALNE PROJEKCIJE MEHANORECEPTORSKIH NEVRONOV

Lega in nacin razvejitve receptorskih nevronov v centralnem Zzivéevju sta razlicna za
razli¢ne tipe receptorjev in pogosto odvisna tudi od njihove lokacije na periferiji. Odrastki
se v sploSnem lahko odcepljajo vzdolz celotne dolZine aksona, takoj po njegovem vstopu v

ganglij, ali pa pretezno v terminalnem (medianem) delu, pri ¢emer tvorijo razlicne vzorce.

Aksoni senzori¢nih nevronov TO, FeCO in CS vstopajo v segmentalni ganglij trebusnjace
prek glavnega noznega zivca (N5). Odrastki TO potekajo s kratkimi stranskimi
razvejitvami vzdolz tretje korenine noznega Zivca in se kon¢no razvejijo anterio-ventralno
na ipsilateralni strani ganglija (Ball in Field, 1981; Eibl in Huber, 1979; Esch s sod., 1980;
Kalmring s sod., 1978; Mason, 1991), kjer tvorijo nevropilo imenovano anterior ring tract
(@aRT; Tyrer in Gregory, 1982) oz. mVAC (medio-ventralni asociaciacijski center (nVAC;
Pfliiger s sod., 1988). Pri kobilicah se aksoni na zvok obcutljivih receptorskih nevronov
kon¢no razvejijo na sredini aRT, na vibracije ob¢utljivi pa na antero- in posterolateralnem
robu aRT (Romer, 1985; Kalmring s sod., 1996). Pri dolgotipal¢nicah je tako npr. vidna
ocitna razlika med projekcijami vibracijsko obcutljivih aferentov iz kompleksnega TO
(SGO in 10) ter zvo¢nih receptorjev iz CA (Romer, 1985; Kalmring in sod. 1990a).
Zvocno obcutljivi receptorji projecirajo v mediani del nevropile (aRT; Romer in sod.,

1988), vibracijsko obcutljivi receptorji pa v antero- in posterolateralni del aRT (Field in
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Matheson, 1998). Pri zvo¢no obcutljivih receptorjih je razporeditev odrastkov znotraj aRT
tonotopic¢na, pri cemer receptorji obcutljivi na nizje frekvence projecirajo v anteriorni del
te »sluSne nevropile«, receptorji z obcutljivostjo na visje frekvence pa bolj posteriorno.
(Oldfield, 1982, 1983; Romer in sod., 1988; Stumpner, 1996; Roéssler in sod., 2006). Pri
kobilicah brez funkcionalnih uSes (tistih brez timpanalne membrane) receptorji iz dela, ki
je homologen strukturi CA, projecirajo v enake predele nevropile, kot pri vrstah, ki slisijo.
Za razliko od sliSeCih vrst pa aRT ni tako obsezen, kar kaze na zmanjSane potrebe pri
centralnem procesiranju dohodnih informacij. Spominja na stanje v mezo- in

metatorakalnih nogah pri slusecih vrstah (Lakes-Harlan in sod., 1991).

2.5.1 Centralne razvejitve SGO in 10

Po vstopu v ganglij se od aferentov SGO odcepljajo anteriorne in posteriorne stranske veje.
Ko dosezejo mediani del nevropile, se glavno deblo razcepi na posteriorno in anteriorno
vejo in projecirajo v skrajno anteriorni del aRT na ipsilateralni strani, posteriorna veja pa
se zaklju¢i nekoliko prej. Nasprotno, aferenti 10 se po vstopu v ganglij ne razcepijo,
temve¢ se zakljucujejo v posteriornih dveh tretjinah aRT na ipsilateralni strani (Nishino in
Field, 2003).

2.5.2 Centralne razvejitve CS

Znacilnost projekcij CS v nogah je antero-posteriorna razvejitev blizu vstopa N5 tik preden
oz. ko doseZejo nevropilo. Od obeh vej, anteriorne in posteriorne, se odcepljajo stranske
razvejitve. Terminalni deli se priblizujejo mediani liniji ganglija (Hustert in sod., 1981;
Brauning in sod, 1983) in se zakljucijo v regijah, kjer imajo svoje izhode motonevroni
(Hustert, 1978).

2.5.3 Centralne razvejitve FeCO

Od glavnega debla se v osrednjem delu nevropile odcepi nekoliko moc¢nejSa posteriorna
stranska veja. Glavna veja se pribliza mediani liniji ganglija in se terminalno zakljuci v
anteriornem delu aRT. Selektivno retrogradno barvanje nevronov FeCO pri murnih je

pokazalo, da nevroni dorzalnega skoloparija projecirajo izklju¢no v aRT (Nishino, 2000),
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medtem ko nevroni ventralnega skoloparija projecirajo tako v lateralne asociacijske centre
(LAC), kjer je motori¢na nevropila (Field in Pfliiger, 1989), kot v aRT (Nishino, 2000).
Ureditev aksonov FeCO pri murnih bi v grobem lahko oznacili kot somatotopi¢no, ¢e
skoloparija obravnavamo lo¢eno (Nishino in sod., 1999), vendar pri vrstah z delno
spojenima skoloparijema prihaja do prekrivanj v centralnih projekcijah med skoloparijema.
Nas so zanimali vibracijsko ob¢utljivi nevroni ne glede na izvor. Po vstopu aferentov
FeCO v nevropilo se od glavnega debla odcepljajo nekoliko dalj$e anteriorne in krajse
posteriorne stranske veje (Miicke, 1989). Glede na obliko terminalnih razvejitev lo¢imo 2
tipa celic FeCO, ki projecirajo v aRT: prve se razcepijo in projecirajo v anteriorni in
posteriorni del aRT, druge pa se ne razcepijo in projecirajo v anteriorni del aRT. Aferenti
FeCo imajo skoraj identi¢ne centralne projekcije kot nekateri aferenti iz SGO (Nishino,

2003).

2.6 PROCESIRANIJE VIBRACIJSKE INFORMACIJE V CENTRALNEM ZIVCEVIU
(pomen senzori¢nih vhodov)

Centralno procesiranje vibracijske informacije je bilo opisano veéinoma pri vrstah
ravnokrilcev, predvsem pri kobilicah in murnih, ki komunicirajo zvo¢no. Najve¢ podatkov
imamo o nevronih, ki se vzpenjajo proti mozganom (Cokl in sod., 1977; Kiihne in sod.,
1982; Kalmring in sod., 1997). Ti kazejo, da se vzburjenje iz razli¢nih vibracijskih in
zvocnih receptorjev iz posameznih nog prenasa po istih vzpenjajocih nevronih. Te nevrone
je Kiihne (1982) glede na informacijo, ki jo prenaSajo, razdelil v 3 skupine: vibracijsko
zvocni (VZ), zvocni (Z) ter vibracijski (V). Vibracijski nevroni tipa V1, V4 in V5 so
uglaseni na frekvence nizje od 5S00Hz, medtem ko imajo nevroni tipa V2, V3 in VZ $irsi
razpon, najbolje pa se odzivajo na frekvence med 500 in 1000 Hz. Med slednjimi so

zabelezili najvisjo obcutljivost na vibracije.

Frekven¢na obcutljivost vibracijskih internevronov merjenih v protorakalnem gangliju
jamske kobilice T. neglectus kaze, v nasprotju z vrstami ki slisijo, poudarek na zaznavanju
vibracij nizkih frekvenc (pod 200 Hz). Med prevladujo¢imi nizkofrekven¢nimi nevroni so
hkrati tudi tisti, ki so najbolj obcutljivi (Stritih, 2009). Nevroni z vrhom obcutljivosti pri

ev e

za najobdutljivejse celice TO pri tej vrsti (Cokl s sod., 1995). Ta ob&utljivost hkrati precej
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presega tisto, ki je bila izmerjena za razlicne mehanoreceptori¢ne organe oz. senzile, ki se
primarno odzivajo na vibracije nizkih frekvenc (Lakes in Schikorski, 1990; Grosch s sod.,
1995; Miicke, 1991). Ni jasno od kod v centralni Ziv¢ni sistem prihaja informacija o nizko

frekvencnih vibracijah, na katere se odzivajo internevroni jamskih kobilic.

2.7 NAMEN NALOGE

Namen naloge je pri jamskih kobilicah vrst T. neglectus in T. cavicola beleziti aktivnost
vibracijsko obcutljivih receptorskih nevronov sprednjih nog z njihovega aksonalnega dela
v prvem oprsnem (protorakalnem) gangliju in dolo¢iti obliko centralnih razvejitev
merjenih nevronov. Pri¢akujemo, da bomo z uporabo visoko selektivnih elektrod nasli
ve¢ji delez nizko-frekvenéno obcutljivih receptorskin nevronov, kot so jih pokazale
prej$nje Studije vibracijskega ¢uta pri ravnokrilcih. Testirali bomo intenzitetno obcutljivost
nevronov na sintetizirane vibracijske pulze razlicnih frekvenc ter jih po koncanem
merjenju napolnili z oznacevalcem oz. barvilom. Pri tem bomo testirali u¢inkovitost
razliénih znotrajceli€nih barvil in poizkuSali merjene nevrone obarvati ¢im dlje proti
periferiji. Iz kombinacije frekvenéne obcutljivosti in oblike razvejitev zelimo ugotoviti,
kateremu organu na periferiji pripada merjeni nevron, ter ali imajo nevroni skupnega

izvora in razli¢nimi frekven¢nimi obcutljivostmi razli¢no pozicijo v nevropili.
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3. MATERIAL IN METODE

3.1 POSKUSNE ZIVALI

Vse poskuse smo izvajali na odraslih osebkih in zadnjih larvalnih fazah jamskih kobilic iz
rodu Trogliophilus neglectus in T. cavicola obeh spolov. Zivali smo nabrali v jamah in
umetnih rovih na lokacijah: Brje na Krasu, Speglieva jama pri Zalcu ter v jami na
Kozlovem robu nad Tolminom. Hranili smo jih v steklenem terariju, ki smo ga oblozili z
mahom, kamenjem in lubjem. Obcasno smo jih hranili s hrano za akvarijske ribice, skrbeli
pa smo tudi da so imele vodo za pitje. V prvem delu poskusov smo jih imeli v hladilniku,
kjer smo jim poskusali zagotoviti jamske pogoje (dnevno (8h)/no¢ni ritem (16h),
temperature 11 £+ 2°C, 70-80% vlaZznost). Zaradi rednih poginov Zivali smo jih prestavili v
jamski laboratorij, kjer verjetno zaradi boljSe prezracenosti do poginov ni prihajalo. Zaradi
zamika v razvojem ciklu med vrstama smo poskuse prakti¢no lahko izvajali skozi vse leto;

na vrsti T. neglectus poleti oz. jeseni, na vrsti T. cavicola pa pozimi oz. spomladi.

