
INFORMATION TO USERS

This reproduction was made from a copy o f a document sent to us for microfilming. 
While the most advanced technology has been used to  photograph and reproduce 
this document, the quality o f the reproduction is heavily dependent upon the 
quality of the material submitted.

The following explanation o f techniques is provided to help clarify markings or 
notations which may appear on this reproduction.

1. The sign or “ target” for pages apparently lacking from the document 
photographed is “Missing Page(s)” . If it was possible to  obtain the missing 
page(s) or section, they are spliced into the film along with adjacent pages. This 
may have necessitated cutting through an image and duplicating adjacent pages 
to assure complete continuity.

2. When an image on the film is obliterated with a round black mark, it is an 
indication of either blurred copy because o f movement during exposure, 
duplicate copy, or copyrighted materials that should not have been filmed. For 
blurred pages, a good image o f the page can be found in the adjacent frame. If 
copyrighted materials were deleted, a target note will appear listing the pages in 
the adjacent frame.

3. When a map, drawing or chart, etc., is part of the material being photographed, 
a definite method o f “sectioning” the material has been followed. It is 
customary to begin filming at the upper left hand comer of a large sheet and to 
continue from left to right in equal sections with small overlaps. If necessary, 
sectioning is continued again—beginning below the first row and continuing on 
until complete.

4. For illustrations that cannot be satisfactorily reproduced by xerographic 
means, photographic prints can be purchased at additional cost and inserted 
into your xerographic copy. These prints are available upon request from the 
Dissertations Customer Services Department.

5. Some pages in any document may have indistinct print. In all cases the best 
available copy has been filmed.

University
Micrxjfilms

International
300 N. Zeeb Road 
Ann Arbor, Ml 48106





8401907

R ind, J e f f re y  David

ELECTROPHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY OF DRAGONFLY OCELLAR 
NERVE IMPULSE ACTIVITY

City University of New York Ph.D. 1983

University
Microfilms

International 300 N. Zeeb Road, Ann Arbor, Ml 48106

Copyright 1983

by

Rind, Jeffrey David 

All Rights Reserved





PLEASE NOTE:

In all c a se s  this material has been filmed in the best possible way from the  available copy. 
Problems encountered  with this docum ent have been  identified here with a  check m ark V .

1. Glossy photographs or p ag es  t / '

2. Colored illustrations, paper or print

3. Photographs with dark background ^

4. Illustrations a re  poor co p y ______

5. P ages with black marks, not original copy____

6. Print shows through as  there  is text on both s id es  of page_______

7. Indistinct, broken or small print on several pages ^
8. Print exceeds margin requ irem en ts_____

9. Tightly bound copy with print lost in spine______

10. Com puter printout pages with indistinct prin t______

11. P ag e (s)____________ lacking when material received, and not available from school or
author.

12. P ag e(s)____________ seem  to  be  missing in numbering only a s  text follows.

13. Two pages n u m b ered _____________ . Text follows.

14. Curling and wrinkled p a g e s______

15. O ther__________________________________________________________________________

University
Microfilms

International





ELECTROPHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY OF DRAGONFLY 

OCELLAR NERVE IMPULSE ACTI VI TY

by

J e f f r e y  D.  R i n d

A d i s s e r t a t i o n  s u b m i t t e d  t o  t h e  
G r a d u a t e  F a c u l t y  i n  B i o l o g y  i n 
p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  t h e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  
D o c t o r  o f  P h i l o s o p h y ,  The  C i t y  
U n i v e r s i t y  o f  New Y o r k .

1983



COPYRIGHT 

JEFFREY D. 

1983

BY

RIND



X X X

This manuscript has been read and accepted  fo r  the Graduate Facu lty  in  
B iology  in  s a t i s f a c t i o n  o f  the d i s s e r t a t i o n  requirement fo r  the degree  
o f  Doctor o f  Philosophy*

August 20 ,  1983
date Chairman o f  Examining Commitree 

D r. R ic h a r d  L. C h a p p e l l ,  H u n te r  C o l l e g e

Execu£ive O f f ic e r  ' "date'
£  O .

/Q - — •

i n a i  Med. S c h .D ^ '- 'j  o s e p  G old

I ^ e d ic a l  C o l l e g e  

D r . iT! B r u c e  Szama^er, M a r in e  B i o l o g i c a l  Lai

S upervisory  Committee

The C ity  U n iv e r s ity  o f  New York



Abs t  r a c t

ELECTROPHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY OF DRAGONFLY 

OCELLAR NERVE IMPULSE ACTIVITY 

by

J e f f r e y  D.  R i n d  

A d v i s o r :  P r o f e s s o r  R i c h a r d  L.  C h a p p e l l

A p r e p a r a t i o n  h a s  e v o l v e d  w h i c h  u t i l i z e s  e x t r a c e l l u l a r  

r e c o r d i n g s  of  t h e  l i g h t  i n h i b i t e d  i m p u l s e  a c t i v i t y  f r o m  

t h e  c o r n e a  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l u s  t o  s t u d y  t h e  p h a r m ­

a c o l o g y  o f  t h e  o c e l l u s .  C o m p u t e r  s o f t w a r e  was  d e v e l o p e d  

w h i c h  c o l l e c t s  and a n a l y z e s  s p i k e  f r e q u e n c y  d a t a .  A b l a t i o n  

s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  i n  t h i s  

f a s h i o n  i s  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  and 

n o t  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e .  TTX b l o c k s  a l l  i m p u l s e  a c ­

t i v i t y .  L a t e n c i e s  b e t w e e n  a c t i o n  p o t e n t i a l s  s u g g e s t  t h a t  

t h e r e  i s  o n l y  o n e  s p i k i n g  c e l l  so r e c o r d e d  p e r  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  t h a t  f i r e s  l i g h t  i n h i b i t e d  s p i k e s .  I m p u l s e  

a c t i v i t y  a p p e a r s  t o  be mo r e  s e n s i t i v e  t o  g r e e n  l i g h t  

( 4 8 4  nm) t h a n  i t  i s  t o  UV l i g h t  ( 3 6 0  nm) and u n l i k e  t h e  

o c e l l a r  p h o t o r e c e p t o r s  o r  L - n e u r o n s  i t  d o e s  n o t  e x h i b i t  a 

r e v e r s e  P u r k i n j e  s h i f t  a t  h i g h e r  l i g h t  i n t e n s i t i e s .

I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  

r e v e a l  n o n - s p i k i n g  c e l l s  t h a t  h a v e  L - n e u r o n  l i k e  l i g h t  

r e s p o n s e s  ( r e s t i n g  p o t e n t i a l s  = - 3 0  t o  - 5 5  m v ) .  The  s p i k i n g
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n e u r o n  ( r e s t i n g  p o t e n t i a l s  - 5 5  mv)  f i r e s  l i g h t  i n h i b i t e d  

s p i k e s  a n a l a g o u s  t o  t h o s e  r e c o r d e d  e x t r a c e  1 1 u 1a r 1y . The  

a m p l i t u d e  o f  t h e  i m p u l s e s  wa s  30 m v . R e c o r d i n g s  o f  e x t r a ­

c e l l u l a r  i m p u l s e  a c t i v i t y  ma d e  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  an i n t r a ­

c e l l u l a r  r e c o r d i n g  f r o m  an L - n e u r o n  s u g g e s t  t h a t  t h e  s l o w  

p o t e n t i a l  r e s p o n s e s  o f  t h e  L - n e u r o n  may be  n o r ma l  f o r  

t h a t  c e l l  and t h a t  i t  i s  n o t  a d a ma g e d  s p i k i n g  n e u r o n .

A g e n t s  t h a t  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  e f f e c t  t h e  L - n e u r o n  

a l s o  e f f e c t  t h e  c o r n e a l l y  r e c o r d e d  i m p u l s e  a c t i v i t y .

50 uM c u r a r e  l o w e r e d  t h e  r e s p o n s e  t h r e s h o l d  o f  t h e  

l i g h t  r e s p o n s e  a n d  d e c r e a s e d  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q ­

u e n c y .  50 uM c u r a r e  a l s o  c h a n g e d  t h e  s l o p e  o f  t h e  i n -  

t e n s i t y - f r e q e n c y  r e l a t i o n s h i p .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e s e  e f f e c t s  a r e  m e d i a t e d  by c u r a r e ' s  e f f e c t  on 

t h e  p r e s u m p t i v e  l a t e r a l  i n h i b i t o r y  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  

p h o t o r e c e p t o r s .  I n c r e a s i n g  d o s e s  o f  c u r a r e  g r e a t e r  t h a n  

100 uM. b l o c k  t h e  l i g h t  m e d i a t e d  i n h i b i t i o n  o f  i m p u l s e s  

a n d  c a u s e  an i n c r e a s e  i n  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  

a n d  s p o n t a n e o u s  d a r k  a d a p t e d  i m p u l s e  r a t e .

GABA i n h i b i t e d  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  t h e  

d a r k  a n d  c a u s e d  a l i g h t  d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  s p i k e  

f r e q u e n c y  w h i c h  i s  s h i f t e d  t o w a r d s  l i g h t  " o f f "  a t  h i g h  

i n t e n s i t i e s .  12 nrtvl c o b a l t ,  an i n h i b i t o r  o f  s y n a p t i c  

t r a n s m i s s i o n  b l o c k e d  a l l  i m p u l s e  a c t i v i t y .

A mo d e l  was  s u g g e s t e d  t o  e x p l a i n  t h e  d a t a  w h i c h  p r o p o s e s  

t h a t  s p i k i n g  a c t i v i t y  o c c u r s  b e t w e e n  two t h r e s h o l d s .
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INTRODUCTION

I n 1 9 2 6 ,  A d r i a n  a n d  Z o t t e r m a n  r e c o r d e d  e x t  r a c e  11u 1a r 1y 

f r o m  a f r o g ' s  s e n s o r y  n e r v e  a nd  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n f o r ­

m a t i o n  a p p e a r e d  t o  be  e n c o d e d  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  

n e r v e  i m p u l s e .  A f t e r  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  becam e  

p o s s i b l e ,  K a t z  ( 1 9 5 0 )  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  f r e q u e n ­

cy o f  i m p u l s e s  i n  a f i r s t  o r d e r  s e n s o r y  n e u r o n  i s  p r o p o r ­

t i o n a l  t o  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p o t e n t i a l  

c h a n g e  r e c o r d e d  f r o m  t h e  r e c e p t o r .  T h i s  l e d  t o  a g e n e r a l  

u n d e r s t a n d i n g  among s e n s o r y  p h y s i o l o g i s t s  t h a t  t h e  

c h a n g e  i n  t h e  i m p u l s e  f i r i n g  r a t e  o f  a s e n s o r y  n e u r o n  

i s  m o d u l a t e d  by t h e  r e c e p t o r  p o t e n t i a l  wh o s e  a m p l i t u d e  i s  

p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  s t i m u l u s .  H o w e v e r ,  

many  s e n s o r y  s y s t e m s  c o n t a i n  a n u mb e r  o f  c e l l s ,  i n  a d ­

d i t i o n  t o  t h e  p r i m a r y  r e c e p t o r s ,  w h i c h  a c t  t o  m o d u l a t e  

t h e  f r e q u e n c y  o f  i m p u l s e s  s e e n  i n  t h e i r  p r i n c i p l e  n e u r o n s  

( W e r b l i n ,  1 9 7 9 ;  C a l v i n  and G r a u b a r d ,  1 9 7 9 ) .  A w e l l  

known e x a m p l e  o f  s u c h  s y s t e m s  i s  p r o v i d e d  i n  t h e  c e l l u ­

l a r  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  v e r t e b r a t e  r e t i n a  ( D o w l i n g ,  1 9 7 9 ) .

V e r t e b r a t e  p h o t o r e c e p t o r s  r e s p o n d  t o  l i g h t  w i t h  i n t e n ­

s i t y - d e p e n d e n t ,  g r a d e d  s l o w  p o t e n t i a l s  ( B o r t o f f ,  1 9 6 4 ;  

T o m i t a ,  1 9 6 8 ;  W e r b l i n  a n d  D o w l i n g ,  1 9 6 9 ; ) .  T h e s e  p o t e n ­

t i a l s  a r e  i n t e g r a t e d  by a n e t w o r k  o f  n e u r o n s  w h i c h  p r e -
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s e r v e  a n d  e n c o d e  v i s u a l  i n f o r m a t i o n .  As i n  ma ny  o t h e r  

s e n s o r y  s y s t e m s  t h i s  i n f o r m a t i o n  i s  c o n d u c t e d  a l o n g  t h e  

o p t i c  n e r v e  t o w a r d s  t h e  b r a i n  i n  t h e  f o r m  of  r e g e n e r a t i v e  

s p i k e s .  H o w e v e r ,  i n  t h i s  c a s e  t h e  f r e q u e n c y  i s  m o d u l a t e d  

n o t  o n l y  by t h e  i n t e n s i t y ,  b u t  a l s o  by f a c t o r s  

c o n c e r n e d  w i t h  im age  q u a l i t y ,  o r i e n t a t i o n ,  m o t i o n ,  a nd  

w a v e l e n g t h  ( W e r b l i n ,  1 9 7 9 ;  M i l l e r ,  1 9 7 9 ;  D o w l i n g ,  1 9 7 9 ) .  

T h i s  me a n s  t h a t  t h e  v a r i a t i o n s  o f  i m p u l s e  f r e q u e n c y  w h i c h  

c a n  be  s e e n  i n  e a c h  i n d i v i d u a l  a x o n ,  i n c o r p o r a t e s  many  

d i f f e r e n t  t y p e s  o f  i n f o r m a t i o n .

A n a t o m i c a l  a nd  e 1e c t r o p h y s i o 1o g i c a 1 s t u d i e s  h a v e  d e ­

m o n s t r a t e d  t h a t  w i t h i n  t h e  v e r t e b r a t e  r e t i n a  t h e r e  a r e  

t wo l a y e r s  o f  s y n a p t i c  p l e x e s  i n  w h i c h  a t  l e a s t  f i v e  g e n ­

e r a l  c a t e g o r i e s  o f  c e l l s  i n t e r a c t  ( C a j a l ,  1 8 9 4 ;  D o w l i n g  

a nd  B o y c o t t ,  1 9 6 6 ;  D o w l i n g  and  W e r b l i n ,  1 9 6 9 ;  W e r b l i n  

a nd  D o w l i n g ,  1 9 6 9 ) .  R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  t h e r e  a r e  ma ny  s u b - t y p e s  w i t h i n  e a c h  c a t e g o r y  

( Ko l b  a n d  F a m i g l i e t t i ,  1 9 7 4 ;  M i l l e r ,  1 9 7 9 ;  W e r b l i n ,

1 9 7 9 ;  As h mo r e  a nd  C o p e n h a g e n , 1 9 8 0 ) .  T h i s  s t r u c t u r a l  and 

f u n c t i o n a l  c o m p l e x i t y  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  d i s c e r n  t h e  

p h y s i o l o g i c a l  me a n s  by w h i c h  t h e  e n c o d i n g  o f  t h e  v i s u a l  

i n f o r m a t i o n  t a k e s  p l a c e .

T h i s  t h e s i s  i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  c o m p l e x i t i e s  o f  e n ­

c o d i n g  s e n s o r y  s t i m u l i  i n  a s i m p l e  p h o t o s e n s i t i v e  s y s t e m .
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The i n v e s t i g a t i o n  o f  t h i s  s y s t e m  was  c a r r i e d  o u t  by p h a r m ­

a c o l o g i c a l l y  m o d i f y i n g  t h e  i m p u l s e  f i r i n g  r a t e  o f  an 

a f f e r e n t  n e u r o n  u n d e r  d i f f e r e n t  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .

I t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  i n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  m o d u l a t i o n  

o f  a c t i o n  p o t e n t i a l  f r e q u e n c y  by an  i n t e g r a t e d  n e t w o r k  o f  

n e u r o n s ,  a mo d e l  s y s t e m  i s  n e e d e d  w h i c h  i s  b o t h  s i m p l e  

e n o u g h  t o  m a n i p u l a t e  e x p e r i m e n t a l l y  b u t  s o p h i s t i c a t e d  

e n o u g h  s o  t h a t  p a r a l l e l s  c a n  be d r a wn  b e t w e e n  i t  and  mo r e  

c o m p l i c a t e d  c e l l u l a r  n e t w o r k s .  I n v e r t e b r a t e s  o f f e r  c o n ­

v e n i e n t  s y s t e m s  i n  w h i c h  t o  s t u d y  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  p r o ­

c e s s e s  ( S h a w,  1 9 7 9 ) .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  o c e l l i  of  t h e  

b a r n a c l e  ( G w i l l i a m ,  1 9 6 5 ;  S t u a r t  a nd  O e r t a l ,  1 9 7 8 ) ,  t h e  

l o c u s t  ( P a t t e r s o n  a n d  Go o d ma n ,  1 9 7 5 ;  W i l s o n ,  1 9 7 8 ) ,  and  

t h e  d r a g o n f l y  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  C h a p p e l l  and D o w l i n g ,  19 7 2 )  

c o n t a i n  a f e w t y p e s  o f  n e u r o n s  w h i c h  a r e  l a r g e  i n  c o m p a r ­

i s o n  t o  m o s t  v e r t e b r a t e  c e l l s  a nd  a r e  a c c e s s i b l e  t o  b o t h  

s t a b l e  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  a nd  e x t r a c e l l u l a r  a n a l y s i s .

D r a g o n f l y  o c e l l i ,  b e s i d e s  o f f e r i n g  a c o n v e n i e n t  me a n s  

i n  w h i c h  t o  r e c o r d  o c e l l a r  n e r v e  i n p u l s e s  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  

C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) ,  a p p e a r  t o  c o n t a i n  o n l y  t wo 

b a s i c  t y p e s  o f  n e u r o n s ,  t h e  r e c e p t o r s  and  s e c o n d  o r d e r  

c e l l s  ( Ruc k  and E d w a r d s ,  1 9 6 4 ;  D o w l i n g  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ) ,  

w h i c h  may be  c o n mn u n i c a t i n g  w i t h  e a c h  o t h e r  v i a  l a t e r a l  and  

r e c i p r o c a l  s y n a p s e s  ( D o w l i n g  and C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ;  S t o n e  and
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C h a p p e l l ,  1 9 8 1 ) .  T h e s e  c e l l s  a p p e a r  t o  corrmun i c a t e  w i t h ­

o u t  t h e  u s e  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( P e a r s o n ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  i s  

r e m i n i s c e n t  o f  some a s p e c t s  o f  t h e  s y n a p t i c  o r g a n i z a t i o n  o f  

t h e  p l e x i f o r m  l a y e r s  o f  t h e  v e r t e b r a t e  r e t i n a ,  b u t  on a 

s m a l l e r  s c a l e  ( W e r b l i n  a nd  D o w l i n g ,  1 9 6 9 ;  M i l l e r ,  1 9 7 9 ;  

G e r s c h e n f e l d  a n d  P i c o l i n o ,  1 9 7 9 ) .

Mo s t  o f  t h e  p r e c e d i n g  e x p e r i m e n t s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  

e l e c t r o p h y s i o l o g y  a n d  p h a r m a c o l o g y  o f  t h e  d r a g o n f l y ' s  

o c e l l a r  s y s t e m  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l u s .  

U n l i k e  t h e  n e r v e s  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l i ,  t h e  m e d i a n  

o c e l l a r  n e r v e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  c o n t a i n  n e u r i t e s  c a r r y ­

i n g  t h e  l a r g e  a c t i o n  p o t e n t i a l s  t h a t  c a n  be r o u t i n e l y  

r e c o r d e d  w i t h  an e x t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e .  H o w e v e r ,  

i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s ,  f r o m  t h e  s e c o n d  o r d e r  c e l l  d e n ­

d r i t e s  ( L - n e u r o n s )  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l u s  a r e  a n a l o g o u s  

t o  t h o s e  s e e n  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l u s .  Co mp a r e  f i g u r e  12 

o f  ( C h a p p e l l  a n d  D o w l i n g ,  1 9 7 2 )  t o  f i g u r e  11B , o f  t h i s  

t h e s i s .  A l s o ,  e 1e c t r o r e t i n o g r a m s  (ERG) r e c o r d e d  f r o m 

a ny  o f  t h e  o c e l l i  a r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  e a c h  o t h e r  

( R u c k ,  1 9 5 8 ,  1 9 6 1 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h i s t o ­

l o g i c a l  o b s e r v a t i o n s  t h a t  t h e  l a t e r a l  a nd  m e d i a n  o c e l l i  

c o n t a i n  a s i m i l a r  a n a t o m i c a l  o r g a n i z a t i o n  ( Ruc k  and  

E d w a r d s , 1 9 6 4 )  .

R e c e n t  p h a r m a c o l o g i c a l  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  me d -



i a n  o c e l l u s  h a v e  p r o v i d e d  s u f f i c i e n t  d a t a  f o r  t h e  f o r m u l ­

a t i o n  o f  a mo d e l  w h i c h  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  e f f e c t s  o f  

n e u r o n a l  i n t e g r a t i o n  on t h e  s l o w ,  l i g h t  e v o k e d ,  p o t e n t i a l s  

( K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ;  K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ;  S t o n e  and  

C h a p p e l l ,  1 9 8 1 ;  S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  t h e  d i f f i c u l t i e s  

o f  m a i n t a i n i n g  an i n t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e  w i t h i n  a c e l l  

l i m i t s  t h e  t i m e  i n  w h i c h  o n e  c a n  p e r f u s e  a n d  wa s h  a p r e p ­

a r a t i o n  b e f o r e  t h a t  c e l l  i s  l o s t  o r  i r r e p a r a b l y  d a ma g e d .  

E x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  t e c h n i q u e s  c a n  p r o v i d e  f u r t h e r  i n ­

f o r m a t i o n  b e c a u s e  t h e y  o f f e r  t h e  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  a b l e  

t o  r e c o r d  i m p u l s e  a c t i v i t y  f o r  as  l o n g  a s  t h e  p r e p a r a t i o n  

r e m a i n s  v i a b l e .

R e c o r d i n g s  o f  o c e l l a r  n e r v e  a c t i o n  p o t e n t i a l s  f r o m  t h e  

o c e l l a r  c o r n e a  a r e  e a s y  t o  o b t a i n ,  a r e  n o n - i n v a s i v e ,  a n d  

p r e s u m a b l y  r e f l e c t  t h e  i n t e g r a t i v e  a c t i v i t y  o f  a l l  o f  t h e  

n e u r o n s  w h i c h  i n p u t  i n t o  t h e  o c e l l a r  p l e x u s  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  

C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  Ko n d o ,  1 9 7 8 ) .  A l s o ,  i t  was  

f o u n d  t h a t  one  c a n  p e r f u s e  and r e c o r d  f r om t h e  p r e p a r a ­

t i o n  f o r  a nu mb e r  o f  h o u r s  b e f o r e  a ny  d e t e r i o r a t i o n  

b e co m e s  a p p a r e n t .

The u s e  o f  e x t r a c e l l u l a r  o c e l l a r  n e r v e  r e c o r d i n g s  t o  

s t u d y  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  o c e l l u s  ha s  a p r e c e d e n t  b a s e d  

on t h e  c l a s s i c a l  s t u d i e s  of  v i s u a l  p h y s i o l o q y  i n  t h e  

Li mu 1 us  c ompound  e y e  ( R a t l i f f ,  1 9 7 4 ) .  E x t r a c e l l u l a r  r e ­
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c o r d i n g s  f r o m t h e  Li mu 1 us  o p t i c  n e r v e  w e r e  u s e d  t o  s t u d y  

t h e  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  i n ­

t e n s i t y  o f  i l l u m i n a t i o n  a n d  t h e  r e c e p t o r  r e s p o n s e  ( H a r t -  

l i n e  a n d  G r a h a m ,  1 9 3 2 ) ,  t h e  r e c i p r o c i t y  o f  i n t e n s i t y  a nd  

d u r a t i o n  ( H a r t l i n e ,  1 9 3 4 ) ,  s p e c t r a l  s e n s i t i v i t y  ( Gr a h a m 

a n d  H a r t l i n e ,  1 9 3 3 ) ,  l i g h t  a nd  d a r k  a d a p t a t i o n  ( H a r t l i n e  

a n d  Mc D o n a l d ,  1 9 4 7 ) ,  a n d  t h e  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  

n e i g h b o r i n g  n e u r o n s  ( H a r t l i n e ,  e t .  a 1 . ,  1 9 5 2 ) .

E v i d e n c e  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  w h i c h  s t r o n g l y  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  l i g h t  i n h i b i t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  o f  t h e  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  a r e  a f f e r e n t  i n  n a t u r e  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  Ko n d o ,  

1 9 7 8 ) ,  a n d  t h e i r  i n h i b i t i o n  may r e f l e c t  t h e  d e n d r i t i c  sum ­

m a t i o n  o f  s y n a p t i c  p o t e n t i a l s  f r o m  a n u mb e r  o f  d i f f e r e n t  

p r e s y n a p t i c  u n i t s  i n  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l a r  s y s t e m  ( Ruc k  

and  E d w a r d s ,  1 9 6 4 ;  D o w l i n g  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ;  Ko n d o ,  

1 9 7 8 ) ( s e e  B a c k g r o u n d  I n f o r m a t i o n ,  I m p u l s e  A c t i v i t y  s e c ­

t i o n ) .

S i n c e  t h e  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  a p p e a r s  

t o  r e p r e s e n t  t h e  o u t p u t  of  a r e l a t i v e l y  s i m p l e  i n t e g r a t i n g  

n e t w o r k ,  t h e s e  s t u d i e s  s h o u l d  c o n t r i b u t e  t o  t h e  u n d e r ­

s t a n d i n g  o f  how s u c h  n e t w o r k s  o f  s y n a p t i c a l l y  c o n n e c t e d  

c e l l s  o p e r a t e .  T h i s  i n f o r m a t i o n  may  a l s o  be h e l p f u l  in 

u n d e r s t a n d i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  l a r g e r  n e u r o n a l  n e t w o r k s  

t h a t  h a v e  a l r e a d y  b e e n  p a r t i a l l y  s t u d i e d ,  b u t  wh o s e  p r o ­
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c e s s i n g  p a t h w a y s  h a v e  n o t  a s  y e t  b e e n  c o m p l e t e l y  w o r k e d  

o u t  .
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BACKGROUND INFORMATION

An a t  omy

Many i n s e c t s  c o n t a i n  p h o t o s e n s i t i v e  o r g a n s ,  d i s t i n c t  

f r o m  t h e i r  c o mp o u n d  e y e s ,  c a l l e d  o c e l l i  ( D e t h i e r ,  1 9 4 2 ;  

P a r r y ,  1 9 4 7 ;  C o r n w a l l ,  1 9 5 5 ;  H o y l e ,  1 9 5 5 ;  Go o d ma n ,  1970 ;  

P a p p a s  a n d  E a t o n ,  1 9 7 7 ) .  In t h e  d r a g o n f l y ,  t h r e e  a n t e r o -  

d o r s a l  o c e l l i  a r e  p r e s e n t  on t h e  h e a d  o f  t h e  a n i m a l  

( f i g u r e  1 ) .  O c e l l a r  d i m e n s i o n s  r e p o r t e d  f r o m  a n i m a l s  i n  

t h e  g e n e r a  An ax  a n d  A e s c h n a  s how t h e  m e d i a n  o c e l l u s  t o  

be e l l i p t i c a l  i n  s h a p e ,  m e a s u r i n g  a p p r o x i m a t e l y  0 . 9  rrm 

a l o n g  t h e  h o r i z o n t a l  m a j o r  a x i s  a nd  0 . 5 5  mm a l o n g  t h e  

m i n o r  a x i s .  The l a t e r a l  o c e l l i  a p p e a r  t o  be mo r e  c i r ­

c u l a r  w i t h  a d i a m e t e r  o f  0 . 2  mm ( C h a p p e l l ,  e t .  a l . , 1 9 7 8 ) .

H i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s  show  t h a t  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l u s  

i s  o r g a n i z e d  i n  d i s c r e t e  l a y e r s .  The m o s t  d i s t a l  i s  t h e  

l a y e r  o f  e l o n g a t e d  p h o t o r e c e p t o r s  and  t a p e t a l  s h e a t h  

c e l l s .  B o t h  o f  t h e s e  c e l l s  a r e  l o c a t e d  j u s t  u n d e r  t h e  

c u t i c u l a r  c o r n e a l  l e n s  ( f i g u r e  2 ) ( Ruc k  a nd  E d w a r d s ,

1 9 6 4 ) .  The p h o t o r e c e p t o r s  i n d i v i d u a l l y  m e a s u r e  300 t o  

400 m i c r o n s  i n  l e n g t h ,  15 m i c r o n s  i n  d i a m e t e r ,  and  a r e
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u s u a l l y  g r o u p e d  i n  t h r e e s  t o  f o r m  an o r g a n i z e d  s t r u c t u r e  

c a l l e d  an  o r r ma t i d i u m ( R u c k ,  1 9 6 2 ;  Ru c k  a n d  E d w a r d s ,  1 9 6 4 ;  

C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .  The  d i s t a l  p h o t o s e n s i t i v e  

p a r t  o f  t h e  o n r ma t i d i u m a n d  o f  e a c h  p h o t o r e c e p t o r  c e l l  

w h i c h  b e l o n g s  t o  i t  a r e  c a l l e d  t h e  r h a b d o me  a nd  r h a b d o -  

me r e  r e s p e c t i v e l y .  The n u c l e i  o f  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  

l i e  j u s t  p r o x i m a l  t o  t h e  r h a b d o m e r i c  r e g i o n ,  a n d  g i v e  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  b e i n g  p s e u d o s t r a t i f i e d .

E ach  o n r ma t i d i u m i s  e n s h e a t h e d  t h r o u g h o u t  i t s  e n t i r e  

l e n g t h  by t h e  c y t o p l a s m  o f  t a p e t a l  c e l l s .  The  p i g m e n t  

g r a n u l e s  s e e n  i n  t h e s e  t a p e t a l  c e l l s  g i v e  t h e  o c e l l u s  i t s  

w h i t e  a p p e a r a n c e  w hen  v i e w e d  h e a d  o n ,  e v e n  t h o u g h  m o s t  o f  

t h e  g r a n u l e s  a r e  f o u n d  i n  t h e  r e g i o n  b e t w e e n  a d j a c e n t  

p h o t o r e c e p t o r  c e l l  b o d i e s  ( Ruc k  and E d w a r d s ,  1 9 6 4 ) .

P r o x i m a l  t o  t h e  l a y e r  o f  n u c l e i ,  one  c a n  s e e  t h e  

p r o c e s s e s  o f  t a p e t a l  s h e a t h  c e l l s  i n t e r d i g i t a t i n g  w i t h  

t h e  p r o c e s s e s  o f  a l a y e r  of  p i g m e n t  c e l l s  w h i c h  c o n t a i n  

d a r k e r  p i g m e n t  g r a n u l e s .  P h o t o r e c e p t o r  c e l l s  s e n d  a x o n s  

t h r o u g h  t h i s  l a y e r  o f  p i g m e n t e d  e p i t h e l i u m  ( P a t t e r s o n  

a nd  C h a p p e 1 1 , 1 9 8 0 ) ,  i n t o  a r e g i o n  w h e r e  t h e y  ma ke  

s y n a p s e s  o n t o  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  a n d  o t h e r  r e c e p t o r  

c e l l s  ( Ru c k  a n d  E d w a r d s ,  1 9 6 4 ;  D o w l i n g  a n d  C h a p p e l l ,  

1 9 7 2 ;  P a t t e r s o n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 8 0 ) .
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S y n a p t i c  o r g a n i z a t i o n

Two t y p e s  o f  s y n a p s e s  h a v e  b e e n  r e c o g n i z e d  i n  t h e  

s y n a p t i c  p l e x u s  ( D o w l i n g  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ) .  The  m o s t  

corrmon t y p e ,  c a l l e d  a " b u t t o n  s y n a p s e " ,  c o n t a i n s  a 

d e n s e l y  s t a i n i n g  b u t t o n - l i k e  o r g a n e l l e  i n  t h e  p r e s y n a p t i c  

c y t o p l a s m .  T h i s  o r g a n e l l e  i s  r e m i n i s c e n t  o f  t h e  s y n a p t i c  

r i b b o n s  s e e n  i n  t h e  b i p o l a r  c e l l  and  r e c e p t o r  c e l l  t e r m ­

i n a l s  o f  t h e  v e r t e b r a t e  r e t i n a  ( Do wl i n g  and  C h a p p e l l ,  

1 9 7 2 ) .  T h e r e  a r e  t wo p o s t s y n a p t i c  e l e m e n t s  f o r  e a c h  b u t ­

t o n  s y n a p s e .  The  p o s t s y n a p t i c  e l e m e n t s  u s u a l l y  c o n s i s t  

o f  o n e  r e c e p t o r  t e r m i n a l  and  o n e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e ,  

w h e t h e r  t h e  p r e s y n a p t i c  p r o c e s s  com es f r o m  an o c e l l a r  

n e r v e  f i b e r  o r  a p h o t o r e c e p t o r  c e l l  ( Do wl i n g  a nd  C h a p p e l l ,  

1 9 7 2 ) .  T h e r e  a r e  a l s o  r e c i p r o c a l  s y n a p t i c  c o n t a c t s  

b e t w e e n  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  a nd  r e c e p t o r  t e r m i n a l s  

( D o w l i n g  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ) .  T h e s e  a n a t o m i c a l  s t r u c ­

t u r e s  s u p p o r t  t h e  i d e a  t h a t  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  

e x i s t  b e t w e e n  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  and  b e t w e e n  n e i g h ­

b o r i n g  r e t i n u l a  c e l l s  a nd  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f e e d b a c k  

mo d e l  o f  s y n a p t i c  i n t e r a c t i o n  w h i c h  was  f i r s t  p r o p o s e d  by 

K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l  ( 1 9 7 6 )  a n d  l a t e r  m o d i f i e d  by S t o n e  

a n d  C h a p p e l l  ( 1 9 8 1 ) .  The mo d e l  i s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p h a r m ­

a c o l o g y  s e c t i o n  o f  t h i s  i n t r o d u c t i o n .



11

The s e c o n d  t y p e  o f  s y n a p s e  d o e s  n o t  c o n t a i n  " b u t t o n s "  

o r  " r i b b o n s " ,  a n d  i s  r e f e r r e d  t o  as  a c o n v e n t i o n a l  s y n a p s e  

( D o w l i n g  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ) .  C o n v e n t i o n a l  s y n a p s e s  c o n ­

t a i n  o n l y  o n e  p o s t s y n a p t i c  e l e m e n t .  They a r e  f o u n d  m o s t  

conrmonly i n  r e c e p t o r  c e l l  t e r m i n a l s  a nd  a r e  o n l y  o c c a s i o n ­

a l l y  s e e n  i n  t h e  o c e l l a r  p l e x u s  ( D o w l i n g  and  C h a p p e l l ,  

1972)  .

I n  a l l  t h r e e  o c e l l i ,  l a r g e  n u mb e r s  o f  r e t i n u l a  c e l l s  

c o n v e r g e  o n t o  s m a l l  n u mb e r s  o f  o c e l l a r  n e r v e  f i b e r s .  F o r  

e x a m p l e ,  t h e  r e t i n a  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l u s  c o n t a i n s  a p ­

p r o x i m a t e l y  675 r e t i n u l a  c e l l s  ( C a j a l ,  1 9 1 8 )  w h i l e  t h e  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  a p p e a r s  t o  h a v e  o n l y  20 t o  30 f i b e r s  

( Ruc k  and E d w a r d s ,  1 9 6 4 ;  C h a p p e l l  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) .  The 

s y n a p s e s  m ade  by ma ny  r e t i n u l a  c e l l  a x o n s  o n t o  t h e  s m a l l  

n umbe r  o f  n e r v e  f i b e r s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  a p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  L - n e u r o n  ( o c e l l a r  

n e r v e  d e n d r i t e s )  h a s  an a p p a r e n t  s e n s i t i v i t y  t o  l i g h t ,  

w h i c h  i s  2 l o g  u n i t s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  p h o t o r e ­

c e p t o r  ( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .

O c e l l a r  n e r v e  p r o j e c t i o n s

T h e r e  a p p e a r  t o  be 4 l a r g e  f i b e r s  i n  t h e  l a t e r a l  o c e l ­

l a r  n e r v e  w i t h  d i a m e t e r s  w h i c h  r a n g e  i n  s i z e  f r o m  15 t o
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30 m i c r o n s .  T h e s e  f i b e r s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  L - n e u r o n s  

b e c a u s e  of  t h e i r  r e l a t i v e l y  l a r g e  d i a m e t e r s  a nd  b e c a u s e  

o f  t h e i r  l o c a t i o n  i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  ( W i l s o n ,  

1 9 7 8 ) .  The  s m a l l e r  f i b e r s  h a v e  d i a m e t e r s  m e a s u r i n g  

a s  l ow as  5 m i c r o n s  ( Ru c k  and  E d w a r d s ,  1 9 6 4 ; C h a p p e 11 ,  e t .  

a l . ,  1 9 7 8 ) .  I n  A e s c h n a , t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  i s  

r e p o r t e d  t o  be 1 . 2 5  rrm i n  l e n g t h ,  w hen  m e a s u r e d  f r o m  t h e  

p r o x i m a l  p o r t i o n  o f  t h e  o c e l l a r  c u p  t o  t h e  b r a i n ,  a nd  60 

m i c r o n s  i n  d i a m e t e r  ( C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) .  I t  m a i n ­

t a i n s  a c o n s t a n t  d i a m e t e r  t h r o u g h o u t  m o s t  o f  i t s  l e n g t h .  

The s h o r t e r  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  m e a s u r e s  0 . 5 5  nrm i n  

l e n g t h ,  a n d  a l t h o u g h  i t  i s  b i l o b e d  n e a r  t h e  o c e l l a r  

p l e x u s ,  i t  f o r ms  a s i n g l e  n e r v e  as  i t  a p p r o a c h e s  t h e  b r a i n  

( C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ;  Z e n k i n  a n d  P i g a r e v ,  1 9 7 1 ) .

At  t h e  p o i n t  a t  w h i c h  i t  f o r ms  a s i n g l e  n e r v e  i t  a t t a i n s  

a ma x i mum d i a m e t e r  o f  a b o u t  200 m i c r o n s  d e c r e a s i n g  t o  a p ­

p r o x i m a t e l y  150 m i c r o n s  w h e r e  i t  p e n e t r a t e s  t h e  b r a i n  

( C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 .

The c e l l  b o d i e s  o f  t h e  n e u r i t e s  f o u n d  i n  a l l  t h r e e  

o c e l l a r  n e r v e s ,  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  b r a i n  as  d e m o n s t r a t e d  

by p r e p a r a t i o n s  s t a i n e d  w i t h  c o b a l t  and  p r o c i o n  d y e s  

( C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ;  P a t t e r s o n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 8 0 ) .

The l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  e n t e r  t h e  b r a i n  a d j a c e n t  

t o  t h e  m e d i a n  n e r v e  a t  w h i c h  p o i n t  a l l  t h r e e  n e r v e s  m e r g e
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i n t o  a s i n g l e  t r a c t .  The  b u n d l e  o f  f i b e r s  p a s s e s  t h r o u g h  

t h e  p a r s - i n t e r c e r e b r a  1 i s  a nd  d e s c e n d  t o w a r d s  t h e  p r o t o -  

c e r e b r a l  b r i d g e .  I t  h a s  b e e n  show n t h a t  o f  t h e  f o u r  

l a r g e  f i b e r s  s e e n  i n  e a c h  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  t wo p r o ­

j e c t  a n d  a r b o r i z e  i n  t h e  i p s i l a t e r a l  p o s t e r i o r  n e u r o p i l e  

o f  t h e  p r o t o c e r e b r u m ,  a nd  t wo a r b o r i z e  i n  t h e  c o n t r a ­

l a t e r a l  p o s t e r i o r  n e u r o p i l e  ( C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) .  

P r e s u m a b l y  t h e  b r a n c h i n g , f i b e r s  m ake  s y n a p t i c  c o n t a c t  

w i t h  t h e  n e u r o n s  o f  t h e  b r a i n .

N i n e  u n i q u e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  L - n e u r o n  p r o j e c t i o n s  

h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  ( P a t t e r s o n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 8 0 ) .  One 

o f  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  f i b e r s  p r o j e c t s  t o  b o t h  s i d e s  

o f  t h e  b r a i n ,  a nd  s e n d s  p r o c e s s e s  t o  b o t h  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e s  ( P a t t e r s o n  a n d  C h a p p e l l ,  1980 ; M o b b s , e t  . a l . ,  

1 9 8 1 ) .  The  a x o n  t e r m i n a l s  o f  some o f  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  

n e u r o n s  a p p e a r  t o  b r a n c h  i n t h e  sam e r e g i o n  a t  w h i c h  t h e  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  f i b e r s  b r a n c h .  T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  t h e  o c e l l i  c o m m u n i c a t e  w i t h  

e a c h  o t h e r  ( K o n d o , 1 9 7 8 ) ( s e e  B a c k g r o u n d  I n f o r m a t i o n :  I m­

p u l s e  Ac t  i v i t y  ) .
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E l e c t r o r e t i n o g r  am

Ruc  k ( 1 9 6 1 )  d i s t i n g u i s h e d  t h e  c o n t r i b u t i o n s  o f  f o u r  

c o m p o n e n t s  t o  t h e  w a v e f o r m  of  t h e  o c e l l a r  E 1e c t r o r e t i n o ­

g r a m (ERG) i n  c o c k r o a c h  a n d  d r a g o n f l y .  C o m p o n e n t  1 ,  a 

t o n i c  n e g a t i v e  p o t e n t i a l  p r e s e n t  d u r i n g  i l l u m i n a t i o n  a nd  

c o mp o n e n t  2,  a s i n g l e  t r a n s i e n t  " o n "  s p i k e ,  a r e  b o t h  g e n ­

e r a t e d  by t h e  r e t i n u l a  c e l l s .  C o m p o n e n t  4 ,  t h e  s p o n t a n ­

e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y ,  a n d  c o mp o n e n t  3 ,  t h e  n o t c h  i n  t h e  

i n i t i a l  d e p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  ERG, a r e  g e n e r a t e d  by t h e  

o c e l l a r  n e r v e  a n d  i t s  d e n d r i t e s  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  

i m p l i e s  t h a t  c o m p o n e n t  3 i s  p r o d u c e d  by t h e  s u s t a i n e d  

h y p e r p o 1a r i z a t i o n  o f  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s ,  and  

t h a t  c o mp o n e n t  1 r e s u l t s  f r o m  t h e  l i g h t  e v o k e d  d e p o l a r ­

i z a t i o n  o f  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  ( s e e  t h e  n e x t  s e c t i o n  o f  

t h i s  i n t r o d u c t i o n ) .  S i n c e  t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  i m p u l s e  

a c t i v i t y  ( c o m p o n e n t  4)  i s  a l w a y s  p o s i t i v e ,  w h e t h e r  i t  i s  

r e c o r d e d  f r o m  t h e  c o r n e a  (ERG) o r  t h e  d i s t a l  o c e l l a r  

n e r v e ,  c o mp o n e n t  4 a p p e a r s  t o  be  o r i g i n a t i n g  a t  some p o i n t  

p r o x i m a l  t o  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s .

An " o f f "  r e s p o n s e  c a n  be s e e n  i n  b o t h  c o c k r o a c h  a n d  

d r a g o n f l y  ERGs ( R u c k ,  1 9 6 1 ) .  I t  a p p e a r s  as  a s i n g l e  

s p i k e  o r  b u r s t  o f  s p i k e s  a n d / o r  a p o s i t i v e  g o i n g  o s c i l l a ­

t i o n  w h i c h  d o e s  n o t  a l w a y s  o c c u r  a t  t h e  h i g h e s t  l i g h t
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i n t e n s i t i e s .  Ru c k  f e l t  t h a t  t h i s  e f f e c t  wa s  due  t o  s y n ­

c h r o n o u s  f i r i n g  o f  s p i k e s  i n  t h e  o c e l l a r  n e r v e  f i b e r s  

( R u c k ,  1 9 6 1 ) ,  b u t  o t h e r  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  i t  r e f l e c t s  

t h e  c o m p o s i t e  " o f f 1' r e s p o n s e  o f  t h e  o c e l l a r  n e u r o n s  

( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ) .

I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g

I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m o c e l l a r  n e u r o n s  h a v e  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  r e s p o n d  t o  l i g h t  

w i t h  a g r a d e d ,  s u s t a i n e d  d e p o l a r i z a t i o n ,  a n d  a s i n g l e  

r e g e n e r a t i v e  s p i k e  a t  l i g h t  " o n " .  D u r i n g  h i g h  i n t e n s i t y  

i l l u m i n a t i o n ,  t h e  s u s t a i n e d  d e p o 1a r i z a t i o n  i s  p r e c e d e d  

by a t r a n s i e n t  d e p o l a r i z a t i o n  w h i c h  o c c u r r s  a f t e r  t h e  

i n i t i a l  " o n "  s p i k e  ( C h a p p e l l  and D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .  The  

" o n "  s p i k e  h a s  a d u r a t i o n  o f  3 m i l l i s e c o n d s  a nd  i t ' s  

p r e s e n c e  c a n  be e l i m i n a t e d  w i t h  t e t r o d o t o x i n  ( T T X ) . T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  s p i k e  i s  c a u s e d  by an i n c r e a s e  i n  

s o d i u m  c o n d u c t a n c e .