3.2 KOMBINIRANA TEHNIKA INTRACELULARNEGA ODVAJANJA
AKTIVNOSTI IN VNASANJA BARVILA

Z namenom da bi dolocili fizioloSke in morfoloske lastnosti vibracijsko obcutljivih
receptorskih nevronov sprednjih nog, ki projecirajo v protorakalni ganglij, smo ob tresenju
sprednje leve noge belezili odziv nevronov ob vstopu noZnega zivca v ganglij ter jih po

ustreznem fizioloSkem testiranju obarvali z znotrajceli¢nimi barvili 0z. oznacevalci.

3.2.1 Preparacija

Zival smo omrtvi¢ili s CO, in jo z meSanico voska in kolofonije pritrdili z ventralno stranjo
navzgor na kovinsko mizico na magnetnem stojalu. Tretji par nog smo odstranili, drugega
pa pritrdili ob telo. Prvi par nog smo s plastelinom zacasno pritrdili na zicki, ki sta bili
vpeti v strukturi stojala mizice. Z voskom smo zalili celotno glavo in s tem preprecili njeno
premikanje in pa poziranje zraka v prebavilo. Z voskom pa smo zalili tudi vse vrzeli med
kolki nog, kolki in glavo ter kolki in zadkom. Tako je nastal nepropusten bazencek, v

katerega smo dodajali fizioloSko raztopino in s tem preprecili, da bi se preparat izsusil.
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Prerezali smo opno od glave do prve oprsne trebusne plosce in le-to odstranili. Pri tem smo
pazili, da nismo poSkodovali noznega zivca in ganglija ter prebavil. Ganglij smo nato
podlozili z jekleno Zlicko, zli¢ko vpeli v nosilec in s tem ganglij nekoliko privzdignili. Da
bi omogodili lazje prodiranje elektrod v ganglij, smo ovojnico obdelali z encimom
(Kolagenaza, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA). Najprej smo povrsino ganglija osusili s
ko$¢ki papirnatih brisa¢ in nato nanj polozili majhen koscek kristalizirane kolagenaze
(Sigma, kolagenaza tip IV). Pocakali smo priblizno eno minuto in nato encim spirali s

fiziolosko raztopino, ki smo jo popivnali s papirjem in to veckrat ponovili.

3.2.2 Poskusna postavitev in izvedba poskusa

Elektrofizioloske meritve smo izvajali v Faradayevi kletki. Magnetno stojalo smo pritrdili
na jekleno mizo, ki dusi tresljaje iz okolice — vedno na isto mesto zaradi celotne postavitve
aparatur. Tarze sprednje leve noge smo z voskom fiksirali na pali¢ico pritrjeno na
vibracijski vzbujevalnik (Bruel&Kjaer, tip 4810, Nerum, Danska). V zadek zivali smo
vstavili klorirano srebrno Zic¢ko, ki je sluzila kot indiferentna elektroda. Znotrajceli¢ni
odziv nevronov na tresljaje smo belezili s borosilikatno pipeto s filamentom (Sutter
Instruments, Novato, ZDA). lzdelali smo jih z horizontalnim vlecnikom (Sutter
Instruments, tip P-87, Novato, ZDA), na katerem smo nastavili vse potrebne parametre , ki
so nam dali elektrode s tanko konico in pravo upornostjo. Konico smo napolnili z
oznacevalcem Nevrobiotinom oz. barvilom Lucifer yellow. Ob uporabi Nevrobiotina smo
konico pipete napolnili s 5% raztopino oznacevalca v 1M kalijevem acetatu, zadnji del
pipete pa z 1M kalijevem acetatom, ki je sluzil kot elektrolit. Pri uporabi Lucifer yellow
nam je kot elektrolit sluzil 1M litijev klorid. Upornost tako izdelanih elektrod je bila 100-
120 MQ. Odzive receptorskih nevronov smo belezili v konénem delu noznega Zivca tik
pred vstopom v ganglij ter v lateralnem delu ganglija tik po vstopu Zivca. Prodirali smo z
ventralne strani zivéevja. Pozicijo elektrode smo uravnavali in z njo prodirali v tkivo s
pomocjo mikromanipulatorja (Leitz, Wetzlar, Nemcija). Celi¢ni potencial, zabelezen z
elektrodo, se je ojacal ob prehodu prek intracelularnega ojacevalca (Electrometer Duo 773,
WPI, Sarasota, ZDA), zdigitaliziral (CED, 1401 plus, Cambridge, VB) in shranil v
raunalnik s programom Spike 2 (6.07, CED, Cambridge, VB). Stimulacijske programe
izdelane s programom Sound Forge (Sonic Foundry, 4.0, Middleton, ZDA) in Cool Edit



15

Buh B., Morfoloska in funkcionalna karakterizacija vibracijskih receptorskih nevronov pri jamskih kobilicah rodu Troglophilus...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Pro (Syntrillium, 2.0, Cambridge, VB) smo prozili po sekvencah s pritiskom na tipke na
tastaturi (bliznjice), kar je omogocilo hitro testiranje intracelularno zaznanih celic.
Intenzitete in frekvence drazljajev smo dolocCili na podlagi Ze poznane obcutljivosti
vibracijskih receptorjev, ki so jih merili ekstracelularno Cokl in sodelavci (1995) ter
obcutljivosti internevronov pri tem rodu kobilic (Stritih, 2006). Drazljaji so bili sinusni
pulzi dolzine 100 ms, ponavljalnega ¢asa 500 ms ter osnovnih frekvenc med 30 in 5000
Hz. Intenzitete drazjajev so bile v obmoc¢ju med 0,005 in 1,6 m/s? (celice »TN«), oz. do 4
m/s? (celice »TC«). Intenziteto, nastavljeno v programu, smo ojadali z napetostnim
ojacevalnikom (Nevrolog, Digitimer, Welwyn Garden City, VB), umeritev izhodnih
intenzitet pa opravili z laserskim vibrometrom (Polytec, OFV 353, OFV 2200; Waldbronn,
NEM). Uporabljali smo fiksne stimulacijske sekvence drazljajev naras¢ajoce intenzitete (z
razponom po 5dB) za vsako od testnih frekvenc. Te sekvence smo uporabljali za testiranje
vzdraznega praga celice. Celice smo testirali tudi z zaporedjem pulzov enake intenzitete in
naras¢ajocih frekvenc. Ta test je sluzil za hitro testiranje frekvenéne obcutljivosti takoj po
prodoru v celico. Med samim prodiranjem v tkivo pa smo kot ‘iskalno’ sekvenco
uporabljali zaporedje treh pulzov s frekvencami 50, 700 oziroma 1400 Hz in takoj po
penetraciji v celico tudi v grobem ugotovili frekvenéno obmocje njene najvecje

obcutljivosti.

3.2.3 Oznacevanje celic

Po zakljucku fizioloSkega testiranja smo Vv vsako celico iontoforenti¢no vnesli barvilo oz.
oznacevalec. Uporabljali smo znotrajceli¢ni oznacevalec Nevrobiotin oz. barvilo Lucifer
yellow. V celico smo ga injicirali s konstantnim depolarizacijskim tokom z jakostjo 3.5—4
NA. Moc¢ obarvanja smo uravnavali z mocjo toka in ¢asom tokovnega injiciranja. Mo¢ toka
smo pocasi povecevali do priblizno 4 nanoamperov in sproti preverjali ali Se imamo
stabilen celi¢ni odziv. Obarvanja so tako trajala najve¢ 5 minut. V nasprotnem primeru je
lahko prislo do obarvanja okolnega tkiva in tako do slabsega kontrasta oz. terminalne
razvejitve nevronov niso bile vidne. Pri vsaki poskusni zivali Smo testirali in barvali po en

nevron.
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3.2.4 Obdelava tkiva

Takoj po kon¢anem oznacevanju celice z barvilom smo fiksativ (4% formalin v fosfatnem
pufru) najprej nalili v zival in tako ustavili nadaljnje Sirjenje barvila. Nato smo ganglij
izpreparirali iz zivali ter ga najmanj 1 uro, navadno pa Cez noc¢, fiksirali v enakem
fiksativu. Po koncani fiksaciji smo ganglij 2-3 sprali v fosfatnem pufru (PB) z detergentom
triton x-100 (PBST).

Preparate obarvane z Lucifer yellow smo dehidrirali v akoholni vrsti (1x10 min. 50, 70, 90
in 96% etanol ter 2x 100% etanol) in ga nato zbistrili v metilsalicilatu (nekaj min.).
Preparat je bil pripravljen za opazovanje pod svetlobnim mikroskopom. Presvetljevali smo
jih z modro svetlobo in obarvane nevrone opazovali kot fluorescentno zelene objekte v

temnem polju.

Na preparate, barvane z Nevrobiotinom, je bilo potrebno vezati barvilo, saj je le ta
brezbarven. Uporabljali smo dva naina. Postopek se razlikuje v kon¢nem delu v
odvisnosti od tega ali potrebujemo ¢rno-prozorno kontrasten trajni preparat ali pa preparat,
ki fluorescira. Ganglij smo najprej dehidrirali v alkoholni vrsti (50, 70, 90, 96, 2x100%
etanolu), v vsaki koncentraciji po 10 minut. Po koncani dehidraciji smo ganglij za 3-5
minut prenesli v xylol in ga nato ponovno hidrirali (96, 90, 70% etanol po 5 minut; 50, 30
% etanol in bidestilirana voda po 10 minut). Sledilo je spiranje v PB (3x10 minut). Ganglij
smo prenesli v PB, ki smo mu dodali 1mg kolagenaze in 1mg hialuronidaze na 1 ml, in ga
segrevali na 37°C 1 uro. Sledilo je spiranje v PBST (3x10 min). Nato smo ganglij preko
noci inkubirali v kompleksu Avidin-Biotin (1 kapljica avidina + 1 kapljica biotina (kit —
Vector laboratories, Burlingame, ZDA) na 2,5 ml PBST - priprava pol ure pred
inkubacijo) pri sobni temperaturi in nato izpirali s PB 3x10min. Sledila je DAB reakcija z
diaminobenzidinom, kjer je prislo do obarvanja. Dodali smo ga 2 kapljici v 3 ml PBST in
ganglij inkubirali 1 uro. Nato smo ganglij oksidirali v raztopini H202 (1 kapljica H202 v
3ml PBST) nekaj sekund (10 s). Dalj casa kot je ganglij v tej raztopini, intenzivnejse je
obarvanje. Reakcija se ustavi po prenosu v ohlajen PB. Sledi ponovna dehidracija v
alkoholni wvrsti (50, 70, 90, 96, 2x100% etanol; 10 min vsaka konc.) Zadnji korak je
¢isCenje ganglija z metilsalicilatom, s katerim ganglij zbistrimo. Tako je pripravljen za

opazovanje pod mikroskopom. Tako obdelan preparat je kontrastno ¢rno prozorne barve
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(celica je &me barve). Ce namesto Avidin- Biotin kompleksa uporabimo Avidin
(Streptavidin Cy3), ki ga razredéimo v razmerju 1:200 v PBST, izpiranju ne sledita DAB
reakcija in oksidacija v raztopini H20z2, vendar le $e postopek dehidracije, ter ¢is¢enje z
metilsalicilatom. Tako obdelan preparat pa fluorescira in je rde¢e — ¢rno kontrasten (celica

rdece fluorescira).

3.3 ANALIZA ELEKTROFIZIOLOSKIH PODATKOV

Zapise celiéne aktivnosti smo shranjevali skupaj z drazljaji direktno prek A/D pretvornika
v standardni rac¢unalnik s programom Spike 2 za Windows (6.07, CED, Cambridge, VB).
V tem programu smo podatke tudi analizirali. Ovrednotili smo naslednje parametre odziva.

- Kot merilo ODZIVA nam je sluzilo povprecno Stevilo akcijskih potencialov na drazljaj.

- Akcijske potenciale, ki so se v celici prozili neodvisno od drazenja, imenujemo
SPONTANA AKTIVNOST. Da ni prihajalo do popacenja rezultatov, je bilo potrebno pri
analizi takSno aktivnost odSteti, saj bi drugace dobili ve¢jo jakost odziva od realne.
Spontano aktivnost smo merili v ¢asovnem intervalu 300ms pred pri¢etkom drazljaja. Na
podlagi povpre¢ne stopnje proZenja, izracunane na podlagi vsaj 10 takih intervalov, smo od

dolZine trajanja ekscitacijskega odziva odsteli ustrezno Stevilo akcijskih potencialov.

- Kot VZDRAZNI PRAG smo definirali tisto intenziteto drazljaja, ki je vsaj v polovici
ponovitev povzrocCila prozenje vsaj enega akcijskega potenciala v odzivu oz. kjer smo v

primeru spontane aktivnosti dobili pozitivno vrednost pri oceni jakosti odziva celice.

- Pri vsaki celici smo poskusali vzdrazni prag dolociti pri vsaki od testnih frekvenc in na
podlagi teh podatkov izrisali KRIVULJO VZDRAZNEGA PRAGA, pri ¢emer smo

intenziteto draZljajev izrazili kot pospesSek.

- LATENCA ODZIVA je cas med nastopom drazljaja in vrhom prvega akcijskega

potenciala v odzivu.

- S testiranjem s sekvenco drazljajev enake intenzitete in nara$cajoCih frekvenc smo za
posamezno celico prikazali KRIVULJO IZOINTENZITETNEGA ODZIVA; tj. jakost

odziva pri posamezni frekvenci drazZljaja.
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3.4 ANALIZA OBLIKE ZIVCNIH CELIC

Vv W

Ganglij, oc¢is¢en z metilsalicilatom, smo opazovali s svetlobnim mikroskopom (Leica
DMRBJ/E; Wetzlar, Nemc¢ija) pod navadno belo svetlobo oz. osvetlitvijo za flourescenco
(modro) — odvisno od vrste oznacevalca. Preparate smo fotografirali z analogno kamero
(Leica, Wild MPS52/48, Wetzlar, Nemcija) pri razlicnih povecavah (100, 160x) in v
razlicnih ravninah z razmikom 2 um. S programom Photoshop 7.0 (Adobe) in grafi¢no
kartico (Graphire 2, Wacom, Vancouver, ZDA) smo na podlagi fotografij izrisali lego in
obliko terminalnih razvejitev nevrona v gangliju. Lego razvejitev smo opisovali z
naslednjimi izrazi: lateralno (pomeni proti stranskemu robu ganglija), mediano (proti
sredini ganglija), anteriorno (v smeri proti glavi) in posteriorno (usmerjeno proti zadku). Z
besedo ipsilateralno smo oznacevali vse na isti lateralni polovici ganglija, ki je vseboval
obarvan nevron. Na skicah ganglija (glej rezultate) je prikazana le ipsilateralna polovica
ganglija. Na njej je prikazan vstop noznega zivca v ganglij (lateralno), ganglijski zivec $t. 3
(anterolateralno), konektiva med protorakalnim in subesophagealnim ganglijem

(anteriorno) ter med protorakalnim in mezotorakalnim ganglijem (posteriorno).
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4. REZULTATI

Pri elektrofizioloSkih poskusih sem uspela penetrirati 30 Cutilnih nevronov, Ki so se
odzivali na tresenje sprednje leve noge. Od teh sem v 20 primerih penetracijo izgubila $e
pred zaklju¢eno meritvijo, v enem primeru sem opravila kompletno meritev frekvenc¢ne
obcutljivosti brez obarvanja, 9 nevronov pa sem fiziolosko testirala in uspesno obarvala
lumen njihovih terminalnih razvejitev. Polnjenje nevronov z oznacevalcem oz. barvilom
vse do mesta perifernega izvora mi kljub posameznim dolgotrajnim injiciranjem toka ni
uspelo. V rezultatin prikazujem obliko aksonalnih razvejitev v ipsilateralnem delu
protorakalnega ganglija, primer zapisa -elektrofizioloskega odziva na drazljaj ter
frekvenéno obcutljivost posameznih nevronov. Posamezni primeri so oznaceni s ¢rkami
TN oziroma TC in zaporedno Stevilko pridobljenega posnetka celi¢nega odziva. Pod
oznako TN sem vodila evidenco posnetkov pri T. neglectus, s kratico TC pa sem

oznacevala posnetke pri vrsti T. cavicola.

4.1 OBLIKA IN FUNKCIONALNE LASTNOSTI RECEPTORSKIH NEVRONOV
411 TNO9

Celici TNO9 sem uspela dolociti frekvencno obcutljivost oz. vzdrazni prag, po koncanem

fizioloSkem testiranju pa sem penetracijo izgubila.

Celica se je odzivala na najvisjo od frekvenc v »iskalnem nizu«, predvajanem pri pospesku
1,6 m/s* (1400 Hz; slika 1A). Na te drazljaje se je odzivala s 5—7 akcijskimi potenciali ter

latencami med 18—20 ms.

Celica se je odzivala na ozko obmocje frekvenc med 1000 in 2500 Hz (slika 1B). Vrh
obcutljivosti je bil izrazen pri 1800—2000 Hz z vzdraznim pragom pri pospesku 0,28 m/s?.
Z viSanjem oz. nizanjem frekvence je vzdrazni prag moc¢no narastel (na 1,6 m/s? pri 1000
0z. 2500 Hz). Poleg krivulje vzdraznega praga TNO9 prikazujem uglasitveno krivuljo 104,
ki so jo na podlagi zunajceli¢nih meritev Cokl in sodelavci (1995) pripisali receptorjem
intemedianega organa. Medtem, ko vrh omenjenih krivulj lezi pri podobnih vrednostih
frekvenc in intenzitet, je uglasitev celice TNO9 precej ozja od skupine ekstracelularno

merjenih celic.
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Slika 1. Receptorski nevron »TN09«. A. Zapis elektrofizioloskih odzivov na draZenje z “iskalnim nizom”
frekvenc. B. Krivulja vzdraznega praga ter primerjava z uglasitveno krivuljo 4, ki so jo Cokl in sod. (1995)

pripisali receptorjem intermedianega organa.