C h a p p e l l  and  D o w l i n g  ( 1 9 7 2 )  h a v e  b r o u g h t  a t t e n t i o n  t o  

t h e  " o s c i l l a t o r y  ' o f f '  w a v e " ,  w h i c h  t h e y  c a l l e d  an 

u n u s u a l  f e a t u r e  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l a r  p h o t o r e c e p t o r  

r e s p o n s e .  T h i s  t y p e  o f  " o f f "  r e s p o n s e  h a s  n o t  b e e n  

n o t e d  i n  p h o t o r e c e p t o r s  o f  o t h e r  i n v e r t e b r a t e s  ( D o w l i n g
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a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ) .  At  l ow i n t e n s i t i e s ,  t h e  " o f f "  r e ­

s p o n s e  i s  o f t e n  t h e  m o s t  p r o m i n e n t  a s p e c t  o f  t h e  r e s p o n s e  

( C h a p p e l l  and  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .

The L - n e u r o n s  r e s p o n d  t o  l i g h t  w i t h  a s h a r p  t r a n s i e n t  

h y p e r p o l a r i z a t i o n  f o l l o w e d  by a r e l a t i v e l y  s m a l l  

s u s t a i n e d  h y p e r p o l a r i z a t i o n  b e y o n d  t h e  d a r k  me mb r a n e  p o ­

t e n t i a l .  T h i s  s m a l l  g r a d e d  s u s t a i n e d  h y p e r p o 1a r i z a t i o n  

l a s t s  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  l i g h t  s t i m u l u s .  S i n c e  TTX 

d o e s  n o t  a p p e a r  t o  c h a n g e  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  o f  t h e  

L - n e u r o n ,  w h i l e  i t  d o e s  i n h i b i t  t h e  r e c e p t o r  " o n "  s p i k e ,  

i t  s e e ms  r e a s o n a b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  s y n a p t i c  t r a n s m i s ­

s i o n  i s  m e d i a t e d  by s l o w  p o t e n t i a l s .

At  l i g h t  " o f f " ,  t h e r e  i s  a s h a r p  o v e r s h o o t  f o l l o w e d  

by a l e s s  s e v e r e  u n d e r s h o o t  o f  t h e  d a r k  p o t e n t i a l  

(!< 1 i ngman , 1 9 7 6 )  . I t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h i s  " o f f "  o v e r ­

s h o o t  c o u l d  be r e l a t e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  " o f f "  

r e s p o n s e  s e e n  i n  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  ( C h a p p e l l  a n d , D o w l i n g ,  

19 7 2 )  .

The r a t i o  o f  t h e  i n i t i a l  t r a n s i e n t  r e s p o n s e  a m p l i t u d e  

t o  t h a t  o f  t h e  s u s t a i n e d  r e s p o n s e  i s  much  g r e a t e r  i n  t h e  

L - n e u r o n  t h a n  i n  t h e  p h o t o r e c e p t o r ,  i n d i c a t i n g  t h e  p h a s i c  

n a t u r e  o f  i n f o r m a t i o n  p r o c e s s i n g  a t  t h i s  s y n a p s e .  A l s o  

p o s t s y n a p t i c  a c t i v i t y  a p p e a r s  t o  be mo r e  s e n s i t i v e  t o  

l i g h t  f l a s h e s  by up t o  2 l o g  u n i t s  ( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,
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1 9 7 2 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  l a t e r a l  and  f e e d b a c k  

s y n a p t i c  c o n n e c t i o n s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  a n a t o m i c  

a l l y ,  i n t e g r a t e  t h e  i n f o r m a t i o n  r e c e i v e d  by t h e  L ~ n e u r o n s  

and  r e s u l t  i n  i t s  r e l a t i v e l y  t r a n s i e n t  r e s p o n s e s  a nd  

i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  l i g h t  ( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  19 7 2 )  

In a s p e c t r a l  s e n s i t i v i t y  s t u d y  on m e d i a n  o c e l l a r  

p h o t o r e c e p t o r s ,  h a l f  o f  t h e  c e l l s  s t u d i e d  w e r e  mo r e  

s e n s i t i v e  t o  g r e e n  l i g h t  t h a n  t h e y  w e r e  t o  u l t r a v i o l e t  

l i g h t  a t  t h r e s h o l d .  T h i s  i n v e s t i g a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  as  

t h e  i n t e n s i t y  o f  i l l u m i n a t i o n  i s  i n c r e a s e d ,  t h e  i n t e n s i t y  

r e s p o n s e  c u r v e s ,  a t  t h e s e  t wo w a v e l e n g t h s ,  c r o s s ,  s o  t h a t  

a g r e a t e r  i n t e n s i t y  ( q u a n t u m  f l u x )  o f  g r e e n  l i g h t  i s  n e e d e d  

t o  e v o k e  a r e s p o n s e  e q u a l  i n  m a g n i t u d e  t o  a r e s p o n s e  e v o k e d  

by a l e s s  i n t e n s e  f l a s h  o f  UV l i g h t  ( C h a p p e l l  a nd  De Vo e ,  

1 9 7 5 ) .  T h i s  c r o s s i n g  o f  t h e  i n t e n s i t y  r e s p o n s e  r e l a t i o n ­

s h i p  i s  r e f e r r e d  t o  a s  a " r e v e r s e  P u r k i n j e  s h i f t "

( C h a p p e l l  a n d  De Vo e ,  1 9 7 5 ) .  A s i m i l a r  s t u d y  on t h e  m e d i a n  

o c e l l a r  L - n e u r o n  h a s  d e m o n s t r a t e d  a r e v e r s e  P u r k i n j e  s h i f t  

i n  t h i s  c e l l  a l s o  ( Mo b b s , e t .  a l . ,  1 9 8 1 ) .  One o f  t h e  o b ­

j e c t i v e s  o f  my i n v e s t i g a t i o n  was  t o  d e t e r m i n e  i f  s u c h  a 

s h i f t  o c c u r r e d  f o r  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y .
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I m p u l s e  a c t i v i t y

A n u mb e r  of  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  d r a g o n f l y  

o c e l l a r  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( R u c k ,  1 9 5 8 a ,  1 9 6 1 ;  R o s s e r ,  1 9 7 4 ;  

Ko n d o ,  1 9 7 8 ) .  I n u n c u t  n e r v e s  i t  was  f o u n d  t h a t  t h e r e  

a r e  a t  l e a s t  t wo p o p u l a t i o n s  o f  s p i k e s .  The  l a r g e r  

s p i k e s  a r e  i n h i b i t e d  by o c e l l a r  i l l u m i n a t i o n  w h e r e a s  

t h e  f r e g u e n c i e s  o f  t h e  s m a l l e r  s p i k e s  i s  e n h a n c e d  by i t  

( Ko n d o ,  1 9 7 8 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  f r e g u e n c y  o f  f i r i n g  

i n c r e a s e d  f o r  b o t h  t y p e s  o f  s p i k e s  d u r i n g -  t h e  w i n g b e a t  

o f  t h e  a n i m a l .  R e c o r d i n g s  f r o m  t h e  c u t  e n d  o f  t h e  o c e l l a r  

n e r v e  a f t e r  i t  h a s  b e e n  s e c t i o n e d  n e a r  t h e  b r a i n  h a v e  

r e v e a l e d  t h a t  o n l y  t h e  l a r g e r  l i g h t  i n h i b i t e d  s p i k e s  a r e  

p r e s e n t  ( Ko n d o ,  1 9 7 8 ,  R u c k ,  1 9 6 1 ) ,  w h i l e  o n l y  t h e  s m a l l e r  

l i g h t  f a c i l i t a t e d  s p i k e s  c a n  be  r e c o r d e d  f r o m  t h e  n e r v e  

s t u mp  p r o t r u d i n g  f r o m  t h e  b r a i n  ( Ko n d o ,  1 9 7 8 ;  R o s s e r ,  

1 9 7 4 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  n o t i o n  t h a t  t h e  l i g h t  

i n h i b i t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  r e p r e s e n t  a f f e r e n t  a c t i v i t y ,  

a nd  t h e  l i g h t  f a c i l i t a t e d  s p i k e s  r e p r e s e n t  e f f e r e n t  a c t ­

i v i t y  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  Ko n d o ,  1 9 7 8 ;  C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,

19 7 2 )  .

A l t h o u g h  i t  i s  p r e s e n t l y  u n c l e a r  as  t o  w h a t  r o l e  t h e  

o c e l l u s  p l a y s  i n  t h e  a n i m a l s '  b e h a v i o r  and  p h y s i o l o g y
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( Go o d ma n ,  1 9 7 0 ;  W i l s o n ,  1 9 7 8 ) ,  a n u mb e r  o f  i n v e s t i g a t o r s  

h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  i t  i s  a s e n s e  o r g a n  u s e d  t o  m a i n t a i n  

t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  a n i m a l  i n  f l i g h t  ( W i l s o n ,  1 9 7 8 ;  

S t a n g  a n d  H o w a r d ,  1 9 7 9 ) .

F o r  e x a m p l e ,  i n  c u t  n e r v e  p r e p a r a t i o n s ,  e f f e r e n t  

a c t i v i t y  i s  e n h a n c e d  by i l l u m i n a t i o n  o f  t h e  c o mpound  e y e s ,  

by w i n g  m o v e m e n t ,  a n d  by e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  

i p s i l a t e r a l  a nd  c o n t r a l a t e r a l  w i n g  s e n s o r y  n e r v e s  ( Ko n d o ,  

1 9 7 8 ) .  When w i n g  s e n s o r y  n e r v e  a c t i v i t y  i s  e l i m i n a t e d  

by s e c t i o n i n g  t h e  s u b e s o p h o g e a 1 c o n n e c t i v e s ,  t h e  w i n g b e a t  

h a s  no e f f e c t  on t h e  e f f e r e n t  d i s c h a r g e .  A l s o ,  U n e q u a l  

i l l u m i n a t i o n  o f  t h e  o c e l l i  r e s u l t s  i n  h e a d  r o l l s  c o n s i s ­

t e n t  w i t h  t h e  a n i m a l s  n e e d  t o  m a i n t a i n  an o r i e n t a t i o n  

i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  h o r i z o n  ( S t a n g e  a nd  H o w a r d ,  1 9 7 9 ) .

A n o t h e r  i n v e s t i g a t o r  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  i n  L i mu 1 u s , 

t h e  m e d i a n  o c e l l u s  may  be  a c t i n g  t o  a d j u s t  t h e  s e n s i t i v i t y  

o f  t h e  c o mp o u n d  e y e  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  ( B a r l o w ,  e t .  

a l . ,  1 9 7 7 ) .  I n  t h e  d r a g o n f l y ,  t h e  o c e l l i  and  c ompound  

e y e s  may w o r k  t o g e t h e r  t o  a d j u s t  t h e  a n i m a l ' s  o v e r a l l  s e n ­

s i t i v i t y  t o  l i g h t .  T h i s  i s  s u g g e s t e d  by t h e  f o l l o w i n g  

e x p e r i m e n t s .  When r e c o r d i n g  f r o m t h e  p r o x i m a l  c u t  end  of  

one  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s ,  i l l u m i n a t i o n  o f  t h e  

o t h e r  t wo o c e l l i  a n d  t h e  c o mpound  e y e  i n c r e a s e s  t h e  p r e ­

sumed e f f e r e n t  a c t i v i t y ,  w i t h  n o t a b l e  " o n "  a nd  " o f f "
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b u r s t s  a t  h i g h  s t i m u l u s  i n t e n s i t i e s .  When t h e  o t h e r  t wo 

o c e l l i  a r e  r e m o v e d ,  i l l u m i n a t i o n  o f  t h e  c o mpound  e y e  s t i l l  

e n h a n c e s  t h i s  e f f e r e n t  a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  a 

r e d u c t i o n  i n  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  " o f f "  r e s p o n s e .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e  p r e s u m e d  e f f e r e n t  

f i b e r s  i n  o n e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  r e c e i v e s  e x c i t a t o r y  

i n p u t ,  w i t h i n  t h e  b r a i n ,  f r o m  a f f e r e n t  f i b e r s  i n  t h e  

o t h e r  o c e l l a r  n e r v e s  ( Ko n d o ,  1 9 7 8 ) .

I m p u l s e  a c t i v i t y  c a n  be r e c o r d e d  f r o m  t h e  c o r n e a s  of  

a ny  o f  t h e  t h r e e  o c e l l i .  H o w e v e r ,  i n t r a c e l l u l a r  r e ­

c o r d i n g s  f r o m  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  r a r e l y  d e m o n s t r a t e  

a n y  s p i k i n g  a c t i v i t y .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  p u z z l i n g  

i n  l i g h t  o f  t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  e x p e r i m e n t s .  T h e r e ­

f o r e ,  o n e  o f  t h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  was  t o  

d e t e r m i n e  t h e  s o u r c e  o f  t h e  i m p u l s e s  m o n i t o r e d  i n  

c o r n e a l  r e c o r d i n g s .  T h i s  i n f o r m a t i o n  m i g h t  h e l p  i n 

d i s c e r n i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  o c e l l u s .
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P h a r m a c o I o g y

T e t r o d o t o x i n  s e n s i t i v e  s p i k e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  

a n u mb e r  o f  i n v e r t e b r a t e  v i s u a l  s y s t e m s  ( S t u a r t  and  O e r t e l ,  

197B;  W i l s o n ,  1 9 7 8 ) .  T e t r o d o t o x i n  (TTX) s e n s i t i v i t y  i s  a 

d i s t i n c t i v e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  t h a t  i s  

m e d i a t e d  by Na c u r r e n t s  ( A r m s t r o n g  a n d  B e n z a n i l l a ,  1 9 7 4 ) .

I t  h a s  b e e n  s hown t h a t  t e t r o d o t o x i n  r e d u c e s  t h e  a m p l i t u d e  

o f  t h e  r e c e p t o r  " o n "  s p i k e  w i t h o u t  a f f e c t i n g  s y n a p t i c  

t r a n s m i s s i o n  ( C h a p p e l l  and D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .  Ruc k  ( 1 9 6 1 )  

h a d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  o c e l l a r  " o f f "  r e s p o n s e  o b s e r v e d  

i n  t h e  ERG m i g h t  be  a r e f l e c t i o n  o f  s y n c h r o n o u s  f i r i n g  o f  

o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e s  ( s e e  B a c k g r o u n d  I n f o r m a t i o n :  E l e c t -  

r o r e t i n o g r a m )  . S i n c e  t h e  " o f f "  t r a n s i e n t  o f  L - n e u r o n s  

s u r v i v e  TTX,  i t  c o u l d  n o t  be  a r e s p o n s e  t o  i m p u l s e  a c t i v i t y  

i f  i m p u l s e s  a r e  b l o c k e d  by TTX.  T h e r e f o r e  a n o t h e r  o b j e c t ­

i v e  o f  t h i s  s t u d y  wa s  t o  d e t e r m i n e  w h a t  e f f e c t s ,  i f  a n y ,  

t e t r o d o t o x i n  h a s  on o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y .

C u r a r e ,  a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  o f  n i c o t i n i c  c h o l i n e r g i c  

r e c e p t o r s ,  was  s hown  t o  r e v e r s i b l y  b l o c k  t h e  l i g h t  i n d u c e d  

h y p e r p o 1a r i z i n g  r e s p o n s e  of  t h e  L - n e u r o n  w i t h o u t  a f f e c t i n g  

t h e  l i g h t  r e s p o n s e  o f  t h e  p h o t o r e c e p t o r  ( C h a p p e l l  and  

D o w l i n g ,  1972  ; K1 i ngma n  a nd  Ch a p p e  1 1 , 1 9 7 8 ;  S t o n e ,  1 9 8 2 ) .
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C u r a r e  a l s o  p r o l o n g e d  t h e  t h e  p h o t o r e c e p t o r ' s  " o f f "  r e ­

s p o n s e  ( S t o n e  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 8 2 ) .  When A t r o p i n e ,  a m u s ­

c a r i n i c  c h o l i n e r g i c  a n t a g o n i s t ,  was  a p p l i e d  t o  t h e  p r e p ­

a r a t i o n  no c o m p a r a b l e  e f f e c t s  w e r e  o b s e r v e d  ( K 1 i ngman , 1 9 7 6 )  .

T h e s e  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  p h o t o r e c e p t o r  t e r ­

m i n a l  t r a n s m i t t e r  i s  a c e t y l c h o l i n e ,  t h a t  i t  i s  r e l e a s e d  

d u r i n g  t h e  t i m e  o f  i l l u m i n a t i o n ,  a n d  t h a t  t h e  p o s t s y n a p -  

t i c  r e c e p t o r s  a r e  n i c o t i n i c  i n  c h a r a c t e r .  I t  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t h a t  s i g n i f i c a n t  a mo u n t s  o f  a c e t y l c h o l i n e  and 

c h o l i n e  a c e t y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  c a n  be s e e n  i n  a s s a y s  

o f  o c e l l a r  t i s s u e  ( C h a p p e l l  and  K u h a r ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  o b ­

s e r v a t i o n  f u r t h e r  b u t r e s s e s  t h e  a r g u m e n t  t h a t  t h e r e  i s  

c h o l i n e r g i c  a c t i v i t y  i n  t h i s  o r g a n .  S i n c e  t h e  L - n e u r o n s  

r e s p o n d  t o  l i g h t  w i t h  a h y p e r p o l a r i z a t i o n  a n d  an  i n c r e a s e  

i n  c o n d u c t a n c e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  p h o t o r e c e p t o r  t r a n s ­

m i t t e r  h a s  an i n h i b i t o r y  e f f e c t  u p o n  t h e m.  I t  s h o u l d  be 

n o t e d  t h a t  t h i s  i d e a  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  R u c k ' s  a n a l y s i s  

o f  t h e  ERG w a v e f o r m  ( R u c k ,  1 9 6 1 ) ( s e e  B a c k g r o u n d  I n f o r m a ­

t i o n :  E 1e c t r o r e t i n o g r a m )  .

C a r b a c h o l ,  a n i c o t i n i c  c h o l i n e r g i c  a g o n i s t  t h a t  i s  

r e s i s t a n t  t o  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  h y d o l y s i s  ( K o e l l e ,

1 9 7 5 a ) ,  was  s hown t o  r e d u c e  t h e  a m p l i t u d e  o f  b o t h  t h e  " o n "  

t r a n s i e n t  a n d  s u s t a i n e d  p o r t i o n  o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  a nd  

c a u s e  a p a s s i n g  i n c r e a s e  i n  t h e  s i z e  o f  t h e  " o f f "  r e s p o n s e
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o f  t h e  L - n e u r o n s .  C a r b a c h o l  was  a l s o  s hown t o  d e p o l a r i z e  

t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  o f  t h i s  c e l l  i n t h e  d a r k  ( S t o n e ,  

1 9 8 2 ) .  T h e s e  e f f e c t s  c o u l d  be  r e v e r s e d  by w a s h i n g  i n  

R i n g e r .  S i n c e  C a r b a c h o l  m i m i c s  t h e  e f f e c t s  o f  a c e t y l ­

c h o l i n e  a n d  s i n c e  a c e t y l c h o l i n e  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t o  

h y p e r p o l a r i z e  t h e  d i s t a l  p r o c e s s e s  o f  t h e  L - n e u r o n ,  i t  i s  

d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n  why C a r b a c h o l  d e p o l a r i z e s  t h i s  c e l l  

i n  t h e  d a r k .  I f  a n y t h i n g ,  t h e r e  s h o u l d  be  a me mb r a n e  

h y p e r p o 1a r i z a t i o n  . One  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  e f f e c t  i s  

t h a t  t h e  C a r b a c h o l  ( lOrrM) a f f e c t e d  p r e s y n a p t i c  c h o l i n e r g i c  

r e c e p t o r s  o f  a d j a c e n t  p h o t o r e c e p t o r s  a nd  t h a t  t h e s e  p r e ­

s y n a p t i c  r e c e p t o r s  s u b s e r v e  l a t e r a l  i n h i b i t o r y  i n t e r a c t i o n s  

( S t o n e  , 1 9 8 2 )  .

I f  t h e r e  a r e  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p h o t o r e c e p ­

t o r s ,  t h a t  a r e  i n h i b i t o r y  o r  o t h e r w i s e ,  p h a r m a c o l o g i c a l  

s t u d i e s  on o t h e r  a s p e c t s  o f  o c e l l a r  p h y s i o l o g y  ( b e s i d e s  

t h e  l o c a l  p o t e n t i a l s  of  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  a nd  L - n e u r o n s )  

s h o u l d  u n c o v e r  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  t h e i r  e x i s t e n c e .

S i n c e  t h e  c h o l i n e r g i c  e f f e c t  on i m p u l s e  a c t i v i t y  h a d  n o t  

a s  y e t  b e e n  s t u d i e d ,  a m a j o r  o b j e c t i v e  o f  t h e  r e s e a r c h  was  

t o  f i n d  o u t  i f  t h e r e  i s  a c h o l i n e r g i c  i n f l u e n c e  on s p i k e  

f r e q u e n c y  a n d  i n  e f f e c t  r e p r e s e n t s  t h e  f i r s t  p h a r m a c o l o g i ­

c a l  s t u d y  on i m p u I s e  a c t i v i t y  i n  an o c e l l a r  n e r v e .

The a d d i t i o n  o f  GABA ( 9 . 7  nrM) t o  t h e  p e r f u s a t e  i n  one
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p r e p a r a t i o n  i n c r e a s e d  t h e  s i z e  o f  t h e  " o n "  t r a n s i e n t ,  

a nd  a l t e r e d  t h e  s h a p e  o f  t h e  " o f f "  r e s p o n s e  i n  t h e  

s e c o n d  o r d e r  c e l l  ( K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ;  K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  

1 9 7 8 ) .  P i c r o t o x i n  a n d  B i c u c u l l i n e  h a v e  b e e n  s hown t o  be 

GABA a n t a g o n i s t s  i n  a n u mb e r  o f  p r e p a r a t i o n s  ( T a k e u c h i  and  

T a k e u c h i ,  1 9 6 9 ;  W a l k e r ,  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  G e r s c h e n f e 1d , 1 9 7 3 ;  

J o h n s t o n ,  1 9 7 7 ;  D e f e u d i s ,  1 9 7 7 ;  T i c k u  a nd  O l s e n ,  1 9 7 8 ) .

When t h e s e  a g e n t s  a r e  i n d i v i d u a l l y  a d d e d  t o  t h e  b a t h i n g  

m e d i u m ( p i c r o t o x i n  1 . 6 6  rrM, b i c u c u l l i n e  8 1 . 6  i t M )  t h e y  a 

p p e a r  t o  m o d i f y  t h e  " o f f "  o s c i l l a t i o n  o f  b o t h  t h e  

L - n e u r o n s  ( K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ) ,  a n d  t h e  p h o t o r e ­

c e p t o r s  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  The e f f e c t s  o f  p i c r o t o x i n  a r e  p a r ­

t i a l l y  r e v e r s i b l e  a f t e r  w a s h i n g  w i t h  R i n g e r .  The  L - n e u r o n  

p e r f u s e d  w i t h  b i c u c u l l i n e  was  l o s t  b e f o r e  w a s h i n g  was  a t ­

t e m p t e d  ( K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ) .

B i c u c u l l i n e  a l s o  a f f e c t e d  o t h e r  a s p e c t s  o f  t h e  L - n e u r o n ' s  

r e s p o n s e .  I t  d e c r e a s e d  t h e  s i z e  o f  t h e  " o n "  t r a n s i e n t ,  

l o w e r e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  by t wo l o g  

u n i t s ,  d e c r e a s e d  t h e  d a r k  n o i s e ,  a n d  d e c r e a s e d  t h e  amp 1 i t  u d e 

o f  t h e  s u s t a i n e d  h y p e r p o l a r i z a t i o n  ( e x c e p t  a t  t h e  h i g h e s t  

s t i m u l u s  i n t e n s i t y )  ( K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ) .

S t o n e  ( 1 9 8 2 )  r e p o r t s  t h a t  p i c r o t o x i n  ( 1 . 6  nrM) i n c r e a s ­

ed t h e  a m p l i t u d e  a n d  d u r a t i o n  o f  t h e  " o f f "  h y p e r p o I a r i z a - 

t i o n  o f  t h e  p h o t o r e c e p t o r s .  T h e r e  was  a l s o  a c o n c o m-
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m i t a n t  i n c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  o f  t h e  L - n e u r o n ' s  " o f f "  

o s c i l l a t i o n .

On t h e  b a s i s  of  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  i t  was  p r o p o s e d  t h a t  

t h e r e  may be  a GABA c o mp o n e n t  t o  t h e  o c e l l a r  s y s t e m .  T h e r e ­

f o r e  o n e  o f  t h e  g o a l s  o f  t h i s  s t u d y  was  t o  d e t e r m i n e  i f  GABA

h a s  any  e f f e c t s  on i m p u l s e  a c t i v i t y .

S y n a p t i c  f e e d b a c k  mo d e l

The p h y s i o l o g i c a l ,  a n a t o m i c a l ,  and  p h a r m a c o l o g i c a l  

e v i d e n c e  h a s  l e d  t o  t h e  f o r m u l a t i o n  o f  a mo d e l  w h i c h

p r o p o s e s  t h a t  t h e r e  a r e  l o c a l  c i r c u i t s  w i t h i n  t h e  s y n a p t i c

p l e x u s  o f  t h e  o c e l l u s  ( C h a p p e l l  and  K l i n g m a n ,  1 9 7 4 ;

K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ;  K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ;  S t o n e  and  

C h a p p e l l ,  1 9 8 1 ;  S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  The f o l l o w i n g  i s  an 

e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  m o d e l :

In t h e  d a r k  a d a p t e d  s t a t e ,  t h e  L - n e u r o n  r e l e a s e s  a 

c e r t a i n  a mo u n t  o f  f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r  f r o m  i t s  d e n d r i t i c  

t e r m i n a l .  T h i s  f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r  may a c t  t o  f a c i l i t a t e  

r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e .  At  t h e  s ame  t i m e ,  t h e  p h o t o ­

r e c e p t o r  t e r m i n a l  r e l e a s e s  a c e r t a i n  a mo u n t  o f  t r a n s m i t t e r  

( p r e s u m a b l y  a c e t y l c h o l i n e )  w h i c h  c a u s e s  t h e  L - n e u r o n ' s  d e n ­

d r i t e s  t o  h y p e r p o 1a r i z e  , r e s u l t i n g  i n  a d e c r e a s e  o r  i n h i b i -
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t i o n  o f  f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e .

In t h e  d a r k ,  t h e  q u a n t i t y  o f  b o t h  t y p e s  o f  r e l e a s e d  

t r a n s m i t t e r  r e a c h e s  a s t e a d y  s t a t e  o r  e q u i l i b r i u m .  T h i s  

s t e a d y  s t a t e  r e s u l t s  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  s t a b l e  r e s t i n g  

p o t e n t i a l s  w i t h i n  b o t h  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  o r d e r  c e l l s .  

The n o i s e  o f t e n  r e c o r d e d  f r o m  t h e  L - n e u r o n s ,  i n  t h e  

d a r k ,  m i g h t  r e p r e s e n t  s m a l l  v a r i a t i o n s  i n  t h e  a mo u n t  o f  

r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e d  ( K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ) .

photoreceptor
L-neuron

R R R

L L

( a d a p t e d  f r o m S t o n e ,  1 9 8 2 )

At  l i g h t  " o n " ,  t h e  r e c e p t o r  c e l l  d e p o l a r i z e s  r e s u l t i n g  

i n  a l a r g e  r e l e a s e  o f  t r a n s m i t t e r .

R R R

L

(adapted fron Stone, 1982)

R e l e a s e d . r e c e p t o r  
1

t r a n s m i t t e r  f u r t h e r  h y p e r p o 1a r i z e s  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n ­

d r i t e s ,  i n h i b i t i n g  r e l e a s e  o f  t h e  f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r .

( a d a p t e d  f r o m 
S t o n e ,  1 9 8 2 )

R R R

■j/  \k*
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(adapted from Stone, 1982)
S i n c e  l e s s  f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r  i s  r e l e a s e d ,  f a c i l i t a t e d  

r e l e a s e  o f  t h e  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  i s  r e d u c e d ,  e v e n t u a l ­

l y  l e a d i n g  t o  a new s t e a d y  s t a t e .

(adapted from Stone, 19 82)
At  l i g h t  " o f f " ,  t h e  r e c e p t o r  t e r m i n a l ' s  me mb r a n e  p o t e n ­

t i a l  a p p r o a c h e s  t h e  d a r k  r e s t i n g  p o t e n t i a l .  T h i s  r e s u l t s  

i n  a c e s s a t i o n  o f  l i g h t - i n d u c e d  r e l e a s e  of  r e c e p t o r  t r a n s ­

m i t t e r .

(adapted from Stone, 1992)

S i n c e  t h e  L - n e u r o n  was  p a r t i a l l y  

h y p e r p o 1 a r i z e d  a t  t h e  s t e a d y  s t a t e  l e v e l  s e e n  i n  t h e  

l i g h t ,  a t  l i g h t  " o f f "  i t -  b e c o me s  r e l a t i v e l y  d e p o l a r i z e d
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r e s u l t i n g  i n  a r e l e a s e  o f  f e e . d b a c k  t r a n s m i t t e r .  The  

f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r  f a c i l i t a t e s  r e l e a s e  o f  t r a n s m i t t e r  

f r o m  t h e  p h o t o r e c e p t o r  w h i c h  r e s u l t s  i n  t h e  n e g a t i v e  

t r a n s i e n t  o f  t h e  L - n e u r o n ' s  " o f f "  r e s p o n s e .

(adapted from Stone, 1982)

F i n a l l y ,  a f t e r  a f e w  o s c i l l a t i o n s  i n  some c a s e s ,  a new d a r k  

a d a p t e d  s t e a d y  s t a t e  i s  r e a c h e d .

T h i s  t h e s i s  d e a l s  w i t h  a s p i k i n g  n e u r o n .  I t  i s  n o t  

c l e a r  w h e t h e r  t h i s  i m p u l s e  g e n e r a t i n g  n e u r o n  i s  an L - n e u r o n  

Some e v i d e n c e  s h o ws  t h a t  i t  ( t h e  s p i k i n g  n e u r o n  o f  t h e  l a ­

t e r a l  o c e l l a r  n e r v e )  a p p e a r s  t o  b e h a v e  l i k e  an L - n e u r o n .

At  t h e  l e a s t  i t  a p p e a r s  t o  be  a f f e c t e d  by p h a r m a c o l o g i c a l  

a g e n t s  t h a t  a f f e c t  t h e  L - n e u r o n .  The  f o l l o w i n g  a r g u m e n t s  

a s s  ume t h a t  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i s  s e c o n d  o r d e r ,  t h a t  i t  i s  

r e s p o n d i n g  t o  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  i n  t h e  s ame  f a s h i o n  a s  

t h e  L - n e u r o n ,  a n d  t h a t  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y - f r e q u e n c y  r e l a ­

t i o n s h i p  i s  n o n - c o mp  l e x .

I f  t h e r e  i s  no f e e d b a c k  a n d  i f  i n c r e a s i n g  amo u n t s of  

a c e t y l c h o l i n e  d e c r e a s e  o c e l l a r  n e r v e  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  a
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g r a d e d  f a s h i o n ,  t h e n  c u r a r e ,  a  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  of  

n i c o t i n i c  c h o l i n e r g i c  r e c e p t o r s  ( K o e l l e ,  1 9 7 5 b ) ,  s h o u l d  

s h i f t  t h e  ( l i g h t )  i n t e n s i t y - i m p u 1s e  f r e q u e n c y  r e l a t i o n s h i p  

t o  t h e  r i g h t  i n  a p a r a l l e l  f a s h i o n  w i t h  no c h a n g e  i n  s l o p e  

( H o l l e n b e r g ,  1 9 7 8 ) .  R e s u l t s  t h a t ; s h o w s u c h  a p a r a l l e l  

s h i f t  w o u l d  n o t  be c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  s y n a p t i c  f e e d b a c k  

m o d e l ,  s i n c e  f e e d b a c k  s h o u l d  r e s u l t  i n  a m o r e  c o m p l e x  a l ­

t e r a t i o n  o f  t h i s  r e l a t i o n s h i p .  H o w e v e r ,  a c o m p l e x  c h a n g e  

i n v o l v i n g  t h e  s l o p e ,  t h e  i n t e r c e p t s ,  o r  b o t h ,  a s  s e e n  i n  

a d o s e - r e s p o n s e  e x p e r i m e n t ,  w o u l d  n o t  r u l e  o u t  an e x p l a n ­

a t i o n  o t h e r  t h a n  f e e d b a c k  t o  a c c o u n t  f o r  s u c h  f i n d i n g s  

( K e r k u t  a n d  W a l k e r ,  1 9 6 1 ;  C a l l e c  a n d  S a t t e l l e ,  1 9 7 3 ;  

S a t t e l l e ,  e t .  a l . ,  1 9 7 6 ) .  One o f  t h e  a c c o m p l i s h m e n t s  

o f  t h i s  s t u d y  was  t o  c a r r y  o u t  s u c h  a n  e x p e r i m e n t ,  t h e  

r e s u l t s  o f  w h i c h  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  mo d e l .

R e c e n t l y ,  S t o n e  ( 1 9 8 2 )  h a s  e x p a n d e d  t h e  mo d e l  t o  i n ­

c l u d e  l a t e r a l  s y n a p t i c  i n t e r a c t i o n s .  She s u g g e s t s  t h a t

(Stone, 1982)

t h e  l a t e r a l  s y n a p t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p h o t o r e c e p t o r s ,



30

w h o s e  e x i s t e n c e  i s  d e m o n s t r a t e d  by e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  

a r e  i n h i b i t o r y .  T h a t  i s ,  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  a c t s  t o  

h y p e r p o 1a r i z e  n e i g h b o r i n g  p h o t o r e c e p t o r s  w h i c h  u l t i m a t e ­

l y  may r e d u c e  t h e  a mo u n t  o f  a c e t y l c h o l i n e  w h i c h  r e a c h e s  

t h e  c h o l i n e r g i c  r e c e p t o r  s i t e s  o f  t h e  o c e l l a r  n e r v e  

d e n d r  i t e s  .

The p r e s u m e d  l a t e r a l  s y n a p t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  

a d j a c e n t  L - n e u r o n s  may be  e x c i t a t o r y  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) ,  b u t  

t h e r e  i s  no h a r d  e v i d e n c e  t h a t  t h i s  i s  t h e  c a s e .  I f  t h e y  

a r e  e x c i t a t o r y ,  t h e  s y n a p t i c  r e l e a s e  o f  a s m a l l  a mo u n t  o f  

f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r  c o u l d  l e a d  t o  a f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  

i t s  own r e l e a s e .

The mo d e l  e m p h a s i z e s  t h a t  t h e  s y n a p t i c  c o n t a c t s  a r e  

i n  a s t a t e  o f  d y n a m i c  e q u i l i b r i u m ,  s o  t h a t  t h e  o c e l l a r  

s y s t e m  w o u l d  a p p e a r  t o  be  g e a r e d  t o w a r d s  r e s p o n d i n g  t o  

a c h a n g e  i n  t h e  i n t e n s i t y  a l t h o u g h  t o  some e x t e n t  i t  c a n  

r e s p o n d  t o  t h e  a b s o l u t e  l e v e l  o f  i l l u m i n a t i o n .
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Ob j e c t  i v e s

The  p r i m a r y  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e :

1 .  To d e t e r m i n e  t h e  s o u r c e  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e ­

c o r d e d  f r o m  t h e  c o r n e a  o f  t h e  o c e l l u s .

2 .  To d e v e l o p  a n o n - i n v a s i v e  p e r f u s i o n  p r e p a r a t i o n  f o r  t h e  

s t u d y  o f  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e s .

3 .  To s t u d y  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  u n d e r  

t h e  i n f l u e n c e  o f  a g e n t s  known t o  a f f e c t  t h e  p h o t o ­

r e c e p t o r s  and  t h e  L - n e u r o n s .

4 .  To c o mp a r e  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  t o  

t h a t  o f  t h e  L - n e u r o n s .



32

METHODS

E l e c t r o d e s

E x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e s  w e r e  ma d e  f r o m  0 . 2 5  

rrm d i a m e t e r  s t a i n l e s s  s t e e l  w i r e  c u t  i n t o  7 . 6  cm 

l e n g t h s .  T h i s  w i r e  was  i n s e r t e d  i n t o  t h e  l umen o f  a num­

b e r  20 s t a i n l e s s  s t e e l  L u e r  Loc  s y r i n g e  n e e d l e  w h i c h  was  

t h e n  c r i m p e d  t o  h o l d  t h e  w i r e  i n  p l a c e .  The  t i p s  o f  t h e  

e l e c t r o d e s  w e r e  s h a r p e n e d  e 1e c t r o 1y t i c a 11y u s i n g  an E v e r -  

e a d y  n o .  276  " 9 "  v o l t  b a t t e r y ,  a t  w h i c h  t i m e  t h e  e l e c ­

t r o d e s  s e r v e d  a s  t h e  a n o d e  w h i l e  a c a r b o n  r o d  s e r v e d  a s  

t h e  c a t h o d e .  The  e l e c t r o d e s  w e r e  r i n s e d  i n  d i s t i l l e d  

w a t e r  a n d  v i e w e d  u n d e r  a d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e  s e v e r a l  

t i m e s  d u r i n g  t h i s  p r o c e d u r e  t o  c h e c k  t h e  a n g l e  o f  t h e  

s h a f t .  I f  t h e  t i p  was  t o o  s h a r p  t h e  e l e c t r o d e s  b e n t  when 

p u s h e d  up a g a i n s t  t h e  a n i m a l s  h a r d  e x o s k e l e t o n .

The e l e c t r o l y t i c  s o l u t i o n  was  p r e p a r e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  

p r o p o r t  i o n s :

68 m l .  H2S04  s p e c i f i c  g r a v i t y  1 . 8 4

84 m l .  H3P04  s p e c i f i c  g r a v i t y  1 . 6 9

48 m l . H2 0

200 m l .  t o t a l  v o l u me
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I n t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e s  w e r e  ma d e  f r o m  0 . 8  rmn O. D.  

b o r o n - s i l i c a  g l a s s  c a p i l l a r i e s  w h i c h  w e r e  p u l l e d  on a 

N a r i s h e g e  h o r i z o n t a l  e l e c t r o d e  p u l l e r  f o r  a t i p  r e s i s t ­

a n c e  o f  50 t o  100 me gohms  whe n  f i l l e d  w i t h  3 m o l a r  c o b a l t  

c h l o r i d e .  A s i l v e r  c h l o r i d e  d i s c  o b t a i n e d  f r o m  W . P . I .  

s e r v e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  e l e c t r o d e .

Re c o r d i n g  s y s t e m

E x t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e s  w e r e  a t t a c h e d  t o  d i f f e r e n t i a l  

i n p u t s  G - l  a nd  G- 2  on a G r a s s  P1 5  A . C .  p r e a m p l i f i e r  o r  

i n p u t s  A ( a n a l o g o u s  t o  G - l )  a n d  B on a PAR mo d e l  113 p r e ­

a m p l i f i e r .  The f r e q u e n c y  b a n d p a s s  u s e d  wa s  300 HZ- 1  KHZ 

f o r  m o n i t o r i n g  i m p u l s e  a c t i v i t y  a n d  0 . 1  HZ - 0 . 1  KHZ f o r  

ERG r e c o r d i n g s .  The g a i n  was  m o s t  f r e q u e n t l y  xl OOO,  b u t  

o c c a s i o n a l l y  t h i s  was  l o w e r e d  t o  x l OO.  The  p r e a m p l i f i e r  

wa s  c a p a c i t a t i v e 1y c o u p l e d  t o  t h e  l o we r  c h a n n e l  o f  a 

T e k t r o n i x  502A Du a l  Beam o s c i l l o s c o p e .  C a p a c i t a n c e  

v a l u e s  r a n g e d  f r o m  0 . 0 0 1  uF t o  0 . 1  u F ,  d e p e n d i n g  upon  

w h i c h  v a l u e  g a v e  t h e  b e s t  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  f o r  t h a t  

p r e p a r a t  i o n .

I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  w e r e  a c c o m p l i s h e d  t h r o u g h  a 

h e a d  s t a g e  a m p l i f i e r  w h i c h  was  c o n n e c t e d  t o  a WPI 707 

e l e c t r o m e t e r  a m p l i f i e r  w i t h  c u r r e n t  i n j e c t i o n  f a c i l i t i e s .
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D a t a  wa s  r e c o r d e d  on m a g n e t i c  t a p e  f o r  l a t e r  a n a l y s i s .

The p r e p a r a t i o n  i t s e l f  was  g r o u n d e d  t o  t h e  c h a s s i s  o f  

t h e  p r e a m p l i f i e r  a n d  n o t  t o  t h e  f a r a d a y  c a g e .

S t a i n i n g  P r o c e d u r e

I o n t o p h o r e s i s  o f  c o b a l t  c h l o r i d e  i n t o  o c e l l a r  n e r v e  

f i b e r s  wa s  a c c o m p l i s h e d  by a p p l y i n g  p o s i t i v e  300 n a n o ­

amp c u r r e n t  p u l s e s  t h r o u g h  t h e  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e .  The  

d u r a t i o n  o f  e a c h  p u l s e  was  a h a l f  of  a s e c o n d  w i t h  a 50% 

d u t y  c y c l e  ( Mo b b s ,  e t  a l ,  1 9 8 1 ) .  The d u r a t i o n  o f  t h e  

c o b a l t  i m p r e g n a t i o n  was  f r o m  10 t o  30 m i n u t e s .

A f t e r  i o n t o p h o r e s i s  was  c o m p l e t e ,  t h e  h e a d  c a v i t y  was  

f l o o d e d  w i t h  R i n g e r  a nd  o n e  d r o p  o f  5% ar r moni um s u l p h i d e  

was  a p p l i e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  5 m i n u t e s .  T h i s  was  f o l ­

l owed  by a n o t h e r  R i n g e r  wa s h  a nd  a t wo h o u r  p e r i o d  o f  

f i x a t i o n  i n  a l c h o l i c  B o u i n .  The  B o u i n  f i x a t i v e  was  r e ­

p l a c e d  w i t h  50% a l c o h o l  a nd  a t  t h i s  t i m e  t h e  b r a i n  a nd  

o c e l l i  w e r e  d i s s e c t e d  o u t  o f  t h e  h e a d  c a v i t y .  Remova l  

o f  t h e  n e r v e  a t  t h i s  p o i n t  i n  t h e  p r o c e d u r e  was  f a c i l i ­

t a t e d  by t h e  r e l a t i v e  s t i f f n e s s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  due  

t o  t h e  f i x a t i v e .

I t  wa s  f o u n d  t h a t  b e t t e r  r e s o l u t i o n  o f  t h e  s t a i n e d  

p r o c e s s e s  c o u l d  be  o b t a i n e d  by s o a k i n g  t h e  p r e p a r a t i o n
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i n  Ti nr m' s  s i l v e r  i n t e n s i f i c a t i o n  s o l u t i o n  ( T y r e r  and  B e l l ,  

1 9 7 3 ;  Ba c o n  a n d  A l t m a n ,  1 9 7 6 )  o v e r n i g h t .  P r i o r  t o  d e h y ­

d r a t i o n  i n  g r a d e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e t h a n o l ,  t h e  b r a i n s  

w e r e  w a s h e d  i n  a m i x t u r e  ' of  o n e  p a r t  10% s o d i u m  h y d r o ­

x i d e :  t wo p a r t s  g l y c e r o l : 7  p a r t s  70% e t h a n o l  ( P a t t e r s o n  

a n d  C h a p p e l l ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  h e l p e d  t o  r e mo v e  m o s t  o f  t h e  

s u r f a c e  p i g m e n t  w h i c h  c o u l d  h a v e  b l o c k e d  t h e  v i s u a l i z a ­

t i o n  o f  c o b a l t  i m p r e g n a t e d  f i b e r s .  A f t e r  d e h y d r a t i o n  

t h e  b r a i n s  w e r e  c l e a r e d  i n  100% x y l e n e  a nd  m o u n t e d  w h o l e  

u n d e r  C a n a d i a n  b a l s a m  a nd  a c o v e r  s l i p  ( M o b b s , e t . a l . ,  

19 8 1 )  .