21

Buh B., Morfoloska in funkcionalna karakterizacija vibracijskih receptorskih nevronov pri jamskih kobilicah rodu Troglophilus...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

412 TN10

Celica TN 10 vstopa v ganglij po noznem zivcu (N5) in se nato usmeri proti medianemu
delu protorakalnega ganglija (slika 2A). V lateralnem delu aksona se odcepljajo krajse
razvejitve predvsem v posteriorni smeri, mediano pa se akson razcepi na obseznejSo
anteriorno in manj obsezno posteriorno razvejitev, ki tvorita srpasto obliko. Anteriorna
razvejitev sega za priblizno tretjino svoje dolzine blizje mediani liniji ganglija od

posteriorne.

Iz odziva na iskalni niz je razvidno, da je celica ob¢utljiva na Sirok razpon frekvenc (slika
2B). Pri 50 Hz se je odzivala s po 4-8 akcijskimi potenciali na drazljaj, pri 700 Hz pa z
15-18 akcijskimi potenciali na drazljaj. Pri 50 Hz je prislo do prozenja akcijskih
potencialov v dveh lo¢enih skupkih, izrazenih na zacetku oz. ob koncu drazljaja. Latenca

odziva na te drazljaje (1, 6 m/s?) je 12—20 ms pri 50 Hz o0z. 11-12 ms pri 700 Hz.

Frekvencno obcutljivost celice smo dolocili na podlagi intenzitetnega testiranja, kot je
opisano v poglavju 2. Celica se je na draZenje do intenzitete 1,6 m/s® odzivala v
frekvencénem obmocju med 50 in 1000 Hz, z vrthom obcutljivosti med 200 in 300 Hz, kjer
je bil vzdrazni prag pri pospesku 0,16 m/s? (slika 2C). Pri 50 Hz je pospesek, potreben za
odziv, narastel na 0,89 m/s?, pri 1000 Hz pa na 1,6 m/s2. Poleg krivulje vzdraznega praga
TN10 prikazujem uglasitveno krivuljo SGO 9, ki so jo Cokl in sodelavci (1995) pripisali

receptorjem subgenualnega organa.
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Slika 2. Receptorski nevron »TNI10«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim
delom aksona (levo; nevrobiotin) ter risba istega preparata (desno). B. Zapisi elektrofizioloskih odzivov na
drazenje ipsilateralne sprednje noge z “iskalnim”nizom sekvenc. C. Krivulja vzdraznega praga in primerjava
z uglasitveno krivuljo 9, ki so jo Cokl in sod. (1995) pripisali subgenualnemu organu.
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413 TN12

Celica TN 12 vstopa v ganglij po osrednjem delu noznega zivca, projicira proti medianemu
delu protorakalnega ganglija (slika 3A) ter se zaklju¢i v njegovem mediano anteriornemu
delu. Odrastki podobne dolzine se iz osrednjega vlakna odcepljajo v anteriorni in
posteriorni smeri vse od vstopa v ganglij pa do terminalnega dela.

Za nevron TN12 smo pridobili 2 posnetka (TN12-n1 in TN12-n2) in obakrat je po
testiranju sledilo barvanje. VV prvem primeru sem po nekaj manj kot 2 minutah prenehala
barvati, ker sem izgubila odziv. Po ponovni penetraciji je barvanje trajalo nekaj vec kot 6
minut. Glede na to da se je obarvala le ena celica in da je uglasitev, dobljena iz razli¢nih
posnetkov prakti¢no enaka, lahko sklepamo, da je bil v obeh primerih testiran in barvan isti

nevron.

Celica se je odzivala le na 1400 Hz v iskalnem nizu frekvenc (slika 3B). Na te drazljaje se

je odzivala s 13—18 akcijskimi potenciali z latenco med 1517 ms.

Celica se je odzivala v frekvenénem obmoc¢ju med 400 in 3000 Hz z vrthom ob¢utljivosti
med 1000 in 1400 Hz (slika 3C), kjer je bil vzdrazni prag pri pospesku okrog 0,5 m/s?. Pri
400 Hz in 2500 oz. 3000 Hz je vzdrazni prag narastel na 1,6 oz. 2,84 m/s?. Poleg krivulje
vzdraZnega praga TN12 zaradi primerjave frekvencne obCutljivosti prikazujem uglasitveno

krivuljo SGO5 (Cokl s sod, 1995), s tem da je absolutna ob&utljivost TN12 nekoliko niZja.

Jakost odziva smo merili pri frekvencah 1000, 1400 in 1800 Hz v obmoc¢ju 10 dB nad
vzdraznim pragom. Pri vseh frekvencah se jakost odziva linearno povecuje v celotnem
obmocju testiranih intenzitet. Z naras¢ajoco intenziteto drazenja se je jakost odziva pri
1000 Hz povecala iz 4 na 14 akcijskih potencialov na drazljaj, pri 1400 Hz iz 2 na 16, pri
1800 Hz iz 1 na 17 akcijskih potencialov na draZljaj (Slika 3D).



24

Buh B., Morfoloska in funkcionalna karakterizacija vibracijskih receptorskih nevronov pri jamskih kobilicah rodu Troglophilus...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

B 50 Hz 700 Hz 1400 Hz

10mv
E 200 ms
c " D =
: . IS -
g i ! 6
£ 1 4 2
an ‘_ .--l _g 12
Ea, P4 ~ 101 <= pl 1000 Hz
£ 01 —=TN12p1 % 8 4 —=-pl mu:m
s -=TN12,p2 ¥, - menl l()(-)(. Hz
2 Iy 4 =2 1400 Hz
%60 2 4 -~ Pz 1800 Hz
0,014 {4
10 100 1000 10000 0.01 0.1 1 10
Frekvenca (Hz) Pospesek (m/s3

Slika 3. Receptorski nevron »TNI2«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim
delom aksona (levo; nevrobiotin) ter risba istega preparata (desno). B. Zapisi elektro-fizioloskih odzivov na
drazenje ipsilateralne sprednje noge z “iskalnim” nizom frekvenc. C. Krivulja vzdraznega praga za oba
posnetka ter primerjava z uglasitveno krivuljo 5, ki so jo Cokl in sod. (1995) pripisali subgenualnemu organu
D. Intenzitetne krivulje pri frekvencah najvecje obcutljivosti (povprecje 3 odzivov za posamezno frekvenco;

oba posnetka - pl in p2).
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414 TN14

Celica TN14 je po obliki zelo podobna celici TN12 (slika 4A). Takoj po vstopu v
nevropilo preko osrednjega dela noZznega zivca se vzdolz centralnega dela aksona
odcepljajo anteriorni in posteriorni odrastki. Za razliko od terminalnih razvejitev nevrona
TN12 ima mediano dva daljSa odrastka, ki projecirata posteriorno. Celica se je odzivala na
najvisjo od iskalnih frekvenc, predvajanih pri 1,6 m/s* (1400 Hz; slika 4B), in sicer s 57

akcijskimi potenciali na drazljaj. Ti odzivi imajo latenco med 18—20 ms.

Celica se je odzivala v zelo ozkem frekvenénem obmoc¢ju med 1000 in 1600 Hz z
vzdraznim pragom pri pospesku 1,6 m/s? (slika 4C). Krivulja frekvenéne odvisnosti odziva
pri tej jakosti drazenja kaze ostro uglasitev na 1500 Hz, kjer je bil odziv v povprecju 6

akcijskih potencialov na drazljaj.
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Slika 4. Receptorski nevron »TNIi4«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim
delom aksona (levo; barvilo: nevrobiotin; fluorescenca) ter risba istega preparata (desno). B. Zapisi
elektrofizioloskih odzivov na draZenje ipsilateralne sprednje noge =z “iskalnim” nizom frekvenc. C.
Frekvencna odvisnost odziva pri konstantnem pospesku (1,6 m/s?).
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415 TN15

Celica TN15 vstopa v ganglij po osrednjem delu noZnega zivca in nato projecira mediano.
(slika 5A). Iz lateralnega dela aksona izras¢ajo krajsi odrastki v posteriorni smeri. Mediano
se akson razdeli na anteriorno in posteriorno razvejitev, ki tvorita srpasto obliko.
Anteriorna veja je obseznejSa in sega za priblizno tretjino svoje dolzine bolj proti mediani

liniji ganglija kot posteriorna.

Ze iz odziva na iskalni niz je razvidno, da je celica ob&utljiva na §irok razpon frekvenc
(slika 5B). Pri 50 Hz se je odzivala s 4—6, pri 700 Hz s 15—16 in pri 1400 Hz s 17-18
akcijskimi potenciali na drazljaj (pri ¢emer smo obcasno spontano aktivnost odsteli od
jakosti odziva). Latenca odziva (pri pospesku 1,6 m/s?) je bila pri 50 Hz 10—14 ms, pri 700
Hz 6—11 ms in pri 1400 Hz 11-13 ms.

Celica se je pri draZenju z intenziteto do 1,6 m/s® odzivala na frekvence med 50 in 2500 Hz
(slika 5C). Vrh obcutljivosti je v obmoc¢ju med 400 in 1000 Hz z zelo nizkim vzdraznim
pragom (pri pospesku okrog 0,05 m/s?, pri 50 Hz vzdrazni prag pri 0,51 m/s?, pri 2500 Hz
pa pri 0,89 m/s?). Poleg krivulje vzdraznega praga TN15 prikazujem uglasitveno krivuljo
SGO 8 (Cokl in sod., 1995). Celico smo drazili tudi s konstantnim pospeskom (pri 1,6m/s?
in 0,16m/s?) — skozi celotno serijo testnih frekvenc (50-5000Hz; (Slika 5D). Pri visji

ey e

ey

oyen

obmocju med 400 in 1000 Hz (s 15—19 akcijskimi potenciali na draZljaj), z viSanjem oz.
nizanjem frekvence pa jakost odziva hitro upade (tako da zadnji odziv belezimo pri 100 oz.

2000 Hz).
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Slika 5. Receptorski nevron »TNI5«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim
delom aksona (levo; nevrobiotin; fluorescenca) ter risba istega preparata (desno). B. Zapisi elektrofizioloskih
odzivov na drazenje ipsilateralne sprednje noge z “iskalnim” nizom frekvenc. C. Krivulja vzdraznega praga
ter primerjava z uglasitveno krivuljo 8, ki so jo Cokl in sod. (1995) pripisali subgenualnemu organu. D.
Frekvencna odvisnost odziva pri konstantnem pospesku (1,6 m/s* 2-4 odzivi in povprecje; 0,16 m/s* en

odziv).
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416 TC2

Celica TC2 (slika 6A) vstopa v ganglij po osrednjem delu noznega Zivca. Iz lateralnega
dela aksona izraséa nekaj zelo kratkih anteriornih odcepitev, mediano pa se vlakno
obsezneje razveji. Mediani anteriorni odrastki so Stevilénejsi in se koncujejo blizje mediani

liniji, kot posteriorni, ki se hkrati kon¢ajo pred posteriorno polovico nevropile.

Celica je obcutljiva na $irok razpon frekvenc, kar je razvidno iz odziva na iskalni niz (slika
6B). Pri 50 Hz se je odzivala s 13-17, pri 400 Hz s 16-17, pri 1500 Hz z 8-10 AP na
drazljaj (latenca odziva pri 50 Hz 13—14 ms, pri 700 Hz 13—15 ms in pri 1400 Hz 22-26
ms pri pospesku 4 m/s. Pri draZenju z intenziteto do 4 m/s® se je celica odzivala na
frekvence med 30 in 1500 Hz (slika 6C) z vrhom ob¢utljivosti med 50 in 300 Hz, Kjer je
bil vzdrazni prag pri pospesku okrog 0,22 m/s% Pri 30 Hz je bil vzdrazni prag pri 0,71
m/s?, pri 1500 Hz pa pri 4 m/s?.

Krivulji frekvenéne odvisnosti odziva (pri 0,4 oz. 4m/s% slika 6D) kaZeta podobno
obcutljivost kot krivulja vzdraznega praga. Pri vi§ji intenziteti je odziv najmocnejsi pri
frekvencah med 50 in 400 Hz, kjer variira med 14 in 19 akcijskimi potenciali na drazljaj.

VR

med 5 in 8 akcijskimi potenciali na drazljaj.
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Slika 6. Receptorski nevron »TC2«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim delom
aksona (levo; Lucifer yellow; fluorescenca) ter risba istega preparata (desno). B. Zapis elektrofizioloskih
odzivov na draZenje ipsilateralne sprednje noge z “iskalnim nizom frekvenc. C. Krivulja vzdraznega praga.
D. Frekvencna odvisnost odziva pri konstantnem pospesku (4 m/s* 1-4 odzivi in povpre¢je; 0,4 m/s*: en
odziv).
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417 TC5

Celica TC5 (slika 7A) vstopa v ganglij po osrednjem delu noZznega Zivca. Lateralno se od
aksona odcepljajo kratki posteriorni odrastki, mediano pa se osrednje aksonsko vlakno
usmeri anteriorno in se Sibko razveji blizu mediane linije ganglija. Hkrati ve¢ krajsih
medianih odrastkov projecira posteriorno in se, podobno kot pri celici TC2, konc¢a Se v
anteriorni polovici nevropile, pri ¢emer ne sega toliko proti mediani kot anteriorni del

projekcije.

Celica se je odzivala na vse tri frekvence v iskalnem nizu (slika 7B). Latenca odziva pri
pospesku 2,24 m/s? je bila pri 50 Hz 11 ms, pri 400 Hz 11 ms in pri 1400 Hz 11 ms.

Celica se je odzivala v frekvenénem obmocju med 50 in 3000 Hz (slika 7C) z vrhom
obcutljivosti pri 400 Hz, kjer je bil vzdrazni prag pri pospesku 0,012 m/s2. Pri 50 Hz je bil
vzdrazni prag pri 0,22 m/s?, pri 3000 Hz pa pri 0,71 m/s?. Potek uglasitvene krivulje celice
TC5 primerjamo s krivuljo SGO 9 (Cokl in sod., 1995), medtem ko je absolutna
obcutljivost celice TCS za okrog 15 dB vecja.
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Slika 7. Receptorski nevron »TC5«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim delom
aksona (levo; lucifer yellow) ter risba istega preparata (desno). B. Zapis elektrofizioloskih odzivov na
drazenje ipsilateralne sprednje noge pri “iskalnem” nizu frekvenc - sestavljena iz podatkov hitrega testa C.
Krivulja vzdraznega praga ter primerjava z uglasitveno krivuljo 9, ki so jo Cokl in sod (1995) pripisali
subgenualnemu organu.
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418 TN26inTN 27

Oblika in lega celic TN26 in TN 27 v gangliju je zelo podobna, prav tako pa odziv na

drazenje, zato ju predstavljamo skupaj.

Pri preparatu TN26 (slika 8A; levo in sredina) sta se obarvali 2 celici prakti¢no enake
oblike. Aksona vstopata v ganglij prek anteriornega dela noznega zivca, oznacuje pa ju
Siroka bifurkacija kmalu po vstopu v nevropilo in §ibko razvejanje odcepov, ki po vsej
dolzini nosita kratke anteriorne in posteriorne odrastke. Medtem ko anteriorna veja
projecira mediano tik ob anteriornem robu nevropile, druga projecira najprej posteriorno,

se nato usmeri mediano ter se zaklju¢i blizu mediane linije ganglija.

Pri preparatu TN27 (slika 8A; desno) je zaradi napake pri histoloSkem postopku prislo do
deformacije oblike ganglija in tako otezene prepoznave oblike. Se vedno pa je razvidno da
se celica TN27 tako kot TN26 razveji takoj po vstopu v ganglij, objame ipsilateralno

sredino ganglija ter se terminalno zakljuci v anteriornem in posteriornem delu.

Oba preparata sta se sibko odzivala samo na najvisje testne intenzitete (1,6 m/s?) 30 in 50
Hz drazljajev, kjer so se nad nivojem spontane aktivnosti prozili 1-3 akcijske potenciale na
drazljaj (slika 8B). Latenca odziva pri pospesku 1,6 m/s? je pri T 26 variirala v obmocju

med 20—45 ms, pri T27 pa med 14-90 ms.
419 TN 28

Celica TN28 (slika 9A) se po vstopu v ganglij zelo obSirno razveji, tako da s svojimi
odrastki pokrije bolj ali manj celoten lateralni in centralni del ipsilateralne polovice

ganglija, razen skrajno posteriornega in medianega dela.

Celica se je odzivala na 50 Hz iskalne sekvence z 1-2 AP nad nivojem spontanega prozenja
(slika 9B), z latenco med 12 in 40 ms. Najvisja intenziteta draZenja (1,6 m/s?) hkrati

predstavlja vzdrazni prag celice pri 30 in 50 Hz.
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Slika 8. Receptorska nevrona »TN26 in TN27«. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim
terminalnim delom aksona TN26 (levo; nevrobiotin) in risba istega preparata (sredina), ter TN27 pri katerem
je prislo do deformacije oblike med histolosko obdelavo tkiva (desno; nevrobiotin; fluorescenca). B. Zapisi
elektrofizioloskih odzivov na draZenje ipsilateralne sprednje noge z “iskalnim” nizom frekvenc za celico
TN26 (zgoraj) in celico TN27 (spodaj) - pri obeh celicah pride do povecanja spontanega prozenja pri 50 Hz
za 1-2 akcijska potenciala na drazljaj.
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Slika 9. Receptorski nevron »TN28 «. A. Mikrografija protorakalnega ganglija z obarvanim terminalnim
delom aksona (levo; nevrobiotin; fluorescenca) ter risba istega preparata (desno). B. Zapisi elektrofizioloskih
odzivov na draZenje ipsilateralne sprednje noge z “iskalnim” nizom frekvenc. Pri 50 Hz pride do povecanja
spontanega prozenja za 1-2 akcijska potenciala/ drazljaj.



36

Buh B., Morfoloska in funkcionalna karakterizacija vibracijskih receptorskih nevronov pri jamskih kobilicah rodu Troglophilus...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

4.2 PREGLED REZULTATOV

Vse celice, ki smo jih opisali in uspeS$no obarvali, vstopajo v protorakalni ganglij po
noznem zivcu. Z izjemo TN28 vse projecirajo v mediani del ganglija, kjer terminalne
razvejitve celic TN10, TN12, TN14, TN15, TC2 in TC5 tvorijo kompaktno zgostitev
srpaste oblike mediano v gangliju (slika 10), medtem ko celice TN26 in TN27 oblikujejo
Siroko »podkvasto« bifurkacijo (slika 11). Celica TN28 (slika 11) s svojo obsezno
razvejitvijo pokriva skoraj celotno ipsilateralno polovico ganglija, vendar ne doseze
obmocja terminalnih razvejitev celic, ki tvorijo mediano zgostitev. Glede na vrh
obcutljivosti lahko omenjene terminalne razvejitve nevron razdelimo v 4 skupine. V prvi
so celice TN26, TN27 in TN28, ki se odzivajo le na zelo nizke frekvence (med 30 in 50
Hz), s precej visjimi vzdraznimi pragi kot preostale celice (1,6 m/s?). V drugo skupino
spadata celici TC2 in TN10, ki imata vrh obcutljivosti med 50 in 300 Hz pri pospesku med
0,16 in 0,22 m/s? (slika 12) V tretjo skupino lahko uvrstimo celici TC5 in TN15, ki se
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pragom med 1000 in 2000 Hz pri pospesku med 0,04 in 0,5 m/s? (slika 12).
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Slika 10: Zdruzene projekcije terminalnih razvejitev cutilnih nevronov TN10, TN12, TN14, TN15, TC2 in
TC5, ki projecirajo proti medianemu delu ganglija, kjer s svojimi konCnimi odrastki tvorijo nevropilo
polkrozne oblike.
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Slika 11: Zdruzene projekcije terminalnih razvejitev cutilnih nevronov TN26 in TN28. Celica TN26 tvori
siroko bifurkacijo podkvaste oblike, medtem ko celica TN 28 pokriva skoraj celotno ipsilateralno polovico
ganglija; obe izven obmocja polkrozne terminalne razvejitve celic na sliki 10.