Ph o t  o s t  i m u 1 a t  i on

The l i g h t  s o u r c e  i n  a l l  e x p e r i m e n t s  was  a 100 W q u a r t z  

- i o d i d e  b u l b  o p e r a t e d  a t  12 v o l t s  a nd  8 amp s . A b e  am 

of  l i g h t  f r o m  t h i s  s o u r c e  was  f o c u s e d  o n t o  o n e  e n d  o f  a 

f i b e r  o p t i c  t u b e .  The o t h e r  e n d  was  p l a c e d  b e t w e e n  1 

a n d  0 . 5  cm f r o m  t h e  v e r t e x  a t  an a n g l e  o f  a p p r o x i m a t e l y  

45 d e g r e e s  a b o v e  t h e  h o r i z o n t a l  p l a n e .  The  l i g h t  b e a m 

was  i n t e r r u p t e d  by an  e l e c t r o m a g n e t i c  s h u t t e r  d r i v e n  by 

a U n i b l i t z  Mo d e l  310B s h u t t e r  t i m e r  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e ­

l i m i n a r y  s t u d i e s ,  t h e  f r e q u e n c y  a n d  d u r a t i o n  o f  t h e  s h u t ­

t e r  o p e n i n g  w e r e  c o n t r o l l e d  by a s e r i e s  o f  O r t e c  mo d e l
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4 6 5 4  d e l a y  a n d  d u r a t i o n  c o n t r o l s  w h i c h  w e r e  i n  t u r n  t r i g ­

g e r e d  by an  O r t e c  m o d e l  4653  p u l s e  g e n e r a t o r .  In l a t e r  

s t u d i e s ,  t h e s e  p a r a m e t e r s  w e r e  c o n t r o l l e d  by a D i g i t a l  

E q u i p m e n t  C o r p o r a t i o n  PDP- 11  c o m p u t e r  u s i n g  a c u s t o m  

s o f t w a r e  p r o g r a m  w h i c h  I d e v e l o p e d .  Lowe r  i n t e n s i t i e s  

w e r e  p r o d u c e d  by u s i n g  n e u t r a l  d e n s i t y  f i l t e r s .  l i g h t  

a t  s p e c i f i c  w a v e l e n g t h s  f o r  s p e c t r a l  s e n s i t i v i t y  s t u d i e s  

wa s  p r o d u c e d  by a l l o w i n g  t h e  l i g h t  be a m t o  p a s s  t h r o u g h  

s p e c t r a l  f i l t e r s  b e f o r e  i t  e n t e r e d  t h e  l i g h t  p i p e .  T h e s e  

f i l t e r s  w e r e  a C o r n i n g  CS 737 ( wa ve  1e n g t h ( m a x ) 360 nm,

50% b a n d w i d t h  50 nm) and  a Ko d a k  n o .  85 i n  c o m b i n a t i o n  

w i t h  a C o r n i n g  C S 5 - 6 1  ( wave  1e n g t h ( m a x ) 485 nm,  50% b a n d ­

w i d t h  30 n m ) . The f i l t e r s  w e r e  s e l e c t e d  t o  a p p r o x i m a t e  

t h e  t wo s e n s i t i v i t y  p e a k s  of  t h e  o c e l l a r  p h o t o r e c e p t o r s  

( C h a p p e l l  and D e v o e ,  1 9 7 5 )  a nd  t o  d u p l i c a t e  t h e  t h e  e x p e r ­

i m e n t a l  c o n d i t i o n s  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  s p e c t r a l  s e n s i t i v ­

i t y  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  L - n e u r o n s  ( Mobbs  , e t  a l ,  1 9 8 1 ) .

The s t i m u l u s  was  m o n i t o r e d  by a p h o t o t r a n s i s t o r  w h i c h  

was  p l a c e d  i n  t h e  l i g h t  p a t h  o u t s i d e  o f  t h e  c a g e .  The 

o u t p u t  o f  t h e  p h o t o t r a n s i s t o r  a n d  a s y n c  p u l s e  f r o m  e i t h e r  

t h e  O r t e c  d e l a y  a n d  d u r a t i o n  c o n t r o l s  or  t h e  D i g i t a l - O u t  

m o d u l e  o f  t h e  PDP - 1 1  w e r e  v e i w e d  on t h e  u p p e r  b e a m o f  t h e  

502 o s c  i 11o s c o p e  .

C a l i b r a t i o n  o f  t h e  l i g h t  s o u r c e  was  a c c o m p l i s h e d  by
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u t i l i z i n g  a U n i t e d  D e t e c t o r  T e c h n o l o g y  mo d e l  40A O p t o m e t ­

e r  p h o t o m e t e r .  The  l i g h t  p i p e  was  p l a c e d  1 cm away f r o m  

t h e  l i g h t  c o l l e c t o r  a n d  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a k e n  d i r e c t l y  

f r o m  t h e  m e t e r  a n d  c o n v e r t e d  t o  q u a n t a /  s q u a r e  c m / s e c  

when  a p p r o p r i a t e .  The  i n t e n s i t y  o f  t h e  u n a t t e n u a t e d  

be a m o f  w h i t e  l i g h t  was  640 f o o t c a n d l e s .

P r e p a r a t i o n  a n d  D i s s e c t i o n

D r a g o n f l y  nymphs  o f  t h e  s p e c i e s  A e s c h n a  t u b i c u l i f e r a  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  C o n n e c t i c u t  V a l l e y  B i o l o g i c a l  S u p p l y  

Company a n d  t h e n  r a i s e d  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  As t h e  a d u l t s  

e m e r g e d ,  t h e y  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  s t o r e d  f o r  a da y  t o  a l l o w  

t h e i r  e x o s k e l e t o n s  t o  h a r d e n  a n d  t h e i r  p i g m e n t  t o  d e v e l o p .

I n t a c t  a n i m a l s ,  a t  l e a s t  o n e  da y  o l d ,  w e r e  a t t a c h e d  t o  

a h o r i z o n t a l  b o a r d  w i t h  t a c k y  w a x .  P a r t i c u l a r  c a r e  was  

t a k e n  t o  i m m o b i l i z e  t h e  h e a d .  I t  i s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  

c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e  w i n g  mo v e me n t  i n  a l i v i n g  b r e a t h i n g  

d r a g o n f l y .  H o w e v e r ,  t h e  w i n g s  w e r e  S c o t c h  t a p e d  t o  t h e  

b o a r d  i n  o r d e r  t o  i n h i b i t  mo v e me n t  as  muc h  a s  p o s s i b l e .

I n m o s t  e x p e r i m e n t s ,  t h e  o c e l l a r  n e r v e s  a nd  t h e  b r a i n  

w e r e  e x p o s e d  by p l a c i n g  a t h i n  r a z o r  b l a d e  a t  t h e  l e v e l  

of  t h e  v e r t e x  j u s t  a b o v e  t h e  l a t e r a l  o c e l l i  and  m a k i n g  a 

h o r i z o n t a l  s l i c e  t h r o u g h  t h e  t o p  o f  t h e  h e a d .  T h i s  r e ­
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s u i t s  i n  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  d o r s a l  r e g i o n  o f  t h e  c ompound  

e y e .  O n l y  a s m a l l  n u mb e r  o f  a i r  s a c s  w e r e  r e mo v e d  t o  a l ­

l ow f o r  a d e q u a t e  v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  o c e l l a r  n e r v e s  

w i t h o u t  c o m p r o m i s i n g  t h e i r  f u n c t i o n .  The e x p o s e d  h e a d  

wa s  c o n s t a n t l y  p e r f u s e d  w i t h  d r a g o n f l y  R i n g e r .  The 

a n i m a l s  a p p e a r e d  t o  be  f u n c t i o n i n g  a s  n o r m a l l y  a s  c o u l d  

be e x p e c t e d  s i n c e  t h e i r  w i n g  h i n g e s ,  a n t e n n i ,  a nd  t h e  

e o s o p h a g u s  c o u l d  be  s e e n  m o v i n g .  F o r  m o s t  p h a r m a c o l o g i ­

c a l  e x p e r i m e n t s  o n e  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  was  

r e m o v e d .

To r e c o r d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  f r o m  t h e  m e d i a n  o c e l l u s ,  

t h e  i n i t i a l  e x p o s u r e  o f  t h e  t o p  o f  t h e  h e a d  was  d o n e  as  

f o l l o w s .  The  r a z o r  b l a d e  was  p l a c e d  a b o v e  t h e  v e r t e x ,  

a n d  t h e  i n c i s i o n  wa s  ma d e  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  T h i s  

d i d  n o t  p e r m i t  v i s u a l i z a t i o n  o f  any  o f  t h e  o c e l l a r  

n e r v e s  b e c a u s e  t h e  a i r  s a c s  w e r e  n o t  r e m o v e d ,  b u t  a l l o w e d  

t h e  h e a d  c a v i t y  t o  be  p e r f u s e d  w i t h  R i n g e r  w h i l e  t h e  r e ­

c o r d i n g s  w e r e  b e i n g  m a d e .  L a t e r a l  o c e l l i  a nd  t h e i r  n e r v e s  

w e r e  s e q u e n t i a l l y  r e mo v e d  by p u s h i n g  t h e  t i p  o f  a j e w e l e r ' s  

f o r c e p s  t h r o u g h  t h e  e x o s k e l e t o n  a r o u n d  t h e  c o r n e a ,  and  

p u l l i n g  t h e  o c e l l u s  a n d  i t s  n e r v e  o u t  o f  t h e  h e a d  c a v i t y .

By u s i n g  a d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e ,  v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  o r g a n  

w i t h i n  t h e  t e e t h  o f  t h e  f o r c e p s  c o n f i r m e d  t h a t  t h e  o c e l l u s  

a nd  i t s  n e r v e  h a d  b e e n  r e m o v e d .
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S o l u t i o n s

I o n i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  d r a g o n f l y  R i n g e r ' s  s o l u t i o n  

( R i n g e r )  was  b a s e d  on an  a n a l y s i s  o f  t h e  h e mol ymph  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  nymphs  o f  t h e  g e n u s  A e s c h n a  ( D u c h a t e a u ,  e t .  a l . ,  

1 9 5 3 ) .  The R i n g e r  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  o f :  134  nrM N a C l ,

5 . 4 rrM KC1 , 3 . 8 nrM Ca Cl  2 , 3.  0 nrM MgCl  2 , 0 .  5 nrM NaHC03 ; and  

was  a d j u s t e d  t o  a pH o f  7 . 4  . A l l  d r u g s  w e r e  d i s s o l v e d  

d i r e c t l y  i n  t h e  R i n g e r  s o l u t i o n  ( K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  

1 9 7 8 )  .

The f o l l o w i n g  i s  t h e  l i s t  o f  d r u g s  a nd  t h e i r  s o u r c e s  

u s e d  i n  t h i s  s t u d y :  d - t u b o c u r a r e  c h l o r i d e ,

U n i t e d  S t a t e s  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n ,  C l e v e l a n d ,

O h i o ;  ganmna-ami  n o - n - b u t y r  i c a c i d ,  Si gma  C h e m i c a l  

Co mp a n y ,  S t .  L o u i s ,  M i s s o u r i ;  c o b a l t  c h l o r i d e ,  J . T .

B a k e r  C h e m i c a l  Co mp a n y ,  P h i 1 1 i p s b u r g , New J e r s e y ;  

t e t r o d o t o x i n , S i g ma  C h e m i c a l  Co mp a n y ,  S t .  L o u i s ,

Mi s s o u r  i .

P e r  f u s  i on

A l l  p e r f u s i n g  s o l u t i o n s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  h e a d  by
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d r o p  p e r f u s i o n  f r o m  3 0 - g a u g e  s y r i n g e  n e e d l e s .  The  n e e d ­

l e s  w e r e  s o l d e r e d  t o  an i r o n  b a r  w i t h  t h e i r  t i p s  a l i g n e d  

a nd  s e c u r e d  w i t h  a n a r r o w  s t r i p  o f  h e a t  s h r i n k  t u b i n g .

One  e n d  o f  t h e  i r o n  b a r  was  s e c u r e d  w i t h  an a d j u s t a b l e  

c l a m p  s o  t h a t  t h e  a l i g n e d  t i p s  o f  5 s y r i n g e  n e e d l e s  c o u l d  

be l o w e r e d  i n t o  t h e  h e a d  c a v i t y  o f  t h e  a n i m a l  a t  t h e  s ame  

t  ime .

The  p e r f u s a t e s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  r o o m t e m p e r a t u r e  

o u t s i d e  o f  t h e  F a r a d a y  c a g e  i n  100 m l .  m i c r o d r i p  c h a m b e r s  

( A b b o t t  C o m p a n y ) w h i c h  w e r e  c o n n e c t e d  t o  t h e  s y r i n g e  n e e d ­

l e s  w i t h  p l a s t i c  t u b i n g .  The d r i p  r a t e  was  m o d u l a t e d  

v i a  an e x t e r n a l l y  l o c a t e d  s c r e w  c l a m p .  T h i s  ma d e  i t  

p o s s i b l e  t o  p e r f u s e  t h e  p r e p a r a t i o n  w i t h  up t o  f i v e  d i f ­

f e r e n t  d r u g s  o r  c o n c e n t  r a t i o n s  w i t h o u t  o p e n i n g  up t h e  c a g e .

B e f o r e  e a c h  e x p e r i m e n t  t h e  p e r f u s i n g  s o l u t i o n s  w e r e  

m i l k e d  o u t  of  t h e  d i s t a l  e nd  o f  e a c h  p l a s t i c  t u b e  a l l o w i n g  

a i r  t o  f i l l  up t h e  d e a d  s p a c e .  The a i r  s e r v e d  as  a b a r ­

r i e r  t o  p r e v e n t  i n a d v e r t e n t  l e a k a g e  o f  t h e  p h a r m a c o l o g i c a l  

a g e n t s  i n t o  t h e  h e a d  c a v i t y  p r i o r  t o  o p e n i n g  t h e  e x t e r n a l  

c 1 a mp .

When c h a n g i n g  t h e  p e r f u s i n g  s o l u t i o n  t h e  h e a d  c a v i t y  

was  g e n t l y  f l o o d e d  w i t h  t h e  new s o l u t i o n  s o  a s  t o  wa s h  o u t  

t h e  p r e v i o u s  p e r f u s a t e .  The  d r i p  r a t e  was  t h e n  a d j u s t e d  

t o  a p p r o x i m a t e l y  4 d r o p s  p e r  m i n u t e  a n d  m a i n t a i n e d  a t  t h a t
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r a t e  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t s .

E x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l  f o r  p h a r m a c o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s  

C u r a r e

M e a s u r e m e n t s  o f  s p i k e  f r e q u e n c i e s  w e r e  o b t a i n e d  a s  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c u r a r e  i n  t h e  p e r f u s a t e  was  s e q u e n t i a l l y  

i n c r e a s e d .  C o n t r o l  p e r f u s a t e s  c o n t a i n e d  no c u r a r e .  The 

d a t a  c o l l e c t e d  a t  e a c h  d o s e  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  r e ­

s p o n s e  f r o m  a mi n i mu m of  s i x  a n i m a l s .  The  e n t i r e  e x p e r i ­

me n t  was  c o n t r o l l e d  by t h e  c o m p u t e r  u s i n g  a p r o g r a m  c a l l e d  

" SPI KES"  ( s e e  a p p e n d i x ) .  The p r o g r a m  i n i t i a t e d  t h e  c o m­

mand t o  s t a r t  c o u n t i n g  s p i k e s  two s e c o n d s  p r i o r  t o  a nd  

t h r o u g h o u t  a l i g h t  f l a s h  o f  two s e c o n d  d u r a t i o n .  The  

c o u n t i n g  wa s  c o n t i n u e d  f o r  26 s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  o f f .

Two s e c o n d s  a f t e r  t h e  c o u n t i n g  h a d  s t o p p e d ,  t h i s  s e q u e n c e  

a u t o m a t i c a l l y  r e p e a t e d .  T h i s  me a n s  t h a t  e a c h  f l a s h  was  

p r e c e d e d  by a 30 s e c o n d  p e r i o d  i n  t h e  d a r k .

B e c a u s e  o f  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  t h e  e q u i p m e n t  t h e  i n s t a n t ­

a n e o u s  s p i k e  f r e q u e n c y  c o u l d  n o t  be  m o n i t o r e d .  T h e r e f o r e  

an a l t e r n a t e  way wa s  n e e d e d  t o  c o l l e c t  t h e  s p i k e  c o u n t s  so 

t h a t  t h e y  c o u l d  be  a n a l y z e d  i n  a m e a n i n g f u l  m a n n e r .  To 

do t h i s ,  t i m e  was  d i v i d e d  i n t o  h a l f - s e c o n d  i n t e r v a l s ,  w i t h
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i n t e r v a l  #1 s t a r t i n g  2 s e c o n d s  p r i o r  t o  t h e  l i g h t  s t i m u l u s .  

The s p i k e  c o u n t s  w e r e  sunrmed f o r  e a c h  h a l f  s e c o n d  i n t e r v a l  

and t h e  t o t a l s  o f  e a c h  i n t e r v a l  w e r e  s t o r e d  i n  a t wo d i ­

m e n s i o n a l  a r r a y .  The f i r s t  d i m e n s i o n  o f  t h e  a r r a y  r e p r e ­

s e n t s  t h e  i n t e r v a l  n u mb e r  f r o m  t h e  s t a r t  o f  t h e  c o u n t i n g  

a nd  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  r e p r e s e n t s  t h e  s t i m u l u s  n u mb e r  

( i e .  f i r s t  f l a s h ,  s e c o n d  f l a s h ,  e t c . )  ( s e e  f i g u r e s  2 3 , 2 4 ,

25 ,  a nd  26)  .

I t  was  p o s s i b l e  t o  m o n i t o r  t h e  c o m p u t e r s  a b i l i t y  t o  

c o u n t  e a c h  n e r v e  i m p u l s e .  T h i s  was  d o n e  by v i e w i n g  

t h e  o u t p u t  of  t h e  c o m p u t e r ' s  d i s c r i m i n a t o r  w h i c h  p u t  a 

d o t  a b o v e  e a c h  s p i k e  w h i c h  h a d  b e e n  c o u n t e d  ( f i g u r e  1 7 ) .

In o r d e r  t o  i n s u r e  t h a t  t h e  d r u g  c o n c e n t r a t i o n  h a d  

e q u i l i b r a t e d  a t  i t s  s i t e  o f  a c t i o n  t h e  a n i m a l  was  l e f t  f o r  

one  h o u r  i n  t h e  d a r k ,  a t  e a c h  d o s e ,  b e f o r e  s t i m u l a t i n g .

T h i s  a l s o  a l l o w e d  t h e  a n i m a l  t o  f u l l y  d a r k -  a d a p t .  The 

" SPI KES"  p r o g r a m  was  t h e n  u s e d  t o  s t i m u l a t e  t h e  p r e p a r a ­

t i o n  w i t h  l i g h t .  F o r  e a c h  d r u g  d o s e ,  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  

was  i n c r e m e n t e d ,  e v e r y  t h r e e  f l a s h e s ,  i n  w h o l e  l o g  u n i t s  

s t a r t i n g  f r o m  l o g  I = -9 t o  l o g  1 = 0 .  On l y  t h e  

c o u n t s  f r o m  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  s t i m u l i  w e r e  u s e d  f o r  

a n a  l y s i s .

The d a r k  f r e q u e n c y  was  d e t e r m i n e d  a t  e a c h  d r u g  d o s e  a f ­

t e r  one  h o u r  o f  d a r k  a d a p t a t i o n .  The c u r v e  l a b e l e d



43

"DARK",  i n  f i g u r e  2 9 ,  r e p r e s e n t s  t h e  me a n  f r e q u e n c y  

i n  t h e  d a r k  f r o m  f o u r  o u t  o f  s e v e n  a n i m a l s .  The d a t a  was  

o b t a i n e d  by c o m p u t e r  a n a l y s i s  o f  t h e  t a p e  r e c o r d e d  e x p e r ­

i m e n t s .  F o r  e a c h  a n i m a l  t h e  d a r k  f r e q u e n c y  was  d e t e r m i n ­

ed  by t a k i n g  t h e  a v e r a g e  f r e q u e n c y  f o r  10 c o n s e c u t i v e  

i n t e r v a l s  s o m e t i m e  b e f o r e  t h e  s t a r t  o f  t h e  f i r s t  f l a s h  of  

1 i gh t  .

GABA and C o b a l t

A c u s t o m  s o f t w r i t t e n  p r o g r a m  c a l l e d  "Mu 11 i s p i k e s " ( s e e  

a p p e n d i x ) ,  c o l l e c t e d  t h e  d a t a  i n  much  t h e  s ame  way a s  t h e  

" s p i k e s "  p r o g r a m ,  e x c e p t  t h a t  t h e  c o u n t s  f r o m  m o r e  t h a n  o n e  

s t i m u l u s  w e r e  summed i n  e a c h  i n t e r v a l .  T h i s  b e c a me  n e c e s ­

s a r y  b e c a u s e  t h e  s p e e d  o f  t h e  c o m p u t e r  d i d  n o t  a l l o w  f o r  

v e r y  s h o r t  i n t e r v a l  d u r a t i o n s  ( a  n e c e s s a r y  p r e r e q u i s i t e  f o r  

i n s t a n t a n e o u s  f r e q u e n c y  m e a s u r e m e n t s ) .  In t h i s  way a t y p i c a l  

r e s p o n s e s  due  t o  t h e  d e v i a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  f l a s h e s  c o u l d  

be  l e s s e n e d .  The p r o g r a m  i n i t i a t e d  t h e  command t o  s t a r t  

c o u n t i n g  s p i k e s  t wo s e c o n d s  p r i o r  t o  a n d  t h r o u g h o u t  a 

l i g h t  f l a s h  of  t wo s e c o n d  d u r a t i o n .  The  c o u n t i n g  wa s  c o n ­

t i n u e d  f o r  s i x t e e n  s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  o f f .  The s e q u e n c e  

w o u l d  a u t o m a t i c a l l y  r e p e a t  u n t i l  3,  6,  o r  9 f l a s h e s  h a d  

o c c u r r e d .  The n u mb e r  o f  f l a s h e s  p e r  p r o g r a m  r u n  i s  u s e r
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c o n t r o l l e d .  D a t a  w e r e  s t o r e d  i n  a t w o - d i m e n s i o n a l  a r r a y  

i n  w h i c h  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  r e p r e s e n t s  i n t e r v a l  n u mb e r  

a n d  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  r e p r e s e n t s  h i s t o g r a m  n u m b e r .  The 

d u r a t i o n  o f  e a c h  i n t e r v a l  was  200 m s e c s .

F o r  s t u d i e s  on t h e  t i m e  c o u r s e  o f  a c t i o n  o f  GABA 

( f i g u r e s  3 6 , 3 9 ,  a n d  4 0 ) ,  t h e  a n i m a l  was  a l l o w e d  t o  d a r k

a d a p t  i n  R i n g e r  f o r  o n e  h o u r .  The n  t h e  a n i m a l  was  s u b ­

j e c t e d  t o  t h r e e  t e s t  f l a s h e s  a t  some l i g h t  i n t e n s i t y .  The 

sunrmed s p i k e  c o u n t s  w e r e  t h e n  s t o r e d  a n d  p e r f u s i o n  o f  t h e

d r u g  a t  a g i v e n  c o n c e n t r a t i o n  was  i n i t i a t e d .  F r o m t i m e

z e r o ,  t h e  s t a r t  o f  d r u g  a p p l i c a t i o n ,  t h e  c o m p u t e r  c o n t i n u e d  

t o  r un  a nd  s t o r e  t h e  sunrmed c o u n t s  o f  e v e r y  t h r e e  f l a s h e s .  

The r e s u l t  i s  t h a t  e v e r y  h i s t o g r a m  ( f i g u r e  36)  r e p r e s e n t s

t h e  n u mb e r  o f  i m p u l s e s  p e r  i n t e r v a l  f r o m  t h r e e  c o n s e c u t i v e

s t i m u l i  w i t h i n  a t i m e  p e r i o d  o f  60 s e c o n d s .

The i n v e s t i g a t i o n  of  t h e  t i m e  c o u r s e  of  a c t i o n  o f  12 nrM 

c o b a l t  was  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  s ame  way e x c e p t  e a c h  h i s t o ­

g r a m r e p r e s e n t s  s i x  f l a s h e s  a n d  c o u n t s  a l l  s p i k e s  o v e r  a 

o e r i o d  o f  2 m i n u t e s .

F o r  i n t e n s i t y  r e s p o n s e  s t u d i e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  GABA 

( f i g u r e s  37 a nd  3 8 ) ,  t h e  a n i m a l  was  f i r s t  d a r k  a d a p a t e d  

f o r  one  h o u r ,  a t  w h i c h  t i m e  "Mu 11 i s p i k e s "  was  u s e d  t o

s t i m u l a t e  t h e  p r e p a r a t i o n  w i t h  l i g h t .  The i n t e r v a l  d u r a ­

t i o n  was  200 m s e c .  In t h e  p r e s e n c e  o f  GABA, o r  R i n g e r
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s o l u t i o n s ,  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  wa s  i n c r e m e n t e d  e v e r y  s i x  

f l a s h e s ,  i n  w h o l e  l o g  u n i t s ,  s t a r t i n g  f r o m  " d a r k "  t o  l o g  

I = - l .  The c o u n t s  f r o m  a l l  s i x  f l a s h e s  a t  a g i v e n  i n t e n s ­

i t y  w e r e  sunrmed a n d  s t o r e d  i n  a h i s t o g r a m  . T h i s  me a n s  

t h a t  e a c h  h i s t o g r a m  i n  f i g u r e  37 a n d  38 r e p r e s e n t s  t h e  

t o t a l  c o u n t s  o f  s p i k e s  f r o m  s i x  c o n s e c u t i v e  f l a s h e s  o c c u r ­

r i n g  o v e r  a p e r i o d  o f  120 s e c o n d s .

A t t e m p t s  t o  r e v e r s e  t h e  e f f e c t s  o f  a l l  d r u g s  w e r e  c a r ­

r i e d  o u t  by w a s h i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  i n  R i n g e r  f o r  v a r i o u s  

l e n g t h s  o f  t i m e .

T e t r o d o t o x i n

A nu mb e r  of  r e p o n s e s  t o  l i g h t  s t i m u l i  w e r e  r e c o r d e d  

t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n  was  h e a l t h y  a n d  f u n c ­

t i o n a l .  The e f f e c t s  o f  TTX on t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  w e r e  

t h e n  m o n i t o r e d  on a CRT w h i l e  t h e  d r u g  was  a p p l i e d  t o  t h e  

a n i m a l ' s  h e a d  c a v i t y .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  r e c o r d e d  on 

t a p e  ( s e e  " r e c o r d i n g  s y s t e m " ) .  Onc e  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  

h a d  d i s a p p e a r e d ,  a DC ERG was  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l a t e r a l  

o c e l l i  t o  d e t e r m i n e  i f  TTX i n s e n s i t i v e  c o m p o n e n t s ,  i e .  

c o n t r i b u t i o n s  o f  f i r s t  a nd  s e c o n d  o r d e r  c e l l  s l o w  p o t e n t ­

i a l s ,  c o u l d  s t i l l  be  r e c o r d e d  i n  r e s p o n s e  t o  l i g h t  t h u s  

i n d i c a t i n g  a v i a b l e  r e t i n a  e x c e p t  f o r  t h e  i m p u l s e  b l o c k .
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The p r e p a r a t i o n  wa s  w a s h e d  f o r  an h o u r  i n  R i n g e r  t o  a t ­

t e mp t  t o  r e v e r s e  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  d r u g .
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RESULTS

O r i g i n  o f  O c e l l a r  S p i k i n g  A c t i v i t y

E x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m  t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  

o c e l l u s  r e v e a l  t wo g e n e r a l  t y p e s  of  a c t i o n  p o t e n t i a l s ,  

t h o s e  t h a t  a r e  s m a l l  in- a m p l i t u d e  a n d  a r e  l i g h t  f a c i l i ­

t a t e d ,  a nd  t h o s e  t h a t  a r e  l a r g e  a nd  l i g h t  i n h i b i t e d  ( f i g ­

u r e  4 ,  A and  B ) . A l l  i m p u l s e s  a r e  b i p h a s i c  a nd  a r e  

o r i e n t e d  w i t h  an i n i t i a l  n e g a t i v e  p h a s e  f o l l o w e d  by a 

p o s i t i v e  p h a s e  ( f i g u r e s  9 a n d  1 0 ) .  The  l a r g e  a c t i o n  

p o t e n t i a l s  a r e  o f  2 s i z e s ,  a n d  o f t e n  i n f r i n g e  upon  e a c h  

o t h e r  ( f i g u r e  9 ,  A a nd  D ) . T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  mo r e  

t h a n  o n e  s p i k i n g  u n i t  i s  i n v o l v e d .

F o l l o w i n g  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e  t h e r e  was  a r e d u c t i o n  o f  t h e  n u mb e r  o f  a c t i o n  p o ­

t e n t i a l s  a n d  a l l  o f  t h e  l i g h t  i n h i b i t e d  s p i k e s  t h a t  

r e m a i n e d  a p p e a r e d  t o  r e f l e c t  a s i n g l e  p o p u l a t i o n  ( f i g ­

u r e s  4B,  9 ,  B a n d  E ) . When t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e  was  r e m o v e d ,  no s p i k e s  of  a ny  s i z e  w e r e  p r e s e n t  

( f i g u r e s  4C,  9C a n d _ 9 F ) .  Thus  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  w e r e  t h e  s o u r c e  o f  t h e  s p i k e s .

To r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  f i n d i n g
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r e s u l t e d  f r o m  d a ma g e  t o  e i t h e r  t h e  s e c o n d  o r d e r  c e l l s  

a n d / o r  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  d u r i n g  t h i s  p r o c e d u r e ,  

a D . C .  ERG was  r e c o r d e d  f r o m  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  c up  

( f i g u r e  4 D ) . The  p r e s e n c e  o f  c o mp o n e n t  1 ( p h o t o r e c e p ­

t o r  p o t e n t i a l ) ,  c o m p o n e n t  3 ( o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t i c  

p o t e n t i a l ) ,  and  an  " o f f "  r e s p o n s e  i n  t h e  w a v e f o r m  o f  t h e  

l i g h t  r e s p o n s e  i m p l i e s  t h a t  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  and  i t s  

n e r v e  w e r e  u n d a ma g e d  ( Ru c k ,  1 9 6 1 ) ,  a nd  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  i d e a  t h a t  t h e  s p i k i n g  a c t i v i t y  i s  o r i g i n a t i n g  

f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s .

D i f f e r e n t i a l  r e c o r d i n g s  b e t w e e n  t h e  c o r n e a s  o f  t h e  

r i g h t  a n d  l e f t  l a t e r a l  o c e l l i  ( s e e  f i g u r e  5 f o r  r e c o r d i n g  

c o n f i g u r a t i o n )  a l s o  r e v e a l e d  2 g e n e r a l  t y p e s  o f  s p i k i n g  

a c t i v i t y ,  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s ,  e x c e p t  

t h a t  i n  t h e s e  r e c o r d i n g s  t h e  l a r g e r  l i g h t  i n h i b i t e d  s p i k e s  

e x h i b i t e d  2 d i s t i n c t  o r i e n t a t i o n s  w h i c h  o f t e n  w e r e  u n e q u a l  

i n  s i z e  ( f i g u r e s  6 , 7 , 9 A , 9 D ,  and  1 0 ) .  O c c a s i o n a l l y  i t  a p ­

p e a r e d  a s  i f  a s e c o n d  i m p u l s e  o c c u r r e d  b e f o r e  a p r e v i o u s  

i m p u l s e  h a d  f i n i s h e d  ( f i g u r e  9D) . The  d i f f e r e n t i a l  

p r e a m p l i f i e r  t o  w h i c h  t h e  c o r n e a l  e l e c t r o d e s  w e r e  c o n n e c t ­

ed p r o d u c e d  an  o u t p u t  v o l t a g e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c h a n g e  

i n  p o t e n t i a l  o f  e l e c t r o d e  G - l  r e l a t i v e  t o  e l e c t r o d e  G - 2 .  

E x c e p t  w h e r e  o t h e r w i s e  i n d i c a t e d ,  e l e c t r o d e  G - l  wa s  p l a c e d  

i n  t h e  c o r n e a  o f  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l u s  and e l e c t r o d e
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G- 2  was  p l a c e d  i n  t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  c o r n e a  ( f i g u r e  

5 ) .  In t h i s  r e c o r d i n g  c o n f i g e r a t i o n  some o f  t h e s e  b i -  

p h a s i c  s p i k e s  w e r e  o r i e n t e d  w i t h  an i n i t i a l  n e g a t i v e  p h a s e  

p r e c e d i n g  t h e  p o s i t i v e  w h i l e  o t h e r s  h a d  t h e  p o s i t i v e  p h a s e  

p r e c e d i n g  t h e  n e g a t i v e  p h a s e  ( f i g u r e s  7 ,  9 D, a n d  1 0 ) .  I t  

s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  s p i k e s  o c c a s i o n a l l y  s u g g e s t  a t r i ­

p h a s i c  or  m o n o p h a s i c  a p p e a r a n c e  ( f i g u r e s  7 u p p e r  t r a c e  and  

9 D ) . C u t t i n g  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  c a u s e d  no c h a n g e  

i n  t h e  r e c o r d e d  a c t i v i t y .  S e g u e n t i a l  a b l a t i o n  o f  t h e  

m e d i a n  o c e l l u s ,  r i g h t  a nd  l e f t  a n t e n n a l  n e r v e s ,  o p t i c  

l o b e s  a n d  c e r v i c a l  n e c k  c h a i n  c a u s e d  no c h a n g e  i n  t h e  

q u a l i t a t i v e  b e h a v i o r  o f  t h e  s p i k e s  ( f i g u r e  6 ) .

Upon  a b l a t i o n  o f  t h e  l e f t  l a t e r a l  n e r v e ,  t h e  l a r g e  

l i g h t - i n h i b i t e d  s p i k e s  w i t h  t h e  i n i t i a l  p o s i t i v e  p h a s e  

d i s s a p p e a r e d . F i g u r e  6 s hows  t h a t  t h e  s p i k e s  t h a t  w e r e  

l e f t  w e r e  s t i l l  l i g h t  i n h i b i t e d .  In a d d i t i o n ,  n o n e  o f  

t h e  r e m a i n i n g  a c t i o n  p o t e n t i a l s  o c c u r r e d  b e f o r e  a p r e ­

v i o u s  i m p u l s e  was  o v e r .  Re mova l  o f  t h e  r i g h t  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  r e s u l t e d  i n  t h e  d i s s a p p e a r a n c e  o f  t h e s e  

r e m a i n i n g  s p i k e s .  F r o m t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  p r o c e d u r e ,  

i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  s p i k e s  w h i c h  h a v e  t h e  n e g a t i v e  

p h a s e  f i r s t  a r e  o r i g i n a t i n g  i n  t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e  and  t h o s e  w i t h  an i n i t i a l  p o s i t i v e  p h a s e  o r i g i n a t e  

i n  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .
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To d e t e r m i n e  i f  t h e r e  was  a d i r e c t  t e m p o r a l  c o r r e s p o n ­

d e n c e  b e t w e e n  t h e  o c c u r r e n c e  o f  an  a c t i o n  p o t e n t i a l  r e ­

c o r d e d  f r o m  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a n d  o n e  r e c o r d e d  f r o m  t h e  

l a t e r a l  o c e l l i ,  e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  w e r e  ma d e  f r o m  - 

t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a t  t h e  s ame  t i m e  t h a t  

d i f f e r e n t i a l  r e c o r d i n g s  w e r e  ma d e  b e t w e e n  t h e  c o r n e a s  of  

t h e  r i g h t  and  l e f t  l a t e r a l  o c e l l i  ( s e e  f i g u r e  8 f o r  r e ­

c o r d i n g  c o n f i g u r a t i o n ) .  F o r  e a c h  s p i k e  r e c o r d e d  f r o m  t h e  

m e d i a n  o c e l l a r  e l e c t r o d e ,  t h e r e  was  a c o r r e s p o n d i n g  s p i k e  

r e c o r d e d  b e t w e e n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  e l e c t r o d e s ,  as  e i t h e r  

t h e  i n i t i a l  p o s i t i v e  p h a s e  s p i k e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l e f t  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  o r  t h e  i n i t i a l  n e g a t i v e  p h a s e  s p i k e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .  C o n ­

v e r s e l y ,  e v e r y  s p i k e  t h a t  a p p e a r e d  i n  t h e  d i f f e r e n t i a l  

r e c o r d i n g  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  c o r n e a s ,  no m a t t e r  wh a t  

i t s  s i z e  o r  c o n f i g u r a t i o n ,  h a d  a c o r r e s p o n d i n g  s p i k e  of  

n e g a t i v e / p o s i t i v e  o r i e n t a t i o n  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  t r a c e  

( f i g u r e s  9A,  9B,  9D,  9E,  a nd  1 0 ) .

Upon  a b l a t i o n  o f  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  t h e  

i n i t i a l  p o s i t i v e  p h a s e  s p i k e s  d i s s a p p e a r e d  f r o m  t h e  

l a t e r a l  o c e l l a r  t r a c e  ( f i g u r e  9B a n d  9E b o t t o m )  a l o n g  w i t h  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  s p i k e s  s e e n  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  r e c o r d ­

i ng  ( f i g u r e s  9B a n d  9E t o p ) .  When t h e  r i g h t  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  was  r e mo v e d  no s p i k e s  of  any  o r i e n t a t i o n
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c o u l d  be  s e e n  i n  e i t h e r  t r a c e  ( f i g u r e s  9C a n d  9 F ) .

B o t h  t h e  G r a s s  P - 1 5  a n d  t h e  PAR- 113  p r e a m p l i f i e r s  p u t  

o u t  a v o l t a g e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  p o t e n t i a l  c h a n g e  a t  

e l e c t r o d e  G - l  w i t h  r e s p e c t  t o  e l e c t r o d e  G - 2 .  The  s p i k e s  

o f  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  a r e  o r i e n t e d  w i t h  an 

i n i t i a l  p o s i t i v e  p h a s e  whe n  G - l  i s  i n  t h e  l e f t  l a t e r a l  

o c e l l a r  c o r n e a  a nd  G- 2  i s  i n t h e  v e r t e x  o r  t h e  c o r n e a  o f  

t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l u s  ( f i g u r e  9D a nd  1 0 B ) ; a n d  t h e y  

a r e  o r i e n t e d  w i t h  an i n i t i a l  n e g a t i v e  p h a s e  whe n  G - l  i s  in 

t h e  m e d i a n  o c e l l a r  c o r n e a  a n d  G- 2  i s  i n t h e  v e r t e x  ( f i g u r e  

9D a n d  1 0 ) .  I f  d i f f e r e n t i a l  r e c o r d i n g s  a r e  ma d e  b e t w e e n  

t h e  c o r n e a s  o f  t h e  m e d i a n  ( G - l )  and  l e f t  l a t e r a l  ( G- 2 )  

o c e l l u s ,  t h e  s p i k e s  a r e  a l s o  o r i e n t e d  w i t h  an i n i t i a l  

n e g a t  i ve  p h a s e  .

In s u mma r y ,  t h e r e  was  a o n e  t o  o n e  c o r r e s p o n d e n c e  

f o r  e v e r y  s p . i ke  s e e n  i n  b o t h  t r a c e s ,  a n d  no s i g n i f i c a n t  

t i m e  l a g  b e t w e e n  a s p i k e  s e e n  i n  t h e  d i f f e r e n t i a l  r e c o r d ­

i n g  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  c o r n e a s  a n d  t h e  c o r r e s p o n d ­

i ng  s p i k e  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  t r a c e .  T h e s e  r e s u l t s  

s u g g e s t  t h a t  t h e  s p i k e s  s e e n  i n  t h e  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  

c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a r e  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  a nd  n o t  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  

as  m i g h t  be  c o n c l u d e d  f r o m  e a r l i e r  r e p o r t s  ( C h a p p e l l  and 

Do wl i  n g , 1972)  .
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I n t r a c e l l u l a r  R e c o r d i n g s

I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  

f i b e r s  r e v e a l e d  t wo c a t e g o r i e s  o f  n e u r o n s ,  t h o s e  w i t h  

a nd  t h o s e  w i t h o u t  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( f i g u r e  1 1 ) .

A l l  n o n - s p i k i n g  c e l l s  h a d  s t a b l e  d a r k  r e s t i n g  p o t e n ­

t i a l s  w h i c h  r a n g e d  f r o m  - 3 0  mv t o  - 5 5  m v . T h e i r  

r e s p o n s e  t o  a 400  m s e c  l i g h t  f l a s h  was  an i n i t i a l  t r a n ­

s i e n t  h y p e r p o 1a r i z a t i o n  , w h i c h  a t  an i n t e n s i t y  o f  l o g  1=0 

c o u l d  h a v e  a m a g n i t u d e  o f  - 1 5  mv ( f i g u r e s  11 a n d  1 2 ) ,  

f o l l o w e d  by a r e t u r n  t o  a l e s s  n e g a t i v e  b u t  s u s t a i n e d  

p o t e n t i a l .  S o me t i me s  t h e  p o t e n t i a l  r e t u r n e d  t o  o r  t r a n ­

s i e n t l y  e x c e e d e d  t h e  d a r k  r e s t i n g  p o t e n t i a l  b e f o r e  a t t a i n ­

i n g  t h e  s u s t a i n e d  l e v e l .  At  l i g h t  " o f f " ,  t h e  me mb r a n e  

p o t e n t i a l  o v e r s h o t  i t s  d a r k  r e s t i n g  l e v e l  a nd  t h e n  

g r a d u a l l y  r e t u r n e d  t o  i t s  o r i g i n a l  b a s e l i n e .

A c e l l  f r o m w h i c h  i m p u l s e  a c t i v i t y  c o u l d  be  r e c o r d e d  

was  i m p a l e d  f o r  20 s e c o n d s  ( f i g u r e  1 1 ) .  I t s  d a r k  r e s t i n g  

p o t e n t i a l  was  - 5 5  mv a n d  t h e  a m p l i t u d e  o f  i t s  s p o n t a n e o u s  

a c t i o n  p o t e n t i a l s  was  30 m v . The  a c t i o n  p o t e n t i a l s  w e r e  

i n h i b i t e d  by l i g h t  a nd  e x h i b i t e d  a r e s p o n s e  l a t e n c y  o f  a t  

l e a s t  10 m s e c ,  w h i c h  i s  v e r y  c l o s e  t o  t h e  l a t e n c y  m e a s u r e d  

f o r  t h e  L - n e u r o n  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  ( C h a p p e l l  and  

D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .  T h e r e  was  a l s o  a t r a n s i e n t  5 mv h y p e r -
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p o l a r i z a t i o n  w h i c h  l a s t e d  f o r  t h e  f i r s t  40 m s e c  o f  t h e  

r e s p o n s e  f o l l o w e d  by a 5 mv p o s i t i v e  o v e r s h o o t  o f  t h e  

r e s t i n g  p o t e n t i a l  ( f i g u r e  1 1 ) .  The me mb r a n e  p o t e n t i a l  

r e m a i n e d  a t  t h i s  l e v e l  t h r o u g h o u t  t h e  p e r i o d  o f  i l l u m i n a ­

t i o n .  At  l i g h t  " o f f " ,  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  a p p e a r e d  

t o  r i s e  s l i g h t l y  a n d  t h e  i m p u l s e s  r e t u r n e d  w i t h  a h i g h e r  

f r e q u e n c y  t h a n  b e f o r e  t h e  s t i m u l u s .

E x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  r e v e a l e d  i m p u l s e  a c t i v i t y  

w h i c h  a p p e a r e d  t o  o r i g i n a t e  i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  

y e t  t h e s e  i m p u l s e s  r a r e l y  a p p e a r e d  i n  e i t h e r  i n t r a c e l ­

l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m  t h e  p r e s u m e d  s e c o n d  o r d e r  c e l l s  of  

t h e  m e d i a n  o c e l l u s  ( C h a p p e l l  and  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  S t o n e ,  

1 9 8 2 ;  P a t t e r s o n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 8 0 )  a n d / o r  s i m i l a r  r e ­

c o r d i n g s  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e  l a c k  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  t h e  n o n - s p i k i n g  

n e u r o n  was  due  t o  c e l l  da mage  a t  t h e  t i m e  o f  e l e c t r o d e  

p e n e t r a t i o n .  To d e t e r m i n e  i f  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  r e p r e ­

s e n t e d  e i t h e r  a n o t h e r  c l a s s  o f  n e r v e  c e l l s  o r  was  i n  f a c t  

a " h e a l t h y "  L - n e u r o n ,  an e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  b e t w e e n  

t h e  c o r n e a s  of  t h e  r i g h t  a nd  l e f t  o c e l l i  was  c a r r i e d  o u t  

a t  t h e  s ame  t i me  t h a t  an i n t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e  was  p e n ­

e t r a t i n g  a p r o c e s s  i n  t h e  r i g h t  l a t e r a l  n e r v e .  The 

r e s u l t  was  t h a t  an  L - n e u r o n  l i k e  r e s p o n s e  c o u l d  be  r e ­

c o r d e d  f r o m  t h e  n e r v e  f i b e r  a t  t h e  s ame  t i m e  t h a t  s p i k i n g
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a c t i v i t y  wa s  o b s e r v e d  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  t r a c e  

( f i g u r e  1 2 ) .  The p r o c e s s  f r o m  w h i c h  t h e  i n t r a c e l l u l a r  

r e s p o n s e  h a d  b e e n  o b t a i n e d  was  s t a i n e d  w i t h  c o b a l t  and 

s hown t o  h a v e  a d e n d r i t i c  t r e e  w i t h i n  t h e  r i g h t  l a t e r a l  

o c e l l a r  c u p  ( f i g u r e s  2A a n d  2 B ) . I t  c a n  be s e e n  t h a t  

t h e  f i b e r  a p p e a r s  t o  be g o i n g  t o  t h e  i p s i l a t e r a l  p r o t o ­

c e r e b r u m  and  t o  e n d  i n  t h e  a r e a  n e a r  t h e  v e n t r o l a t e r a l  

d e n d r i t i c  c o m p l e x  (Mobbs  , e t .  a l . ,  19 8 0 )  ( f i g u r e  2A) .

S i n c e  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  h a d  b e e n  s e v e r e d ,  

t h e s e  s p i k e s  c o u l d  o n l y  h a v e  b e e n  c o mi n g  f r o m t h e  r i g h t  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .  An a d d i t i o n a l  o b s e r v a t i o n  t h a t  i s  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  i d e a  i s  t h a t ,  a s  t h e  m i c r o e l e c t r o d e  

was  a d v a n c e d  i n t o  t h e  n e r v e ,  t h e  s p i k e  r a t e  c o u l d  be  s e e n  

t o  i n c r e a s e .  T h i s  may h a v e  r e s u l t e d  f r o m t h e  i n c r e a s e d  

t e n s i o n  p u t  on t h e  n e r v e  f i b e r  as  t h e  e l e c t r o d e  e n t e r e d  i t  

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  i s  a n o t h e r  c l a s s  of  

n e u r o n s  w i t h i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  s y s t e m ,  t h a t  may be 

e i t h e r  s e c o n d  o r  h i g h e r  o r d e r ,  b u t  u n l i k e  t h e  L - n e u r o n ,  

h a s  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y  w h i c h  i s  i n h i b i t e d  by 

1 i g h t  .
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O c c u r r e n c e  o f S ma l l  A m p l i t u d e  "On"  S p i k e s

The  s m a l l e r  a c t i o n  p o t e n t i a l s ,  m e n t i o n e d  i n  a p r e v i o u s  

s e c t i o n  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  w e r e  f a c i l i t a t e d  by l i g h t  

( f i g u r e s  4 a nd  6 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  f i n d i n g s  f r o m

p r e v i o u s  s t u d i e s  ( K o n d o , 1 9 7 8 ;  R o s s e r ,  1 9 7 4 ;  C h a p p e l l  and

D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .  S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e s e  i m p u l s e s  c a r r y  i n f o r m a t i o n  f r o m  t h e  b r a i n  t o  

t h e  o c e l l u s  ( Ko n d o ,  1 9 7 8 ;  R o s s e r ,  1 9 7 4 ) .  In t h e  p r e p a r ­

a t i o n s  i n  w h i c h  t h e y  w e r e  s e e n ,  t h e i r  f r e g u e n c y  w o u l d  

d e c r e a s e  w i t h i n  a f e w h u n d r e d  m i l l i s e c o n d s  a f t e r  t h e  

s t a r t  o f  t h e  s t i m u l u s  ( f i g u r e  4B)  . A l s o ,  t h e  s p i k e s  

w o u l d  s o m e t i m e s  a p p e a r  a s  a b u r s t  a t  l i g h t  " o f f "  as  

w e l l  a s  a t  l i g h t  " o n " ,  w h i c h  a l o n g  w i t h  t h e i r  r a p i d  

a d a p t a t i o n  t o  l i g h t  s u g g e s t s  t h a t  t h e i r  a c t i v i t y  i s  

p h a s i c  i n  n a t u r e  ( f i g u r e  18 b o t t o m  t wo t r a c e s ) .  A

f e w s m a l l  s p i k e s  o c c a s i o n a l l y  a p p e a r e d  s p o n t a n e o u s l y

i n  t h e  d a r k  ( f i g u r e  18 t o p  t r a c e ) .

In a l a r g e  n u mb e r  o f  p r e p a r a t i o n s  t h i s  l i g h t  f a c i l i ­

t a t e d  i m p u l s e  a c t i v i t y  w o u l d  c o m p l e t e l y  d i s s a p p e a r  f o r  

no a p p a r e n t  r e a s o n .  T h i s  e r r a t i c  b e h a v i o r  p r e c l u d e d  any  

d e t a i l e d  s t u d y  o f  t h e m.  H o w e v e r ,  s i n c e  no i m p u l s e s  

c o u l d  be  s e e n  a f t e r  t h e  a b l a t i o n  o f  b o t h  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e s  ( f i g u r e s  4 a nd  6 ) ,  i t  s e e ms  r e a s o n a b l e  t o  s u g g e s t
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t h a t  t h e y  o r i g i n a t e  f r o m  f i b e r s  t r a v e l i n g  w i t h i n  t h e s e  

n e r v e s  .

B e h a v i o r  of  A f f e r e n t  S p i k e s

The  l a r g e  1 i g h t - i n h i b i t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  o f  t h e  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  o c c u r  w i t h  an a v e r a g e  f r e q u e n c y  of  

t w e n t y - t w o  s p i k e s  p e r  s e c o n d  a f t e r  a t  l e a s t  one  h o u r  of  

d a r k  a d a p t a t i o n  ( f i g u r e s  6 m i d d l e ,  18 t o p ,  and  2 9 ) .  U n d e r  

t h i s  c o n d i t i o n  t h e  f i r i n g  r a t e  was  a r h y t h m i c  ( f i g u r e s  6,

9A,  9 B ) . The  r e s p o n s e  t o  a t wo s e c o n d ,  l i g h t  s t i m u l u s  of  

l ow i n t e n s i t y  was  a r e d u c t i o n  i n  f r e q u e n c y .  The g r e a t e s t  

r e d u c t i o n  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  200 t o  400  m i l l i s e c o n d s ,  

a f t e r  w h i c h  t i m e  t h e '  s p i k e s  i n c r e a s e d  i n  n u mb e r  u n t i l  a new 

s t e a d y  s t a t e  r a t e  was  a c h i e v e d  w h i c h  was  l e s s  t h a n  t h e  f i r ­

i n g  r a t e  i n  t h e  d a r k  ( f i g u r e  1 8 ) .  In m o s t  p r e p a r a t i o n s ,  a 

s t i m u l u s  m a g n i t u d e  o f  l o g  I = - 5  r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  i n h i b i ­

t i o n ,  f o r  t h e  t wo s e c o n d  d u r a t i o n  o f  t h e  s t i m u l u s  ( f i g u r e s  

1 3 ,  a nd  1 8 ) .

At  l i g h t  " o f f " ,  t wo t y p e s  o f  s p i k i n g  b e h a v i o r  w e r e  

c h a r a c t e r i z e d .  In m o s t  p r e p a r a t i o n s ,  a t  t h e  t i m e  t h a t  

t h e  s t i m u l u s  i s  t u r n e d  o f f  a b u r s t  o f  a c t i v i t y  i s  s e e n  

wh i c h  d e c r e a s e s  w i t h  t i  me e v e n t u a l l y  r e t u r n i n g  t o  t h e  d a r k
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r a t e  ( f i g u r e  1 8 ) .  T h i s  g r a d u a l  r e t u r n  t o  d a r k  r a t e  c a n  

t a k e  l o n g e r  t h a n  30 s e c o n d s  whe n  t h e  s t i m u l u s  i s  v e r y  

b r i g h t .  A f e w p r e p a r a t i o n s  s how a s i n g l e  o r  s h o r t  b u r s t  

o f  s p i k e s  a t  l i g h t  " o f f " ,  f o l l o w e d  by a q u i e t  p e r i o d  o r  

d e c r e a s e  i n  f i r i n g  r a t e  w h i c h  c a n  l a s t  up t o  a f e w s e ­

c o n d s .  The  f r e q u e n c y  o f  i m p u l s e s  g r a d u a l l y  r e t u r n s  and 

e v e n t u a l l y  r e a c h e s  t h e  p r e f l a s h  f r e q u e n c y .  W h i l e  t h e r e  

was  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  i n  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  s p i k e s  

f r om p r e p a r a t i o n  t o  p r e p a r a t i o n ,  a n y  g i v e n  p r e p a r a t i o n  

s h o we d  c o n s i s t e n t  b e h a v i o r  t h r o u g h o u t  an e x p e r i m e n t .

A t y p i c a l  f r e q u e n c y  r e s p o n s e  c u r v e ,  f o r  t h e  l a s t  1 . 5  

s e c o n d s  o f  a 2 s e c o n d  f l a s h ,  i s  s e e n  i n  f i g u r e  13 .  No t e  

t h a t  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  o c c u r s  a t  

l o g  I = - 5 .  I n  R i n g e r  t h e  t h r e s h o l d  o f  a t y p i c a l  r e s p o n s e  

t o  l i g h t  o c c u r s  b e t w e e n  l o g  I = -9 a n d  - 8  ( f i g u r e s  18 ,

3 3 ,  and  34)  .

The s p e c t r a l  s e n s i t i v i t y  s t u d i e s  on o c e l l a r  n e r v e  

i m p u l s e  a c t i v i t y  s h o we d  t h a t  t h e  s p i k e  f r e q u e n c y  h a s  a 

l o we r  t h r e s h o l d  o f  i n h i b i t i o n  f o r  g r e e n  l i g h t  ( 4 8 5  nm) 

t h a n  i t  d o e s  f o r  u l t r a v i o l e t  l i g h t  ( 3 6 0  n m ) ( f i g u r e  1 4 ) .  

The s t i m u l u s  i n t e n s i t y  n e c e s s a r y  t o  e l i c i t  a t h r e s h o l d  

r e s p o n s e  was  a p p r o x i m a t e l y  1 x 10E8 q u a n t a / c m 2 / s e c  f o r  

g r e e n  l i g h t  a nd  1 x 10E10 q u a n t a / c m 2 / s e c  f o r  UV l i g h t .  

Ho we v e r  t h e  r e s p o n s e  t h r e s h o l d  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y
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i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  p r e p a r a t i o n  s t u d i e d ,  was  

o n e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  g r e e n  l i g h t  

t h a n  t h a t  r e p o r t e d  f o r  m e d i a n  i p s i l a t e r a l  L - n e u r o n s ,  

w h i l e  t h e  t h r e s h o l d s  t o  UV l i g h t  w e r e  c o m p a r a b l e  ( Mo b b s ,  

e t  a 1 . ,  1 9 8 1 )  .

F i g u r e  33 s u g g e s t s  t h a t  t h e  ma x i mum r e s p o n s e  t o  l i g h t  

i s  r e a c h e d  s o me wh e r e  b e t w e e n  t h e  i n t e n s i t i e s  o f  l o g  I = - 4  

a n d  - 5 .  The r e s p o n s e  a p p e a r s  t o  d e c r e a s e  i n  m a g n i t u d e  

f o r  h i g h e r  i n t e n s i t i e s .  H y p e r p o 1a r i z i n g  r e s p o n s e s  t o  

l i g h t ,  r e c o r d e d  f r o m  m e d i a n  o c e l l a r  L - n e u r o n s ,  a l s o  

r e a c h  a ma x i mu m a m p l i t u d e  a t  some i n t e r m e d i a t e  l i g h t  

i n t e n s i t y .  The m a g n i t u d e  o f  t h e  r e s p o n s e  t h e n  d e c r e a s e s  

as  t h e  l e v e l  o f  i l l u m i n a t i o n  i s  i n c r e a s e d  b e y o n d  t h i s  

p o i n t  ( C h a p p e l l  and  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .

T h e s e  r e s u l t s  s h o w t h e  c l e a r  r e s e m b l a n c e  o f  t h e  b e h a v ­

i o r  o f  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  t o  t h a t  o f  o t h e r  s e c o n d  o r d e r  

c e l l s  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l u s  ( s e e  D i s c u s s i o n :  B e h a v i o r  

o f  S p i k i n g  A c t i v i t y ) .  A l s o ,  t h e y  s u g g e s t  an i n c r e a s e d  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  t o  l i g h t  when  c o mp a r e d  

t o  t h e  s l o w  p o t e n t i a l  c h a n g e s  r e c o r d e d  f r o m  t h e  L - n e u r o n  

( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  Mo b b s ,  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ) .



59

P h a r m a c o 1ogy

T e t r o d o t o x  i n

The e f f e c t s  o f  Q . 3 E - 6  M TTX on s p i k e  a c t i v i t y  on two 

p r e p a r a t i o n s  o c c u r r e d  w i t h i n  s e c o n d s  ( f i g u r e s  15 a nd  1 6 ) .  

I n i t i a l l y  t h e  a m p l i t u d e  o f  t h e  e x t r a c e  11u 1a r 1y r e c o r d e d  

a c t i o n  p o t e n t i a l s  d e c r e a s e d  w i t h o u t  a n y  c o m p a r a b l e  c h a n g e  

i n  t h e  b a c k g r o u n d  n o i s e .  S i n c e  t h e  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e s  

w e r e  AC c o u p l e d  t o  t h e  p r e a m p ,  t h i s  d i m i n u t i o n  o f  a m p l i ­

t u d e  p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  t h e  d e c r e a s e d  r i s e  t i me  o f  e a c h  

s p i k e  d u e  t o  t h e  a c t i o n  o f  t h e  d r u g .  By t h e  e n d  o f  t h e  

f i r s t  m i n u t e  a l l  i m p u l s e  a c t i v i t y  h a d  d i s s a p p e a r e d  f r o m  t h e  

t r a c e .  The  p r e s e n c e  o f  a h e a l t h y  ERG ( f i g u r e  16 b o t t o m )  

i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  n o t i o n  t h a t  t h e  s l o w  r e s p o n s e s  o f  

t h e  p h o t o r e c e p t o r s  a n d  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  w e r e  u n ­

a f f e c t e d  by t h e  d r u g .  The  e f f e c t s  w e r e  n o t  r e v e r s i b l e  

e v e n  a f t e r  o n e  h o u r  o f  w a s h i n g  i n  R i n g e r .

C u r a  r e

In t h e  a b s e n c e  o f  d r u g s ,  l i g h t  s t i m u l a t i o n  c a u s e d  an  

i n t e n s i t y  d e p e n d e n t  d e c r e a s e  o f  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e -
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q u e n c y  a s  c o mp a r e d  t o  t h e  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  t h e  d a r k  

( f i g u r e  1 8 ,  2 3 ,  a nd  3 0 ) .  The i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  

i s  d e f i n e d  as  t h e  i m p u l s e  f r e q u e n c y  m e a s u r e d  30 s e c o n d s  

a f t e r  a l i g h t  f l a s h .  The  d a t a  w e r e  p l o t t e d  on a 

PROPHET g r a p h i c s  t e r m i n a l  a nd  a n a l y s e d  u s i n g  t h e  s t a t i s ­

t i c s  p r o g r a m  TEST LI NES.  The p r o g r a m  c a r r i e s  o u t  an a n a ­

l y s i s  of  c o v a r i a n c e  f o r  m u l t i p l e  r e g r e s s i o n ,  d e t e r m i n e s  

w h e t h e r  t h e  s l o p e s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t ,  and  c a l ­

c u l a t e s  f o r  a n y  g i v e n  l i n e  w h e t h e r  Y i s  i n d e p e n d e n t  

o f  X . The p o i n t s  c h o s e n  t o  c a l c u l a t e  t h e  s l o p e  w e r e  

d o n e  s o  by v i s u a l l y  d e t e r m i n i n g  t h e  s t r a i g h t  p a r t  o f  t h e  

c u r v e .  In R i n g e r  t h e  n u l l  h y p o t h e s i s  HO:  I n t e r f l a s h  

f r e q u e n c y  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  a t  t h e  

p r e v i o u s  f l a s h ,  wa s  r e j e c t e d  a t  p < 0 . 0 1 ,  n=7 ( f i g u r e  3 0 ) .

The s e v e n  s t a t i s t i c a l l y  a n a l y z e d  p r e p a r a t i o n s  c o n t i n ­

u e d  t o  h a v e  s p i k i n g  a c t i v i t y  t h r o u g h o u t  t h e  d u r a t i o n  o f  

t .he e x p e r i m e n t .  P r e p a r a t i o n s  i n  w h i c h  i m p u l s e  a c t i v i t y  

d i s a p p e a r e d  w e r e  n o t  i n c l u d e d .  The  d a t a  o b t a i n e d  f r o m 

t h e  s e v e n  p r e p a r a t i o n s  w e r e  a v e r a g e d  f o r  a g i v e n  d r u g  

d o s e  d u r i n g  o r  a f t e r  a t wo s e c o n d  l i g h t  f l a s h  a t  e a c h  

i n t e n s i t y .  The p a r a m e t e r s  t h u s  o b t a i n e d  f o r  a g i v e n  e x ­

p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n  w e r e  t h e n  p l o t t e d  u s i n g  a PROPHET 

p r o g r a m  c a l l e d  MAKE GRAPH.

At  l ow c o n c e n t r a t i o n s  ( 50  uM) c u r a r e  d e c r e a s e d  t h e
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i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  f o r  a l l  l i g h t  i n t e n s i t i e s  ( f i g ­

u r e  1 9 , 2 9 ,  a nd  3 0 ) .  H o w e v e r ,  i t  h a d  no s i g n i f i c a n t

e f f e c t  on t h e  s p i k e  f r e q u e n c y  whe n  t h e  a n i m a l  was  a l l o w e d  

t o  d a r k  a d a p t  f o r  one  h o u r  ( f i g u r e  29 a nd  2 2 A ) . To d e ­

t e r m i n e  i f  t h i s  e f f e c t  was  d u e  t o  t h e  d r u g  o r  m e r e l y  t h e

i n c r e a s e d  t i m e  i n  t h e  d a r k  d u r i n g  w h i c h  t h e  p r e p a r a t i o n  

was  p e r f u s e d ,  o n e  a n i m a l  was  p e r f u s e d  w i t h  R i n g e r  f o r  a 

s e c o n d  t i m e  i n s t e a d  o f  w i t h  50 um c u r a r e  ( f i g u r e  2 8 ) .

The s e c o n d  i n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  was  s i m i l a r  t o  t h e  

p r e v i o u s  s e r i e s  i n  t h a t  p r e p a r a t i o n .  In f a c t ,  t h e  s e c o n d  

s e r i e s  a p p e a r e d  t o  h a v e  a s l i g h t l y  h i g h e r  f r e q u e n c y  b e ­

t we e n  f l a s h e s .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

i d e a  t h a t  a t  t h i s  d o s e ,  t h e  e f f e c t  o f  c u r a r e  i s  t o  d e ­

c r e a s e  t h e  r a t e  o f  d a r k  a d a p t a t i o n .  Mo r e  a c c u r a t e l y ,  

i t  a p p e a r e d  t o  t a k e  a l o n g e r  p e r i o d  of  t i m e  f o r  t h e  

s p i k e  f r e q u e n c y  t o  r e t u r n  t o  i t s  d a r k - a d a p t e d  l e v e l .

At  t h i s  d r u g  d o s e  t h e  nuI  1 - h y p o t h e s i s  HO: I n t e r f 1 a s h  

f r e q u e n c y  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  

p r e v i o u s  f l a s h ,  wa s  r e j e c t e d  a t  p < 0 . 0 1 ,  n=6 ( f i g u r e  3 0 ) .

When t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c u r a r e  i n  t h e  p e r f u s a t e  was  

i n c r e a s e d  t o  100 uM,  i n s t e a d  o f  a f u r t h e r  d e c r e a s e  i n t h e  

i n t e r f l a s h  f r e q u e n c y ,  t h e  a v e r a g e  o f  7 p r e p a r a t i o n s  s howe d  

an  i n c r e a s e d  f r e q u e n c y  w h i c h  a p p r o a c h e d  c o n t r o l  v a l u e s  

( f i g u r e s  29 a nd  3 0 ) .  The i n d e p e n d e n c e  o f  i n t e r f l a s h
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s p i k e  f r e q u e n c y  t o  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  a t  t h e  p r e v i o u s  

f l a s h  was  t e s t e d  a n d  s hown t o  be  t r u e  a t  p > 0 . 0 5 ,  n = 7.

So i t  a p p e a r s  t h a t ,  a t  t h i s  d o s e ,  t h e  s p i k e  f i r i n g  r a t e  

b e t w e e n  f l a s h e s  i s  i n t e n s i t y  i n d e p e n d e n t .  F i g u r e  24 i s  

a s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  s h o wi n g  o c e l l a r  n e r v e  s p i k e  f r e q ­

u e n c y ,  r e c o r d e d  f r o m  a s i n g l e  p r e p a r a t i o n ,  b e f o r e ,  d u r i n g ,  

a nd  a f t e r  a t wo s e c o n d  l i g h t  s t i m u l u s .  In t h i s  a n i m a l  

i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  h a d  n o t  i n c r e a s e d  t o  t h e  v a l u e s  

r e c o r d e d  d u r i n g  p e r f u s i o n  w i t h  R i n g e r  as  s e e n  i n  f i g u r e  

2 3 .  H o w e v e r ,  t h e  f i g u r e  d o e s  s how t h a t  t h e  s p i k e  f r e q ­

u e n c y  s e e n  30 s e c o n d s  a f t e r  a l i g h t  f l a s h  i s  i n d e p e n d e n t  

o f  t h e  s t i m u l u s  i n t e n s i t y .

At  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d r u g ,  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  i n c r e a s e d  i n  a d o s e  d e p e n d e n t  ma n n e r  

( f i g u r e s  2 0 ,  2 1 ,  2 5 ,  26 ,  and  29)  and  r e m a i n e d  e s s e n t i a l l y  

i n t e n s i t y  i n d e p e n d e n t  ( f i g u r e  3 0 ) ,  p > 0 . 0 5 ,  n = 7 .  T h e r e  

was  a l s o  a s i g n i f i c a n t  d o s e  d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  t h e  d a r k  

a d a p t e d  s p i k e  f r e q u e n c y ,  b u t  t h e  s l o p e  o f  t h i s  i n c r e a s e  

was  l e s s  t h a n  t h e  s l o p e  o f  t h e  me a n  o f  t h e  i n t e r f l a s h  

f r e q u e n c i e s ,  s o  t h a t  t h e  t wo l i n e s  r e p r e s e n t i n g  t h e  d a r k  

f r e q u e n c y  a nd  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  a r e  c o n v e r g ­

i ng  ( f i g u r e  2 9 ) .  T h e s e  r e s u l t s  h a v e  u n c o v e r e d  a p r e v ­

i o u s l y  u n r e p o r t e d  e f f e c t  o f  l ow d o s e s  o f  c u r a r e  on a 

p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e  t o  l i g h t  i n  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l u s .
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What  i s  p a r t i c u l a r l y  i n t e r e s t i n g  i s  t h a t  t h i s  e f f e c t  o c ­

c u r s  a t  some t i m e  a f t e r  t h e  s t i m u l u s .

The  r a n g e  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e  t o  l i g h t ,  f r o m  

t h r e s h o l d  t o  s a t u r a t i o n ,  o c c u r s  b e t w e e n  l o g  I = - 8  a n d  l og  

I = - 5  ( f i g u r e s  1 8 ,  2 3 , and  3 3 ) ,  s o  t h a t  t h e  n o r ma l  r a n g e  

o f  t h e  i m m e d i a t e  r e s p o n s e  t o  l i g h t  c o v e r s  3 o r d e r s  o f  

m a g n i t u d e  o f  i n t e n s i t y .  Low c o n c e n t r a t i o n s  o f  c u r a r e  do 

n o t  a p p e a r  t o  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h i s  r a n g e  b u t  t h e y  do 

c h a n g e  t h e  s l o p e  o f  t h e  i n t e n s i t y  r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p  

a t  p < 0 . 0 1 ,  n=7 ( f i g u r e s  32 a n d  3 4 ) .  H o w e v e r ,  d o s e s  of  

c u r a r e  o f  500 uM o r  h i g h e r  i n c r e a s e  t h e  r a n g e  o f  t h e  l i g h t  

r e s p o n s e  t o  o v e r  5 o r d e r s  o f  i n t e n s i t y  ( f i g u r e s  3 1 ,  3 3 ) .  

A l s o ,  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d r u g  s h i f t  t h e  i n t e n -  

s i t y - r e s p o n s e  c u r v e s  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  p a r a l l e l  

( f i g u r e s  32 a n d  3 4 ) .  The  n u l l  h y p o t h e s i s  H 0 : T h e  s l o p e s  

a r e  n o t  d i f f e r e n t  ( e x c l u d i n g  R i n g e r )  was  a c c e p t e d  a t .  

p > 0 . 0 5 ,  n = 7 .

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  l ow c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  d r u g ,  t h e  

i m p u l s e  f r e g u e n c y  i n  t h e  l i g h t  a p p e a r s  t o  be l e s s  t h a n  

c o n t r o l  f r e q u e n c i e s  ( d u r i n g  i l l u m i n a t i o n )  m e a s u r e d  i n  

R i n g e r  ( f i g u r e s  19 a nd  3 1 ) .  At  a d o s e  o f  100 uM t h e  

f r e q u e n c y  a t  a l l  i n t e n s i t i e s  i n c r e a s e d  f r o m  t h e  50 uM 

c u r a r e  l e v e l ,  r e a p p r o a c h i n g  t h e  c o n t r o l  v a l u e s  ( f i g u r e  

3 1 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e
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s p i k e  f r e q u e n c y  h a s  a d o s e  d e p e n d e n t  c h a r a c t e r  w h i c h ,  

a b o v e  50 uM c u r a r e ,  i n c r e a s e s  p r o p o r t i o n a t e l y  w i t h  i n ­

c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n .

Above  100 uM i t  a p p e a r s  t h a t  w i t h  i n c r e a s i n g  i n t e n s i t ­

i e s  o f  l i g h t ,  t h e  a v e r a g e  s p i k e  f r e q u e n c y  ( n = 7 )  d u r i n g  

s t i m u l a t i o n  r e a c h e s  a non  z e r o  l e v e l  a t  w h i c h  t h e r e  i s  no 

f u r t h e r  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  ( f i g u r e s  31 a n d  3 3 ) .  T h i s  

f i n a l  p l a t e a u  l e v e l  a p p e a r s  t o  be  d o s e  d e p e n d e n t  a nd  may 

r e f l e c t  t h e  e f f e c t  o f  t h e  d r u g ' s  on t h e  b a s e l i n e  f r e q u e n c y  

m e a s u r e d  i n  t h e  d a r k .

When i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  e x a m i n e d ,  i n  a l l  c a s e s  

t h e  l o we r  d o s e s  o f  c u r a r e  d e c r e a s e d  t h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e  

a n a l a g o u s  t o  t h e  50 uM c u r v e  s e e n  i n  f i g u r e  31 a n d  l o w e r e d  

t h e  s t i m u l u s  t h r e s h o l d  a t  w h i c h  a r e s p o n s e  c o u l d  be  o b ­

s e r v e d .  A d d i t i o n a l l y ,  i n  e v e r y  p r e p a r a t i o n ,  i n c r e a s i n g  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c u r a r e  a b o v e  50 uM r e s u l t e d  i n  a d o s e  

d e p e n d e n t  s h i f t  of  t h e s e  c u r v e s  t o  t h e  r i g h t .  T h i s  

s h i f t  i s  s i m i l a r  t o  w h a t  o n e  w o u l d  o b s e r v e  a f t e r  t h e  a p ­

p l i c a t i o n  o f  a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r .

I f  one  l o o k s  a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s p i k e  f r e q u e n c y  j u s t  

p r i o r  t o  a n d  j u s t  a f t e r  a l i g h t  i s  t u r n e d  " o n " ,  as  a f u n ­

c t i o n  o f  s t i m u l u s  i n t e n s i t y ,  i t  c a n  be s e e n  t h a t  t h e  d i f ­

f e r e n c e  r e a c h e s  a ma x i mum s o me wh e r e  b e t w e e n  l o g  I = - 5  and  

- 4  a nd  t h e n  b e g i n s  t o  d r o p  o f f  a s  t h e  i n t e n s i t y  i s  f u r t h -
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e r  i n c r e a s e d  ( f i g u r e  3 3 ) .  T h i s  i n t e n s i t y - r e s  p o n s e  r e ­

l a t i o n s h i p  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  h y p e r p o 1a r i z i n g  r e ­

s p o n s e  r e p o r t e d  f o r  t h e  L - n e u r o n  o f  t h e  d r a g o n f l y  m e d i a n  

o c e l l u s  ( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .

A l ow c u r a r e  c o n c e n t r a t i o n  a p p e a r s  t o  s l i g h t l y  l o we r  

t h e  ma x i mum d i f f e r e n c e  b u t  i t  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  

t h e  s h a p e  of  t h e  c u r v e .  H i g h e r  d o s e s  a b o l i s h  t h e  d e ­

c r e a s e  s e e n  a f t e r  l og  I = - 4 .  At  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  100 

uM,  t h e  c u r v e s  a p p e a r  t o  s h i f t ,  i n  p a r a l l e l ,  t o  t h e  r i g h t .  

T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  n o t i o n  t h a t  c u r a r e  i s  a c t i n g  

a s  a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  o f  t h e  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r .

The e f f e c t s  o f  c u r a r e  w e r e  p a r t i a l l y  r e v e r s i b l e  ( f i g u r e  

2 7 ) .  I n a l l  c a s e s  w a s h i n g  i n  R i n g e r  f o r  an h o u r  r e s u l t e d  

i n  a d e c r e a s e d  i n t e r f l a s h  a nd  d a r k - a d a p t e d  f r e q u e n c y  a nd  

a d i m i n i s h e d  r e s p o n s e  t o  l i g h t .

GAB A

10 rrM ganrma-ami  n o - b u t y r  i c a c i d  (GABA) was  a d d e d  t o  t h e  

p e r f u s a t e  w h i l e  t h e  p r e p a r a t i o n  was  r e p e t i t i v e l y  s t i m u l a t ­

ed w i t h  a t wo s e c o n d  f l a s h  o f  l i g h t  ( l o g  I = - 5 )  e v e r y  18 s e  

c o n d s .  Ov e r  t h e  d u r a t i o n  o f  p e r f u s i o n  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  

c h a n g e d  i n  c h a r a c t e r .  The i n i t i a l  e f f e c t  was  t h a t  t h e r e  

was  no l o n g e r  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  o f  i m p u l s e s  d u r i n g  l i g h t
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" o n "  ( f i g u r e  3 5 ) .  By 4 m i n u t e s ,  t h e  f r e q u e n c y  d u r i n g  t h e  

s u s t a i n e d  p o r t i o n  o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  was  c l o s e  t o  i t s  

i n t e r f l a s h  v a l u e  a n d  t h e  o f f  b u r s t  was  n o t i c a b l y  d i m i n i s h ­

e d .  A f t e r  12 m i n u t e r  i t  s e e me d  a s  i f  t h e  a p p e a r a n c e  o f  

s p i k e s  wa s  f a c i l i t a t e d  by l i g h t .  As f o r  t h e  s p o n t a n e o u s  

i m p u l s e  a c t i v i t y ,  t h e  i n t e r f l a s h  f r e q u e n c y  was  g e n e r a l l y  

l o we r  a f t e r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  GABA.  At  23 m i n u t e s ,  t h e  

i n t e r f l a s h  f r e q u e n c y  i n c r e a s e d  f o r  a p e r i o d  o f  a b o u t  5 

m i n u t e s .  A f t e r  t h i s  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  t h e  f r e q u e n c y  b e ­

t we e n  f l a s h e s  g r a d u a l l y  d e c r e a s e d  u n t i l  i t  was  a l m o s t  

z e r o  a t  56 m i n u t e s  a f t e r  t h e  s t a r t  o f  t h e  d r u g  p e r f u s i o n .  

At  t h i s  t i m e ,  l i g h t  s t i m u l a t i o n  r e s u l t e d  i n  a b u r s t  o f  

s p i k e s  w h i c h  r e a c h e d  i t s  ma x i mum f r e q u e n c y  j u s t  a f t e r  

l i g h t  " o f f " .

A s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  s h o wi n g  t h e  n u mb e r  o f  s p i k e s  

p e r  i n t e r v a l  a f t e r  t i m e  z e r o  d e m o n s t r a t e s  t h a t  a c t i o n  p o ­

t e n t i a l s  a p p e a r  t o  be  f a c i l i t a t e d  by l i g h t  i n  an i n t e n s i t y  

r a n g e  b e t w e e n  t h r e s h o l d  l og  I = - 6  a nd  l o g  I = - 3  ( f i g u r e s  36 

and  3 7 ) .  A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  i s  t h a t  as  t h e  i n ­

t e n s i t y  o f  i 1 l umi  n a t  i on was  i n c r e a s e d  f r o m  t h r e s h o l d ,  t h e  

ma x i ma l  s p i k i n g  a c t i v i t y  was  s h i f t e d  t o w a r d s  l i g h t  " o f f "  

( f i g u r e  3 7 ) .  At  l o q  I = - 2 . 5  a nd  g r e a t e r ,  i m p u l s e  a c t i v i t y  

was  n o t  i n c r e a s e d  d u r i n g  i l l u m i n a t i o n ,  b u t  l a r g e  i n t e n s i t y  

d e p e n d e n t  " o f f "  r e s p o n s e s  o c c u r r e d ,  w h i c h  w e r e  c h a r a c t e r -
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i z e d  by a b u r s t  o f  i m p u l s e s  a t  l i g h t  " o f f "  t h a t  g r a d u a l l y  

d e c r e a s e d  i n  f r e q u e n c y  w i t h  t i m e  as  c o mp a r e d  t o  t h e  r e ­

s p o n s e  m e a s u r e d  i n  R i n g e r  a t  t h e  s ame  s t i m u l u s  i n t e n s i t y  

( f i g u r e  36)  .

The e f f e c t s  o f  GABA w e r e  p a r t i a l l y  r e v e r s i b l e  by w a s h ­

i n g  i n  R i n g e r  ( f i g u r e  3 8 ) .  The s e q u e n c e  o f  t h e  r e s t o r a ­

t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  r e s p o n s e  was  t h e  r e v e r s e  o f  t h a t  

s e e n  d u r i n g  t h e  t i m e  o f  d r u g  p e r f u s i o n .

C o b a 1 t

I n  an e f f o r t  t o  d e t e r m i n e  t h e  s p i k e  f i r i n g  r a t e  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  s y n a p t i c  t r a n s m i s s i o n ,  a n o n s p e c i f i c  i n h i b i t o r  

o f  s y n a p t i c  v e s i c l e  r e l e a s e  was  a d d e d  t o  t h e  b a t h .  Ap ­

p l i c a t i o n  o f  12 rrM c o b a l t  f o r  18 m i n u t e s  c a u s e d  t h e  d i s ­

a p p e a r a n c e  o f  t h e  a c t i o n  p o t e n t i a l s  ( f i g u r e  3 9 ) .  The  s e ­

q u e n c e  of  p h a r m a c o l o g i c a l  e f f e c t s  s t a r t e d  w i t h  an i n c r e a s e  

i n  i n t e r f l a s h  s p i k i n g  r a t e  f o l l o w e d  by a g r a d u a l  d e c r e a s e  

i n  f r e q u e n c y  u n t i l  no i m p u l s e  a c t i v i t y  was  p r e s e n t .  T h i s  

e f f e c t  was  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  a f t e r  13 m i n u t e s  o f  w a s h i n g .  

An a p p l i c a t i o n  o f  30 rrM c o b a l t  i r r e v e r s i b l y  e l i m i n a t e d  a l l  

i m p u l s e  a c t i v i t y .
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D i s c u s s i o n

L o c a l i z a t i o n  o f  o c e l l a r  i m p u l s e  a c t i v i t y

I n t h e  d r a g o n f l y ,  a c t i o n  p o t e n t i a l s  c a n  be  r e c o r d e d  b e ­

t we e n  a n  e x t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e  p l a c e d  i n  t h e  c o r n e a  o f  

t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a nd  a s e c o n d  e l e c t r o d e  p l a c e d  i n  t h e  

a n i m a l ' s  v e r t e x  ( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .  The s i z e  

a nd  b e h a v i o r  o f  t h e s e  s p i k e s  f a l l s  i n t o  t wo b r o a d  c a t e ­

g o r i e s ,  t h o s e  t h a t  a r e  l a r g e  i n  a m p l i t u d e  a nd  i n h i b i t e d  

by l i g h t  a nd  t h o s e  t h a t  h a v e  s m a l l e r  a m p l i t u d e s  a nd  a r e  

l i g h t  f a c i l i t a t e d  ( f i g u r e  4 B ) .

E x t r a c e l l u l a r  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  r e c o r d i n g s  s how a c ­

t i o n  p o t e n t i a l s  t h a t  e x h i b i t  t h e s e  s ame  two s i z e  a nd  b e ­

h a v i o r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  ( f i g u r e  6 ) ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  R o s s e r ,  

1 9 7 4 ;  Ko n d o ,  1 9 7 8 ; ) ,  a n d  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  p r o ­

v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  l a r g e  s p i k e s  a r e  a f f e r e n t  and  t h e  

s m a l l  s p i k e s  e f f e r e n t  ( Ko n d o ,  1 9 7 8 ) ( s e e  B a c k g r o u n d  I n f o r ­

m a t i o n :  I m p u l s e  A c t i v i t y ) .  In t h i s  s t u d y ,  i t  was  f o u n d  

t h a t  a s  l o n g  a s  o n e  l a t e r a l  o c e l l u s  and  i t s  n e r v e  i s  

i n t a c t ,  c o r n e a l  r e c o r d i n g s  o f  b o t h  t y p e s  o f  s p i k e s  c a n  be 

m a d e ,  e v e n  a f t e r  t h e  a b l a t i o n  o f  a l l  o t h e r  known p h o t o ­

s e n s i t i v e  o r g a n s .  The f i n d i n g  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e
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l a r g e  s p i k e s  i s  p h o t o s e n s i t i v e  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  i s  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  n o t i o n  t h a t  t h e y  a r e  a f f e r e n t  i n 

n a t u r e ,  b u t  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  s m a l l  

s p i k e s  s t i l l  c h a n g e  i n  r e s p o n s e  t o  l i g h t  r e q u i r e s  some 

d i s c u s s  i o n .

I f  t h e  s m a l l  s p i k e s  c a r r y  a f f e r e n t  i n f o r m a t i o n  f r o m  

t h e  l a t e r a l  o c e l l u s  t o  t h e  b r a i n ,  t h e n  t h e  i m p l i c a t i o n  i s  

t h a t  t h e  f i b e r s  i n  w h i c h  t h e y  p r o p a g a t e  r e c e i v e  s y n a p t i c  

i n p u t  a t  o r  n e a r  t h e  o c e l l a r  c u p .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  n o t  

i n  a g r e e m e n t  w i t h  s ome  o f  t h e  e v i d e n c e .  Ko n d o  ( 1 9 7 8 )  

was  a b l e  t o  r e c o r d  s m a l l  l i g h t  m o d u l a t e d  s p i k e s  

f r o m  t h e  p r o x i m a l  s t u mp  o f  a s e v e r e d  o c e l l a r  n e r v e ,  w i t h  

t h e  c ompound  e y e s  a n d  o t h e r  t wo o c e l l i  i n t a c t .  F r o m h i s  

r e s u l t s  one  m i g h t  be  l e a d  t o  b e l i e v e  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  of  

t h e  s m a l l  s p i k e s  i s  m o d u l a t e d  p e r i p h e r a l l y  by n e u r o n s  l o c ­

a t e d  i n  o n e  of  t h e  o t h e r  o c e l l i  o r  c omp o u n d  e y e s .  H o w e v e r ,  

i f  t h i s  w e r e  s o ,  t h e n  a f t e r  t h e  e x t i r p a t i o n  o f  a l l  o t h e r  

p h o t o s e n s i t i v e  o r g a n s ,  t h e r e  s h o u l d  be  no l i g h t  i n d u c e d  

f r e q u e n c y  c h a n g e  o f  t h e  s m a l l  s p i k e s  i n  t h e  r e m a i n i n g  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  a n d  t h i s  i s  c l e a r l y  n o t  t h e  c a s e  

( f i g u r e  6 ) .

S i n c e  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  o n l y  l i g h t  s e n s i ­

t i v e  c e l l s  t h a t  a r e  l e f t  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  r e m a i n i n g  

l a t e r a l  o c e l l u s ,  an  a l t e r n a t e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  p h o t o -
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m o d u l a t i o n  o f  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  s m a l l  s p i k e s  c o u l d  be 

t h a t  t h e  f i b e r s  t h a t  c a r r y  t h e m a r e  r e c e i v i n g  i n f o r m a t i o n  

i n  t h e  b r a i n  f r o m  a f f e r e n t  o c e l l a r  n e r v e  f i b e r s .  T h i s  

me a n s  t h a t  t h e  s m a l l  s p i k e s  a r e  c a r r y i n g  e f f e r e n t  i n f o r m a ­

t i o n  " b a c k "  t o  t h e  o c e l l u s .  The  i d e a  t h a t  t h e  s m a l l  

s p i k e s  a r e  e f f e r e n t  i n  n a t u r e  i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e  

f i n d i n g s  o f  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s  a nd  o p e n s  up an  i n t e r ­

e s t i n g  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  e x i s t e n c e  of  a " l o n g "  f e e d b a c k  

l o o p .

Ruck  ( 1 9 6 1 )  s h o we d  t h a t  l i g h t  m o d u l a t e d  a c t i o n  p o t e n ­

t i a l s  c o u l d  be  r e c o r d e d  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l u s  w i t h  a 

c o r n e a l  e l e c t r o d e  a n d  he  a s s u me d  t h a t  t h e s e  i m p u l s e s  o r i g ­

i n a t e d  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  o f  t h e  o c e l l u s  f r o m  

w h i c h  he  was  r e c o r d i n g .  S i n c e  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a l s o  

h a s  a n e r v e ,  a l t h o u g h  much s h o r t e r  t h a n  t h e  t wo l a t e r a l  

n e r v e s ,  i t  was  a s s u me d  t h a t  t h e  s p i k e s  r e c o r d e d  f r o m t h e  

c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  w e r e  c o mi n g  f r o m  t h e  m e d i a n  

o c e l l a r  n e r v e  ( C h a p p e l l  and D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .

The r e s u l t s  o f  my e x p e r i m e n t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  s p i k i n g  

a c t i v i t y  r e c o r d e d  u s i n g  a c o r n e a l  e l e c t r o d e  i n  t h e  m e d i a n  

o c e l l u s  d o e s  n o t  r e p r e s e n t  s p i k i n g  a c t i v i t y  f r o m  t h e  

m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e .  F o r  i n s t a n c e ,  d u r i n g  r e c o r d i n g s  

b e t w e e n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  c o r n e a s ,  r e mo v a l  o f  t h e  m e d i a n  

o c e l l a r  n e r v e  d i d  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  t h e  i m p u l s e  a c t i v ­
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i t y .  Ho we v e r  wh e n  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  was  r e c o r d e d  f r o m 

t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  ( f i g u r e  4 ) ,  i m p u l s e  

a c t i v i t y  was  p r e s e n t  as  l o n g  a s  o n e  o f  t h e  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e s  wa s  i n t a c t .  As s o o n  a s  b o t h  n e r v e s  w e r e  

r e mo v e d  t h e  i m p u l s e s  d i s a p p e a r e d ,  y e t  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  

a n d  i t s  n e r v e  w e r e  u n t o u c h e d .  In o r d e r  t o  d e t e c t  damage  

t o  t h e  m e d i a n  o c e l l u s ,  an ERG was  r e c o r d e d  a t  t h e  e nd  of  

t h e  e x p e r i m e n t  ( f i g u r e  4D) . The  ERG s howe d  t h a t  c o mp o ­

n e n t s  1 , 2 , 3  a nd  t h e  " o f f "  r e s p o n s e  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  C h a p p e l l  

and  D o w l i n g ,  1 9 7 2 )  w e r e  p r e s e n t .  T h e s e  c o m p o n e n t s  

r e p r e s e n t  t h e  e l e c t r i c a l  c o n t r i b u t i o n s  o f  t h e  

p h o t o r e c e p t o r s  a n d  s e c o n d  o r d e r  c e l l s  t o  t h e  r e c o r d e d  

w a v e f o r m  ( R u c k ,  1 9 6 1 ) .  A " h e a l t h y "  ERG i n d i c a t e s  t h a t  

b o t h  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  o r d e r  c e l l s  o f  t h e  m e d i a n  o c e l ­

l u s  w e r e  f u n c t i o n i n g  n o r m a l l y .  T h e r e f o r e ,  i t  was  u n l i k e l y  

t h a t  t h e  i n a c t i v a t i o n  of  i m p u l s e  a c t i v i t y  was  due  t o  c e l ­

l u l a r  da mage  w i t h i n  t h e  o c e l l a r  c up  a s  a r e s u l t  o f  

t h e  a b l a t i o n .