39

Buh B., Morfoloska in funkcionalna karakterizacija vibracijskih receptorskih nevronov pri jamskih kobilicah rodu Troglophilus...
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

10

——=TC2
-a-TC5
~de=TNO9
-+—TN10
~==TN12(n2)
-=-TN15
-»=|04
-+~-5G0O5
~-+~5G08
-+=-5G09

0,1

001 L . T rrrryrry L2 L T rTyYyTy T T T rTryrn
)

10 100 1000 10000

Slika 12: Prikaz krivulj vzdraznega praga za celice TNO9, TN10, TN12, TN15, TC2 in TC5, ter primerjava s
krivuljami, ki so jih Cokl in sodelavei (1995) pripisali subgenualnemu organu (SGO 5, 8 in 9) in
intermedianemu organu (104). Celica T14 ni prikazana, saj na osnovi pridobljenih podatkov nismo morali
izrisati krivulje vzdraznega praga. Prav tako niso prikazane celice, ki so se Sibko odzivale le na najnizjo
izmed testnih frekvenc (TN26 in 27, TN28; odziv na 50 Hz).
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5. RAZPRAVA

Jamske kobilice iz druzine Rhaphidophoridae nimajo razvitega sluha, dobro pa zaznavajo
vibracije podlage. V rezultatih sem prikazala obliko in elektrofizioloSki odziv na vibracije
devetih tipov receptorskih nevronov v prednjih nogah pri vrstah T. neglectus in T. cavicola.
V razpravi bom te celice na podlagi znanih podatkov o legi v nevropili, morfologiji
terminalnih razvejitev ter frekvencni in absolutni obcutljivosti na vibracije pri ostalih
7zuzelkah oz. ravnokrilcih poskusala uvrstiti v posamezne organe. Razpravljala bom o
vedenjski vlogi zaznave razli¢nih vibracijskih frekvenc za Zuzelke oz. za ravnokrilce ter
ugotavljala kak$no vlogo imajo pri tem razli¢ni vibracijski organi oz. senzile. Na kratko
bom pokomentirala Se svoje izkuSnje ob uporabi razlicnih znotrajceli¢nih barvil pri

znotrajceli¢ni registraciji aktivnosti in barvanju nevronov .
5.1 CENTRALNE PROJEKCIE VIBRACIJSKIH RECEPTORJEV

Vsakega od primerov vibracijskih receptorskih nevronov opisanega v tej nalogi lahko
glede na morfologijo kon¢nih razvejitev in v kombinaciji z lastnostmi odziva na
vibracijske signale uvrstimo v dolocen organ. Najbolj neposredne podatke o izvoru bi nam
sicer dale celice obarvane vse do periferije, vendar nam to kljub posami¢nim dolgotrajnim

barvanjem ni uspelo.

Terminalne razvejitve projekcij receptorskih celic TN10, TN12, TN14, TN 15, TC2 in TC5 pri
jamskih kobilicah oblikujejo polkrozno, »srpasto« obliko, kakrSna je znacilna za omenjene
projekcije zvoénih oz. vibracijskih receptorjev celic TO oz. FeCO dolgotipalénic. Oblika
omenjenih receptorskih razvejitev jamskih kobilic najbolj spominja na tiste, ki so bile opisane
pri murnih (Imaizumi in Pollack, 2005). Nevropila aRT je pri jamskih kobilicah in murnih
orientirana v medio-lateralni smeri (Wholers in Huber, 1985; Imaizumi in Pollack, 2005;
Stritih in Stumpner, 2009), medtem ko je pri kobilicah druzine Tettigoniidae orientirana v
anterio-posteriorni smeri in mo¢no povecana, kar je posledica razli¢ne lokacije in obsega

razras¢anja kon¢nih razvejitev celic TO pri omenjenih vrstah (Romer, 1985; Stumpner, 1996).
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5.2 PRIMERJAVA OBLIKE IN OBCUTLJIVOSTI OBARVANIH NEVRONOV

5.2.1 Subgenualni organ

SGO pri dolgotipalénicah gradi med 50 in 63 skolopidijev (Schumacher, 1979), medtem ko ga
pri jamskih kobilicah sestavlja okrog 30 skolopidijev (Jeram in sod., 1995). Za dolgotipalénice
je znalilna oblika centralnih razvejitev z anteriornimi in posteriornimi odcepitvami ter z
bifurkacijo v medianem delu. Celice projecirajo v anteriorni del aRT ter bolj ali manj izrazito v
posteriorni rob aRT (Nishino in Field, 2003). Taks$no obliko imajo tudi celice TN10, TN12,
TN14, TN15 in TC5.

Nishino in Field (2003) sta pri primitivnih dolgotipal¢nicah iz druzine Anostostomatidae,
ki sicer Ze sliSijo (imajo timpanalni organ), na podlagi selektivnih retrogradnih barvanj
razliénih perifernih vej(ic) subgenualnega in timpanalnega Zivca SGO razdelila v vec
podskupin glede na lokacijo some in vzorca inervacije: distalni, anteriorni, osrednji in
posteriorni del SGO ter akcesorni organ (AO). Glede na obliko centralnih razvejitev bi
celice, ki smo jih obarvali, lahko razvrstili tako: TN10 najverjetneje izhaja iz anteriornega
oz. osrednjega dela SGO, TN12 je najbliZje projekcijam nevronov posteriornega SGO,
TN14 je najblizje projekcijam AO, TN15 in TC5 pa sta najverjetneje nevrona distalnega
o0z. anteriornega dela SGO.

Vrh obgutljivosti se pri $¢urkih (Cokl in Virant-Doberlet, 1997), kobilicah druzine
Tettigonidae (Kalmring in sod., 1993, 1994) in kratkotipal¢nicah (Acrididae; Kiihne, 1982)
nahaja med 300 oz. 400 Hz in 700 oz. 800 Hz, enako pa smo izmerili tudi pri jamskih
kobilicah (kot tudi Cokl s sod., 1995). Vzdrazni prag, ki so ga izmerili Cokl in sod. (1995),
se nahaja pri pospeskih med 0,04 in 0,07 m/s?, kar smo izmerili tudi v nasi nalogi. Cokl in
sod. (1995) so pri jamski kobilici T. neglectus celice, ki domnevno pripadajo SGO, razdelili v
9 funkcionalnih tipov. Te skupine so zasnovali na osnovi obc¢utljivosti SGO in IO v srednjih in
zadnjih nogah pri kobilici vrste Gampsocleis gratiosa (Kalmring in sod., 1994, 1995), ki ima
zelo podoben odziv receptorskih celic kot jamske kobilice. Celice, ki smo jih obarvali, bi lahko
uvrstili v funkcionalne tipe SGO5 (TN12), SGO8 (TN15) in SGO9 (TN10, TC5).
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5.2.2 Intermediani organ

I0 najdemo pri dolgotipalénicah iz druzin Haglidae in Tettigonidae in je glede na
obcutljivost primerljiv z distalnim organom pri $¢urkih (Lin in sod., 1995; Kalmring in
sod., 1994; Cokl in Virant-Doberlet, 1997). 10 jamskih kobilic je v primerjavi z
dolgotipal¢nicami, ki sliSijo, nepopolno razvit. Proksimalni del je podobno razvit, distalni del
pa vsebuje le 5-6 skolopidijev (Cokl in sod., 1995). Navedeno dokazujejo tudi podatki o
obcutljivosti, saj se v primerjavi s sluse¢imi dolgotipal¢nicami organ ne odziva na vibracije
frekvenc med 2 in 3 kHz (Cokl in sod., 1995). Celice intermedianega organa projecirajo v
anteriorni del aRT brez bifurkacije, ki je znacilna za celice SGO (Nishinio in Field, 2003).
Celice s tak$no obliko v nasi raziskavi nismo uspeli obarvati 0z. je tej obliki Se najblizja
razvejitev celice TN14, ki pa bi jo po odzivu lahko pripisali SGO. Odziv, ki bi ga lahko
pripisali 10, smo posneli le pri celici TN09. Ta ima obliko uglasitvene krivulje ter
ob&utljivost, kot so jo opisali Cokl in sod., (1995) z najnizjim vzdraznim pragom pri 0,03 m/s2.
Cokl in sod. (1995) so celice 10 razdelili v 4 razli¢ne funkcionalne tipe. Celico T09 bi na

podlagi poteka krivulje in obcutljivosti lahko umestili v 4 skupino.
5.2.3 5.2.3. Femoralni hordotonalni organ

Ozivcenost in morfologija FeCO pri murnih (Nishino in Sakai, 1997) in Tettigonidah
(Theophilidis, 1986) se med nogami ne razlikuje. Raziskave kazejo, da distalni skoloparij
FeCO pri razli¢nih skupinah ravnokrilcev projecirajo v aRT, pri dolgotipal¢nicah, za katere je
znacilno delno spajanje skoloparijev, pa v ,,vibracijsko-slusno” nevropilo svoje terminalne
odrastke projecira tudi dorzalni del ventralnega skoloparija (Nishino in Sakai 1997).
Razlikujemo dva tipa centralnih razvejitev nevronov FeCO. Za prvega je znacilna bifurkacija
in projekcija v antero- in posterolateralni rob aRT, drugi pa brez razcepitve projecira v
anteriorni del aRT (Nishino 2000, 2003). Celica TC2 pri jamski kobilici ima obliko znacilno za
tip dve, opisan pri murnih (Nishino, 2000). Z vrhom ob¢utljivosti med 50 in 300 Hz ter z
vdraznim pragom pri pospesku 0,22 m/s? se ujema z odzivnostjo, ki sta jo izmerila Stein in
Sauer (1999) pri FeCO pali¢njaka.