S i n c e  s i m u l t a n e o u s  r e c o r d i n g s  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  f r o m 

t h e  m e d i a n  a nd  l a t e r a l  o c e l l i  s how a o n e  t o  o n e  c o r r e s p o n -  

d a n c e  ( f i g u r e s  9 a n d  10)  i t  may be p o s s i b l e  t h a t  t h e  m e d i a n  

o c e l l a r  n e r v e  c o u l d  a c t  as  an e l e c t r o d e  f r o m  w h i c h  one  

c o u l d  r e c o r d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  o r i g i n a t i n g  i n  t h e  l a t e r a l  

o c e l i a r  n e r v e .
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A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  " r e f e r e n c e "  e l e c t r o d e ,  by way o f  

t h e  e x t r a c e l l a r  f l u i d ,  c o u l d  be  m a k i n g  c o n t a c t  w i t h  any  

n u mb e r  o f  l i g h t  m o d u l a t e d  s p i k i n g  n e u r o n s  l o c a t e d  t h r o u g h ­

o u t  t h e  h e a d  c a v i t y .  I f  t h e  c o r n e a l  e l e ' c t r o d e  w e r e  e l e c t ­

r i c a l l y  i s o l a t e d  f r o m  t h e  " r e f e r e n c e  e l e c t r o d e "  by t h e  

o c e l l a r  s h e a t h ,  t h e n  t h e  c o r n e a l  e l e c t r o d e  c o u l d  s e r v e  as  

t h e  r e f e r e n c e  a nd  t h e  e l e c t r o d e  i n  t h e  v e r t e x  c o u l d  a c t  

as  t h e  a c t i v e  e l e c t r o d e .  E v i d e n c e  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  t h a t  

t h e  s h e a t h  o f  t h e  c o c k r o a c h  o c e l l a r  c u p  a c t s  as  a h i g h  

r e s i s t a n c e  p a t h w a y  t o  c u r r e n t  f l o w  s i n c e  a t  l i g h t  " o f f "  a 

p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  e x i s t s  a c r o s s  i t  ( R u c k ,  1 9 6 6 ) .  T h i s  

s h e a t h  c o u l d  a c t  t h e  s ame  way i n  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l u s .

A l t h o u g h  i m p u l s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  r e c o r d e d  f r o m  b o t h  

t h e  c o r n e a  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l u s  ( R u c k ,  1 9 6 1 ) ,  a n d  d i ­

r e c t l y  f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  R o s s e r ,  

1 9 7 4 ;  K o n d o ,  1 9 7 8 ) ,  no c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  h a s  b e e n  

p u b l i s h e d  t h a t  t h e  s p i k e s  r e c o r d e d  a t  t h e  c o r n e a  a r e  i n 

f a c t  c o mi n g  f r o m  t h a t  o c e l l a r  n e r v e .  I n d e e d  t h i s  s t u d y  

s hows  t h a t  o n e  c a n  r e c o r d  n e r v e  i m p u l s e s  f r o m  one  o c e l l a r  

c o r n e a  t h a t  i n  f a c t  o r i g i n a t e  f r o m  a d i f f e r e n t  o c e l l a r  

n e r v e .

T h e r e  i s  o t h e r  e v i d e n c e  t h a t  a c t i o n  p o t e n t i a l s  a r e  

n o t  n o r ma  11y p r e s e n t  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e .  In 

i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  ma d e  w i t h i n  t h e  o c e l l a r  r e t i n a
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f r o m  t h e  d e n d r i t e s  o f  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  a x o n s ,  a nd  i n 

r e c o r d i n g s  o b t a i n e d  f r o m  L - n e u r o n  p r o c c e s s e s  w i t h i n  t h e  

b r a i n ,  a c t i o n  p o t e n t i a l s  a r e  r a r e l y  s e e n  ( C h a p p e l l  and  

D o w l i n g ,  1 9 7 8 ;  K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ;  P a t t e r s o n  a n d  

C h a p p e l l ,  1 9 8 0 ;  Mo b b s ,  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ;  S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  The 

r a r i t y  o f  t h e  e v e n t  s u g g e s t s  t h a t  i t s  o c c u r r e n c e  may h a v e  

b e e n  d u e  t o  c e l l u l a r  d a ma g e .  When t h i s  s t u d y  was  f i r s t  

u n d e r t a k e n ,  a n u mb e r  o f  m o n t h s  w e r e  s p e n t  t r y i n g  t o  o b t a i n  

e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  u s ­

i ng  a s u c t i o n  e l e c t r o d e .  T h i s  t e c h n i q u e  h a d  a l r e a d y  b e e n  

u s e d  s u c c e s s f u l l y  t o  r e c o r d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  f r o m  t h e  

d r a g o n f l y  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  ( R o s s e r ,  1 9 7 4 ;  Ko n d o ,  

1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  i n  no i n s t a n c e s  c o u l d  i t  be  c o n c l u s i v e l y  

d e t e r m i n e d  t h a t  s p i k e s  w e r e  r e c o r d e d  f r o m t h e  m e d i a n

o c e l l a r  n e r v e ,  even* t h o u g h  t h e y  c o u l d  be o b t a i n e d  f r o m  t h e
/

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .

To a n s w e r  t h e  q u e s t i o n  a s  t o  w h e t h e r  o r  n o t  i n t r a c e l ­

l u l a r  r e c o r d i n g s  by t h e i r  n a t u r e  da mage  t h e  c e l l  d u r i n g  

p e n e t r a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  p r e v e n t  t h e  c e l l  f r o m  f i r i n g  

s p i k e s , t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  was  p e r f o r m e d .

W i t h i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  an i n t r a c e l l u l a r  r e ­

c o r d i n g  was  o b t a i n e d  f r o m  a n o n - s p i k i n g  n e u r o n a l  p r o c -  

c e s s  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  an e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  

of  t h e  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( f i g u r e  1 2 ) .  The
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n o n - s p i k i n g  c e l l  was  s u b s e q u e n t l y  s t a i n e d  a nd  s hown t o  

be  a n  i p s i l a t e r a l  L - n e u r o n  ( f i g u r e  2 ) .  The s i g n i f i c a n c e  

of  t h i s  e x p e r i m e n t  i s  t h a t  we h a v e  i d e n t i f i e d  a t y p i c a l  

L - n e u r o n  on t h e  b a s i s  o f  i t s  i n t r a c e l l u l a r  r e s p o n s e  

and  a n a t o m y .  We h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  no 

i m p u l s e s  r e c o r d e d  f r o m  t h i s  c e l l  a t  t h e  s ame  t i m e  t h a t  

n o r ma l  e x t r a c e l l u l a r  r e s p o n s e s  w e r e  o b t a i n e d .  C o n s e ­

q u e n t l y ,  i n  t h i s  c a s e  a t  l e a s t ,  i t  c o u l d  n o t  be  s a i d  

t h a t  t h e  a b s e n c e  o f  s p i k e s  i n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  r e ­

c o r d i n g  was  d u e  t o  t h e  i n j u r y  o f  t h e  s p i k i n g  c e l l  wh o s e  

r e s p o n s e s  c o u l d  s t i l l  be  r e c o r d e d  e x t r a c e  11u 1a r 1y .

I f  i n d e e d  t h e  L - n e u r o n  c o u l d  p r o d u c e  s p i k e s ,  t h e y  a r e  

n o t  t h e  s p i k e s  n o r m a l l y  r e c o r d e d  w i t h  an e x t r a c e l l u l a r  

e l e c t r o d e .

The  s p i k i n g  u n i t  r e c o r d e d  f r o m  i n t r a c e  11u 1a r 1y ( f i g ­

u r e  11)  was  p r o b a b l y  f r o m an o f f - t y p e  s p i k i n g  u n i t  ( R u c k ,  

1 9 6 1 ) .  I t ' s  a c t i v i t y  c o r r e s p o n d s  t o  t h a t  r e c o r d e d  

e x t  r a c e  11u 1a r 1y f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  a l t h o u g h  

i t  c o u l d  n o t  be  c o n c l u s i v e l y  s hown t h a t  t h i s  s p i k i n g  

n e u r o n  was  i n  f a c t  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e x t r a c e l l u l a r  i m­

p u l s e  a c t i v i t y .  The  f a c t  t h a t  an  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d ­

i n g  o f  a s p i k i n g  c e l l  c o u l d  be  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  a c e l l  

t h a t  e x h i b i t s  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y  a t  l e a s t
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s e n d s  a p r o c e s s  i n t o  t h i s  o c e l l a r  n e r v e .

The  q u e s t i o n  a r i s e s  a s  t o  why i m p u l s e s  a r e  r e c o r d e d  

i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  b u t  n o t  i n t h e  m e d i a n .  I t  

h a s  b e e n  s hown i n  a n u mb e r  o f  p r e p a r a t i o n s  ( S t u a r t  a n d  

O e r t e l ,  1 9 7 8 ;  P e a r s o n ,  1 9 7 9 ;  Shaw,  1 9 7 9 )  t h a t  s l o w  p o ­

t e n t i a l s  a r e  s u f f i c i e n t  t o  t r a n s m i t  i n f o r m a t i o n  o v e r  

s h o r t  d i s t a n c e s .  S i n c e  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  i s  

r e l a t i v e l y  s h o r t ,  p e r h a p s  a c t i o n  p o t e n t i a l s  a r e  n o t  

n e c e s s a r y  f o r  o c e  1 1 us  - t o - b r a  i n conrmun i ca  t i on i n  t h i s  

s t r u c t u r e .  W h e r e a s  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s ,  w h i c h  

a r e  a p p r o x i m a t e l y  t h r e e  t i m e s  t h e  l e n g t h  of  t h e  m e d i a n  

n e r v e  i n  A e s c h n a , Anax ( C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  and

L i be  11u 1 a ( p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n )  may n e e d  r e g e n e r a t i v e  

p o t e n t i a l s  t o  m a i n t a i n  e f f e c t i v e  o c e 11 us  - t o - b r a i n  

c onrmun i c a  t i on i n  some o f  i t s  n e u r o n s .

A l t h o u g h  t h e  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  f r o m  t h e  n o n ­

s p i k i n g  c e l l  i n f i g u r e  12 was  ma d e  a p p r o x i m a t e l y  mi d wa y  

b e t w e e n  t h e  o c e l l a r  c u p  a n d  t h e  b r a i n ,  t h e  a m p l i t u d e  o f  

t h e  t r a n s i e n t  p a r t  o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  was  - 1 5  mv a t  

a s t i m u l u s  i n t e n s i t y  o f  l o g  1=0.  T h i s  i s  v e r y  c l o s e  

t o  t h e  a m p l i t u d e  of  t h i s  p o r t i o n  o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  

of  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  r e c o r d e d  i n t r a c e  11u 1a r 1y 

d i r e c t l y  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  c u p  ( C h a p p e l l  and 

D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ) .  S i m i l a r l y ,
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t h e  s p i k i n g  n e u r o n ,  r e c o r d e d  i n t r a c e  11u 1 a r 1y i n  t h i s  

r e g i o n  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  e x h i b i t e d  a 5 mv 

h y p e r p o 1a r i z a t i o n  f o r  t h e  t r a n s i e n t  p o r t i o n  o f  t h e  

r e s p o n s e .  C o n s e q u e n t l y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  b o t h  i m p u l s e  

a n d  s l o w  p o t e n t i a l  i n f o r m a t i o n  c a n  r e a c h  t h e  b r a i n  i n  

t h e  s p i k i n g  n e u r o n ,  a l t h o u g h  t h i s  s t u d y  d e a l s  w i t h  t h e  i m­

p u l s e  a c t i v i t y  e x c l u s i v e l y .  I t  s h o u l d  be  m e n t i o n e d  t h a t  

n e u r o n s  w h i c h  c a r r y  b o t h  i m p u l s e  c o d e d  a nd  a n a l o g  c o d e d  

i n f o r m a t i o n  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  n e r v e  w h i c h  c a r r i e s  

i n f o r m a t i o n  f r o m  t h e  l o b s t e r  o v a l  o r g a n ,  a m e c h a n o r e c e p t o r  

( P a s z t o r  and B u s h ,  1982 )  a n d  i n  t h e  b r a i n  o f  t h e  b a r n a c l e  

( S t u a r t  and  O e r t e l ,  1 9 7 8 ;  Oz a wa ,  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ) .
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T h r e s h o l d  a n d  s p e c t r a l  s e n s i t i v i t i e s

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  a n  ERG c a n  be e l i c i t e d  a t  

s t i m u l u s  i n t e n s i t i e s  a s  s m a l l  a s  1 0 E- 5  f o o t c a n d l e s  i n  t h e  

d r a g o n f l y  o c e l l u s  ( R u c k ,  1 9 6 1 ) .  At  t h a t  t i m e ,  t h e  i n ­

v e s t i g a t o r  f e l t  t h a t  i t  was  s u f f i c i e n t  me r e l y  t o  r e p o r t  

t h a t  t h e  s p i k e  a c t i v i t y  was  mo r e  s e n s i t i v e  t h a n  t h e  ERG,  

w i t h o u t  a c t u a l l y  m e a s u r i n g  i t .  O t h e r  p u b l i c a t i o n s  

c o n c e r n e d  w i t h  d r a g o n f l y  o c e l l a r  i m p u l s e  a c t i v i t y  h a v e  

n o t  a d d r e s s e d  t h e m s e l v e s  t o  r e s p o n s e s  i n  t h e  t h r e s h o l d  

r a n g e  ( Ko n d o ,  1 9 7 8 ;  R o s s e r ,  1 9 7 4 ) .  The  r e s u l t s  of  t h i s  

i n v e s t i g a t i o n  d e m o n s t r a t e  t h a t  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t ­

i v i t y  was  e f f e c t e d  by a l i g h t  s t i m u l u s  w i t h  an i n t e n s i t y  

a s  l ow as  l o g  I = - 8  ( f i g u r e s  33 and 3 4 ) .  S i n c e  i n  t h i s  

s t u d y ,  a s t i m u l u s  i n t e n s i t y  o f  l o g  I = - 8  i s  e q u i v a l e n t  t o

6 . 4  x 1 0 - 7  f o o t c a n d l e s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  l i g h t  r e s p o n s e  

o f  t h e  g i a n t  a f f e r e n t  i s  a t  l e a s t  1 . 5  l o g  u n i t s  mo r e  s e n ­

s i t i v e  t h a n  t h e  ERG m e a s u r m e n t s .  T h i s  i s  t h e  m o s t  a c c ­

u r a t e  a p p r o x i m a t i o n  o f  t h e  s p i k i n g  n e u r o n s  r e s p o n s e  t h r e s ­

h o l d  u s i n g  a q u a r t z  h a l o g e n  l amp a s  a l i g h t  s o u r c e .

U s i n g  t h e  s ame  t y p e  o f  l i g h t  s o u r c e ,  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d ­

i n g s  r e v e a l e d  t h e  L - n e u r o n ' s  r e s p o n s e  t h r e s h o l d  t o  be

1 . 4  x 1 0 - 3  f o o t c a n d l e s  ( C h a p p e l l  and D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) .
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A l t h o u g h  c a r e f u l  e x p e r i m e n t s  f o r  t h e  a c c u r a t e  d e t e r m i n a ­

t i o n  o f  t h r e s h o l d  h a v e  n o t  b e e n  c a r r i e d  o u t  on t h e  L-  

n e u r o n ,  my r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  t h e  

s p i k i n g  n e u r o n  h a s  a h i g h e r  s e n s i t i v i t y  t o  l i g h t  t h a n  c a n  

be  d e t e r m i n e d  on t h e  b a s i s  o f  r e c o r d e d  s l o w  p o t e n t i a l s  i n  

a n y  i n d i v i d u a l  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e .

\

Spe c  t  r a 1 s t ud i e s

In t h e  e a r l y  p a r t  o f  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  i t  was  

d i s c o v e r e d  t h a t  h uma ns  a r e  r e l a t i v e l y  mo r e  s e n s i t i v e  t o  

l i g h t  o f  s h o r t e r  w a v e l e n g t h  a t  o r  n e a r  t h e  v i s u a l  t h r e s ­

h o l d  t h a n  t h e y  a r e  a t  g r e a t e r  i n t e n s i t i e s  o f  i l l u m i n a t i o n  

( P u r k i n j e ,  1 8 1 9 ) .  T h i s  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  s h o r t e r  

w a v e l e n g t h  l i g h t ,  as  t h e  l e v e l  o f  i l l u m i n a t i o n  a p p r o a c h e s  

t h r e s h o l d ,  i s  c a l l e d  a P u r k i n j e  s h i f t .  In s t u d i e s  of  

s p e c t r a l  s e n s i t i v i t i e s  of  d r a g o n f l y  o c e l l a r  n e u r o n s  as  

d e t e r m i n e d  by i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s ,  i t  h a s  b e e n  r e ­

p o r t e d  t h a t  a r e v e r s e  P u r k i n j e  s h i f t  e x i s t s  f o r  h a l f  o f  

t h e  p h o t o r e c e p t o r s  e x a m i n e d  ( C h a p p e l l  and  De Vo e ,  1 9 7 5 ) .

The p h e n o me n o n  i s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  L - n e u r o n s  ( Mo b b s ,  

e t .  a l . ,  1981)  o f  t h e  d r a g o n f l y ' s  m e d i a n  o c e l l u s .  A 

r e v e r s e  P u r k i n j e  s h i f t  i s  d e f i n e d  as  . . . " a  d e c r e a s e  i n  t h e  

r e l a t i v e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l u s  i n  t h e  UV
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( s h o r t  w a v e l e n g t h )  end  o f  t h e  s p e c t r u m  a s  t h e  l e v e l  o f  i l ­

l u m i n a t i o n  d e c r e a s e s  . . . ” ( Mo b b s ,  e t  a l  , 1 9 8 1 ) .

I n  a s i n g l e  p r e p a r a t i o n ,  i t  was  s hown t h a t  o c e l l a r  

n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  e x h i b i t e d  a g r e a t e r  s e n s i ­

t i v i t y  t o  g r e e n  l i g h t  ( 4 8 5  nm) t h a n  i t  d i d  f o r  UV 

( 3 6 0  nm) l i g h t  f r o m  t h r e s h o l d  t o  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n .  An 

a n a l y s i s  o f  c o v a r i a n c e  o f  t h e  i n t e n s i t y  r e s p o n s e  c u r v e s  

p l o t t e d  f o r  t h e  t wo w a v e l e n g t h s  s howe d  t h a t  t h e  s l o p e ' s  

w e r e  p a r a l l e l  a t  p > 0 . 0 5  ( f i g u r e . 1 4 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  

u n l i k e  t h e  n o n - s p i k i n g  o c e l l a r  n e u r o n s ,  t h e  s p e c t r a l  s e n ­

s i t i v i t i e s  d i d  n o t  s h i f t .  Wha t  i s  s i g n i f i c a n t  a b o u t  

t h i s  f i n d i n g  i s  t h a t  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  a p p e a r s  t o  

p r e s e r v e  t h e  s p e c t r a l  i n f o r m a t i o n  c o l l e c t e d  i n  t h e  o c e l ­

l a r  c u p .  In o t h e r  w o r d s ,  t h e  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  t h a t  

some of  t h e  o c e l l a r  p h o t o r e c e p t o r s  h a v e  t o  g r e e n  l i g h t ,  

a t  l ow i n t e n s i t i e s  of  l i g h t ,  i s  n o t  l o s t  a t  h i g h e r  l e v e l s  

o f  i n t e g r a t i o n  w i t h i n  t h e  o c e l l a r  r e t i n a .

B e h a v i o r a l  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e L - n e u r o n  a n d  t h e  

s p i k i n g  n e u r o n

Ru c k  r e p o r t s  t h a t  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l  t h e r e  a p p e a r s  

t o  be  no f u n d a m e n t a l  d i f f e r e n c e  i n  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  

l a t e r a l  a nd  m e d i a n  o c e l l i  ( Ruc k  and E d w a r d s ,  1 9 6 4 ) ,  and
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he  h a s  s hown t h a t  t h e  ERGs r e c o r d e d  f r o m  t h e  m e d i a n  ( R u c k ,  

1 9 5 8 )  a nd  l a t e r a l  o c e l l i  ( R u c k ,  1 9 6 1 )  a r e  i d e n t i c a l .

The h y p e r p o l a r i z i n g  r e s p o n s e s  r e c o r d e d  f r o m  t h e  l a t e r ­

a l  o c e l l u s  ( f i g u r e s  11 and  12)  s how c l o s e  s i m i l a r i t i e s  t o  

t h o s e  r e s p o n s e s  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  ( C h a p p e l l  a nd  

D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ;  S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  In t h e  

m e d i a n  o c e l l u s ,  u s i n g  p r o c i o n  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s ,  c e l l s  

w h i c h  p r o d u c e  a d e p o l a r i z i n g  l i g h t  r e s p o n s e  h a v e  b e e n  i -  

d e n t i f i e d  a s  p h o t o r e c e p t o r s  a nd  t h e  p r o c e s s e s  w h i c h  p r o ­

d u c e  t h e  h y p e r p o l a r i z i n g  r e s p o n s e  t o  l i g h t  h a v e  b e e n  s hown 

t o  be  t h e  d e n d r i t e s  o f  t h e  f i b e r s  o f  t h e  o c e l l a r  n e r v e  

( C h a p p e l l  and  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  P a t t e r s o n  a n d  C h a p p e l l ,

19 8 0 )  .

S i n c e  t h e  ERG r e f l e c t s  t h e  o v e r a l l  e l e c t r i c a l  r e s p o n s e  

o f  t h e  c e l l s  o f  t h e  o c e l l a r  r e t i n a  ( R u c k ,  1 9 6 1 ;  R u c k ,  

1 9 6 6 ) ,  and s i n c e  t h e  n e u r o n s  o f  t h e  m e d i a n  ( C h a p p e l l  and  

D o w l i n g ,  1 9 7 2 )  a nd  l a t e r a l  o c e l l u s  a p p e a r  t o  h a v e  s i m i l a r  

i n t r a c e l l u l a r  r e s p o n s e s ,  i t  s ee ms  r e a s o n a b l e  t o  a s s u me  

t h a t  a l l  t h r e e  o c e l l i  h a v e  a s i m i l a r  p h y s i o l o g y .

B e s i d e s  t h e  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  l o n g e r  w a v e l e n g t h  

l i g h t  a t  l ow i l l u m i n a t i o n  l e v e l s ,  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  h a s  

u n c o v e r e d  a n u mb e r  o f  o t h e r  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  l i g h t  

r e s p o n s e  o f  t h e  o c e l l a r  s p i k i n g  n e u r o n  a n d  t h o s e  o f  t h e  L-  

n e u r o n .
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The s h a p e  o f  t h e  h i s t o g r a m s  o f  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a d i m  l i g h t  r e s  emb l e s  t h e  i n t r a c e l l u l a r  

r e s p o n s e s  o f  l a t e r a l  o c e l l a r  n o n - s p i k i n g  n e u r o n s .  The 

f r e q u e n c y  h i s t o g r a m  s hown i n  f i g u r e  40 was  g e n e r a t e d  u s ­

i n g  t h e  "Mu 11 i s p i k e s " p r o g r a m  a t  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  

l o g  I = - 7  ( s e e  M e t h o d s : E x p e r i m e n t a  1 p r o t o c o l  f o r  p h a r m ­

a c o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s ,  GABA a nd  C o b a l t ) .  I t  c a n  be s e e n  

t h a t  t h e  g r e a t e s t  d e c r e a s e  i n  s p i k e  f r e q u e n c y  o c c u r r e d  

d u r i n g  t h e  f i r s t  400  m i l l i s e c o n d s  o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e .  

D u r i n g  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  l i g h t  s t i m u l u s  t h e  f r e q u e n c y  

c o n t i n u e d  t o  r i s e ,  n e v e r  q u i t e  r e a c h i n g  t h e  " d a r k "  l e v e l .  

Many l i g h t  r e s p o n s e s  s how t h e  s p i k e  f r e q u e n c y  r e a c h i n g  

a new s t e a d y  s t a t e  d u r i n g  t h e  l a s t  s e c o n d  o f  a t wo s e c o n d  

f l a s h  w h i c h  i s  l e s s  t h a n  t h e  f r e q u e n c y  i n  t h e  d a r k  ( f i g u r e  

2 3 ,  l o g  I = - 7 ) .  T h i s  i s  a n a l o g o u s  t o  t h e  d e s c r i p t i o n  o f

t h e  l i g h t  r e s p o n s e  o f  t h e  n o n - s p i k i n g  n e u r o n  s e e n  i n
<

f i g u r e  11B,  o n l y  h e r e  i t  i s  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  w h i c h  

i s  c h a n g i n g  r a t h e r  t h a n  t h e  f r e q u e n c y .  At  l i g h t  " o f f "  

o n e  c a n  s e e  a s l i g h t  r i s e  i n  i m p u l s e  f r e q u e n c y  a nd  a 

s l i g h t  f a l l  i n  me mb r a n e  p o t e n t i a l  o f  t h e  n o n - s p i k i n g  

n e u r o n .  The s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  s h a p e  o f  t h e  f r e q ­

u e n c y  h i s t o g r a m  a n d  t h e  w a v e f o r m  of  t h e  n o n - s p i k i n g  c e l l ' s  

me mb r a n e  p o t e n t i a l  i s  t o  be  e x p e c t e d  i f  1) i m p u l s e  

f r e q u e n c y  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  me mb r a n e  p o t e n t i a l  ( K a t z ,
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1 9 5 0 )  and  2)  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i s  r e c e i v i n g  t h e  s ame 

s y n a p t i c  i n p u t  f r o m  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  as  i s  t h e  L - n e u r o n  

o r  i s  p o s t s y n a p t i c  t o  t h e  L - n e u r o n .  A l t h o u g h  t h e  l a t t e r  

p o i n t  i s  p r e s e n t l y  n o t  k n o wn ,  t h e  r e s u l t s  as  p r e s e n t e d  

a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  i d e a .

The s h a p e  o f  t h e  c u r v e  e x p r e s s i n g  t h e  c h a n g e  i n  i m­

p u l s e  f i r i n g  r a t e  d u e  t o  l i g h t  ( f i g u r e  33 i n  R i n g e r )  and  

t h e  i n t e n s i t y  r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p  f o r  m e d i a n  o c e l l a r  

n e r v e  d e n d r i t e s  ( L - n e u r o n )  a s  d e t e r m i n e d  f r o m  i n t r a c e l l u l ­

a r  r e c o r d i n g s  ( C h a p p e l l  and  D o w l i n g ,  1972 )  a r e  a l s o  d i s ­

t i n c t l y  a n a l o g o u s .  I.t i s  d i f f i c u l t  t o  c o mp a r e  t h e  v a l u e s  

o f  t h e  c u r v e s  on a p o i n t  f o r  p o i n t  b a s i s  b e c a u s e  o f  t h e  

d i f f e r e n c e s  i n  c a l i b r a t i o n  a n d  d e l i v e r y  o f  t h e  o p t i c a l  

s t i m u l u s  b e t w e e n  t h e  t wo s t u d i e s .  H o w e v e r ,  b o t h  c u r v e s  

r e a c h  a ma x i mum b e f o r e  t h e  h i g h e s t  i n t e n s i t y  s t i m u l u s  i s  

r e a c h e d ,  and  t h e n  t h e y  b e g i n  t o  d i m i n i s h  i n  r e s p o n s e  

amp 1 i t u d e .

D o w l i n g  a n d  C h a p p e l l  ( 1 9 7 2 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

me c h a n i sm f o r  t h e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n ­

d r i t e s  r e s p o n s e  c u r v e  may r e s u l t  f r o m  t h e  r i c h  s y n a p t i c  

n e u r o p i l e  w h i c h  c o u l d  m e d i a t e  l a t e r a l  a nd  f e e d b a c k  i n t e r ­

a c t i o n s .  T h i s  m i g h t  a l s o  be  t h e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  

s a t u r a t i o n  a n d  d i m i n u t i o n  o f  t h e  c h a n g e  i n  i m p u l s e  

f i r i n g  r a t e  d u e  t o  l i g h t .  H o w e v e r ,  t h i s  e f f e c t  on
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i m p u l s e  f r e q u e n c y  c h a n g e  may m e r e l y  be  d u e  t o  t h e  f a c t  

t h a t  i mp u l s e  a c t i v i t y  i s  c omp l e t e l y  i n h i b i t e d  by l i g h t  

wh o s e  i n t e n s i t y  i s  g r e a t e r  t h a n  l o g  I = - 5 o r  l og  I = - 4 

( f i g u r e  1 3 ) .  S i n c e  t h e r e  was  an  i n t e n s i t y - d e p e n d e n t  

d e c r e a s e  i n  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  ( m e a s u r e d  30 s e ­

c o n d s  a f t e r  a l i g h t  f l a s h )  ( f i g u r e  3 0 ) ,  t h e  f r e q u e n c y  j u s t  

b e f o r e  t h e  s e c o n d  o r  t h i r d  l i g h t  f l a s h  a t  a g i v e n  i n t e n ­

s i t y  ( s e e  m e t h o d s ) w o u l d  be  l e s s  t h a n  t h e  i n t e r f l a s h  f r e ­

q u e n c y  a t  t h e  p r e v i o u s  i n t e n s i t y .  Above  t h e  s t i m u l u s  

i n t e n s i t y  o f  l o g  I = - 4  t h e r e  i s  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  of  

i m p u l s e s ,  b u t  a s  t h e  i n t e n s i t y  i s  i n c r e a s e d  a b o v e  t h a t  

l e v e l  t h e  f r e q u e n c y  p r i o r  t o  s t i m u l a t i o n  i s  d i m i n i s h e d .

In o t h e r  w o r d s  t h e  p r e p a r a t i o n  i s  g o i n g  f r o m  some i n t e r -  

f l a s h  f r e q u e n c y  t o  z e r o  f r e q u e n c y .  S i n c e  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  i s  d e c r e a s i n g  w i t h  i n c r e a s i n g  s t i m u l u s  

i n t e n s i t y ,  t h e  c h a n g e  i n  s p i k e  f r e q u e n c y  due  t o  l i g h t  

w o u l d  a p p e a r  t o  d i m i n i s h .

The s i m i l a r i t i e s  i n  b e h a v i o r  c a n  be  a c c o u n t e d  f o r  i f  

one  p o s t u l a t e s  t h a t  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i s  a s e c o n d  

o r d e r  n e u r o n  r e c e i v i n g  i n f o r m a t i o n  d i r e c t l y  f r o m  t h e  

p h o t o r e c e p t o r s ,  or  i s  t h i r d  o r  h i g h e r  o r d e r ,  i t s  

r e s p o n s e  b e i n g  m e d i a t e d  t h r o u g h  t h e  L - n e u r o n .

A n e u r o n  a n a l o g o u s  t o  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  o f  t h e  d r a g ­

o n f l y  o c e l l u s  ha s  b e e n  f o u n d  i n  t h e  b r a i n  o f  t h e
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b a r n a c l e  ( S t u a r t  a n d  O e r t e l ,  1 9 7 8 ) .  T h i s  n e u r o n  a p ­

p e a r s  t o  h a v e  a c o n n e c t i o n  w i t h  t h i s  a n i m a l ' s  o c e l l u s  and 

i s  named an  A m p l i f y i n g  c e l l  o r  A - c e l l .  The  p r o p e r t i e s  

o f  t h e  A - c e l l  s u g g e s t  t h a t  i t  i s  t h i r d  o r d e r ,  t h a t  i t  

f i r e s  t e t r o d o t o x i n  s e n s i t i v e  s p i k e s ,  t h a t  i t  i s  mo r e  

s e n s i t i v e  t o  l i g h t  t h a n  l o we r  o r d e r  c e l l s ,  a nd  t h a t  i t s  

i n t e n s i t y - r e s p o n s e  r a n g e  i s  n a r r o w e r  t h a n  t h e  i d e n t i f i e d  

s e c o n d  o r d e r  n e u r o n  o f  t h a t  s y s t e m .



85
\

A M o d e l ;  s p i k e  f i r i n g  b e t w e e n  t wo t h r e s h o l d s

A mo d e l  w h i c h  c o u l d  s e r v e  a s  a f r a m e w o r k  t o  e x p l a i n  

some o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  f i n d i n g s  i s  o n e  w h i c h  p r e s u m e s  

t h a t  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i s  s e c o n d  o r d e r  t o  t h e  p h o t o ­

r e c e p t o r .  The  i m p u l s e  g e n e r a t i n g  c e l l  w o u l d  r e c e i v e  

i n h i b i t o r y  c h o l i n e r g i c  i n p u t  f r o m  t h e  p h o t o r e c e p t o r .

I t  w o u l d  a l s o  r e c e i v e  e x c i t a t o r y  GABAn e r g i c  i n p u t  f r o m  

o t h e r  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  w h i c h  b e h a v e  i n  a m a n n e r  

s i m i l a r  t o  t h e  L-  n e u r o n  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s .  The  i d e a  

t h a t  t h e r e  a r e  l a t e r a l  s y n a p t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  L-  

n e u r o n s  a nd  b e t  we en p h o t o r e c e p t o r s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  

p r e v i o u s l y  by S t o n e  ( 1 9 8 2 ) .

The s p i k i n g  n e u r o n  w o u l d  a l s o  h a v e  t wo s p i k e  f i r i n g  

t h r e s h o l d s .  A l ow t h r e s h o l d  b e l o w  w h i c h  no i m p u l s e s  a r e  

g e n e r a t e d ,  a nd  a h i g h  t h r e s h o l d  a b o v e  w h i c h  no i m p u l s e s  

a r e  g e n e r a t e d  ( f i g u r e  4 1 ) .  A n e u r o n  w i t h  s u c h  a m e c h a n ­

i s m h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  s t o m a t o g a s t r i c  n e r v o u s  

s y s t e m  o f  t h e  l o b s t e r  Ho ma r u s  gar mnar us  ( R o b e r t s o n  a n d  

M o u l i n s ,  1 9 8 1 ) .  The  d e p o l a r i z a t i o n  o f  t h i s  n e u r o n  

a b o v e  a me mb r a n e  p o t e n t i a l  of  - 3 0  mv r e s u l t s  i n  t h e  i n ­

h i b i t i o n  o f  i m p u l s e s .  A h y p e r p o l a r i z a t i o n  g r e a t e r  t h a n  

- 6 0  mv a l s o  r e s u l t s  i n  s p i k e  i n h i b i t i o n ‘ ( R o b e r t s o n  and
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M o u l i n s ,  1 9 8 1 ) .

In t h e  a b s e n c e  o f  s y n a p t i c  t r a n s m i s s i o n ,  t h e  me mb r a n e  

p o t e n t i a l  c o u l d  be b e l o w  t h e  l o w e r  s p i k e  g e n e r a t i n g  

t h r e s h o l d  a nd  t h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  

f i n d i n g  t h a t  o c e l l a r  n e r v e  p r e p a r a t i o n s  p e r f u s e d  w i t h  

12 nrM c o b a l t  d i d  n o t  f i r e  i m p u l s e s .  I f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  

t h e n ,  p e r h a p s  GABAn e r g i c  i n p u t  i s  n e c e s s a r y  f o r  s p i k e  i n i ­

t i a t i o n .  In t h e  d a r k ,  u n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i ­

t i o n s ,  a s m a l l  a mo u n t  o f  i n h i b i t o r y  i n p u t  f r o m t h e  p h o t o ­

r e c e p t o r s  a nd  a g r e a t e r  a mo u n t  o f  e x c i t a t o r y  i n p u t  f r o m  

t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  w o u l d  i m p i n g e  u p o n  t h e  d e n ­

d r i t e s  o f  t h e  s p i k i n g  n e u r o n ,  s u r r ma t e  a t  t h e  s i t e  o f  s p i k e  

i n i t i a t i o n ,  and  t h u s  b r i n g  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l ,  a t  t h i s  

s i t e ,  a b o v e  t h e  l o we r  t h r e s h o l d .

I n  t h e  l i g h t ,  t h e  d o u b l e  e f f e c t  o f  a l o t  o f  i n h i b i t o r y  

t r a n s m i t t e r  a nd  v e r y  l i t t l e  e x c i t a t o r y  t r a n s m i t t e r  w o u l d  

r e s u l t  i n  a n  i n h i b i t i o n  o f  a c t i v i t y .

At  l i g h t  " o f f " ,  t h e  d u a l  a c t i o n  of  t h e  a b s e n c e  o f  i n ­

h i b i t i o n  a n d  t h e  r e l e a s e  o f  e x c i t a t o r y  t r a n s m i t t e r  w o u l d  

r e s u l t  i n  a s u d d e n  i n c r e a s e  i n  f r e q u e n c y  w h i c h  w o u l d  s u b ­

s i d e  a s  GABA f a c i l i t a t e d  r e l e a s e  o f  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  

ma d e  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  mo r e  n e g a t i v e .

In ma ny  p r e p a r a t i o n s ,  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  f i r e d  a 

s i n g l e  s p i k e  or  b u r s t  of  s p i k e s  a t  l i g h t  " o f f " ,  w h i c h  was
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f o l l o w e d  by a p e r i o d  o f  i n h i b i t i o n  s o m e t i m e s  l a s t i n g  f o r  

s e c o n d s .  The  i m p u l s e  a c t i v i t y  w o u l d  t h e n  r e t u r n  a f t e r  a 

p e r i o d  o f  a b o u t  a s e c o n d ,  a t  a h i g h e r  r a t e  t h a n  b e f o r e  t h e  

s t i m u l u s .  A f t e r  a n umbe r  o f  s e c o n d s ,  d e p e n d i n g  upon  

t h e  s t i m u l u s  i n t e n s i t y ,  t h e  f r e q u e n c y  w o u l d  g r a d u a l l y  r e ­

t u r n  t o  i t s  p r e f l a s h  v a l u e s .  A c o n c e i v a b l e  s e q u e n c e  of  

e v e n t s  t h a t  m i g h t  be c o n s i s t e n t  w i t h  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  

f i n d i n g s  i s  t h a t  a t  l i g h t  " o f f " ,  t h e  p r e s u m p t i v e  GABAner -  

g i c  i n p u t  o n t o  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  d e p o l a r i z e d  i t s  mem­

b r a n e  a b o v e  t h a t  o f  an  u p p e r  t h r e s h o l d  t o  f i r i n g .  The  

r a p i d  d e c r e a s e  i n  me mb r a n e  p o t e n t i a l  p a s t  t h e  h i g h e r  

t h r e s h o l d  m i g h t  a l l o w  t h e  s i n g l e  o r  s h o r t  b u r s t  o f  s p i k e s  

f o l l o w e d  by t h e  i n h i b i t i o n .  As t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  

d r o p p e d ,  p o s s i b l y  d u e  t o  a GABA f a c i l i t a t e d  a c e t y l c h o l i n e  

r e l e a s e ,  t h e  p o t e n t i a l  w o u l d  d r o p  b e l o w  t h e  u p p e r  t h r e s ­

h o l d  and t h e  n e u r o n  w o u l d  b e g i n  t o  f i r e  i m p u l s e s  a t  a 

h i g h e r  f r e q u e n c y  t h a n  i t s  p r e f l a s h  r a t e .

A l t h o u g h  h i g h  d o s e s  o f  GABA c a n  i n h i b i t  i m p u l s e  a c ­

t i v i t y ,  d u r i n g  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  d r u g  a c t i o n ,  i t  c a n  be 

s e e n  t h a t  t h e  i m p u l s e  f i r i n g  r a t e  f i r s t  i n c r e a s e s  i n  t h e  

d a r k  a n d  t h e  l i g h t  b e f o r e  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  t a k e s  

p l a c e  ( f i g u r e  3 5 ) .  A l s o  r i g h t  a f t e r  . t h e  s t a r t  o f  t h e  

w a s h ,  one  f i n d s  t h e  f i r i n g  r a t e  i n  t h e  d a r k  c o mi n g  b a c k  

a t  a much  h i g h e r  f r e q u e n c y  t h a n  p r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  d r u g
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p e r f u s i o n  ( f i g u r e s  35 and  3 8 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  n o t i o n  t h a t  l ow c o n c e n t r a t i o n s  o f  GABA i n c r e a s e  s p i k e  

f r e q u e n c y ,  and  t h a t  w a s h i n g  c a u s e s  t h e  s u b s y n a p t i c  GABA 

c o n c e n t r a t i o n  t o  d e c r e a s e  w i t h  t i m e .  A d o s e  r e s p o n s e  

s t u d y  on t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  

d r u g  on i m p u l s e  f r e q u e n c y  w o u l d  be  an  i n t e r e s t i n g  t e s t  

o f  t h e  mo d e l  i n  t h e  f u t u r e .

When an  i n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  was  d o n e  i n  t h e  p r e ­

s e n c e  of  GABA, a l t h o u g h  no i m p u l s e  a c t i v i t y  was  o b s e r v e d  

i n  t h e  d a r k ,  a c t i o n  p o t e n t i a l s  w e r e  s e e n  d u r i n g  t h e  t i m e  

of  i l l u m i n a t i o n .  One  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  m i g h t  be  t h a t  

s i n c e  l i g h t  s t i m u l a t e d  r e l e a s e  o f  t h e  a c e t y l c h o l i n e  w o u l d  

t e n d  t o  ma k e  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  mo r e  n e g a t i v e ,  i t  

c o u l d  b r i n g  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  b e l o w  t h e  u p p e r  i m p u l s e  

f i r i n g  t h r e s h o l d  a n d  t h u s  i n c r e a s e  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  f i r ­

i ng  an a c t i o n  p o t e n t i a l ( f i g u r e  4 1 ) .  T h i s  c o u l d  a c c o u n t  

f o r  t h e  b u r s t  o f  i m p u l s e s  w h i c h  a r e  s e e n  d u r i n g  l ow and  

i n t e r m e d i a t e  i n t e n s i t y  i l l u m i n a t i o n ,  t h e  a p p e a r a n c e  of  

s p i k e s  d u r i n g  t h e  i n t e r f l a s h  p e r i o d  a f t e r  h i g h  i n t e n s i t y  

l i g h t  s t i m u l a t i o n ,  and  t h e i r  s u b s e q u e n t  i n h i b i t i o n  d u r i n g  

t h e  l i g h t .  I t  m i g h t  a l s o  a c c o u n t  f o r  t h e  s h i f t  i n  t h e  

o c c u r r e n c e  of  t h e  ma x i mum GABA- i n d u c e d  i m p u l s e  a c t i v i t y  

s e e n  d u r i n g  t h e  l i g h t  as  t h e  i n t e n s i t y  i s  i n c r e a s e d  up 

t o  1og I = - 3  .
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S i n c e  t h e  m a g n i t u d e  o f  a p o s t - s y n a p t i c  r e s p o n s e  i s  

p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r a n s m i t t e r  ( K a t z ,  

1 9 6 2 ) ,  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m L - n e u r o n s  s u g g e s t  

t h a t  a l a r g e r  a mo u n t  o f  t r a n s m i t t e r  i s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  

p h o t o r e c e p t o r s  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  a l i g h t  r e s p o n s e  r e l a ­

t i v e  t o  t h e  a mo u n t  r e l e a s e d  d u r i n g  t h e  s u s t a i n e d  p o r t i o n  

o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e .  T h a t  i s ,  one  c a n  s e e  an i n i t i a l  

t r a n s i e n t  h y p e r p o 1 a r i z i n g  wa v e  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  

r e s p o n s e  w h i c h  i s  l a r g e r  i n  m a g n i t u d e  t h a n  t h e  s u s t a i n e d  

h y p e r p o l a r i z a t i o n  s e e n  a f t e r  t h e  f i r s t  f e w h u n d r e d  m i l l i ­

s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  " o n " .  The  r e l e a s e  o f  r e c e p t o r  t r a n s ­

m i t t e r  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  a l ow i n t e n s i t y  l i g h t  s t i m u l u s  

c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  s p i k e  b u r s t  s e e n  a t  l i g h t  " o n "  i n 

t h e  p r e s e n c e  of  GABA ( f i g u r e  3 7 ) ,  s i n c e  t h i s  c o i n c i d e s  

w i t h  t h e  o c c u r r e n c e  of  t h e  t r a n s i e n t  h y p e r p o 1 a r i z a t i o n  

of  t h e  r e s p o n s e .  I f  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e  t h e n  r e t u r n e d  

t o  some s u s t a i n e d  l e v e l  so t h a t  me mb r a n e  p o t e n t i a l  r e ­

t u r n e d  t o  a l e v e l  a b o v e  t h e  u p p e r  t h r e s h o l d ,  s p i k i n g  

a c t i v i t y  w o u l d  m o r e  l i k e l y  be  f a c i l i t a t e d  d u r i n g  t h e  i n ­

i t i a l  p a r t  o f  t h e  l i g h t  s t i m u l u s .  As t h e  s t i m u l u s  i n t e n ­

s i t y  was  i n c r e a s e d ,  t h e  i n i t i a l  t r a n s i e n t  wa ve  w o u l d  d r o p  

t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  b e l o w  t h e  l o we r  t h r e s h o l d  a t  t h e  

b e g i n n i n g  o f  t h e  l i g h t  f l a s h  s o  t h a t  no i mpu 1 s e s  w o u l d  

a p p e a r  a t  t h a t  t i m e ,  b u t  t h e  s u s t a i n e d  h y p e r p o 1a r i z a t i o n ,
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w h i c h  i s  l o we r  i n  m a g n i t u d e  t h a n  t h e  i n i t i a l  t r a n s i e n t  

w a v e ,  c o u l d  b r i n g  t h e  me mb r a n e  t o  a p o t e n t i a l  b e t w e e n  

b o t h  t h r e s h o l d s  t h u s  a l l o w i n g  t h e  n e u r o n  t o  f i r e  i m p u l s e s .  

At  t h e  h i g h e s t  i n t e n s i t i e s  b o t h  t h e  t r a n s i e n t  and  s u s ­

t a i n e d  h y p e r p o l a r i z a t i o n  m i g h t  b r i n g  t h e  me mb r a n e  p o t e n ­

t i a l  b e l o w  t h e  l o we r  t h r e s h o l d  f o r  t h e  e n t i r e  p e r i o d  of  

i l l u m i n a t i o n  r e s u l t i n g  i n  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n .

I f  t h e r e  i s  an i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e c e p t o r  t  r an - 

s m i t t e r  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  t i m e  b e t w e e n  f l a s h e s  o f  a b r i g h t  

l i g h t  ( when t h e  p r e p a r a t i o n  i s  p e r f u s e d  w i t h  GABA) t h e n  

t h i s  m i g h t  a c c o u n t  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  

d u r i n g  t h e  i n t e r f l a s h  p e r i o d  a nd  i t s  s u b s e q u e n t  i n h i b i t i o n  

w h i l e  t h e  l i g h t  wa s  on ( f i g u r e  36 H and I ) .  The  i n t e n ­

s i t y  d e p e n d e n t  d e c r e a s e  i n  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  

a s  m e a s u r e d  3 0 . s e c o n d s  a f t e r  a l i g h t  f l a s h  ( i n  R i n g e r ) s u g -  

g e s t s  t h a t  e f f e c t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  r e c e p t o r  t r a n s m i t ­

t e r  r e m a i n  l o n g  a f t e r  t h e  e nd  o f  t h e  s t i m u l u s  ( f i g u r e  3 0 ) .  

H o w e v e r ,  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a l ow i n t e n s i t y  s t i m u l u s  c a n  

c a u s e  a m o r e  s e v e r e  d e c r e a s e  i n  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a l ow d o s e  of  c u r a r e  t h a n  i t  w o u l d  i n  

R i n g e r  i s  n o t  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  i d e a  ( f i g u r e  2 9 ) .

A l t h o u g h  t h e  n o t i o n  t h a t  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i s  r e c e i v ­

i ng  e x c i t a t o r y  GABAn e r g i c  i n p u t  f r o m  a d j a c e n t  o c e l l a r  

n e r v e  d e n d r i t e s  a n d  i n h i b i t o r y  c h o l i n e r g i c  i n p u t  f r o m
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p h o t o r e c e p t o r s  i s  i n t r i g u i n g  a n d  c o n s i s t e n t  w i t h  m o s t  o f  

t h e  e x p e r i m e n t a l  f i n d i n g s ,  a n  a l t e r n a t e  p o s s i b i l i t y  c o u l d  

be  t h a t  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i s  t h i r d  o r  h i g h e r  o r d e r  a n d  i s  

r e c e i v i n g  i n p u t  f r o m  a s e c o n d  o r d e r  n e u r o n .
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P h a r m a c o I o g y

E f f e c t  o f  C u r a r e  on t h e  l i g h t  r e s p o n s e  and  i n t e r f l a s h  

f r e q u e n c y

C u r a r e  i s  a c l a s s i c a l  n i c o t i n i c  c h o l i n e r g i c  a n t a g o n i s t  

w h i c h  a c t s  by c o m p e t i n g  f o r  t h e  a c e t y l c h o l i n e  b i n d i n g  s i t e  

on t h e  p o s t - s y n a p t i c  me mb r a n e  ( K o e l l e ,  1 9 7 5 b ) .

I t s  e f f e c t  on t h e  1 i g h t - i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  i m p u l s e  

a c t i v i t y  ( f i g u r e s  22 and  27)  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  e v i d e n c e  

o b t a i n e d  by o t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  

a c e t y l c h o l i n e  i s  t h e  t r a n s m i t t e r ,  w h i c h  i s  r e l e a s e d  i n 

i n c r e a s i n g  a m o u n t s  i n  r e s p o n s e  t o  l i g h t ,  and  c a u s e s  a 

g r a d e d  h y p e r p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  s e c o n d  o r d e r  c e l l  

( D o w l i n g  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 2 ;  K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ;  

S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

I t  h a s  a l r e a d y  b e e n  s hown t h a t  c u r a r e  c a n  a l t e r  t h e  

l i g h t  e v o k e d  " o f f "  r e s p o n s e  o b s e r v e d  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  

p h o t o r e c e p t o r s  ( S t o n e  and C h a p p e l l ,  1 9 8 1 )  a nd  b l o c k  t h e  

L - n e u r o n ' s  r e s p o n s e  t o  l i g h t  ( K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ) .  

No t  o n l y  h a s  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  s hown t h a t  c u r a r e  c a n  a l s o  

a f f e c t  t h e  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y ,  b u t  i t  h a s  r e ­

v e a l e d  some i n t e r e s t i n g  e f f e c t s  o f  l ow c o n c e n t r a t i o n s  o f  

t h e  d r u g  on o c e l l a r  p h y s i o l o g y  t h a t  w e r e  n o t  c l e a r l y
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d i s c e r n i b l e  u s i n g  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  t e c h n i q u e s  

( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

At  l ow d o s e s ,  c u r a r e  d e c r e a s e d  t h e  s l o p e  o f  t h e  i n t e n ­

s i t y  vs  f r e q u e n c y  ( i m p u l s e )  r e l a t i o n s h i p  ( f i g u r e s  31 and  

3 2 ) .  T h i s  e f f e c t  c a n  be  s e e n  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  a s  

l i t t l e  a s  50 um o f  c u r a r e  t o  t h e  b a t h i n g  me d i u m.  F u r t h e r  

i n c r e a s e s  i n  d r u g  d o s e  s h i f t e d  t h i s  r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  

r i g h t ,  w i t h o u t  a f u r t h e r  c h a n g e  i n  s l o p e .  A n o t h e r  way of  

e x p r e s s i n g  t h i s  f i n d i n g  i s  t o  s a y  t h a t  d u r i n g  i l l u m i n a t i o n ,  

50 uM of  t h e  d r u g  d e c r e a s e d  t h e  i m p u l s e  f r e q u e n c y  whe n  

c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  ( R i n g e r )  v a l u e s  ( f i g u r e  2 2 B ) ,  w h i l e  

h i g h e r  c u r a r e  c o n c e n t r a t i o n s  e f f e c t e d  a d o s e - d e p e n d e n t  

i n c r e a s e  i n  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  f r o m  t h a t  l e v e l .  The  

f o r m e r  was  an u n e x p e c t e d  f i n d i n g .

C l a s s i c a l l y  s p e a k i n g ,  t h e  g r e a t e r  t h e  d e g r e e  of  p r e -  

s y n a p t i c  d e p o l a r i z a t i o n  t h e  g r e a t e r  t h e  r e l e a s e  o f  t r a n s ­

m i t t e r  ( K a t z  and  M i l e d i ,  1 9 6 5 ;  K a t z  and  M i l e d i ,  1 9 6 7 ) .

S i n c e  t h e r e  i s  a d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  l i g h t  

i n t e n s i t y  a nd  t h e  l e v e l  o f  d e p o l a r i z a t i o n  r e c o r d e d  i n  t h e  

r e c e p t o r  t e r m i n a l s  ( C h a p p e l l  and D o w l i n g ,  1 9 7 2 ;  S t o n e ,  

1 9 8 2 ) ,  i t  i s  a s s u me d  t h a t  a g r a d e d  i n c r e a s e  i n  l i g h t  i n ­

t e n s i t y  s h o u l d  r e s u l t  i n  g r a d e d  a mo u n t s  o f  t r a n s m i t t e r  

r e l e a s e .  T h e r e f o r e  f i g u r e  31 may be  t h o u g h t  o f  a s  a 

s e r i e s  o f  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e s .  T h a t  i s ,  t h e  r e l a t i v e
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d o s e  of  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  t h a t  c a u s e s  a g i v e n  r e p o n s e  

i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  

( c u r a r e ) .

C o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  i s  c o n v e n t i o n a 11y d i s p l a y e d  a s  

a p a r a l l e l  s h i f t  t o  t h e  r i g h t  o f  t h e  s e m i - l o g  p l o t  o f  a 

d o s e - r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p  ( J e n k i n s o n ,  1 9 6 0 ;  H o l l e n b e r g ,  

1 9 7 8 ) .  In o t h e r  w o r d s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c u r a r e ,  mo r e  

t r a n s m i t t e r  ( a  h i g h e r  i n t e n s i t y  l i g h t )  s h o u l d  be  n e e d e d  

t o  e v o k e  t h e  s ame  m a g n i t u d e  o f  r e s p o n s e  s e e n  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  t h e  d r u g ,  w i t h o u t  d e c r e a s i n g  t h e  ma x i mu m r e ­

s p o n s e .  The  f i n d i n g  t h a t  a l ow d o s e  o f  c u r a r e  c h a n g e d  

t h e  s l o p e  of  t h e  i n t e n s i t y -  f r e q u e n c y  r e l a t i o n s h i p  s u g ­

g e s t s  t h a t  c u r a r e  may  n o t  be  a c t i n g  c o m p e t i t i v e l y  on  t h e  

s p i k i n g  n e u r o n .  T h i s  c o u l d  be  e x p l a i n e d  by p o s t u l a t i n g  

t h a t  e i t h e r  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  f r e q u e n c y  i s  n o t  s o l e l y  

m o d u l a t e d  by t h e  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r ,  o r  t h a t  t h e r e  i s  

a u t o - i n h i b i t i o n  o f  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e .  B o t h  

of  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  a r e  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  d u a l  

t h r e s h o l d  mode  1 .

A u t o - i n h i b i t i o n  o r  l a t e r a l  i n h i b i t i o n  o f  p h o t o r e c e p ­

t o r s  i s  s u p p o r t e d  by a n umbe r  o f  o b s e r v a t i o n s .  At  l ow 

d o s e s  ( 5 0  uM) , c u r a r e  a p p e a r e d  t o  l o we r  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  r a t e  whe n  m e a s u r e d  30 s e c o n d s  a f t e r  a d i m o r  i n t e r ­

m e d i a t e  i n t e n s i t y  l i g h t  s t i m u l u s .  H o w e v e r ,  i t  d i d  n o t  a f -
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f e e t  t h e  s p i k e  r a t e  r e c o r d e d  f r o m  a d a r k  a d a p t e d  e y e  ( f i g ­

u r e  2 9 ) .  A s i m i l a r  e f f e c t  h a s  b e e n  s e e n  d u r i n g  i n t r a c e l l ­

u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m  m e d i a n  o c e l l a r  L - n e u r o n s .  Some of  

t h e s e  c e l l s  e x h i b i t e d  a s m a l l  me mb r a n e  h y p e r p o l a r i z a t i o n  

f o r  s e v e r a l  s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  " o f f "  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h i s  d r u g  ( S t o n e ,  p e r s o n a l  corrmun i c a t  i o n ) .

F i f t y  m i c r o m o l a r  c u r a r e  d e c r e a s e d  t h e  g a i n  o f  t h e  

s p i k i n g  n e u r o n ' s  r e s p o n s e  t o  l i g h t  ( o b s e r v e  t h e  c h a n g e  i n  

s l o p e  i n  f i g u r e  3 4 ) ,  b u t  l o w e r e d  t h e  r e s p o n s e  t h r e s h o l d  

a t  l ow l i g h t  i n t e n s i t i e s  ( f i g u r e  3 3 ) .  I n t r a c e l l u l a r  r e ­

c o r d i n g s  f r o m m e d i a n  o c e l l a r  L - n e u r o n s  w h i c h  w e r e  p e r ­

f u s e d  w i t h  c u r a r e  a l s o  s h o we d  an i n i t i a l  d e c r e a s e  i n  

t h e  r e s p o n s e  t h r e s h o l d  whe n  t h e  d r u g  was  f i r s t  a p p l i e d .  

T h i s  was  e v e n t u a l l y  f o l l o w e d  by a r e d u c t i o n  o r  l o s s  o f  t h e  

l i g h t  r e s p o n s e  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

A n a t o m i c a l  s t u d i e s  h a v e  s hown t h a t  t h e  d y a d i c  s y n a p s e s  

f r om p h o t o r e c e p t o r  t e r m i n a l s  ma ke s y n a p t i c  c o n n e c t i o n s  

o n t o  a d j a c e n t  p h o t o r e c e p t o r  t e r m i n a l s ,  a s  w e l l  as  o c e l ­

l a r  n e r v e  d e n d r i t e s .  T h i s  s y n a p t i c  a n a t o m y  s t r o n g l y  

s u g g e s t  t h a t  t h e r e  a r e  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  r e ­

c e p t o r  c e l l s  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

I f  t h e s e  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  w e r e  i n h i b i t o r y  t h e n  

a d o s e  s p e c i f i c  s e l e c t i v e  a c t i o n  by c u r a r e  on t h e s e  

t e r m i n a l  b i n d i n g  s i t e s  c o u l d  r e s u l t  i n  a r e d u c t i o n
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o f  t h e  l a t e r a l  i n h i b i t o r y  e f f e c t s .  T h i s  w o u l d  l e a d  

t o  a n  i n c r e a s e d  r e l e a s e  o f  a c e t y l c h o l i n e  o n t o  t h e  o c e l l a r  

n e r v e  d e n d r i t e s  d u r i n g  t h e  i n t e r f l a s h  p e r i o d  c a u s i n g  

1 .  t h e  s p i k e  f i r i n g  r a t e  i n  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  t o  d e ­

c r e a s e ;  and  2 .  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  o f  t h e  L - n e u r o n  t o  

h y p e r p o I a r i z e  f o r  a f e w s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  " o f f " .

At  l i g h t  " o n " ,  a b l o c k a g e  o f  l a t e r a l  i n h i b i t o r y  i n t e r ­

a c t i o n s  by a l ow d o s e  o f  c u r a r e  c o u l d  r e s u l t  i n  a l a r g e r  

a mo u n t  o f  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  b e i n g  r e l e a s e d  d u e  t o  

l i g h t .  T h i s  w o u l d  r e s u l t  i n  a l a r g e r  r e s p o n s e  t o  i l l u m ­

i n a t i o n  i n  t h e  s e c o n d  o r  h i g h e r  o r d e r  c e l l s  a nd  w o u l d  a c ­

c o u n t  f o r  t h e  a p p a r e n t  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  s e e n  i n  

i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m L - n e u r o n s  a nd  e x t r a c e l l u l a r  

s p i k e  a n a l y s i s  f r o m  s p i k i n g  n e u r o n s .

H o w e v e r ,  t h e  d e c r e a s e  i n  g a i n  s e e n  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  

o f  50 uM c u r a r e  c a n n o t  be e x p l a i n e d  s o l e l y  on t h e  b a s i s  of  

an i n h i b i t i o n  o f  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  r e c e p t o r  

c e l l s  s i n c e  a d e c r e a s e  i n  l a t e r a l  i n h i b i t i o n  s h o u l d  r e s u l t  

i n  a n  i n c r e a s e  i n  g a i n .  I t  may be  t h a t  a n o t h e r  t r a n s m i t ­

t e r  i s  n e e d e d  t o  m o d u l a t e  o c e l l a r  s e n s i t i v i t y .  P e r h a p s  

t h e  r e l e a s e  o r  t h e  a c t i o n  of  t h i s  o t h e r  t r a n s m i t t e r  i s  

a l t e r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  of  c u r a r e  r e s u l t i n g  i n  t h e  l e v e l ­

i ng  o f  t h e  s l o p e  f o r  t h e s e  c u r v e s  ( f i g u r e  32 a nd  3 4 ) .
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E f f e c t s  o f  C u r a r e  on t h e  d a r k  f i r i n g  r a t e

B e s i d e s  i t s  e f f e c t  on t h e  l i g h t  r e s p o n s e ,  c u r a r e  c a u s e d
i

an i n c r e a s e  i n  t h e  i m p u l s e  f i r i n g  r a t e  i n  t h e  d a r k  w h i c h  

wa s  d o s e  d e p e n d e n t  o v e r  a c e r t a i n  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  

( f i g u r e s  22A a nd  2 9 ) .  T h i s  w o u l d  be  e x p e c t e d  i f  t h e  p h o t o ­

r e c e p t o r s  s p o n t a n e o u s l y  r e l e a s e  some t r a n s m i t t e r  i n  t h e  

d a r k  ( K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ) .  S i n c e  s p i k e  f r e q u e n c y  

i s  p r o p o r t i o n a l  t o  me mb r a n e  p o t e n t i a l  ( K a t z ,  1 9 5 0 ) ,  i f  t h e  

i n c r e a s e  i n  d a r k  a n d  i n t e r f l a s h  i m p u l s e  f r e q u e n c y  w e r e  due  

t o  c u r a r e ' s  a c t i o n  a s  a c h o l i n e r g i c  a n t a g o n i s t  a t  t h e  

p o s t - s y n a p t i c  me mb r a n e  o f  t h e  d e n d r i t e s ,  t h a n  one  wo u l d  

e x p e c t  t o  s e e  a s i g n i f i c a n t  d r u g  i n d u c e d  d e p o l a r i z i n g  

c h a n g e  i n  t h e  L - n e u r o n  d a r k  r e s t i n g  p o t e n t i a l  i n  t h e  p r e ­

s e n c e  o f  t h i s  d r u g .  Such a c h a n g e  was  i n  f a c t  r e p o r t e d  

a n d  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r e s e n t  f i n d i n g s  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

T h i s  s u p p o r t s  t h e  i d e a  t h a t  s p i k e  f r e q u e n c y  i s  a r e ­

l i a b l e  p r o b e  o f  c h a n g e s  i n me mb r a n e  p o t e n t i a l .  Wh e r e a s  

c h a n g e s  i n  p o t e n t i a l  o f  o n l y  a f e w  m i l l i v o l t s  a r e  o f t e n  

h a r d  t o  q u a n t i f y  b e c a u s e  of  t h e  p e r t u r b a t i o n s  o f  t h e  b a s e ­

l i n e  a s  s e e n  on an  o s c i l l o s c o p e ,  s m a l l  c h a n g e s  i n  me mb r a n e  

p o t e n t i a l  may be  q u i t e  s i g n i f i c a n t  i n  t e r m s  o f  m o d u l a t i n g  

s p i k e  f r e q u e n c y .  A l s o  s i n c e  e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  a r e  

n o n - i n v a s i v e , u n c e r t a i n t y  as  t o  t h e  e f f e c t  o f  c e l l  damage
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on i n t r a c e l l u l a r  v o l t a g e  m e a s u r e m e n t s  a r e  e l i m i n a t e d .

F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  e x t r a c e l l u l a r  s p i k e  f r e q u e n c y  m e a s u r e ­

m e n t s  a p p e a r s  t o  be  a u s e f u l  way t o  m o n i t o r  m i n u t e  

c h a n g e s  i n  i n t r a c e l l u l a r  p o t e n t i a l .

L a t e r a l  i n h i b i t o r y  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p h o t o r e c e p t o r s

The  s e l e c t i v i t y  o f  d r u g  a c t i o n  i s  t w o - f o l d ,  f i r s t  i t  

i s  d o s e  d e p e n d e n t  i n  t h a t  a l ow d o s e  d e c r e a s e s  t h e  r e ­

s p o n s e  t h r e s h o l d  w h e r e a s  h i g h e r  d o s e s  r a i s e  t h i s  t h r e s ­

h o l d  ( f i g u r e  3 3 ) .  S e c o n d ,  i t s  e f f e c t  on t h e  i n t e r -  

f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  o c c u r s  o n l y  a f t e r  a l i q h t  f l a s h .

I f  c u r a r e  m e r e l y  c o m p e t e s  w i t h  a c e t y l c h o l i n e  f o r  n i c o t i n i c  

b i n d i n g  s i t e s ,  t h e n  t r a n s m i t t e r  c o n c e n t r a t i o n s  w i t h i n  t h e  

s y n a p t i c  c l e f t  s h o u l d  a f f e c t  i t s  a c t i o n s .  I t  i s  u n l i k e l y  

t h a t  c u r a r e  i s  a f f e c t i n g  GABA r e c e p t o r s  i n  t h e  o c e l l u s  

( i f  t h e y  e x i s t )  b u t  t h i s  i s  a p o s s i b i l i t y .  H o w e v e r , i n  

o n e  s t u d y  on t h e  e f f e c t s  o f  GABA i n  B u l l f r o g  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i o n ,  c u r a r e  was  r o u t i n e l y  a d d e d  t o  t h e  b a t h i n g  me d i u m 

o f  an i n  v i t r o  p r e p a r a t i o n .  No e f f e c t  o f  c u r a r e  was  r e ­

p o r t e d  a f t e r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  t e s t  d o s e  o f  GABA 

( K a t o ,  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ) .

One r e a s o n a b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  

c u r a r e  i s  as  f o l l o w s .  As s u mi n g  t h e r e  i s  a r e s t i n g  r e l e a s e
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o f  a c e t y l c h o l i n e  ( s e e  B a c k g r o u n d  I n f o r m a t i o n :  S y n a p t i c  

F e e d b a c k  M o d e l ) ,  t h e  a mo u n t  o f  p h o t o r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  

r e l e a s e d  i n  t h e  l i g h t  may be  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  g r e a t e r  

t h e n  t h e  s p o n t a n e o u s  d a r k  r e l e a s e ,  s o  t h a t  i n  t h e  l i g h t ,  

a t  l ow d r u g  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  c u r a r e / a c e t y l c h o l i n e  r a t i o  

i n  t h e  s y n a p t i c  c l e f t  m i g h t  be  t o o  s m a l l  t o  h a v e  a l a r g e  

e f f e c t  on t h e  l i g h t  r e s p o n s e .  But  r i g h t  a f t e r  a b r i g h t  

f l a s h  t h e  a mo u n t  o f  a c e t y l c h o l i n e  w o u l d  d e c r e a s e  t o  some 

c o n c e n t r a t i o n  g r e a t e r  t h a n  i n  t h e  d a r k  a d a p t e d  s t a t e  

t h o u g h  l e s s  t h a n  w h a t  i t  i s  d u r i n g  i l l u m i n a t i o n .  At  t h i s  

t i me  a l ow d o s e  o f  c u r a r e  c o u l d  s u c c e s s f u l l y  c o m p e t e  w i t h  

t h e  t r a n s m i t t e r  r e s u l t i n g  i n  i t s  e f f e c t  on t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y .  A f t e r  an  h o u r  o f  d a r k  a d a p t a t i o n ,  t h e  

s p o n t a n e o u s  r e l e a s e  o f  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  w o u l d  h a v e  

d r o p p e d  s o  as  t o  p r e c l u d e  a c t i o n  by a n y  c o n c e n t r a t i o n  

o f  c u r a r e  ( no  t r a n s m i t t e r  so n o t h i n g  t o  b l o c k ) .  T h i s  

w o u l d  e x p l a i n  why 50 um c u r a r e  a f f e c t e d  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  w i t h o u t  a f f e c t i n g  t h e  d a r k  a d a p t e d  i m p u l s e  

r a t e .

I f  t h e r e  i s  no a c e t y l c h o l i n e  t o  i n t e r a c t  w i t h  i n  

t h e  d a r k ,  why d o e s  t h e  d a r k  a d a p t e d  s p i k e  f r e q u e n c y  be c ome  

d o s e  d e p e n d e n t  t o  c u r a r e  c o n c e n t r a t i o n s  o v e r  100 uM ( f i g ­

u r e  2 9 ) ?  Why d o e s  50 uM c u r a r e  d e c r e a s e  t h e  t h r e s h o l d  a t  

w h i c h  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i s  a f f e c t e d  by l i g h t ?  I n  a d d i -
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t i o n ,  i f  c u r a r e  b l o c k s  c h o l i n e r g i c  p o s t - s y n a p t i c  b i n d i n g  

s i t e s  why d o e s  t h i s  l ow d o s e  c a u s e  a d e c r e a s e  i n s t e a d  o f  

an i n c r e a s e  i n  f r e q u e n c y ?

One way t o  g e t  a r o u n d  t h i s  d i l e mma  i s  t o  p o s t u l a t e  t h a t  

t h e r e  a r e  p r e s y n a p t i c  c h o l i n e r g i c  b i n d i n g  s i t e s  on t h e  

p h o t o r e c e p t o r s  a nd  t h a t  t h e s e  b i n d i n g  s i t e s  h a v e  a 

h i g h e r  a f f i n i t y  f o r  c u r a r e  t h a n  t h e  c h o l i n e r g i c  s i t e s  o f  

t h e  d e n d r i t e s  o f  t h e  s p i k i n g  c e l l .  I n t h i s  way t h e  d o s e  

d e p e n d e n c y  w o u l d  be  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  b i n d i n g  

c o n s t a n t s  b e t w e e n  t h e  t wo c l a s s e s  o f  r e c e p t o r s  ( K o e l l e ,  

1 9 6 1 ) .  T h a t  i s  a l ow d o s e  w o u l d  h a v e  a m i n i m a l  e f f e c t  on 

s y n a p t i c  t r a n s m i s s i o n  b e t w e e n  p h o t o r e c e p t o r s  a nd  s e c o n d  

o r d e r  c e l l s ,  w h i l e  h a v i n g  a l a r g e r  e f f e c t  on t h e  s u g g e s t ­

ed l a t e r a l  i n h i b i t o r y  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  n e i g h b o r i n g  

p h o t o r e c e p t o r s .  F o r  e x a m p l e ,  b l o c k i n g  t h e  l a t e r a l  i n h i b ­

i t o r y  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  a t  l ow l i g h t  

i n t e n s i t i e s  w o u l d  c a u s e  a g r e a t e r  r e l e a s e  of  r e c e p t o r  

t r a n s m i t t e r  a n d  r e s u l t  i n  an  a p p a r e n t  d e c r e a s e  i n  r e s p o n s e  

t h r e s h o l d .  The c h a n g e  i n  g a i n  c o u l d  be a c c o u n t e d  f o r  by 

a s s u m i n g  t h a t  c u r a r e  h a s  some e f f e c t  on t h e  s y n a p s e  b e ­

t we e n  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  o r d e r  c e l l s .  The  e f f e c t  o f  t h e  

d r u g  on t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  c o u l d  be  d u e  t o  an 

i n t e r r u p t i o n  o f  t h e  s y s t e m ' s  r e s e t  m e c h a n i s m .  P e r h a p s  

t h e s e  p o s t u l a t e d  l a t e r a l  s y n a p s e s  wo r k  t o  r e d u c e  t h e
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a mo u n t  o f  t r a n m i t t e r  r e l e a s e d  u n d e r  a l l  c i r c u m s t a n c e s .  By 

i n t e r f e r r i n q  w i t h  t h i s  p r o c e s s  m o r e  a c e t y l c h o l i n e  i s  

r e l e a s e d  a f t e r  a l i g h t  s t i m u l u s  t h a n  n o r m a l l y  w o u l d  b e ,  

a nd  s o  i t  t a k e s  t h e  s y s t e m  l o n g e r  t o  r e t u r n  t o  i t s  

d a r k  s t e a d y  s t a t e .

One  o t h e r  m e c h a n i s m  m i g h t  a c c o u n t  f o r  t h e  e f f e c t  o f  

c u r a r e  on t h e  i n t e r f i a s h  s p i k e  f r e q u e n c y .  S i n c e  a l ow d o s e  

s e e ms  t o  a f f e c t  t h e  s p i k e  f r e q u e n c y  o n l y  a f t e r  a l i g h t  

f l a s h ,  i t  s e e ms  r e s o n a b l e  t o  s u g g e s t  t h a t  c u r a r e  may be  

a f f e c t i n g  t h e  e n z y me  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e ,  w h i c h  i s  b e ­

l i e v e d  t o  d e g r a d e  t h e  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  ( K o e l l e ,

1 9 7 5 a ) .  One  w o u l d  i m a g i n e  t h a t  t h e  g r e a t e r  t h e  i n t e n s i t y  

o f  l i g h t  f a l l i n g  on  t h e  o c e l l u s ,  t h e  g r e a t e r  t h e  a mo u n t  

o f  a c e t y l c h o l i n e  w i l l  be  r e l e a s e d  w i t h i n  t h e  s y n a p t i c  

p l e x u s ,  a n d ' t h e  l o n g e r  i t  w o u l d  t a k e  t h e  e s t e r a s e  t o  r e ­

d u c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r a n s m i t t e r  w i t h i n  t h e  s y n a p t i c  

c l e f t .  T h i s  w o u l d  e x p l a i n  t h e  i n t e n s i t y  d e p e n d e n t  d e ­

c r e a s e  i n  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  any 

d r u g .  I f  c h o 1 i n e s t e r a s e  a c t i v i t y  w e r e  d e c r e a s e d  by c u r ­

a r e ,  i t  w o u l d  t a k e  l o n g e r  t o  l o we r  t h e  a c e t y l c h o l i n e  c o n ­

c e n t r a t i o n  i n  t h e  s u b s y n a p t i c  s p a c e ,  w h i c h  c o u l d  e x p l a i n  

t h e  d r u g - i n d u c e d  me mb r a n e  h y p e r p o l a r i z a t i o n  o b s e r v e d  i n 

t h e  L - n e u r o n  s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  " o f f "  ( S t o n e ,  p e r s o n a l  

conrmun i c a t  i o n ) a s  w e l l  a s  t h e  d r u g - i n d u c e d  d e c r e a s e
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i n i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y .  A f t e r  a n  h o u r  o f  d a r k  

a d a p t a t i o n ,  as  l o n g  a s  t h e  c u r a r e  c o n c e n t r a t i o n  was  l ow,  

t h e  e s t e r a s e  s h o u l d  be a b l e  t o  l o we r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

a c e t y l c h o l i n e  s u f f i c i e n t l y  s o  a s  t o  r e s u l t  i n  a n o r ma l  

i m p u l s e  r a t e .  A l t h o u g h  t h i s  e x p l a n a t i o n  a g r e e s  w i t h  some 

o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s ,  i t  d o e s  n o t  t a k e  i n t o  

a c c o u n t  t h e  d o s e - d e p e n d e n t  i n c r e a s e  o f  i n t e r f l a s h  s p i k e  

f r e q u e n c y  a t  h i g h e r  d r u g  d o s e s .  I f  c u r a r e ' s  a c t i o n  

w e r e  on t h e  c h o 1 i n e s t e r a s e  m o l e c u l e ,  t h e  s y n a p t i c  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  a c e t y l c h o l i n e  w o u l d  i n c r e a s e  w i t h  i n c r e a s e d  

d o s a g e  b e c a u s e  o f  t h e  i m p e d i m e n t  t o  i n a c t i v a t i o n .  U l ­

t i m a t e l y  t h i s  w o u l d  l e a d  t o  a d o s e - d e p e n d e n t  d e c r e a s e  o f  

s p i k e  f r e q u e n c y  i n  t h e  d a r k ,  a nd  i n  f a c t  t h e  o p p o s i t e  i s  

s e e n .

I t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  mo r e  p r o b a b l e  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  

c u r a r e  i n  l ow d o s e s  on t h e  d a r k  f i r i n g  r a t e  may be  

m e d i a t e d  by a r e d u c t i o n  i n  t h e  l a t e r a l  i n h i b i t o r y  i n t e r ­

a c t i o n s  p o s t u l a t e d  t o  e x i s t  b e t w e e n  n e i g h b o r i n g  p h o t o r e ­

c e p t o r s .  The  e f f e c t  o f  h i g h e r  d o s e s  o f  t h i s  d r u g  may be  

d u e  t o  i t ' s  a c t i o n  on t h e  p o s t - s y n a p t i c  c h o l i n e r g i c  b i n d ­

i ng  s i t e s  p r e s u m e d  t o  e x i s t  on t h e  d e n d r i t e s  o f  t h e  L-  

n e u r o n .  The r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  p r o p o s e d  p r e s y n -  

a p t i c  c h o l i n e r g i c  b i n d i n g  s i t e s  w h i c h  may m e d i a t e  l a t e r a l  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p h o t o r e c e p t o r s  a r e  d i f f e r e n t i a l l y
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mo r e  s e n s i t i v e  t o  c u r a r e  t h a n  t h o s e  t h o u g h t  t o  e x i s t  on 

t h e  p o s t - s y n a p t i c  m e m b r a n e s  o f  t h e  L - n e u r o n .
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E f f e c t  o f  GABA on  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  

t h e  d a r k

The  GABA- i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  s p o n t a n e o u s  o c e l l a r  

n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( f i g u r e s  35 and  36 )  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  e v i d e n c e  f r o m  o t h e r  s t u d i e s  t h a t  t h e r e  i s  a 

GABAn e r g i c c omp o n e n t  i n  t h e  d r a g o n f l y ' s  o c e l l a r  s y s t e m  

( K l i n g m a n  a n d  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ;  S t o n e  and C h a p p e l l ,  1 9 8 1 ;  

S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  GABA 

f u n c t i o n s  as  a f e e d b a c k  t r a n s m i t t e r ,  r e l e a s e d  by 

m e d i a n  o c e l l a r  L - n e u r o n s  b a c k  o n t o  p h o t o r e c e p t o r s  

t e r m i n a l s  w h e r e  i t  f a c i l i t a t e s  t h e  r e l e a s e  of  

r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  ( K l i n g m a n  a nd  C h a p p e l l ,  1 9 7 8 ;  S t o n e  

a nd  C h a p p e l l ,  1 9 8 1 ) .  S i n c e  a n a t o m i c a l  s t u d i e s  h a v e  

r e v e a l e d  w h a t  a p p e a r  t o  be  l a t e r a l  s y n a p t i c  c o n n e c t i o n s  

b e t w e e n  d e n d r i t e s  o f  t h e  L - n e u r o n s  ( D o w l i n g  a n d  C h a p p e l l ,

1 9 7 2 ) ,  i t  seem s a p p r o p r i a t e  t o  p r o p o s e  t h a t  GABA a l s o  

s e r v e s  as  t h e  t r a n s m i t t e r  w h i c h  m e d i a t e s  t h e s e  p r e s u m e d  

l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a d j a c e n t  o c e l l a r  n e r v e  d e n ­

d r i t e s  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

I f  o n e  a s s u m e s  t h a t  t h e  d r u g - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  t h e  

b e h a v i o r  o f  t h e  s p i k i n g  a c t i v i t y  w e r e  s y n a p t i c a l l y  m e d i a t ­

e d ,  t h e n  GABA c o u l d  e i t h e r  be w o r k i n g  d i r e c t l y  by b i n d i n g
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t o  GABA r e c e p t o r s  on  t h e  me mb r a n e  o f  t h e  s p i k i n g  

n e u r o n ,  i n d i r e c t l y  by m o d u l a t i n g  r e l e a s e  o f  r e c e p t o r  

t r a n s m i t t e r ,  o r  by some c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  two 

me c h a n  i s m s .

T h e r e  a r e  t h r e e  p o s s i b i l i t i e s  by w h i c h  GABA c o u l d  

wo r k  d i r e c t l y  a t  a s y n a p t i c  s i t e  t o  i n h i b i t  s p o n t a n e o u s  

i m p u l s e  a c t i v i t y .  GABA c o u l d  h y p e r p o 1a r i z e  t h e  me mb r a n e  

b e l o w  t h e  t h r e s h o l d  f o r  f i r i n g  an  i m p u l s e ,  d e p o l a r i z e  

t h e  n e u r o n  e n o u g h  t o  r e s u l t  i n  a d e p o l a r i z a t i o n  b l o c k  a t  

t h e  s i t e  o f  s p i k e  i n i t i a t i o n ,  o r  c l a mp  t h e  n e u r o n  b e l o w  

i t s  s p i k e  f i r i n g  t h r e s h o l d .  The  l a s t  m e c h a n i s m  d i f f e r s  

f r o m t h e  p r e v i o u s  t wo i n  t h a t  i t  s u g g e s t s  t h a t  a c o n ­

d u c t a n c e  c h a n n e l  c a n  be  o p e n e d  f o r  an  i o n  o r  i o n s  wh o s e  

r e v e r s a l  p o t e n t i a l  i s  b e t w e e n  t h e  t wo t h r e s h o l d s  ( s e e :  

D i s c u s s i o n  o f  d u a l  t h r e s h o l d  mo d e l ) .  I f  t h e  c o n d u c ­

t a n c e  i s  s u f f i c i e n t l y  l a r g e ,  i t  c o u l d  p r e v e n t  s p i k i n g  

a c t i v i t y  by a c t i n g  a s  a s h u n t  f o r  e l e c t r o t o n i c  c u r r e n t s .  

T h i s  p o s s i b i l i t y  h a s  n o t  b e e n  t e s t e d  i n  t h i s  p r e p a r a t i o n .  

T h e r e  i s  muc h  e v i d e n c e  t h a t  a GABAe r g i c  n e u r o n  e f f e c t s  

p r e s y n a p t i c  i n h i b i t i o n  i n  t h e  v e n t r a l  h o r n  o f  t h e  mam­

ma l  i a n  s p i n a l  c o r d  by d e p o l a r i z i n g  p r e s y n a p t i c  t e r m i n a l s  

( L e v y ,  1 9 7 7 ) .  A s i m i l a r  a c t i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  

l a t e r a l  o l f a c t o r y  t r a c t  o f  r a t  w h e r e  t h e  GABA i n d u c e d  

d e p o l a r i z a t i o n  i s  d o s e  r e l a t e d  ( P i c k l e s ,  1 9 7 9 ) .
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A d i r e c t  a c t i o n  a s s u m e s  t h a t  t h e  o v e r w h e l m i n g  e f f e c t  

a f  GABA i s  a c c o m p l i s h e d  t h r o u g h  l a t e r a l  s y n a p t i c  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  ( L - n e u r o n s  

o r  s p i k i n g  n e u r o n s ) ,  and t h i s  i s  by no me a n s  c l e a r l y  

p r o v e n .  A s i m p l e r  e x p l a n a t i o n  m i g h t  be  t h a t  t h e  p u t a ­

t i v e  t r a n s m i t t e r ,  GABA,  i s  f a c i l i t a t i n g  t h e  r e l e a s e  of  

t h e  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r ,  a n d  s i n c e  t h e  e x p e r i m e n t s  

u s i n g  c u r a r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  a c e t y l c h o l i n e  r e d u c e s  

i m p u l s e  a c t i v i t y  ( C h a p p e l l  a nd  D o w l i n g ,  1 9 7 2 ) ,  GABA 

c o u l d  be  a c t i n g  i n d i r e c t l y  by c a u s i n g  a m a s s i v e  r e l e a s e  

of  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  r e s u l t i n g  i n  an  i n h i b i t i o n  o f  

s p i k e s .

E f f e c t  o f  c o b a l t  on i m p u l s e  a c t i v i t y

The p r e p a r a t i o n  was  p e r f u s e d  w i t h  12 nrM c o b a l t  so t h a t  

s p i k e  f r e g u e n c y  c o u l d  be  m e a s u r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s y n ­

a p t i c  t r a n s m i s s i o n .  C o b a l t  i s  known t o  b l o c k  r e l e a s e  of  

c h e m i c a l  t r a n s m i t t e r s  by c o m p e t i n g  w i t h  c a l c i u m  ( We a k l y ,

1 9 7 3 ) .  R e p o r t s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  t h a t  i t  b l o c k s  t h e  

r e l e a s e  o f  a c e t y l c h o l i n e  a t  t h e  f r o g  n e u r o m u s c u l a r  

j u n c t i o n  ( We a k l y ,  1973)  and  s e r o t o n i n  a n d  n o r e p i n e p h r i n e  

i n  r a t  a n d  c a t  s p i n a l  c o r d  ( Ya k s h  a nd  T y c e ,  1 9 8 0 ) .  In 

i n v e r t e b r a t e  p r e p a r a t i o n s  i t  i s  t h o u g h t  t o  b l o c k  s y n a p t i c
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t r a n s m i s s i o n  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  up t o  40 rrM ( Z i mme r ma n ,  

1 9 7 8 ;  A i k o n  a n d  G r o s s m a n ,  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  i t  

h a s  b e e n  s hown t o  b l o c k  t h e  i n t r a c e  1 1 u 1 a r 1y r e c o r d e d  

l i g h t  r e s p o n s e  i n  m e d i a n  o c e l l a r  L - n e u r o n s  a s  w e l l  a s  

a l t e r i n g  t h e  " o f f "  r e s p o n s e  i n  d r a g o n f l y  o c e l l a r  p h o t o ­

r e c e p t o r s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a s  l ow as  6 rrM ( S t o n e  and 

C h a p p e l l ,  1 9 8 1 ;  S t o n e ,  1 9 8 2 ) .

T h e r e  was  an  i n c r e a s e  i n  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n ­

cy a f t e r  p e r f u s i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  w i t h  t h i s  i o n  f o r  f i v e  

m i n u t e s ,  and  t h e  i m p u l s e  r a t e  i n  t h e  l i g h t  was  no l o n g e r  

c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  ( f i g u r e  3 9 ) .  H o w e v e r ,  by  18 m i n ­

u t e s ,  a l l  i m p u l s e  a c t i v i t y  h a d  d r o p p e d  t o  z e r o .  As s u m­

i ng  t h a t  c o b a l t  was  n o t  a c t i n g  t o  b l o c k  i m p u l s e  g e n e r a t i o n  

a t  t h e  i n i t i a t i o n  s i t e ,  t h e n  t h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  some 

s y n a p t i c  i n p u t -  i s  n e e d e d  t o  f a c i l i t a t e  t h e  a p p e a r a n c e  of  

t h e  s p i k i n g  a c t i v i t y .  S i n c e  t h e r e  i s  s t r o n g  e v i d e n c e  

t h a t  t h e  p r e s u m e d  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  i n h i b i t s  i m p u l s e  

a c t i v i t y ,  i t  s ee ms  l i k e l y  t h a t  t h e  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e d  

f r o m  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  f a c ­

i l i t a t i n g  i m p u l s e  a c t i v i t y .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  

b o t h  w i t h  t h e  s y n a p t i c  f e e d b a c k  mo d e l  ( K l i n g m a n ,  1 9 7 6 ;  

S t o n e ,  1 9 8 2 )  a nd  t h e  d u a l  t h r e s h o l d  mo d e l  d i s c u s s e d  

e a r l i e r  i n  t h i s  p a p e r .
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GABAs e f f e c t  on  t h e  l i g h t  r e s p o n s e

One i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  i s  t h a t  GABA d i d  mo r e  t h a n  

e l i m i n a t e  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  t h e  d a r k .  In 

t h e  p r e s e n c e  o f  10 rrM GABA,  l i g h t  f l a s h e s  a t  i n t e n s i t y  

l e v e l s  b e t w e e n  l o g  I = - 6  a nd  l o g  I = - 3  f a c i l i t a t e d  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  o c e l l a r  n e r v e  a c t i o n  p o t e n t i a l s  ( f i g u r e s  

36 and 3 7 ) .  G r e a t e r  i n t e n s i t i e s  r e s u l t e d  i n  a r e s t o r ­

a t i o n  o f  t h e  i n t e r f l a s h  i m p u l s e  a c t i v i t y  a n d  i t s  i n ­

h i b i t i o n  by l i g h t .  A c c o r d i n g  t o  t h e  d u a l  t h r e s h o l d  

m o d e l ,  t h e  r e a p p e a r a n c e  o f  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k i n g  a c t ­

i v i t y  a b o v e  t h e  s t i m u l u s  i n t e n s i t y  o f  l o g  I = - 2  r e s u l t s  

f r o m  a t r e m e n d o u s  GABA i n d u c e d  e n h a n c m e n t  o f  t h e  " o f f "  

r e s p o n s e  ( f i g u r e  3 6 ) .  The  mo d e l  a s s u m e s  t h a t  t h e  l i g h t  

i n t e n s i t i e s  a t  w h i c h  i n t e r f l a s h  s p i k i n g  i s  s e e n  a r e  so 

b r i g h t  t h a t  t h e  p e r i o d  b e t w e e n  c o n s e c u t i v e  s t i m u l i  i s  

n o t  l o n g  e n o u g h  t o  a l l o w  t h e  i m p u l s e  r a t e  t o  f a l l  t o 

z e r o .

I t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  GABA w o r k s  t o  i n h i b i t  t h e  s p i k ­

i ng  n e u r o n  i n  t h e  d a r k  by c a u s i n g  r e l e a s e  o f  r e c e p t o r  

t r a n s m i t t e r . '  H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  t h e  

f i r s t  e f f e c t  o f  GABA i s  t o  p r e v e n t  t h e  c o m p l e t e  l i g h t  

m e d i a t e d  i n h i b i t i o n  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( f i g u r e  3 5 ) .

A l s o ,  b e f o r e  t h e  d a r k  f r e q u e n c y  was  b l o c k e d  an
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i n c r e a s e  i n  i n t e r f l a s h  i m p u l s e  r a t e  o c c u r r e d  w h i c h  

l a s t e d  a p p r o x i m a t e l y  7 m i n u t e s .  F r o m t h e s e  r e s u l t s

i t  a p p e a r s  t h a t  GABA d o e s  n o t  d i r e c t l y  i n h i b i t  t h e
»>

s p i k i n g  n e u r o n  by e f f e c t i n g  a me mb r a n e  h y p e r p o 1a r i z a t i o n . 

I f  i t  d i d ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  a n y  i m p u l s e  a c t i v ­

i t y  w o u l d  a p p e a r  i n  r e s p o n s e  t o  l i g h t  a n d  t h a t  i n t e r f l a s h  

f r e q u e n c y  w o u l d  r i s e  b e f o r e  i t  f e l l  d u r i n g  t h e  t i m e  of  

d r u g  p e r f u s i o n .