Oblika terminalnih razvejitev nevronov FeCO je zelo podobna razvejitvam aferentov SGO
(Nishino, 2003), kar se je pokazalo tudi v nasi nalogi. Obliko celice TC2 bi lahko primerjali z
obliko celic TN12 in TN14, ki najverjetneje pripadajo SGO ( Cokl in sod., 1995). V lo¢ene
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organe jih lahko uvrstimo predvsem na podlagi obcutljivosti. Pri FeCO je najveéja pri
frekvencah pod 200 Hz in pospesku nad 0,2 m/s? (Stein in Sauer, 1999), pri SGO pa nad 200
Hz in pri pospeskih nizjih od 0,1 m/s? (Cokl s sod., 1995).

5.2.4 5.2.4. Kampaniformne senzile

Centralne projekcije CS pri dolgotipal¢nicah (Lakes in Schikorski, 1990; Hustert, 1978) in
kratkotipalénicah (Hustert in sod, 1981) so zelo podobne. V centralni zivéni sistem
projecirajo zelo uniformno, ne glede na to na kateri nogi se nahajajo (Hustert in sod.,
1981). Vse se Siroko razvejijo v anteriorni in posteriorni smeri kmalu po vstopu skozi
nozni zivec v ganglij. Od glavnih vej se odcepljajo manjSe odcepitve v anteriorni in
posteriorni smeri. Ena ali obe glavni veji se zakljucita blizu mediane linije ganglija, v liniji
vstopa ipsilateralnih konektivov (Huster, 1978). Obliko, tipi¢no za receptorske nevrone CS
ravnokrilcev, imajo tudi celice TN26 in TN27, ki smo jih obarvali pri jamskih kobilicah.
Vibracijski odzivi z vrhom obcutljivosti v obmoc¢ju pod 100 Hz in relativno visokim
vzdraznim pragom (0,44-4,4 m/s?), ki so jih Kiihne s sod. (1982) ter Grosch s sod. (1985)

pripisali CS, se ujemajo z odzivnostjo omenjenih celic pri jamskih kobilicah.

5.2.5 5.2.5. Ostali vibracijsko obcutljivi receptorji

V raziskavi smo obarvali tudi celico TN28 , ki jo na podlagi centralne razvejitve in odziva
ne moremo uvrstiti v nobenega od zgoraj omenjenih vibracijsko obcutljivih organov.
Celica se je odzivala na frekvence pod 100 Hz pri relativno visokem vzdraznem pragu 1,6
m/s?, tako kot CS. Celica bi glede na obcutljivost lahko pripadala eksteroreceptorju, za
katere je znalilno zaznavanje dotika oz. zra¢nih tokov npr. Cutilnim dlacicam (Burrows,
1996). Podatkov o receptorski celici s tak§no obliko razvejitev med nam poznano literaturo
nismo nasli. Oblika celice po drugi strani spominja na obliko dendritskega drevesa lokalnih
internevronov, ki pokrivajo skoraj celotno obmocje ipsilateralne polovice ganglija in so
opisane v sklopu mehanoreceptori¢nih mreZ pri ravnokrilcih (Burrows in Siegler, 1984).
Taka oblika dendritskega drevesa je znacilna tudi za enega od nizkofrekven¢no uglasenih

tipov vibracijskih internevronov pri jamski kobilici T. neglectus (Stritih, 2009).
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5.3 FREKVENCNA OBCUTLJIVOST VIBRACIJSKIH RECEPTORIEV —
POVZETEK

Na podlagi ekstracelularnih Studij pri ravnokrilcih je bilo ugotovljeno, da imajo za
vibracije najbolj obcutljivi receptorski nevroni vrh odzivnosti pri frekvencah nad 200 Hz,
medtem ko so tisti z vchom odzivnosti pri nizjih frekvencah najmanj obcutljivi (Kiihne,
1982; Grosch s sod., 1985; Lakes in Shikorski, 1990). Prvo skupino receptorjev so pripisali
kompleksnemu tibialnemu organu, skupino »nizkofrekven¢nih« receptorjev pa CS oz.
razli¢nim sklepnim hordotonalnim organom. Enaka slika periferne obcutljivosti je razvidna
tudi iz rezultatov intracelularnih posnetkov pricujoce naloge (slika 12), kjer pa smo poleg
elektrofizioloSkega odziva opisali tudi morfologijo merjenih nevronov in na tej podlagi
ugotavljali verjeten izvor merjenih receptorskih enot (slika 10, slika 11). Po drugi strani pa
se to razmerje v obcutljivosti nizko- 0z. visokofrekventno uglasenih celic ne ujema niti z
obcutljivostjo vibracijskih internevronov, merjenih pri jamski kobilici, in tudi ne s poznano
vedenjsko vlogo, ki jo imajo vibracije nizkih frekvenc tako pri jamski kobilici kot tudi pri

ostalih ravnokrilcih in je prodrobneje obravnavana v slede¢em poglavju.

5.4 CENTRALNO PROCESIRANJE VIBRACIJSKE INFORMACIE IN VEDENJSKI
POMEN

Vrh obcutljivosti najnize uglasenih receptorskih celic TO pri jamski kobilici T. neglectus je
bil izmerjen pri frekvenci okrog 300 Hz (Cokl in sod, 1995), medtem ko je veéina
vibracijsko obcutljivih internevronov nizjega reda pri tej vrsti uglasenih na vibracije nizjih
frekvenc (50-200 Hz; Stritih, 2009). Prazna ob¢utljivost nekaterih od teh nizko-frekvenc¢no
elementov centralnega zivcevija je precej vi§ja (do 20 dB) od obcutljivosti receptorjev TO v
omenjenem obmocju frekvenc. KakSen je periferni izvor obcutljivosti na nizke frekvence
vibracij, razvidne na centralno-zivénem nivoju jamskih kobilic, ni v celoti jasno.
Vibracijsko ob¢utljivi receptorji distalnega skoloparia FeCO ter kampaniformnih senzil, ki
se odzivajo na frekvence med 30 in 50 Hz, projecirajo v regije izven »vibracijske
nevropile« (Field in Pfluger, 1989; Nishino, 2000), kjer lezijo odrastki le manjsega dela
vibracijskih internevronov jamskih kobilic (Stritih, 2009). Vecina internevronov jamskih
kobilic se razras¢a v obmoc¢ju aRT, kamor izmed »nizko-frekventnih« receptorjev

projecirajo le nevroni proksimalnega skoloparija FeCO (Field in Pfluger, 1989; Nishino,
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2000), vendar je njihova do sedaj poznana obc¢utljiost na vibracije relativno nizka (vzdrazni

prag, izmerjen na podlagi sumari¢ne aktivnosti nevronov pri kratkotipal¢nicah, lezi nad 0,2

m/s?).

Glede na to da se je vibracijski ¢ut razvil primarno za zaznavanje naravnih sovraznikov
(Greenfield, 2002), je velika obcutljivost na nizke frekvence najverjetneje povezana s
pobegom oz. alarmnim vedenjem. Posredne dokaze za to najdemo pri razli¢nih vrstah
ravnokrilcev. Murni npr. ob znakih nevarnosti prenehajo s stridulacijo, kar sprozijo
vibracije frekvenc med 50-400 Hz pri zelo nizkem vzdraznem pragu (0.001-0.005 m/s?
Dambach 1989). Ta obcutljivost se ujema tudi z ob¢utljivostjo internevronov pri vrsti T.
neglectus (Stritih, 2009), kar kaze na morebitno prisotnosti homolognih vibracijskih mrez s
podobno funkcijo tako pri vrstah, ki slisijo, kot pri tistih, ki ne sli$ijo. Vedenje analogno
prenehanju petja pri murnih bi lahko bila pri jamskih kobilicah zacasna ihibicija hoje (

freezing response).

Vibracijski odziv zdrznjenja” (startle response), Ki je bil opisan pri puscavski kobilici
(Friedel, 1999), je prav tako povezan z izogibom predatorjem in ga sprozijo vibracije
nizkih frekvenc. Tak odziv je bil ugotovljen tudi ob predvajanju vibracij jamskim
kobilicam T. neglectus (Stritih, neobjavljeno). Sunek nog in telesa, ki je priprava na skok

ey e

okrog 0.5-0.7 m/s2.

Signali nizkih frekvenc pri jamskih kobilicah ne igrajo vloge samo pri omenjenih
medvrstnih interakcijah, pa¢ pa so tudi sestavni del znotrajvrstne komunikacije v ¢asu
parjenja. Samci vrste T. neglectus med dvorjenjem ritmi¢no potresavajo z zadkom, po
koncani kopulaciji pa stresajo celotno telo (tremulirajo), kar povzro¢i nastanek vibracijskih
pulzov v podlagi. Te vibracije, ki jih zaznavajo tako samice kot tudi rivali, locirani v
blizini, imajo dominantno frekvenco okrog 100 Hz in najvisje amplitude pri pospeskih med
0,05 in 0,09 m/s? (Stritih in Cokl, poslano v revizijo), kar se ujema z najvisjo ob&utljivostjo

vibracijskih internevronov v omenjenem obmocju frekvenc (Stritih, 2009).