I t  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  d e n d r i t e s  o f  t h e  

s p i k i n g  n e u r o n  t a k e  p a r t  i n r e c i p r o c a l  and l a t e r a l  s y n ­

a p t i c  i n t e r a c t i o n s .  I f  i t  i s  a s s u me d  t h a t  t h e s e  l a t e r a l  

i n t e r a c t i o n s  a r e  i n h i b i t o r y ,  i t  w o u l d  me a n  t h a t  t h e  GABA 

r e l e a s e d  i n  t h e  d a r k ,  a l t h o u g h  f a c i l i t a t i n g  r e c e p t o r  

t r a n s m i t t e r  r e l e a s e ,  w o u l d  l i m i t  i t s  own r e l e a s e .  I f  

t h i s  w e r e  s o ,  t h e n  i t  w o u l d  be  d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n  t h e  

s p i k i n g  a c t i v i t y  s e e n  d u r i n g  l i g h t  s t i m u l a t i o n ,  s i n c e  

r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  i s  a s s u me d  t o  be i n h i b i t o r y .  I t  

d o e s  n o t  s e e m l o g i c a l  t h a t  t wo i n h i b i t o r y  t r a n s m i t t e r s  

a c t i n g  a t  t h e  s ame  t i me  w o u l d  r e s u l t  i n  a d e p o l a r i z i n g  

ac  t  i on .

T h i s  o b s e r v a t i o n  r a i s e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e r e  may 

be  a GABAn e r g i c  c o mp o n e n t  w i t h i n  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l a r  

s y s t e m  w h i c h  a p p e a r s  t o  h e l p  i n  t h e  m o d u l a t i o n  o f  t h e  

s p i k i n g  a c t i v i t y  i n a f a c i l i t o r y  f a s h i o n .  The  m e c h a n i s m



o f  GABA' s  a c t i o n  may be  v i a  a d e p o l a r i z i n g  b l o c k  

a l t h o u g h  o t h e r  p o s s i b i l i t i e s  c a n n o t  be r u l e d  o u t
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CONCLUSIONS

A m e a n s  o f  r e c o r d i n g  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  

e x t r a c e  I 1u I a r I y  f r o m  a s i n g l e  o c e l l a r  n e r v e  h a s  b e e n  d e v ­

e l o p e d .  The  r e s u l t s  h a v e  ma d e  i t  a p p a r e n t  t h a t  t h e  c o r n ­

e a l  l y  r e c o r d e d  i m p u l s e s  a r e  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e s  a n d  n o t  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e ,  t h e  a n t -  

e n n a l  n e r v e ,  o p t i c  l o b e s ,  or  v e n t r a l  n e r v e  c o r d .  T h e s e  

s p i k e s  a p p e a r  t o  be  s o d i u m  d e p e n d e n t  a nd  h a v e  a l o we r  

r e s p o n s e  t h r e s h o l d  t o  g r e e n  l i g h t  ( 4 8 5  nm) t h a n  t h e y  do 

f o r  u l t r a v i o l e t  l i g h t  ( 3 6 0  nm) .

E v i d e n c e  h a s  b e e n  p r o v i d e d  w h i c h  s t r o n g l y  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  s l o w  p o t e n t i a l  r e s p o n s e s  o f  t h e  L - n e u r o n  may be  

t h e  n o r ma l  r e s p o n s e  of  t h i s  n e u r o n  a n d  t h a t  i t  i s  n o t  

a d a ma g e d  s p i k i n g  c e l l .  A l s o ,  t h e  o b v i o u s  l a t e n c y  b e ­

t we e n  o c e l l a r  n e r v e  a c t i o n  p o t e n t i a l s  i n  a s i n g l e  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  t h e r e  i s  

o n l y  o n e  s p i k i n g  c e l l  w h i c h  p r o d u c e s  l a r g e  l i g h t  i n ­

h i b i t e d  s p i k e s  i n e a c h  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .

I t  c o u l d  n o t  be  d e t e r m i n e d  w h e t h e r  t h e  c e l l  w h i c h  i s  

g e n e r a t i n g  t h e  c o r n e a l l y  r e c o r d e d  i m p u l s e s  i s  a s e c o n d  

o r  h i g h e r  o r d e r  n e u r o n ,  b u t  t h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  

t h e  p a t t e r n  o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i s  w h a t  o n e  w o u l d  e x ­

p e c t  i f  t h e  i m p u l s e  g e n e r a t i n g  c e l l  w e r e  r e c e i v i n g  s y n a p ­
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t i c  i n p u t  f r o m  t h e  p h o t o r e c e p t o r .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  w h i c h  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  

t h e  l a r g e  l i g h t  i n h i b i t e d  s p i k e s  s e e n  e x t r a c e  11u 1a r 1y 

a r e  a f f e r e n t  i n  n a t u r e  ( R o s s e r ,  1 9 7 4 ;  Ko n d o ,  1 9 7 8 ) .  

A l t h o u g h  t h i s  t h e s i s  h a s  n o t  a d d r e s s e d  i t s e l f  t o  t h e  

r o l e  o f  t h e  o c e l l a r  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  d r a g o n f l y  

b e h a v i o r ,  f u t u r e  s t u d i e s  w i l l  be  a b l e  t o  u s e  t h e  i n f o r m a ­

t i o n  t h a t  i t  h a s  p r o v i d e d  t o  s u p p o r t  o r  e l i m i n a t e  c o m p e t ­

i ng  p o s s i b i l i t i e s .

A p r e p a r a t i o n  h a s  e v o l v e d ,  w h i c h  c a n  be u s e d  t o  

s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  a g e n t s  w i t h i n  t h e  

o c e l l u s  f o r  p e r i o d s  o f  up t o  12 h o u r s .  In a d d i t i o n ,  a 

me a n s  o f  c o l l e c t i n g  a n d  a n a l y z i n g  i m p u l s e  f r e q u e n c y  

d a t a  by c o m p u t e r  wa s  d e v e l o p e d .  T h i s  t h e s i s  h a s  

r e v e a l e d  a b i p h a s i c  e f f e c t  o f  c u r a r e  on i m p u l s e  f r e q u e n c y  

d u r i n g  i l l u m i n a t i o n  w h i c h  i s  d o s e  r e l a t e d ,  a nd  a b i ­

p h a s i c  e f f e c t  of  t h i s  d r u g  on t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  

f r e q u e n c y .  A l s o ,  l ow d o s e s  o f  c u r a r e  a p p e a r  t o  l o we r  

t h e  s t i m u l u s  t h r e s h o l d  a t  w h i c h  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e s p o n d s  

t o  l i g h t .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  f a s c i n a t i n g  s i n c e  a 

s i m i l a r  e f f e c t  o f  a l ow d o s e  o f  t h i s  d r u g  was  r e p o r t e d  t o  

o c c u r  i n  t h e  L - n e u r o n  ( S t o n e ,  1 9 8 2 ) .  I t  s e e ms  t h a t  t h e  

t h e  m o s t  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r  c u r a r e ' s  a b i l i t y  ( a t  

l o we r  d o s e s )  t o  d e c r e a s e  t h e  r e s p o n s e  t h r e s h o l d  o f  t h e
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i m p u l s e  a c t i v i t y  a n d  t o  l o we r  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q ­

u e n c y ,  may be  due  t o  a d o s e  s e l e c t i v e  e f f e c t  on t h e  

p r e s u m p t i v e  l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p h o t o r e c e p t o r s .  

H o w e v e r ,  f u r t h e r  r e s e a r c h  i s  n e e d e d  t o  d e t e r m i n e  i f  

t h i s  i s  i n d e e d  t h e  m e c h a n i s m  by w h i c h  c u r a r e  m e d i a t e s  

t h e s e  e f f e c t s .

GABA h a s  b e e n  s hown t o  i n h i b i t  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  d a r k ,  and  c a u s e  a l i g h t  d e p e n d e n t  i n c r e a s e  

i n  s p i k e  f r e q u e n c y  w h i c h  was  s h i f t e d  t o w a r d s  l i g h t  " o f f "  

a t  h i g h  l i g h t  i n t e n s i t i e s .  C o b a l t  b l o c k e d  a l l  i m p u l s e  

a c t i v i t y  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  12 nrM. A mo d e l  was  p r o p o s ­

ed t o  e x p l a i n  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  s p i k i n g  

n e u r o n  h a s  an u p p e r  a n d  1 owe r  t h r e s h o l d  f o r  i m p u l s e  i n i ­

t i a t i o n .  One c a n  c o n c l u d e  t h a t  GABA d o e s  a f f e c t  o c e l l a r  

i m p u l s e  a c t i v i t y  b u t  i t  i s  u n c l e a r  by w h a t  me a n s  i t  a c c o m ­

p l i s h e s  i t s  a c t i o n .  One p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  i t  w o r k s  by 

d e p o l a r i z i n g  t h e  d e n d r i t e s  o f  t h e  s p i k i n g  c e l l .  T h i s  

e x p l a n a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  much o f  t h e  d a t a ,  b u t  i t  

d o e s  n o t  p r o v i d e  a m e c h a n i s m  by w h i c h  a h i g h  f i r i n g  r a t e  

a b r u p t l y  d e c r e a s e s  t o  z e r o  a t  t h e  s i t e  o f  s p i k e  i n i t i a ­

t i o n  a s  t h e  me mb r a n e  p o t e n t i a l  c r o s s e s  t h e  u p p e r  

t h r e s h o l d .  C l e a r l y  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  a r e  n e e d e d  t o  

c l a r i f y  t h i s  i s s u e .

S i n c e  a l l  o f  t h e  a g e n t s  s hown t o  a f f e c t  s p i k i n g
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a c t i v i t y  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  e f f e c t  t h e  L - n e u r o n ,  t h e r e  

a r e  t wo i n t e r e s t i n g  q u e s t i o n s  t h a t  h a v e  y e t  t o  be a n s w e r ­

e d .  1 .  I s  t h e  n e u r o n  g e n e r a t i n g  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  

s t u d i e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  a t h i r d  o r  h i g h e r  o r d e r  c e l l  r e ­

c e i v i n g  s y n a p t i c  i n f o r m a t i o n  f r o m  t h e  L - n e u r o n ,  o r  i s  i t  a 

s e c o n d  o r d e r  c e l l ?  a nd  2 .  I s  s p i k i n g  a c t i v i t y  o r i g i n a t ­

i n g  f r o m  a s p i k i n g  L - n e u r o n  o r  i s  i t  c o mi n g  f r o m  a f i b e r  

w i t h  a s m a l l e r  d i a m e t e r  ( s - n e u r o n )  w i t h i n  t h e  o c e l l a r  

n e r v e ?  C l e a r l y  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  s p i k i n g  

c e l l  f o l l o w e d  by i o n t o p h o r e t i c  s t a i n i n g  w o u l d  be v e r y  

h e l p f u l  i n a n s w e r i n g  t h e s e  q u e s t i o n s .

In c o n c l u s i o n ,  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  

d r a g o n f l y  p r e p a r a t i o n  ma k e s  i t  p a r t i c u l a r l y  a m e n a b l e  t o  

p h a r m a c o l o g i c a l  s t u d i e s .  The q u e s t i o n s  t h a t  h a v e  r e s u l t ­

ed f r o m  t h i s  t h e s i s  h a v e  o p e n e d  up e x c i t i n g  p o s s i b i l i t i e s  

f o r  f u t u r e  r e s e a r c h  w h i c h  i n c l u d e :  d e t e r m i n i n g  i f  GABA 

a c t s  d i r e c t l y  on t h e  s p i k i n g  c e l l  or  i f  i t  a c t s  i n d i r e c t l y  

by f a c i l i t a t i n g  r e c e p t o r  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e ;  u s e  of  o t h e r  

c h o l i n e r g i c  a g e n t s  o t h e r  t h a n  c u r a r e  t o  s e l e c t i v e l y  a f f e c t  

t h e  p o s t u l a t e d  p r e s y n a p t i c  c h o l i n e r g i c  b i n d i n g  s i t e s  on 

t h e  p h o t o r e c e p t o r s ;  a n d  q u a n t i f y i n g  c u r a r e ' s  e f f e c t  on t h e  

t i m e  c o u r s e  o f  t h e  r e t u r n  o f  s p i k e  f r e q u e n c y  t o  i t ' s  d a r k  

a d a p t e d  r a t e .  A l s o  t h e  p r e p a r a t i o n  m i g h t  be u s e f u l  as  a 

p h y s i o l o g i c a l  a s s a y  f o r  s t u d y i n g  t h e  r e l a t i v e  p o t e n c y  o f
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c h o l i n e r g i c  a nd  GABAn e r g i c  a g e n t s .

The  r e l a t i v e  e a s e  w i t h  w h i c h  one  c a n  ma k e  i n t r a c e l l ­

u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  n e u r o n s  o f  t h e  d r a g o n f l y  

o c e l l u s  ma k e  i t  i d e a l  f o r  c o r r e l a t i n g  t h e  e x t r a c e l l u l a r  

p h a r m a c o l o g i c a l  d a t a  g e n e r a t e d  by t h i s  t h e s i s  w i t h  t h e  

c e l l u l a r  p h y s i o l o g y  o f  t h i s  p r e p a r a t i o n .  I n  t h e  f u t u r e ,  

c o r r e l a t i o n s  o f  t h i s  t y p e  s h o u l d  h e l p  i n  e l u c i d a t i n g  t h e  

me a n s  by w h i c h  s i m p l e  n e u r o n a l  s y s t e m s  i n t e g r a t e . s e n s o r y  

i n f o  rma t  i o n .
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SUMMARY

1.  The  l a r g e  1 i g h t - i n h i b i t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  w h i c h  

c a n  be  r e c o r d e d  f r o m  t h e  c o r n e a  o f  a ny  o f  t h e  t h r e e  

o c e l l i  a p p e a r  t o  be  o r i g i n a t i n g  i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e s .  A b l a t i o n  o f  one  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  

r e s u l t s  i n  a l o s s  o f  h a l f  o f  t h e  s p i k e s .  A b l a t i o n

o f  b o t h  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  e l i m i n a t e d  a l l  t h e  s p i k e s .

2 .  A b l a t i o n  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  h a s  no e f f e c t  

on c o r n e a l l y  r e c o r d e d  1 i g h t - i n h i b i t e d  i m p u l s e  a c t i v i t y ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  i t  i s  n o t  n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  m e d i a n  

o c e l i a r  n e r v e .

3 .  The i n t e r s p i k e  i n t e r v a l  p a t t e r n  o f  o c e l l a r  n e r v e  i m­

p u l s e s  i n  a s i n g l e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  s u g g e s t s  t h a t  

t h e r e  i s  o n l y  o n e  s p i k i n g  n e u r o n  i n  e a c h  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e  w h i c h  p r o d u c e s  t h e  c o r n e a l l y  r e c o r d e d  l a r g e  l i g h t -  

i n h i b i t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s .

4 .  The  f i r s t  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  d r a g o n f l y  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  s howe d  a s p i k i n g  n e u r o n  ( r e s t i n g  

p o t e n t i a l  = - 5 5  m v ) w i t h  l i g h t  i n h i b i t e d  a c t i o n  p o t e n t ­

i a l s  30 mv i n a m p l i t u d e .  N o n - s p i k i n g  n e u r o n s  w e r e  a l s o
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r e c o r d e d  f r o m.  T h e s e  c e l l s  h a d  r e s t i n g  p o t e n t i a l s  

r a n g i n g  f r o m  - 3 0  mv t o  - 53 m v . C e l l s  s howe d  a h y p e r -  

p o l a r i z i n g  r e s p o n s e  t o  l i g h t  i d e n t i c a l  t o  t h a t  r e c o r d ­

ed f r o m  L - n e u r o n s  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l u s .

5.  S i m u l t a n e o u s  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  f r o m  a n o n ­

s p i k i n g  n e u r o n  a n d  e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  o f  s p i k i n g  

a c t i v i t y  r e v e a l e d  t h a t  t y p i c a l  L - n e u r o n  r e s p o n s e s  c a n  

be  r e c o r d e d  w i t h o u t  e l i m i n a t i n g  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  

s u g g e s t i n g  t h a t  L - n e u r o n  s l o w  p o t e n t i a l  r e s p o n s e s  may 

be  t h e  n o r ma l  r e s p o n s e  f o r  t h e s e  c e l l s  a n d  n o t  a d a ma g ­

ed s p i k i n g  c e l l .

6 .  I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  a nd  s u b s e q u e n t  s t a i n i n g  w i t h  

c o b a l t  s hows  a n o n - s p i k i n g  n e u r o n  w i t h  a d e n d r i t i c  

f i e l d  i n  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  c up  s e n d i n g  an i p s i l a t e r a l  

p r o c e s s  i n t o  t h e  b r a i n .

7 .  0 . 3  uM TTX e l i m i n a t e d  a l l  s p i k i n g  a c t i v i t y ,  s u g g e s t ­

i ng  t h a t  t h i s  a c t i v i t y  i s  s o d i u m  d e p e n d e n t .

8.  The  e x t r a c e  11u 1a r 1y r e c o r d e d  s p i k e s  w e r e  mo r e  s e n s ­

i t i v e  t o  g r e e n  l i g h t  ( 4 8 5  nm) t h a n  t o  UV l i g h t  ( 3 6 0  nm) 

a n d ,  u n l i k e  t h e  n o n - s p i k i n g  o c e l l a r  n e u r o n s ,  t h e r e  was  no
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r e v e r s e  " P u r k i n j e  s h i f t " .

9 .  The i m p u l s e  a c t i v i t y  was  s hown t o  be  p e r t u r b e d  by 

a g e n t s  w h i c h  a f f e c t  t h e  L - n e u r o n .

1 0 .  A m e a n s  o f  c o l l e c t i n g  a n d  a n a l y z i n g  i m p u l s e  f r e q u e n c y  

d a t a  by c o m p u t e r  wa s  d e v e l o p e d  a n d  a p p l i e d  t o  a n a l y z i n g  

t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  a g e n t s .

11 .  12 rrM c o b a l t  i n h i b i t e d  s p o n t a n e o u s  i m p u l s e  a c t i v i t y .

1 2 .  A f t e r  56 m i n u t e s  10 rrM GABA i n h i b i t e d  s p o n t a n e o u s  

i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  t h e  d a r k  a n d  c a u s e d  a l i g h t  d e p e n d e n t  

i n c r e a s e  i n  s p i k e  f r e q u e n c y  w h i c h  was  s h i f t e d  t o w a r d s  

l i g h t  " o f f " '  a t  h i g h  l i g h t  i n t e n s i t i e s .

1 3 .  A mo d e l  was  p r o p o s e d  t o  e x p l a i n  t h e s e  r e s u l t s  

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  h a s  an u p p e r  and  

1 ower  t h r e s h o l d  f o r  i m p u l s e  i n i t i a t i o n .

1 4 .  C u r a r e  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  100 uM or  g r e a t e r  c a u s e s  

i n c r e a s i n g  b l o c k  o f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  d r a g o n f l y  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e s ,  as  d o s e  i n c r e a s e s .
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1 5 .  C u r a r e  p r o l o n g s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  r e t u r n  t o  

t h e  d a r k  f r e q u e n c y  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y .

1 6 .  E f f e c t  #1 4  i s  d o m i n a n t  a t  h i g h e r  d o s e s  ( 1 0 0  uM 

c u r a r e  a n d  a b o v e )  w h i l e  e f f e c t  #1 5  i s  d o m i n a n t

a t  1 owe r  d o s e s  ( 5 0  uM c u r a r e ) .  I t  i s  n o t  c l e a r  

w h e t h e r  t h e  p r o l o n g a t i o n  o f  t h e  r e t u r n  o f  d a r k  

f r e q u e n c y  a n d  b l o c k  o f  i n h i b i t i o n  i n v o l v e  t h e  

s a me ,  s e p a r a t e  o r  i n t e r r e l a t e d  m e c h a n i s m s .

1 7 .  The  l ow d o s e  ( 5 0  uM c u r a r e )  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  

i n  t h e  s t e a d y  s t a t e  ( p l a t e a u  p h a s e )  s e n s i t i v i t y  

e v i d e n c e d  by a l o we r  t h r e s h o l d  f o r  c h a n g e s  i n  

i m p u l s e  f i r i n g  r a t e  m e a s u r e d  d u r i n g  t h e  p l a t e a u

p h a s e  ( l a s t  1 . 5  s e c o n d s )  o f  a two s e c o n d  f l a s h .

1 8 .  The l ow d o s e  ( 5 0  uM c u r a r e )  l e a v e s  t h e  s a t u r a t i n g  

i n t e n s i t y  ( l o g  I = - 5 )  u n c h a n g e d ,  r e s u l t i n g  i n  a c h a n g e  

i n  s l o p e  o f  t h e  i n t e n s i t y - r e s p o n s e  c u r v e s .  T h i s  may 

r e p r e s e n t  a r e d u c e d  g a i n  i n  t h e  r e s p o n s e  of  t h e  s y s t e m  

t o  l i g h t .  T h i s  s l o p e  r e m a i n s  t h e  same a t  a l l  d r u g  d o s e s  

t e s t e d  ( 50  uM t o  1000  uM) , e v e n  whe n  s a t u r a t i o n  o c c u r s  

b e f o r e  c o m p l e t e  b l o c k  of  i m p u l s e  a c t i v i t y  ( 5 0 0  uM and 

1000  uM) .



1 2 0

1 9 .  A s i m i l a r  c h a n g e  i n  s l o p e  i s  n o t e d  i n  t h e  i n t e n s i t y  

r e s p o n s e  c u r v e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  c h a n g e  i n  i m p u l s e  

f i r i n g  r a t e  b e t w e e n  t h e  s t e a d y  s t a t e  ( p l a t e a u  p h a s e )  

l i g h t  f r e q u e n c y  a n d  t h e  i n t e r f l a s h  d a r k  f r e q u e n c y .

2 0 .  The  e f f e c t s  o f  l ow d o s e s  o f  c u r a r e  on t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  may be  d u e  t o  i t s  e f f e c t  on t h e  p r e s u m p t i v e  

l a t e r a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a d j a c e n t  p h o t o r e c e p t o r  

t e r m i n a l s .



1 2 1

Ap p e n d i x

Sp i k e s

T h i s  i s  a B a s i c  p r o g r a m  d e s i g n e d  t o  r un  on a D i g i t a l  

E q u i p m e n t  PD P -11  MINC c o m p u t e r .  I t  i s  c a p a b l e  of  

c o u n t i n g  n e r v e  i m p u l s e s  p e r  i n t e r v a l  t i me  and  s t o r i n g  

t h e s e  c o u n t s  i n  a v i r t u a l  a r r a y .

20 PRINT ' I f  you  h a v e n t  a l r e a d y  d o n e  s o  be  s u r e  t o  u s e  

t h e  EXTRA_SPACE

21 PRINT ' c o m m a n d . '

22 PRINT \  PRINT \  PRINT \  PRINT \  PRINT

26 PRINT ' T h e r e  a r e  60 i n t e r v a l s  p e r  r u n  a nd  t h r e e  r u n s  

p e r  l i g h t  i n t e n s i t y . ' ;

30 PRINT ' T h e  mi n i mu m a l l o w e d  t i m e  ( d u e  t o  s a m p l i n g  s p e e d )  

p e r  i n t e r v a l  i s  ' ;

35 PRINT ' 0 . 2  s e c o n d s . . . .  t h e r e  i s  no maximum a l l o w e d  

t  i me . '

92 SET_ LI NE( 0 , 1 , 0 )

93 SET_LI NE( 2 , 1 , 0 )

94 PRINT \  PRINT



1 2 2

101 PRINT "how many s e c o n d s  p e r  i n t e r v a l " ;  \  INPUT R

111 D=R*100

121 DIM A ( 3 6 , 6 0 )

131 PRINT "At t h e  e n d  o f  w h a t  i n t e r v a l  # w i l l  t h e  l i g h t  

go ON " ;  \  INPUT F 

161 PRINT " a t  t h e  e n d  o f  w h a t  i n t e r v a l  #  w i l l  t h e  l i g h t

go OFF " ;  \  INPUT H

171 PRINT 'How many d r u g  d o s e s '  \ INPUT L

172 PRINT \  PRINT

181 FOR P=1 TO L

185 IF L=1 GO TO 211

187 IF L=2 GO TO 202

189 IF L=3 GO TO 203

191 IF L=4 GO TO 204

193 IF L=5 GO TO 205

195 IF L=6 GO TO 206

197 IF L=7 GO TO 207

202 ON P GO TO 2 1 1 , 2 8 1

203 ON P GO TO 2 1 1 , 2 8 1 , 2 8 1

204 ON P GO TO 2 1 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1

205 ON P GO TO 2 1 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1

206 ON P GO TO 2 1 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 281

207 ON P GO TO 2 1 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1 , 2 8 1

211 PRINT ' E n t e r  t h e  d r u g  a t  i t s  c o n c e n t r a t i o n .
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c u r a r e  1 0 - 3  M = c u r 3 '

241 PRINT

271 PRINT \  PRINT '  e g .  s y s  : f i l e n a m e ' ;

\  INPUT A$

272 GO TO 360

281 PRINT 'Do you  w a n t  t o  c o n t i n u e  ( t y p e  y o r  n ) ' ;

\  INPUT X$

282 I F X $ = ' n '  GO TO 1 9 9 9 8

283 PRINT 'W h a t  i s  t h e  n e x t  d r u g  c o n c e n t r a t i o n : '

284  I F  P=2 GO TO 311

287 I F  P=3 GO TO 314

290 I F P=4  GO TO 317

293 I F P= 5 GO TO 320

296 I F P=6 GO TO 323

311 INPUT B$ \  GO TO 360

314 INPUT C$ \  GO TO 360

317 INPUT D$ \  GO TO 360

320 INPUT E$ \  GO TO 360

323 INPUT F$ \  GO TO 360

360 PRINT 'How many  d i f f e r e n t  i n t e n s i t i e s  p e r  d r u g  d o s e '  

\  INPUT W 

362  PRINT \  PRINT 

365 1=0 \  0=0 

370 FOR N=1 TO W



1 2 4

375  T=3*N

380 PRINT 'Do you w a n t  t o  c o n t i n u e  ( t y p e  y o r  n ) ' ;

\  INPUT X$

385 I F  X $ = ' n '  THEN T=T-3 \  I F X $ = ' n '  GO TO 1 7020  

38 6 PRINT \  PRINT

390 PRINT ' E n t e r  t h e  N O . ( ' ;  \  PRINT N; \  PRINT ' )  l i g h t  

i n t e n s i t y  a s  a ' ;

391 PRINT ' n e g a t i v e  n u m b e r .  e g .  ( - 4  r e p r e s e n t s  

Ln I = - 4 )  '

392 PRINT \  PRINT

395 PRINT ; \  PRINT 'L n  I = ' ;  \  INPUT S 

400 PRINT \  PRINT \  PRINT \

500 V = - l  

505 B=0 \  A=0 

515 Z=0

520 SQ-MI TT( 2 , 540 ) \  SCHvlI TT( 1 , 1 0 1 5 0  ,D)

525 GO TO 526

526 IF  Y=1 GO TO 1 7 0 0 0  

535 GO TO 525

540 A=B+1 

545 B=A 

550 RETURN

800 ON P GO TO 1 0 0 0 , 1 2 0 0 , 1 4 0 0 , 1 6 0 0 , 1 8 0 0 , 2 0 0 0 , 2 2 0 0  

1000  OPEN A$ AS F I L E  #1
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1010  DIM # 1 , B ( 3 6 , 60)

1020  FOR J = 1 TO T 

1030  K=K+1

1040  B ( J , 0 ) = A ( J , 0)  \  PRINT 'L n  I = ' ;  \  PRINT B ( J , 0 )  

1050  FOR 1=1 TO 60 

1060  B ( 0 , I ) = A ( J , I )

1070 PRINT B ( J , I ) ;

1080 NEXT I

1090  PRINT \  PRINT

1100  IF  K=3 THEN PRINT \  IF  K=3 THEN PRINT

1110  IF  K=3 THEN K=0

1120  NEXT J

1130  PRINT \  PRINT

1140  CLOSE #1

1150  GO TO 10080

1200  OPEN B$ AS FI LE #2

1210  DIM # 2 , 0 ( 3 6 , 6 0 )

1220  FOR J = 1 TO T 

1230 K=K+1

1240  C ( J , 0 ) = A ( J , 0 )  \  PRINT 'L n  I = ' ;  \  PRINT

c( j , oy
1250  FOR 1=1 TO 60 

1260  C ( J , I ) = A ( J , I )

1270  PRINT C ( J , I ) ;



1 2 8 0  NEXT I

1290  PRINT \  PRINT

1300  IF  K=3 THEN PRINT \  IF  K=3 THEN PRINT

1 3 1 0  IF  K=3 THEN K=0

13 20 NEXT J

1330  PRINT \  PRINT

1340  CLQSE #2

1330  GO TO 10Q80

1400  OPEN C$ AS F IL E  #3

1410  DIM # 3 , D ( 3 6 , 6 0 )

1 4 2 0  FOR J= 1  TO T 

1430  K=K+1

1440  D ( J , 0 ) = A ( J , 0 )  \  PRINT 'L n  I =

\  PRINT D ( J , 0 )

14 5 0  FOR 1=1 TO 60 

1 4 6 0  D ( J , I ) = A ( J , I )

1470  PRINT D ( J , I ) ;

1480 NEXT I

14 9 0  PRINT \  PRINT

1500 IF  K=3 THEN PRINT \  IF  K=3 THEN PRINT

1510  IF  K=3 THEN K=0

1520  NEXT J

1530 PRINT \  PRINT

1540  CLOSE #3
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1550 GO TO 1 0 0 8 0

1600 OPEN D$ AS F IL E  #4

1610  DIM # 4 , E ( 3 6 , 6 0 )

1620  FOR J = 1 TO T 

1630  K=K+1

1640  E ( J , 0 ) = A ( J , 0 )  \  PRINT 'L n  I = \  PRINT E ( J , 0 )

1650  FOR 1=1 TO 60 

1660  E ( J , I ) = A ( J , I )

1670  PRINT E ( J , I ) ;

1680 NEXT I

1690 PRINT \  PRINT

1700 IF  K=3 THEN PRINT \  IF  K=3 THEN PRINT

1710  IF  K=3 THEN K=0

1720  NEXT J

1730 PRINT \  PRINT

1740 CLOSE #4

1750  GO TO 1 0080

1800  OPEN E$ AS F I L E  #5

1810  DIM # 5 , F ( 3 6 , 6 0 )

1820  FOR 0=1 TO T 

1830 K=K+1

1840 F ( J , 0 ) = A ( J , 0 )  \  PRINT 'L n  I = ' ;  \  PRINT F ( J , 0 )  

1850 FOR 1=1 TO 60 

1860  F(  J , I ) = A( 0 , I )
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1870 PRINT F ( J , I ) ;

1880  NEXT I

1890  PRINT \  PRINT

1900 IF  K=3 THEN PRINT \  IF  K=3 THEN PRINT

1910  IF  K=3 THEN K=0

1920  NEXT J

1930  PRINT \  PRINT

1940  CLOSE #3

1950  GO TO 1 0080

2000  OPEN F$ AS F I LE #6

2010  DIM # 6 , G ( 3 6 , 6 0 )

2020  FOR J=1  TO T 

2030 K=K+1

2040 G ( J , 0 ) = A ( J , 0 )  \  PRINT 'L n  I = \  PRINT G ( J , 0 )

2050 FOR 1=1 TO 60 

2060  G ( J , I ) = A ( 3 , I )

2070  PRINT G ( J , I ) ;

2080  NEXT I

2090  PRINT \  PRINT

2100  IF  K=3 THEN PRINT \  IF  K=3 THEN PRINT

2110  IF  K=3 THEN K=0

2120  NEXT J

2130 PRINT \  PRINT

2140 CLOSE #6
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2 1 5 0  GO TO 10080

10080  PRINT ' F i l e  \  PRINT P ;  \  PRINT

o p e n e d  a nd  t h e  d a t a  h a s  

1 0 0 9 0  PRINT ' b e e n  t r a n s f e r r e d .  T h i s  f i l e  

CLOSED ! '

1 0 1 0 0  PRINT \  PRINT 

1 0 125  GO TO 18000  

1 0150  I F V = - l  GO TO 10320  

1 0 170  IF  J = 0 THEN G=1 ’

1 0 1 8 0  J=G

1 0 181  A ( J , 0 ) =S 

1 0 1 9 0  1=1+1

1 0 2 0 0  I F I >60 THEN J=G+1 

1 0210  G=J

1 0 2 2 0  I F I >60 THEN 1=0 

10225  I F 0=37 THEN J=0 

1 0230  A ( J , I ) =B 

1 0 2 4 0  B=0 

1 0 2 6 0  U=V+1 

1 0 2 7 0  V=U

1 0 280  IF  V=F GO TO 1 0380  

1 0 2 9 0  IF  V=H GO TO 1 0410  

1 0 300  IF  V=61 THEN V = - l  

1 0 3 1 0  RETURN

h a s  b e e n

i s  now



1 3 0

1 0 3 2 0  IF  Z=3 GO TO 12000  

10330  Z=Z+1 

1 0 340  B=0

1 0 350  S E T _ L I N E ( 0 , 0 , 0 )

1 0 3 6 0  S ET_ LI NE( 0 , 1 , 0 )

1 0 3 7 0  GO TO 1 0 2 6 0  

1 0 380  SET_LI NE( 2 , 0 , 0 )

1 0 3 9 0  B=0

10400  RETURN

1 0410  S E T_ LI NE( 2 , 1 , 0 )

1 0420  B=0 

1 0430  RETURN 

1 2 0 0 0  Y=1

1 2 0 1 0  SCHvlI TT \  SCHvlI TT( 2)

120 20 RETURN 

17000  Y=0 

1 7 010  NEXT N 

1 7020  GG TO 800 

1 8 0 0 0  NEXT P

1 9 9 9 8  PRINT \  PRINT \  PRINT \  PRINT 

\  PRINT \  PRINT \  PRINT

1 9999  PRINT ; \  PRINT ; \  PRINT '  THE 

IS OVER '

2 0 0 0 0  END

\  PRINT 

EXPERIMENT
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Mu 11 i s p i ke s

T h i s  p r o g r a m  w i l l  c o u n t  i m p u l s e s  p e r  i n t e r v a l  t i me  

f o r  a s e r i e s  o f  s t i m u l i  ( s e e  "Me t h o d s : E x p e r i m e n t a  1 

p r o t o c o l  f o r  p h a r m a c o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s ) .  The  

c o u n t s  a r e  s t o r e d  i n  a v i r t u a l  a r r a y  a n d  a b a r g r a p h  

o f  t h e  d a t a  i s  t h e n  a u t o m a t i c a l l y  c o n s t r u c t e d .

1 S E T_ LI NE( 2 , 0 )  \  SE T_L IN E (0 , 1 )

3 PRINT " t y p e  i n  t h e  d o s e  a n d  name o f  d r u g . . .  e g .

4 x E05 M CUR"; \  INPUT B$

4 PRINT 'W h a t  i s  t h e  f i l e  name \  INPUT A$

5 PRINT "How many s e c o n d s  p e r  i n t e r v a l  " ;  \  INPUT A 

\  B=10Q*A

1 0 ^ PRINT 'A t  t h e  e n d  o f  w h a t  i n t e r v a l  w i l l  t h e  l i g h t  go 

ON ' ;  \  INPUT D 

20 PRINT "At t h e  e n d  o f  w h a t  i n t e r v a l  w i l l  t h e  l i g h t  go 

'O F F '  " ;  \  INPUT E 

22 PRINT "At t h e  e n d  o f  w h a t  i n t e r v a l  w i l l  t h e  c o u n t i n g  

s t o p  " ;  \  INPUT K 

25 PRINT "At t h e  e n d  o f  w h a t  i n t e r v a l  w i l l  t h e  c y c l e  

r e p e a t  " ;  \  INPUT F 

27 PRINT "How many c y c l e s  p e r  l i g h t  i n t e n s i t y  " ;
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\  INPUT H

28 PRINT "How many l i g h t  i n t e n s i t i e s  p e r  d r u g  

\  INPUT L 

30 DIM A ( 6 , 1 0 0 )

35 DIM Y( 6 , 1 0 0 )

37 L=L+1

40 FOR J=1  TO L

41 V = - l

42 I F J =L GO TO 7000

43 1=0

44 SET_LINE( 0 , 1 )

45 IF  J > 1  GO TO 55

50 PRINT "What  i s  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  " ;  \  INPUT C

51 GO TO 60

55 PRINT "What i s  t h e  n u m b e r  ; \  PRINT J ;

\  PRINT " _  l i g h t  i n t e n s i t y  \  INPUT C

60 A ( J , 0 ) = C

95 SCHMITT \  SCHvlI TT( 2)

100 SCHvlI TT( 1 , 5 0 0 ,  B) \  SCHvlI TT( 2 , 1 1 0 )

101 GO TO 106

106 IF  G=H GO TO 5000

109 GO TO 101

110 N=N+1 \  RETURN

500 IF V = - l  THEN SET L I N E ( 0 , 0 , 0 )



501 S E T_ LI NE( 0 , 1 , 0 )

502 I F V = - l  THEN N=0 

510 V=V+1

520 IF  V=0 THEN RETURN 

530 1=1+1

535 I F I>K QO TO 550 

540 A ( J , I ) = A ( J , I ) +N 

550 N=0

560 I F V=D THEN S E T _ L IN E (2 , 1 )

57 0 IF  V=E THEN S E T _ L I NE ( 2 , 0 )

- 575  N=0

580 I F V=F THEN 1=0

581 IF  V=F THEN G=G+1

582 IF  V=F THEN V = - l

585 I F G=H THEN SCHvlI TT \  IF  G=H THEN S O M I TT( 2)

587 IF  G=H THEN 1=0

590 RETURN

600 NEXT J

5000  G=0

5055  M=K- 1

5057 PRINT 3

5060  FOR 1=1 TO M

5070 Y ( J , I ) = A ( 3 , I )

507 4 NEXT I



1 3 4

5 07 5 DISPLAY_CLEAR

5076 PRINT " I n t e n s i t y  LN I

\  PRINT A ( J , 0 )

5080  WINDOWC , , , , 3 0 0 )

5081 B A R G R A P H C " - t i c k s " , 1 0 0 , , Y ( J , l ) , , , 1 )

5082  LABEL( , B $ , "no  o f  AP s " )

5090  GO TO 600

7000  OPEN A$ AS F I LE #1 

7010  DIM # 1 , B ( 6 , 1 0 0 )

7015  DISPLAY_CLEAR

7020  FOR J=1  TO 6

7030  B ( J , 0 ) = A ( J , 0 )  \  PRINT B ( J , 0 )

7040  FOR 1=1 TO 100 

7 0 5 0  B ( J , I ) = A ( J , I )

7060  PRINT B ( J , I ) ;

7070  NEXT I

7080  PRINT

7090  NEXT J

7100  CLOSE

7200  WINDCM/C , , , , 3 0 0 )

7 2 1 0  BARGRAPHC, , , Y ( 1 , 1 ) )

7300  LABELC,B$,"No of  AP s " )

1 0 000  END
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E x t e r n a l  a n a t o m y  o f  t h e  d r a g o n f l y  h e a d

A d r a w i n g  o f  t h e  h e a d  o f  an  a d u l t  A e s c h n a .  ( a d a p t e d  

f r o m  Lew,  1 9 3 3 ;  p l a t e  1 3 ) .  c ompound  e y e  ( C E ) , l a t e r a l  

o c e l l u s  ( L O) ,  m e d i a n  o c e l l u s  (MO) ,  v e r t e x  ( VX) ,  a n t e n n a  

( A) ,  c l y p e u s  ( CLP ) ,  f r o n s  ( F R ) .
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Fi gure  2

H i s t o l o g y  o f  t h e  d r a g o n f l y  b r a i n  and  o c e l l i .

A and B:  a w h o l e  mo u n t  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  m e d i a n  and  

r i g h t  l a t e r a l  o c e l l i ,  t h e i r  n e r v e s ,  and  t h e  b r a i n  o b t a i n e d  

f r o m  an A e s c h n a . One c a n  s e e  t h e  d e n d r i t i c  b r a n c h i n g  

a nd  n e r v e  p r o c e s s  of  a n e u r o n  s t a i n e d  w i t h  c o b a l t  v i a  an 

i n t r a c e l l u l a r  e l e c t r o d e  t h a t  was  p l a c e d  i n t h e  o c e l l a r  

n e r v e  ( s e e  m e t h o d s ) .  The  l i g h t  r e s p o n s e  o f  t h i s  c e l l  

c a n  be s e e n  i n f i g u r e  1 2 .  The  l e f t  l a t e r a l  o c e l l u s  and 

i t s  n e r v e  w e r e  r e mo v e d  p r i o r  t o  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p e n e ­

t r a t i o n .  The  c e l l  a p p e a r s  t o  be  o n e  o f  t h e  i p s i l a t e r a l  

n e u r o n s  d e s c r i b e d  by C h a p p e l l ,  e t .  a l . ,  1 9 7 8 .

C:  A f i v e  m i c r o n  t h i c k  p a r a f i n  s e c t i o n  o f  t h e  d r a g o n ­

f l y  o c e l l a r  s y s t e m  ( f r o m  a d i f f e r e n t  a n i m a l ) .  The  s l i d e  

wa s  s t a i n e d  w i t h  H e m a t o x y l i n  and  E o s i n  u s i n g  t h e  t e c h n i q u e  

d e s c r i b e d  in Hu ma s o n ,  1 9 7 9 .

Me d i a n  o c e l l a r  n e r v e  (MON),  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  

(LON) ,  m e d i a n  o c e l l u s  (MO) ,  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  ( OND) , 

l a t e r a l  o c e l l u s  ( L O ) , r h a b d o m e r i c  r e g i o n  ( R ) , p h o t o r e c e p t ­

or  n u c l e a r  l a y e r  ( N ) , l a y e r  o f  p i g m e n t e d  e p i t h e l i u m  ( P ) ,  

s y n a p t i c  z o n e  ( S ) .  C o r n e a l  l e n s  i s  n o t  ' p r e s e n t .
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F i g u r e  3

The c o n f i g u r a t i o n  u s e d  t o  r e c o r d  i m p u l s e  a c t i v i t y  f r o m 

t h e  m e d i a n  o c e l l u s .

A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l i ,  o c e l l a r  

n e r v e s ,  a nd  b r a i n  s h o w i n g  p l a c e m e n t  o f  e l e c t r o d e s  f o r  

e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  o f  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  

f r o m t h e  m e d i a n  o c e l l u s .  L e f t  l a t e r a l  o c e l l u s  ( LLO) ,  

r i g h t  l a t e r a l  o c e l l u s  ( R L O ) , l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  

( LLON) , r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  ( RLON) , m e d i a n  o c e l ­

l u s  (MO) , m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  (MON),  G2 ( e l e c t r o d e  

c o n n e c t e d  t o  t h e  i n p u t  G2 o f  t h e  p r e a m p l i f i e r ) ,  G1 ( e l e c ­

t r o d e  c o n n e c t e d  t o  G1 o f  t h e  p r e a m p l i f i e r ) .
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F i g u r e  4

The i m p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  f r o m  t h e  m e d i a n  o c e l l u s .

E x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  f r o m  t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  

o c e l l u s .  The  e l e c t r o d e  c o n f i g u r a t i o n  u s e d  i s  s hown in 

f i g u r e  3 .  The  f r e q u e n c y  b a n d p a s s  f o r  A,  B,  and  C was  

300 Hz t o  1 KHz,  a nd  f o r  D,  0 . 1  Hz t o  100 Hz .  The 

t i m e  a t  w h i c h  t h e  l i g h t  was  on i s  d e n o t e d  by a downwar d  

d e f l e c t i o n  on  t h e  s t i m u l u s  t r a c e  ( E ) .

A:  r e c o r d i n g  f r o m  t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  

w i t h  a l l  t h r e e  o c e l l i  a nd  t h e i r  n e r v e s  i n t a c t .  N o t e  t h e  

n o i s y  a p p e a r a n c e  o f  t h e  t r a c e  as  c o mp a r e d  t o  B.

B:  r e c o r d i n g  a f t e r  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  was  

r e m o v e d .  L a r g e  1 i g h t - i n h i b i t e d  a n d  s m a l l  1 i g h t - f a c i  1 i - 

t a t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  c a n  be  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h e d .

C:  r e c o r d i n g  a f t e r  b o t h  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s  w e r e  

r e m o v e d .  The  s p i k e s  a t  l i g h t  " o n "  and  l i g h t  " o f f "  a r e  

t h e  h i g h l y  f i l t e r d  ERG f r o m  t h e  m e d i a n  o c e l l u s .