Nasa naloga izvora omenjene obcutljivosti centralnega Ziv€evja na vibracije nizkih
frekvenc ni razjasnila, kar je lahko posledica dejstva, da jo v centralni Ziv¢ni sistem

posredujejo receptorski nevroni z aksoni zelo majhnega premera, ki so zelo tezko dostopni
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za intracelularne S$tudije. Zelo tanka aksonalna vlakna imajo receptorski nevroni
proksimalnega skolparije FeCO ravnokrilcev, ki projecirajo v aRT (Nishino, 2000, 2003)

in so tako verjeten izvor omenjene obcutljivosti.

5.5 BARVILA IN TRAJANJE TOKOVNEGA INJICIRANJA

Kot barvilo sem uporabljala Neurobiotin (Horikawa and Armstrong, 1988) ter Lucifer
yellow (Stewart, 1978). Neurobiotin je za intracelularno barvanje primeren zaradi njegove
nizke molekularne mase in zaradi velike afinitete za Avidin, na katerega lahko vezemo
razlicne histokemi¢ne markerje (Field in Matheson, 1998). Tako obdelan preparat je v
nasem primeru ob vezavi citokroma Cy3 flouresciral v rdecem. Taksna histoloska obdelava
tkiva se jev primeru uporave neurobiotina izkazala kot boljsa, saj je bil tako obdelan
preparat bolj kontrasten. Prednost uporabe Nevrobiotina je tudi v tem, da so preparati
barvani s tem barvilom trajni, poleg tega pa se zaradi njegove sestave konice
mikroelektrode manjkrat zamasijo (Field in Matheson, 1998), kar sem med potekom
poizkusov ugotovila tudi sama. Prednosti barvila Lucifer yellow omogoc¢ajo po eni strani
moznost hitrega preverjanja rezultatov obarvanja, hkrati pa tudi ve¢jo uporabnost
preparatov za eventuelno histolosko analizo, ki jo olajSuje fuoresciranje anatomskih
struktur ganglija (Stritih, 2009). Slabost uporabe barvila Lucifer yellow je v tem, da

preparati niso trajni.

Za zakljucek bi pokomentirala Se Cas in s tem povezan uspeh obarvanja oz. razdaljo
obarvanja receptorskih vlaken proti periferiji. Cas barvanja celic je v primerih uspesnega
obarvanja receptorskih projekcij variiral med 2-6 min, kar je ob uporabi toka okrog 3-4 nA
dovolj tudi za kompletno obarvanje razvejitev internevronov znotraj istega segmenta
zivéevja (npr. Stritih in Stumpner, 2009; Zorovi¢ in Hedwig, 2011). Da bi se celice
pobarvale vse do periferije, bi bilo potrebno ¢as vnasanja barvila oz. oznacevalca podaljsati
— glede na razdaljo in debelino vlaken na vsaj pol ure (Stritih, osebno). To pa je kljub dobri
mehanski stabilizaciji preparata pri intracelularni tehniki tezko dosegljivo in je do sedaj

uspelo le redkim raziskovalcem (Stumpner, 1996; Stolting in Sumpner, 1998).
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6. POVZETEK

Zaznavanje in tvorjenje vibracij podlage igrata pomembno vlogo v medvrstni in
znotrajvrstni komunikaciji zuzelk. Nevrobiolo$ka osnova vibracijskega ¢uta je bila najbolje
raziskana pri ravnokrilcih (Orthoptera), ki komunicirajo z zvokom in obenem producirajo
tudi visokofrekvencne vibracijske signale, Ki se prevajajo preko podlage. Pri teh vrstah so
Studije funkcionalnih lastnosti vibracijskih receptorjev pokazale najviSjo frekvencno
obcutljivost receptorjev, ki imajo vrh odzivnosti v podro¢ju med 200 in 2000 Hz in
domnevno pripadajo t.i. kompleksnemu tibialnemu organu, ter manjSo obcutljivost
receptorjev uglasenih na frekvence pod 100 Hz, ki so jih pripisali razlicnim sklepnim
hordotonalnim organom in kampaniformnim senzilam v kutikuli. Raziskava odzivnosti
vibracijskih receptorskih nevronov ob njihovi hkratni morfoloski identifikaciji doslej Se ni

bila opravljena.

Pri gluhih jamskih kobilicah (Orthoptera: Ensifera: Rhaphidophoridae) iz rodu
Troglophilus so v prejs$njih raziskavah ugotovili primerljive funkcionalne tipe visoko-
frekven¢nih vibracijskih receptorjev s tistimi pri ostalih dolgotipal¢nicah. V nasprotju s
prej$njimi podatki o centralnem procesiranju vibracijske informacije pa je bilo
ugotovljeno, da je pretezni del internevronov v trebusnjaci jamskih kobilic najbolj
obcutljiv na vibracije nizkih frekvenc. To je pokazalo na vecji pomen nizkofrekvencnih
vhodov v centralno zivéevje kot je bilo razumljeno poprej. Namen naloge je bil
identificirati izvor omenjene obcutljivosti na vibracije nizkih frekvenc ter obenem opraviti
prvo sistematiéno raziskavo funkcionalnih lastnosti vibroreceptorskih nevronov

ravnokrilcev ob njihovi hkratni morfoloski identifikaciji.

Pri jamskih kobilicah vrst T. neglectus in T. cavicola smo z uporabo tehnike znotrajceli¢ne
registracije aktivnosti in iontoforetiénega barvanja nevronov testirali odzivnost
receptorskih nevronov sprednje noge na sintetizirane vibracije razli¢nih nosilnih frekvenc
in intenzitet ter opisali morfologijo njihovih centralnih, aksonalnih razvejitev. Identificirali
smo osem morfo-funkcionalnih tipov nevronov ter opisali en dodaten funkcionalni tip brez
obarvanja. Na podlagi Ze poznanih tipov vibroreceptori¢nih odzivov pri ravnokrilcih in
oblik terminalnih razvejitev, kot so jih pokazala predvsem retrogradna barvanja perifernih

ziveev, smo jih lahko pripisali naslednjim izvorom: Sest tipov nevronov tibialnemu organu
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(TO; od tega pet subgenualnemu organu (SGO) in enega intermedianemu organu (10)), en
tip femoralnemu hordotonalnemu organu (FeCO), en tip kampaniformnim senzilam (CS),
medtem ko enega tipa na podlagi poznanih podatkov nismo mogli razvrstiti. V skladu z
obstoje¢imi Studijami imajo receptorski nevroni SGO vrh odziva v frekvencénem obmocju
med 200 in 1000 Hz, nevroni 10 pa med 700 in 2000 Hz; slednji imajo hkrati najvisjo
absolutno obgutljivost (pri pospeskih med 0,01 in 0,03 m/s®). Receptorski nevron z
izvorom v FeCO se najmoc¢neje odziva na vibracije med 50 in 300 Hz, tisti iz CS ter z
neznanim izvorom pa na 50 Hz vibracije, pri ¢emer imajo vsi relativno visok vzdrazni prag

(pri pospesku med 0,44 in 4,4 m/s?).

Vsi opisani tipi receptorskih nevronov se konéno razvejijo v strogo ipsilateralni polovici
protorakalnega ganglija. Razvejitve nevronov, ki pripadajo TO in FeCO, oblikujejo
mediano in rahlo anteriorno v gangliju podro¢je polkrozne, »srpaste« oblike, znacilno za
t.i. slusno in/oz. vibracijsko asociacijsko sredi$¢e (nevropilo) ravnokrilcev, imenovano
wanterior ring tract« (aRT). Oblika terminalnih razvejitev teh nevronov jamskih kobilic je
najbolj podobna projekcijam nevronov TO in FeCO pri murnih. Po drugi strani nevroni, Ki
pripadajo CS, tvorijo Siroko bifurkacijo podkvaste oblike izven obmocja aRT, prakti¢no
identi¢no projekcijam CS ostalih dolgo- in kratkotipalénic. Prav tako v aRT ne segajo
razvejitve nevrona, ki pokriva skoraj celotno ipsilateralno polovico ganglija in ga ne
moremo pripisati nobenemu od poznanih virov in bi po obliki sode¢ lahko imel

modulatorno vlogo.

V skladu s preSnjimi raziskavami, ki so vkljucevale ekstracelularne meritve Studijami
funkcionalnih lastnosti vibracijskih receptorjev pri ravnokrilcih smo opisali najvecje
Stevilo receptorskih nevronov z vrhom odzivnosti v obmocju relativno visokih frekvenc
(nad 200 Hz), ki so hkrati tudi absolutno najbolj obcutljivi. Taka slika periferne
obcutljivosti na vibracije se ne sklada z razmerjem in obcutljivostjo »nizkofrekven¢nih« in
»visokofrekvencnih« internevronov v trebusnjaci, kot tudi s spektralnimi lastnostmi
komunikacijskih signalov ter vedenjskimi odzivi na vibracije opisanimi tako pri jamskih
kobilicah kot ostalih ravnokrilcih. Verjeten, a Se vedno nepotrjen izvor obcutljivosti na
vibracije nizkih frekvenc predstavljajo receptorski nevroni proksimalnega skoloparija
FeCO, za katere so znacilne projekcije v aRT, njihovi aksoni pa so izredno majhnega

premera in so tako tezko dostopni za intracelularne Studije.
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