D : an ERG f r om t h e  me d i a n  o c e l l u s .  N o t e  t h e  p r e s e n c e  

o f  t h e  o f  t h e  s m a l l  i n f l e c t i o n  on t h e  r i s i n g  p h a s e  of  

t h e  l i g h t  r e s p o n s e .  T h i s  i s  c o mp o n e n t  3 ,  t h e  e l e c t r i c a l  

c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  o c e l l a r  n e r v e  d e n d r i t e s  t o  t h e  ERG 

w a v e f o r m .  The  " o f f "  r e s p o n s e  c a n  be  s e e n  a s  t h e  s l i g h t  

r i s e  i n t h e  p o t e n t i a l  i m m e d i a t e l y  a f t e r  l i g h t  " o f f "  ( s e e  

d i s c u s s i o n  f o r  e x p l a n a t i o n ) .  S t i m u l u s  i n t e n s i t y  Log 1= 0 .
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F i g u r e  5

The c o n f i g u r a t i o n  f o r  r e c o r d i n g  i m p u l s e  a c t i v i t y  f r o m 

t h e  l a t e r a l  o c e  1 1 i .

A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l i ,  o c e l l a r

n e r v e s  and  t h e  b r a i n ,  s h o w i n g  p l a c e m e n t  o f  e l e c t r o d e s

f o r  d i f f e r e n t i a l  r e c o r d i n g s  b e t w e e n  t h e  c o r n e a s  o f  t h e  

r i g h t  and l e f t  l a t e r a l  o c e l l i ,  l e f t  l a t e r a l  o c e l l u s  ( L L O ) , 

r i g h t  l a t e r a l  o c e l l u s  ( R L O ) , l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  

(LLON) ,  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  (RLON) , m e d i a n  o c e l l u s  

(MO) ,  m e d i a n  o c e l l a r  n e r v e  (MON),  G2 ( e l e c t r o d e  c o n n e c t e d  

t o  i n p u t  G2 o f  t h e  p r e a m p l i f i e r ) ,  G1 ( e l e c t r o d e  c o n n e c t e d

t o  i n p u t  G1 o f  t h e  p r e a m p l i f i e r ) .
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F i g u r e  6

O c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  f r o m  t h e  

l a t e r a l  o c e 1 1 i .

D i f f e r e n t i a l  r e c o r d i n g s  b e t w e e n  t h e  c o r n e a s  o f  t h e  

l a t e r a l  o c e l l i  ( s e e  " R e s u 1t s : O r i g i n  of  o c e l l a r  i m p u l s e  

a c t i v i t y "  f o r  f u r t h e r  e x p l a n a t i o n ) .  R e c o r d i n g  c o n ­

f i g u r a t i o n  i s  s hown i n  f i g u r e  5 .  A l l  r e c o r d i n g s  w e r e  

ma de  a f t e r  t h e  e x t i r p a t i o n  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s ,  a n t e n -  

n a l  n e r v e s ,  o p t i c  l o b e s  and  c e r v i c a l  n e c k  c h a i n .  No t e  

t h e  d e c r e a s e  i n  n o i s e  a nd  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a m p l i t u d e  

o f  t h e  l a r g e  s p i k e s  a f t e r  t h e  l e f t  o c e l l a r  n e r v e  was  

a b l a t e d .  B o t h  t h e  l a r g e  l i g h t  i n h i b i t e d  a n d  s m a l l  l i g h t  

f a c i l i t a t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s  a r e  c l e a r l y  d i s c e r n i b l e  

i n  b o t h  t h e  u p p e r  a n d  m i d d l e  t r a c e s .  A l s o  t h e  f r e q u e n c y  

o f  s p i k e s  i s  d i m i n i s h e d  i n  t h e  m i d d l e  t r a c e  a s  c o mp a r e d  

t o  t h e  u p p e r  t r a c e .  The  s p i k e  a t  l i g h t  " o n "  o f  t h e  l o we r  

t r a c e  may be  d u e  t o  t h e  ERG of  t h e '  l a t e r a l  o c e l l i ,  

l i g h t  i n t e n s i t y  Log 1= 0 .
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F i g u r e  7

O c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n t h e  d a r k

The  same r e c o r d i n g s  o f  d a r k  s p i k e s  as  i n  f i g u r e  6 ,  on 

an e x p a n d e d  t i m e  s c a l e ,  s how t h a t  t h e r e  a r e  s p i k e s  o f  two 

( o p p o s i t e )  p o l a r i t y  s e q u e n c e s  p r e s e n t  p r i o r  t o  a b l a t i o n  

o f  one  of  t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e s .  T h e r e  was  a d e ­

c r e a s e  i n n o i s e  a f t e r  t h e  l e f t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  was  

a b l a t e d  ( l o w e r  t r a c e )  a n d  s p i k e s  w i t h  o n l y  o n e  p o l a r i  t y  

s e q u e n c e  r e m a i n .  A l s o ,  t h e r e  was  an  i n c r e a s e  i n  s i z e  o f  

t h e  r e m a i n i n g  s p i k e s .
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F i g u r e  8

v S i m u l t a n e o u s  e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s

A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  d r a g o n f l y  o c e l l i ,  o c e l l a r  

n e r v e s  a nd  t h e  b r a i n ,  s h o w i n g  t h e  e l e c t r o d e  c o n f i g u r a t i o n  

u s e d  t o  r e c o r d  d i f f e r e n t i a l l y  b e t w e e n  t h e  c o r n e a s  o f  

t h e  l a t e r a l  o c e l l i  a t  t h e  s ame t i me  t h a t  e x t r a c e l l u l a r  

r e c o r d i n g s  w e r e  ma d e  f r o m  t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l - 

u s .  R i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  ( RLON) ,  l e f t  l a t e r a l  

o c e l l a r  n e r v e  ( LLON) , l e f t  l a t e r a l  o c e l l u s  ( L L O ) , r i g h t  

l a t e r a l  o c e l l u s  ( R L O) , m e d i a n  o c e l l u s  (MO) ,  m e d i a n  o c e l l a r  

n e r v e  (MON),  p r e a mp  A G1 ( e l e c t r o d e  a t t a c h e d  t o  i n p u t  G1 

o f  p r e a mp  A) ,  p r e a mp  A G2 ( e l e c t r o d e  a t t a c h e d  t o  i n p u t  

G2 o f  p r e a mp  A) ,  p r e a mp  B G1 ( e l e c t r o d e  a t t a c h e d  t o  i n ­

p u t  G1 o f  p r e a mp  B ) ,  p r e a mp  B G2 ( e l e c t r o d e  a t t a c h e d  t o  

i n p u t  G2 o f  p r e a mp  B ) .
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F i g u r e  9

S i m u l t a n e o u s  e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s .

The  t o p  t r a c e  o f  e a c h  p a i r  o f  r e c o r d i n g s  i s  f r o m  

t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a n d  was  o b t a i n e d  a t  

t h e  same t i m e  as  t h e  d i f f e r e n t i a l  r e c o r d i n g s  b e t w e e n  

t h e  c o r n e a s  o f  t h e  l a t e r a l  o c e l l u s  ( s e e n  i n  t h e  l o we r  

t r a c e ) .  A l l  s p i k e s  i n  t h e  m e d i a n  o c e l l a r  r e c o r d i n g s  

h a v e  a s i n g l e  o r i e n t a t i o n .  The  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  

f r o m  t h e  l a t e r a l  o c e l l i ,  p r i o r  t o  t h e  r e mo v a l  o f  e i t h e r  

l a t e r a l  n e r v e  (A a n d  D)  s hows  s p i k e s  w i t h  t wo o r i e n t a t i o n s .  

T h e r e  a p p e a r s  t o  be  a o n e  t o  o n e  c o r r e s p o n d e n c e  b e t w e e n  

t h e  s p i k e s  s e e n  i n  t h e  u p p e r  a n d  l o we r  t r a c e s .  B and  E:  

A f t e r  t h e  a b l a t i o n  o f  t h e  l e f t  l a t e r a l '  o c e l l a r  n e r v e ,  

a c t i o n  p o t e n t i a l s  w i t h  a s i n g l e  o r i e n t a t i o n  a r e  l e f t  i n 

t h e  l o we r  t r a c e .  C and F :  A f t e r  t h e  r e mo v a l  o f  t h e  r i g h t  

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e ,  no s p i k e s  a r e  l e f t  i n  e i t h e r  t r a c e .
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F i g u r e  10

S i m u l t a n e o u s  a p p e a r a n c e  o f  e x t r a c e l l u l a r  o c e l l a r  n e r v e  

impu 1 s e s .

R e c o r d i n g  e l e c t r o d e s  a s  i n  f i g u r e  9 .  T h e r e  d o e s  n o t  a p ­

p e a r  t o  be  any  d e l a y  b e t w e e n  t h e  i m p u l s e s  r e c o r d e d  b e t w e e n  

t h e  c o r n e a  o f  t h e  m e d i a n  o c e l l u s  a n d  v e r t e x  ( t o p  t r a c e  A,  B,  

and C)  and t h o s e  r e c o r d e d  b e t w e e n  t h e  l a t e r a l  o c e l l i  ( b o t ­

t om t r a c e  A,  B,  a nd  C , ) .  I t  c a n  be  s e e n  t h a t  t h e  i m p u l s e s  

i n  t h e  t o p  t r a c e s  w e r e  a l w a y s  o r i e n t e d  w i t h  an  i n i t i a l  n e g ­

a t i v e  wa v e  no m a t t e r  w h a t  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  i m p u l s e  

s e e n  in t h e  l o we r  t r a c e .  N o t e  e x p a n d e d  t i m e  s c a l e  f o r  B 

and  C.
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F i g u r e  11 

I n t r a c e l l u l a r ,  r e c o r d i n g s

I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m t h e  l a t e r a l  o c e l l a r  

n e r v e  s h o wi n g  a s p i k i n g  ( u p p e r  t r a c e  A a n d  B) a n d  n o n ­

s p i k i n g  ( m i d d l e  t r a c e  A a nd  B) c e l l .  A dow nw ard  d e f l e c t i o n  

on t h e  l o we r  t r a c e  (A a n d  B) i n d i c a t e s  t h e  t i m e  o f  i l ­

l u m i n a t i o n .  The  r e c o r d i n g s  o f  t h e  t wo t y p e s  o f  c e l l s  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  d i f f e r e n t  a n i m a l s  b o t h  o f  w h i c h  w e r e  

A e s c h n a . The  r e s t i n g  p o t e n t i a l  o f  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  

was  - 5 5  mv and t h a t  o f  t h e  n o n - s p i k i n g  c e l l  was  - 3 5  m v . 

s t i m u l u s  i n t e n s i t y  was  l o g  1=0.
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F i g u r e  12

S i m u l t a n e o u s  e x t r a c e l l u l a r  a nd  i n t r a c e l l u l a r  

r e c o r d i n g s  f r o m t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e .

The  e x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e s  w e r e  p l a c e d  a s  

shown i n  f i g u r e  5 .  The  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g  was  o b ­

t a i n e d  f r o m a m i c r o e l e c t r o d e  l o c a t e d  a t  a p o i n t  on t h e  

n e r v e  mi d wa y  b e t w e e n  t h e  o c e l l a r  c u p  a nd  t h e  b r a i n  u s i n g  

G2 a s  a r e f e r e n c e .  A f t e r  r e c o r d i n g  t h e  r e s p o n s e ,  c o b a l t  

was  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c e l l  v i a  t h e  i n t r a c e l l u l a r  e l e c ­

t r o d e .  The  c e l l  c a n  be  s e e n  i n  a w h o l e  mo u n t  p r e p a r a ­

t i o n  i n f i g u r e  2 .  The r e s t i n g  p o t e n t i a l  f o r  t h e  c e l l  

wa s - 3 0  mv .
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F i g u r e  13

I n t e n s i t y - f r e q u e n c y  r e l a t i o n s h i p  o f  t h e  

i m p u l s e  a c t i v i t y  d u r i n g  a f l a s h .

V e r t i c a l  b a r s  i n d i c a t e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .  Ea c h  

a n i m a l  r e c e i v e d  t h r e e  t w o - s e c o n d  f l a s h e s  a t  e a c h  

i n t e n s i t y ,  e a c h  f l a s h  o f  l i g h t  c o mi n g  t h i r t y - t w o  s e c o n d s  

a f t e r  t h e  p r e c e d i n g  o n e .  D a t a  f r o m  t h e  f i r s t  f l a s h  

was  n o t  u s e d .  Fo r  e a c h  a n i m a l ,  t h e  f r e q u e n c y  f o r  e a c h  

h a l f  s e c o n d  i n t e r v a l  d u r i n g  t h e  l a s t  1 . 5  s e c o n d s  o f  t h e  

s e c o n d  a n d  t h i r d  f l a s h  wa s  a v e r a g e d  a t  e v e r y  i n t e n s i t y  

( s e e  M e t h o d s :  P h a r m a c o l o g y ,  c u r a r e ) .  The  me a n

f r e q u e n c y  was  p l o t t e d  f o r  7 a n i m a l s .
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F i g u r e  14 

E f f e c t s  o f  g r e e n  a n d  UV l i g h t .
1

G r e e n  a n d  UV l i g h t  i n t e n s i t y - r e s p o n s e  c u r v e s . f r o m  

t h r e s h o l d  t o  s a t u r a t i o n  ( c o m p l e t e  i n h i b i t i o n ) .  The  c u r v e s  

a r e  s t a t i s t i c a l l y  p a r a l l e l  a t  p > 0 . 0 5 .  The c r o s s e s  and  

t r i a n g l e s  r e p r e s e n t  t h e  p e r c e n t  d e c r e a s e  i n  f r e q u e n c y  

i n  t h e  l a s t  s e c o n d  o f  a 1 . 5  s e c o n d  l i g h t  f l a s h ,  f o r  g r e e n  

a nd  UV l i g h t  r e s p e c t i v e l y .  The  p a r a m e t e r  was  c a l c u l a t e d  

i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r  :

( ( f r e q u e n c y  i n  t h e  s e c o n d  p r e c e d i n g  t h e  s t i m u l u s )  - ( f r e ­

q u e n c y  d u r i n g  t h e  f l a s h )  /  ( f r e q u e n c y  i n  t h e  s e c o n d  p r e ­

c e d i n g  t h e  f l a s h ) )  x 1 0 0 .  The  f r e q u e n c y  m e a s u r m e n t s  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a s i n g l e  A e s c h n a .
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F i g u r e  15 

T e t r o d o t o x  i n

The  e f f e c t s  o f  0 . 3 E - 6  m o l a r  t e t r o d o t o x i n  on  s p o n t a n e o u s  

i m p u l s e  a c t i v i t y .  W i t h i n  30 s e c o n d s  a f t e r  t h e  s t a r t  o f  

t h e  d r u g  p e r f u s i o n  t h e  s i z e  o f  t h e  a c t i o n  p o t e n t i a l s  was  

s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  (A a nd  on e x p a n d e d  t i m e  s c a l e  i n  B ) . 

A f t e r  3 m i n u t e s ,  a l l  s p i k i n g  a c t i v i t y  h a d  d i s s a p p e a r e d  ( A) .  

One h o u r  of  w a s h i n g  i n  R i n g e r  d i d  n o t  r e v e r s e  t h e  e f f e c t s  

o f  t h e  d r u g .  E l e c t r o d e s  w e r e  p l a c e d  a s  s hown i n  f i g u r e  5.

N o t e :  E = e x p o n e n t i a l

f o r  e x a m p l e  1 . 0 E 3  = 1 0 0 0 . 0

a nd  1 . 0 E - 3  = 0 . 0 0 1
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F i g u r e  16 

T e t r o d o t o x i n

The  e f f e c t s  o f  0 . 3  E - 6  m o l a r  t e t r o d o t o x i n  on  i m p u l s e  

a c t i v i t y .  T h i s  i s  a d i f f e r e n t  a n i m a l  t h a n  t h a t  s hown i n  

t h e  p r e v i o u s  f i g u r e .  M i d d l e  t r a c e :  i m p u l s e  a c t i v i t y  h a s

d i s s a p p e a r e d  a f t e r  5 m i n u t e s  o f  p e r f u s i o n  w i t h  t h e  d r u g .  

Lowe r  t r a c e :  a n o r ma l  DC ERG o b t a i n e d  a f t e r  i m p u l s e  a c t ­

i v i t y  h a d  c e a s e d .  The  r e c o r d i n g s  w e r e  ma d e  w i t h  e l e c t r o d e  

G1 i n  t h e  c o r n e a . o f  t h e  r i g h t  l a t e r a l  o c e l l u s  a n d  e l e c ­

t r o d e  G2 i n  t h e  v e r t e x .
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F i g u r e  17

C o m p u t e r s  a b i l i t y  t o  c o u n t  i m p u l s e s .

E x t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y .  The  e l e c ­

t r o d e  c o n f i g u r a t i o n  a s  i n f i g u r e  5 .  The  l i n e  o f  d o t s  a b o v e  

t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i s  a r e c o r d i n g  o f  t h e  c o m p u t e r s '  d i s c ­

r i m i n a t o r  o u t p u t ( s e e  M e t h o d s :  p h a r m a c o l o g y ,  c u r a r e ) .  Fo r  

e v e r y  i m p u l s e  t h a t  i s  a c t u a l l y  c o u n t e d  by t h e  c o m p u t e r ,  

t h e  o u t p u t  o f  t h e  d i s c r i m i n a t o r  p u t s  o u t  a p o s i t i v e  v o l t a g e  

w h i c h  c a n  be d i s p l a y e d  on a n  o s c i l l o s c o p e  a l o n g  w i t h  t h e  

s i g n a l  w h i c h  i s  b e i n g  a n a l y z e d .  The  t y p e  o f  d i s p l a y  s e e n  

i n  t h i s  f i g u r e  was  u s e d  t o  s e t  t h e  l e v e l  a t  w h i c h  e a c h  

s p i k e  was  c o u n t e d .  As a f u r t h e r  c o n t r o l  some r e s p o n s e s  

w e r e  h a n d  c o u n t e d  a nd  t h e s e  n u mb e r s  w e r e  c o mp a r e d  t o  t h e  

c o u n t s  o b t a i n e d  by t h e  c o m p u t e r .  Hand c o u n t s  w e r e  i d e n t ­

i c a l  t o  c o m p u t e r  c o u n t s .
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F i g u r e  18 

I n t e n s i t y - R e s p o n s e  s e r i e s  i n R i n g e r

I n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  s h o wi n g  t y p i c a l  b e h a v i o r  of  

o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  b e f o r e ,  d u r i n g  a nd  a f t e r  

a t wo s e c o n d  l i g h t  f l a s h ,  and  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  any 

p h a r m a c o l o g i c a l  a g e n t .  The  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e s  w e r e  

p l a c e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  5 and  t h e  m e t h o d s .  One 

l a t e r a l  o c e l l a r  n e r v e  was  r e m o v e d .  C o m p l e t e  i n h i b i t i o n  

o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  o c c u r s  a t  l i g h t  i n t e n s i t i e s  o f  l o g  I 

= - 5  o r  g r e a t e r .  N o t e  t h a t  t h e  s p i k e  f r e q u e n c y  p r i o r  t o  

l i g h t  " o n "  d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  s t i m u l u s  i n t e n s i t y .  

S i n c e  t h e s e  r e s p o n s e s  a r e  e i t h e r  t h e  s e c o n d  o r  t h i r d  f l a s h  

i n  a s e r i e s  o f  t h r e e  f l a s h e s ,  t h e  i m p u l s e  r a t e  j u s t  p r i o r  

t o  t h e  l i g h t  f l a s h  r e p r e s e n t s  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  

f r e q u e n c y .  At  t h e  h i g h e r  l i g h t  i n t e n s i t i e s  a b u r s t  o f  

i m p u l s e  a c t i v i t y  c a n  be  o b s e r v e d  a t  l i g h t  " o f f " .  The 

l a r g e  downwar d  s p i k e  p r e s e n t  a t  l i g h t  " o n "  a t  t h e  two 

b r i g h t e s t  s t i m u l u s  i n t e n s i t i e s  i s  a r e m n a n t  o f  t h e  c o r n e a l  

ERG,  w h i c h  i s  n o t  c o m p l e t e l y  f i l t e r e d  o u t .  The  r e s p o n s e s  

d i s p l a y e d  in f i g u r e s  18 t h r o u g h  26 w e r e  a l l  o b t a i n e d  f r o m 

an A e s c h n a  i n  a s i n g l e  e x p e r i m e n t .  The  a n a l y z e d  r e s u l t s  

shown in f i g u r e s  29 t h r o u g h  34 came f r o m  7 s e p a r a t e  

p r e p a r a t i o n s ,  w h i c h  i n c l u d e s  t h e  r e s p o n s e s  d i s p l a y e d  i n 

t h i s  s e r i e s  o f  f i g u r e s  ( 1 8 - 2 6 ) .



Figure 18
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F i g u r e  19

C u r a r e

I n t e n s i t y -  r e s p o n s e  s e r i e s  s h o w i n g  t h e  b e h a v i o r  o f  

i m p u l s e  a c t i v i t y  i n t h e  p r e s e n c e  o f  50 uM c u r a r e .  Co mp a r e  

t h e  e f f e c t  of  a l i g h t  f l a s h  a t  l o g  I = - 8  on t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  ( f r e q u e n c y  p r i o r  t o  s t i m u l a t i o n )  w i t h  

t h e  same t r a c e  i n  f i g u r e  1 8 .  Ba r  i n d i c a t e s  t i me  o f  i l -  

1 umi n a t  i o n .



Figure 19
5 0  uM C u rare
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Fi  g u r e  20 

Cu r a r e

I n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  s h o w i n g  t h e  b e h a v i o r  of  

i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  300 um c u r a r e .  T h e r e  

i s  an i n c r e a s e  i n  f r e q u e n c y  i n  t h e  d a r k  a n d  d u r i n g  t h e  e nd  

o f  t h e  i n t e r f l a s h  i n t e r v a l  ( p r i o r  t o  t h e  l i g h t  f l a s h )  i n 

r e s p o n s e  t o  t h i s  d r u g .  N o t e  t h e  d e c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  

o f  t h e  l i g h t  r e s p o n s e .  Ba r  i n d i c a t e s  t i m e  of  i l l u m i n a ­

t i o n .
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F ig u r e  20

5 0 0  uM  C u r a r e

d a r k

Log I
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F i g u r e  21 

Cu r a r e

I n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  s h o w i n g  t h e  b e h a v i o r  of  

o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 . 0  nrM 

c u r a r e .  Ba r  i n d i c a t e s  t i m e  o f  i l l u m i n a t i o n .
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F ig u r e  21
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F i g u r e  22 

C u r a  r e

The  e f f e c t s  o f  c u r a r e  on o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  b e h a v i o r  

i n  t h e  d a r k  (A)  a nd  b e f o r e ,  d u r i n g ,  a nd  a f t e r  a l i g h t  f l a s h  

a t  t h r e e  d i f f e r e n t  i n t e n s i t i e s  ( B , C , D ) .  U p p e r  t r a c e :  

r e c o r d i n g s  ma de  i n  c o n t r o l  p e r f u s  a t e . . . R i n g e r . T r a c e  

s e c o n d  f r o m  t h e  t o p :  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  i n  t h e  p r e ­

s e n c e  o f  50 uM c u r a r e .  T r a c e  t h i r d  f r o m  t h e  t o p :  i m­

p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  500 uM c u r a r e .  

B o t t o m  t r a c e :  i m p u l s e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

1 . 0  rrM c u r a r e .  Ba r  i n d i c a t e s  t i me  of  i l l u m i n a t i o n .



F igure  22
D a r k
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F i g u r e  23

H i s t o g r a m s  o f  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  R i n g e r .

A s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  s h o w i n g  t h e  n u mb e r  .of i m p u l s e s  

p e r  t i me  i n t e r v a l  s t a r t i n g  a t  t i m e  z e r o  s e c o n d s  on t h e  

l e f t .  Ea c h  b a r  r e p r e s e n t s  t h e  n u mb e r  o f  c o u n t s  f o r  a 

p e r i o d  or  i n t e r v a l  o f  e x a c t l y  0 . 5  s e c o n d s .  The  t i me  

of  i l l u m i n a t i o n  i s  d e n o t e d  by t h e  v e r t i c a l  d o t t e d  l i n e s .  

T h i s  s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  i s  a c o m p u t e r  r e p r e s e n t a t i o n  

o f  t h e  r e s p o n s e  s e e n  i n  f i g u r e  1 8 .  N o t e  t h a t  f i g u r e  18 

s hows  o n l y  t h e  f i r s t  10 s e c o n d s  o f  t i m e  d i s p l a y e d  i n  

f i g u r e  2 3.
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F i g u r e  24

H i s t o g r a m s  o f  s p i k e  f r e g u e n c y  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  100 uM c u r a r e .

A s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  s h o w i n g  t h e  e f f e c t s  o f  100 uM 

c u r a r e  on s p i k i n g  a c t i v i t y .  T h i s  was  a u n i g u e  p r e p a r a t i o n  

i n  t h a t  100 uM c u r a r e  f u r t h e r  d e c r e a s e d  s p i k e  f r e ­

g u e n c y  ( s e e  d i s c u s s i o n  : p h a r m a c o 1o g y ) b e t w e e n  f l a s h e s .

T h i s  s e t  o f  d a t a  was  o b t a i n e d  f r o m  t h e  same a n i m a l  wh o s e  

r e s p o n s e s  a r e  s e e n  i n  f i g u r e s  18 t h r o u g h  2 6 .  The  i l ­

l u m i n a t i o n  o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e  v e r t i c a l  l i n e s .
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F i g u r e  25

H i s t o g r a m s  o f  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  500 uM c u r a r e .

A s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  s h o wi n g  t h e  e f f e c t s  o f  500 uM 

c u r a r e  on o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y .  T h i s  s e r i e s  

i s  a c o m p u t e r  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e s  s e e n  i n 

f i g u r e  2 0 .  The t i m e  o f  i l l u m i n a t i o n  i s  d e n o t e d  by t h e  

v e r t i c a l  l i n e s .  N o t e  t h e  Y - a x i s  o f  t h e  b o t t o m - m o s t  

h i s t o g r a m  h a s  a d i f f e r e n t  o r d i n a t e  s c a l e  w i t h  an u p p e r  

b o u n d a r y  o f  3 0 .
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F i g u r e  26

H i s t o g r a m s  o f  s p i k e  f r e q u e n c y  i n t h e  p r e s e n c e  

o f  1 . 0  rrM c u r a r e .

A s e r i e s  o f  h i s t o g r a m s  s h o w i n g  t h e  e f f e c t s  o f  1 . 0  nrM 

c u r a r e  on o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y .  T h e s e  h i s t o ­

g r a ms  a r e  a c o m p u t e r  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e s  

s e e n  i n f i g u r e  2 1 .  The  i l l u m i n a t i o n  o c c u r r e d  b e ­

t we e n  t h e  v e r t i c a l  b a r s .
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F i g u r e  27 

The r e v e r s i b i l i t y  o f  c u r a r e  a c t i o n .

The e f f e c t s  o f  1 . 0  rrM c u r a r e  on i m p u l s e  a c t i v i t y .

The  u p p e r  b o u n d a r y  o f  a l l  h i s t o g r a m s  i s  30 s p i k e s .  The 

t i m e  of  i l l u m i n a t i o n  i s  d e n o t e d  by t h e  v e r t i c a l  b a r s .  

C u r a r e  s e v e r e l y  d e c r e a s e d  t h e  r e s p o n s e  t o  l i g h t  a nd  i n ­

c r e a s e d  s p i k i n g  a c t i v i t y  i n t h e  d a r k  b e t w e e n  f l a s h e s .  

The  e f f e c t s  of  c u r a r e  a r e  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  a f t e r  an  

h o u r  i n a R i n g e r  w a s h .



CURARE

BEFORE PERFUSED 6 0  MINUTES WASHED 6 0  MINUTES

Figure 27
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F i g u r e  28

I m p u l s e  a c t i v i t y  a f t e r  t wo h o u r s  i n  R i n g e r .

T h e r e  i s  no s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  

s p i k i n g  a c t i v i t y  a f t e r  t wo h o u r s  i n  R i n g e r .  A.  A s e r i e s  

o f  h i s t o g r a m s  s h o wi n g  t h e  t y p i c a l  b e h a v i o r  o f  i m p u l s e  

a c t i v i t y  a f t e r  o n e  h o u r  i n  R i n g e r .  B.  As a c o n t r o l ,  

t h i s  s e r i e s  of  r e s p o n s e s  w e r e  r e p e a t e d  o n e  h o u r  a f t e r  

t h e  f i r s t  s e r i e s  ( i n  A)  wa s  o b t a i n e d .  Ti me  o f  i l l u m i n a ­

t i o n  i s  d e n o t e d  by t h e  v e r t i c a l  l i n e s .  The  u p p e r  b o u n d ­

a r y  o f  t h e  y - a x i s  f o r  a l l  h i s t o g r a m s  i s  20 s p i k e s .
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F i g u r e  29

I n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y .

A l i n e a r  p l o t  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y ,  m e a s u r e d  30 s e c o n d s  a f t e r  l i g h t  o f f ,  t o  

t h e  d o s e  o f  c u r a r e .  The  c u r v e s  r e p r e s e n t  t h e  me a n  v a l u e s  

o b t a i n e d  f r o m  7 p r e p a r a t i o n s .  I n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  

was  d e t e r m i n e d  by a v e r a g i n g  t h e  f o u r  h a l f  s e c o n d  i n t e r v a l s  

p r i o r  t o  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  l i g h t  s t i m u l u s  ( s e e  m e t h o d s :  

p h a r m a c o l o g y ,  c u r a r e ) ( s e e  f i g u r e s  2 3 - 2 6 )  and  t h e n  m u l t i ­

p l y i n g  by 2 t o  c o n v e r t  t h e  n u mb e r  t o  H e r t z .  The  d a r k  f r e ­

q u e n c y  ( s o l i d  c i r c l e )  wa s  m e a s u r e d  a f t e r  t h e  p r e p a r a t i o n  

was  d a r k  a d a p t e d  f o r  o n e  h o u r  a t  e a c h  d r u g  c o n c e n t r a t i o n .  

Ten c o n s e c u t i v e  h a l f  s e c o n d  i n t e r v a l s  w e r e  a v e r a g e d  a n d  t h e  

r e s u l t i n g  n u mb e r s  w e r e  m u l t i p l y e d  by t wo t o  c o n v e r t  t h e  

v a l u e  t o  H e r t z .



INTERFLASH SP IK E  FREQUENCY

FREQUENCY 
< HERTZ>

3 2 .  -

2 0

1 0
0 .  2 0 0 .  4 0 0 .  6 0 0 .

DOSE OF CURARE <UM>
8 0 0

LOG I = - 9
- + - LOG I = - 8

LOG I = - 7
- A - LOG I = - 6
- t t - LOG I = - 5
- O - LOG I = - 4
- o - LOG I = - 3
_  .  _ LOG I = - 2
- X - LOG I = - l
- 0 - LOG 1 = 0

DARK

I ■ ■___ i____|— i— i— i— |— i— i— i— |  .,i— •— i

1 0 0 0 .

Figure 29
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F i g u r e  30

I n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y

An a l t e r n a t i v e  p l o t  o f  t h e  s ame  d a t a  a s  p r e s e n t e d  i n  

f i g u r e  29 s h o w i n g  t h e  r e  1 a t i o s n s h i p  o f  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  t o  t h e  l o g  i n t e n s i t y  o f  t h e  l i g h t  f l a s h  

a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c u r a r e .  I t  s h o ws  i n 

a n o t h e r  way t h a t  f o r . t h e  e n t i r e  r a n g e  o f  l i g h t  i n t e n ­

s i t i e s  u s e d ,  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  i n  50 uM 

c u r a r e  i s  l e s s  t h a n  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l .  A t e s t  o f  t h e  

s l o p e s  of  t h e  c u r v e s  f o r  R i n g e r  and  50 um c u r a r e  s how 

t h a t  t h e  s l o p e s  a r e  d i f f e r e n t  a t  P < 0 . 0 1 .  A t e s t  o f  t h e  

i n d e p e n d e n c e  o f  y vs  x f o r  t h e  t h r e e  h i g h e s t  d r u g  d o s e s  

s how t h a t  t h e  i n t e r f l a s h  s p i k e  f r e q u e n c y  was  i n d e p e n d e n t  

o f  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  ( P > 0 . 0 5 ) ,  whe n  t h e  a n i m a l  was  

p e r f u s e d  w i t h  c u r a r e  a t  t h o s e  c o n c e n t r a t i o n s .



FREQUENCY
<HERTZ>

INTERFLASH SP IK E  FREQUENCY

31

2 5 .  ••

2 9 .

1 5 .

1 0 .
-7 . - 5 . - 3 .

LOG IN TEN SITY

RINGER
5 0  UM CURARE Figure 30

-A -  1 0 0  UM CURARE 
- O -  5 0 0  UM CURARE 
- O -  1 MM CURARE 204
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F i g u r e  31

A v e r a g e  f r e q u e n c y  i n  t h e  l i g h t .

I n t e n s i t y - s p i k e  f r e q u e n c y  r e l a t i o n s h i p  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c u r a r e .  The  d a t a  was  o b ­

t a i n e d  by a v e r a g i n g  t h e  l a s t  3 h a l f  s e c o n d  i n t e r v a l s  of  

t h e  s e c o n d  a nd  t h i r d  l i g h t  f l a s h .  Ea c h  f l a s h  l a s t e d  f o r  

t wo s e c o n d s  ( s e e  m e t h o d s :  p h a r m a c o l o g y ,  c u r a r e ) .  The  

a v e r a g e  numbe r  o f  c o u n t s  p e r  i n t e r v a l  was  t h e n  m u l t i p l i e d  

by two t o  c o n v e r t  t h e  n u mb e r  t o  H e r t z .  T h e s e  c u r v e s  

r e p r e s e n t  d a t a  p o o l e d  f r o m  7 p r e p a r a t i o n s .



FREQUENCY
<HERTZ)

«

AUERAGE FREQUENCY IN  THE LIGHT

20.

1 0 .  -•

0 .- 9 . -7 .
LOG IN T E N SIT Y

RINGER
5 0  UM CURARE figure 31

- A -  1 0 0  UM CURARE 
5 0 0  UM CURARE 
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F i g u r e  32

S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  l i g h t  f r e q u e n c y .

R e g r e s s i o n  l i n e s  d r a wn  t h r o u g h  t h e  p o i n t s  o b t a i n e d  

f r o m f i g u r e  3 1 .  A s t a t i s t i c a l  t e s t ' s h o w e d  

t h a t  t h e  s l o p e  o f  t h e  f r e q u e n c y  vs  i n t e n s i t y  c u r v e  f o r  

R i n g e r  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  s l o p e s  o f  t h e  s ame  c u r v e s  

o b t a i n e d  in t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  d r u g  a t  p<0 0 1 .  A l l  

o f  t h e  c u r v e s  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c u r a r e  a t  

a l l  c o n c e n t r a t i o n s  h a d  i d e n t i c a l  s l o p e s  a t  P > 0 . 0 5 .



FREQUENCY 
< H ER TZ>

AUERAGE FREQUENCY IN  THE LIG H T

1 0 . ■■

9 . - 7 . - 5 . - 3 . 0 .
LOG IN T E N S IT Y

•  RINGER
*  5 0  UM CURARE
A  1 0 0  UM CURARE 
□  5 0 0  UM CURARE 
O 1 MM CURARE
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F i g u r e  33 

C h a n g e  i n  i m p u l s e  f i r i n g  r a t e

A g r a p h  s h o w i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c h a n g e  

i n  s p i k e  f r e q u e n c y  d u e  t o  l i g h t  vs  t h e  l o g  i n t e n s i t y  

o f  t h e  l i g h t  a t  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c u r a r e .

The p a r a m e t e r s  w e r e  o b t a i n e d  by f i n d i n g  t h e  a v e r a g e  i m­

p u l s e  f r e q u e n c y  i n  t h e  l i g h t  a s  e x p l a i n e d  i n  f i g u r e  31 and 

s u b t r a c t i n g  i t  f r o m  t h e  a v e r a g e  f r e q u e n c y  j u s t  p r i o r  t o  

l i g h t  " o n ” ( t h e  l a t t e r  i s  t h e  s ame as  t h e  i n t e r f l a s h  

s p i k e  f r e q u e n c y  o b t a i n e d  i n  f i g u r e s  29 a nd  3 0 ) .



CHANGE IN  
FREQUENCY 

(H E R T Z )

CHANGE IN INPULSE FIRING RATE
19.

1 4 .  -

- 9 . - 7 . - 5 . - 3 . 0 .
LOG IN T E N SIT Y

- € > -  RINGER
5 0  UM CURARE Figure 33

- A -  1 0 0  UM CURARE
5 0 0  UM CURARE 

- O -  1 MM CURARE
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F i g u r e  34

A s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  c h a n g e  i n  s p i k e  

f r e q u e n c y .

R e g r e s s i o n  l i n e s  d r a wn  t h r o u g h t  t h e  p o i n t s  o b t a i n e d  

f r o m  f i g u r e  3 3 .  A s t a t i s t i c a l  t e s t  t o  d e t e r m i n e  

i f  t h e  s l o p e  o f  t h e  c u r v e  f o r  R i n g e r  i s  i d e n t i c a l  t o  t h e  

s l o p e s  of  t h e  d r u g  c u r v e s  s howe d  t h e m n o t  t o  be i d e n t i c a l  

a t  P < 0 . 0 1 .  A l l  o f  t h e  c u r v e s  o b t a i n e d  i n t h e  p r e s e n c e  

o f  c u r a r e  h a d  i d e n t i c a l  s l o p e s  a t  P > 0 . 0 5 .



CHANGE IN  
FREQUENCY 

CHERTZ)

CHANGE IN IMPULSE FIRING RATE
19. T

1 7 .  *

1 5 .  -

1 3 .  -

- 9 . - 5 . - 3 . 0 .
LOG IN T E N SIT Y

#  RINGER  
% 5 0  UN CURARE
A 1 0 0  UM CURARE
D 5 0 0  UM CURARE 
O 1 MM CURARE
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F i g u r e  35

Ti me c o u r s e  of  t h e  e f f e c t s  o f  GABA on i m p u l s e  

a c t i v i t y .

Ea c h  h i s t o g r a m  r e p r e s e n t s  t h e  s p i k e  c o u n t s  o f  t h r e e  c o n ­

s e c u t i v e  f l a s h e s .  The p r e p a r a t i o n  was  s t i m u l a t e d  e v e r y  18 

s e c o n d s .  Ea c h  b a r  r e p r e s e n t s  an i n t e r v a l  o f  200  m i l l i s e c ­

o n d s .  The  t i m e  o f  i l l u m i n a t i o n  i s  d e n o t e d  by t h e  v e r t i c a l  

b a r s .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  GABA i n  t h e  p e r f u s a t e  was  10 

rrMo l a r .  S t i m u l u s  i n t e n s i t y :  l o g  I = - 5 .
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F i g u r e  36

I n t e n s i t y - r e  p o n s e  s e r i e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  GABA.

An i n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  c o m p a r i n g  t h e  b e h a v i o r  

o f  t h e  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n  R i n g e r  ( u p p e r  h i s t o g r a m )  and  

a f t e r  o v e r  60 m i n u t e s  i n  10 rrM GABA ( l o w e r  h i s t o g r a m )  

u n d e r  i n c r e a s i n g  i n t e n s i t i e s  o f  l i g h t .  Ti me  o f  i l l u m i ­

n a t i o n  (2 s e c o n d s )  i s  d e n o t e d  by t h e  v e r t i c a l  l i n e s .  

Ea c h  h i s t o g r a m  i s  t h e  sum o f  t h e  i m p u l s e s  a t  e v e r y  i n ­

t e r v a l  f o r  a t o t a l  o f  s i x  c o n s e c u t i v e  f l a s h e s .  Ea c h  

f l a s h  was  two s e c o n d s  l o n g  a n d  o c c u r r e d  a t  a f r e q u e n c y  

o f  one  e v e r y  18 s e c o n d s .  N o t e  LN = LOGIO. A,  d a r k .

B,  Log I = - 8 .  C,  Log I = - 7 . D,  Log I = - 6  . E,  Loq I = - 5

F,  Log I = - 4 .  G,  Log I = - 3 .  H,  Log I = - 2 .  I ,  Log I =- 1
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F i g u r e  37

L i g h t  f a c i l i a t i o n  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  i n t h e  

p r e s e n c e  o f  GABA.

An i n t e n s i t y - r e s p o n s e  s e r i e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  10 

rrM GABA f o r  one  h o u r .  As i n  t h e  p r e v i o u s  f i g u r e ,  Ea c h  

h i s t o g r a m  r e p r e s e n t s  t h e  sum o f  s i x  f l a s h e s .  The  f i g u r e  

s hows  t h e  s h i f t  o f  t h e  l i g h t  f a c i l i t a t i o n  o f  t h e  s p i k e s  

f r o m l i g h t  " o n "  t o  l i g h t  " o f f " .  Ti me  o f  i l l u m i n a t i o n  

(2 s e c o n d s )  i s  i n d i c a t e d  by t h e  v e r t i c a l  b a r s .  N o t e :

LN = LOGIO.
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F i g u r e  38

Ti me  c o u r s e  o f  w a s h i n g  a f t e r  a GABA p e r f u s i o n .

The  t i me  c o u r s e  o f  w a s h i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  a f t e r  i t  

b e e n  p e r f u s e d  i n  10 nrM GABA f o r  90 m i n u t e s .  E a c h  h i s t o  

g r a m r e p r e s e n t s  t h e  sum o f  t h r e e  c o n s e c u t i v e  f l a s h e s .  

Time o f  i l l u m i n a t i o n  ( 2  s e c o n d s ) i s  d e n o t e d  by t h e  d a r k  

b a r s .  S t i m u l u s  i n t e n s i t y :  l og  1= - 5 .

h a d
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F i g u r e  39

Ti me  c o u r s e  o f  t h e  a c t i o n  o f  c o b a l t .

12 rrM c o b a l t  r e v e r s i b l y  i n h i b i t s  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  

a c t i v i t y  a f t e r  18 m i n u t e s .  E a c h  h i s t o g r a m  r e p r e s e n t s  

t h e  t o t a l  s p i k e  c o u n t s  a t  e a c h  i n t e r v a l  f o r  9 c o n s e c u t i v e  

l i g h t  f l a s h e s .  The t i m e  o f  i l l u m i n a t i o n  ( 2  s e c o n d s )  i s  

d e n o t e d  by t h e  b a r .  S t i m u l u s  i n t e n s i t y  i s  l og  I = - 5 .



MINUTES
PERFUSED

12 mM COBALT

w a s hc o b a l t

Figure 39
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F i g u r e  40

C h a n g e s  i n  o c e l l a r  n e r v e  i m p u l s e  a c t i v i t y  d u r i n g  

a d i m f l a s h

T h i s  f r e q u e n c y  h i s t o g r a m  of  o c e l l a r  n e r v e  i mp u l s e  

a c t i v i t y  was  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  "mu 11 i s p i k e s " p r o g r a m  

( s e e :  Me t h o d s ,  " e x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l  f o r  p h a r m a c o l o g i c a l  

e x p e r  i m e n t s . . .GABA and C o b a l t " ) ,  by s ummi ng t h e  s p i k e s  i n 

e a c h  t i me  i n t e r v a l  f o r  30 c o n s e c u t i v e  two s e c o n d  f l a s h e s .  

The t i me  b e t w e e n  e a c h  f l a s h  was  22 s e c o n d s .  Each  t i me  

i n t e r v a l  r e p r e s e n t s  0 . 2  s e c o n d s .  The  h o r i z o n t a l  b a r  d e ­

n o t e s  t i me  of  i l l u m i n a t i o n .



NUMBER
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F i g u r e  41 

Du a l  t h r e s h o l d  mo d e l

A a nd  8  r e p r e s e n t  t h e  e f f e c t i v e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  a t  

t h e  s i t e  o f  s p i k e  i n i t i a t i o n  i n  t h e  s p i k i n g  n e u r o n  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  a n y  p h a r m a c o l o g i c a l  a g e n t s .  C and D r e p r e s e n t  

t h i s  p o t e n t i a l  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  GABA. A ' , B ' , C ' ,  a nd  D'  

c o r r e s p o n d  t o  t h e  p a t t e r n s  o f  i m p u l s e  a c t i v i t y  t h a t  t h e  

m o d e l  p r e d i c t s  w o u l d  be  s e e n  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  t r a c e  

u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  by t h e  f i g u r e .  The  h o r i ­

z o n t a l  b a r s  d e n o t e  t h e  t i m e  o f  i l l u m i n a t i o n .

The e f f e c t  o f  GABA i s  shown t o  m a i n t a i n  t h e  m e m b ra n e  

p o t e n t i a l  a b o v e  t h e  u p p e r  t h r e s h o l d  when t h e  p r e p a r a t i o n  

i s  s t i m u l a t e d  w i t h  l ow l e v e l s  o f  i l l u m i n a t i o n .  At  h i g h e r  

i n t e n s i t i e s  o f  i l l u m i n a t i o n ,  t h e  m e m b ra n e  p o t e n t i a l ,  

when t h e  p r e p a r a t i o n  i s  p e r f u s e d  w i t h  GABA ( D ) , i s  s t i l l  

h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  (B)  b e f o r e  a nd  a f t e r  

t h e  l i g h t  s t i m u l u s .  Se e  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p l a n a t i o n .
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