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depressant effect thereafter increasing steeply with in-
creasing magnitude of the second component. Further
increase in depressant effect of the stimulation occurred
in the realm of the stimulus intensity for the third com-
ponent, however, the rate of increase was only slight in
spite of the rapid augmentation of the amplitude of this
third component. It can therefore be concluded that
inhibition of GSR is due to activity carried in the fibers
of the second component of the compound action potential.
Mean value of the maximum conduction velocity of this
component was 23 m/sec. Frequency characteristics of the
splanchnic stimulation were investigated at frequencies:
0.3,0.5, 1, 3, 5, 10, 50 and 100/sec, with stimulus intensity
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(a) Amplitude of cvoked GSR recorded from right paw of the anterior
limb is depressed during splanchnic afferent stimulation. Stimulation-
evoking GSR was applied to the common peroneal nerve at every
45 scc (signal on the baseline). The right splanchnic nerve was
stimulated repetitively with rectangular pulses of 0.01 msec duration,
12 Vintensity, at a rate of 3/sec, during the period shown by upward
deflexion of the baseline. (B) Neurogram of the splanchnic nerve.
3 components are indicated by Roman numerals, The fourth com-
ponent is not shown. (¢) Relationship between degree of inhibition
of the GSR (ordinate) and stimulation intensity expressed in mul-
tiples of the threshold of the first splanchnic component (TT)
(abscissa). The right splanchnic nerve was stimmulated at a rate of
5/sec, with rectangular pulses of 0.01 mesec, for 90 sec; threshold for
the first component (TI} was 1.2 V. Roman numerals at the bottom
indicate the appearance of the respective component in the neuro-
gram.

Specialia

149

kept constant at a range of the second component. The
inhibitory effect sets in at 0.5/sec; reaches a maximum at
5/sec or at 10/sec and decreases with further increase of
the stimulation frequency.

Sympathetic reflex discharge elicited by splanchnic or
somatic afferent stimulation was investigated intensively
by PERL et al. and DowMAN et al. Both of them reported
marked depression of the sympathetic reflex discharge by
prior conditioning of splanchnic or spinal afferent fibers -3,
The conduction velocity of these fibers lies between 15--
35 m/sec?. Dubpa* reported that the somatic polysynaptic
reflex was inhibited by splanchnic afferent stimulation as
well as by cutaneous afferent. In our preliminary experi-
ment, it was found that GSR was inhibited by afferent
fibers of the common peroneal nerve with maximum con-
duction velocity between 20 and 30 m/sec!. This value
corresponds with that obtained on the splanchnic nerve
reported here. These data mentioned above suggest that a
common afferent system may operate in somatic and in
visceral nerves to produce inhibition of a visceral and a
somatic motor outflow. Further experiments are, however,
still needed to clarify this problem?.

Zusammenfassung. Der hemmende Einfluss wieder-
holter elektrischer Reizung der Afferenzen des N.
splanchnicus auf den galvanischen Hautreflex (GHR)
wurde an Katzen untersucht. Gleichzeitige Registrierung
des Neurogrammes des N. splanchnicus zeigt, dass die
reflektorische Hemmung des GHR durch Fasern der A-¢
Gruppe hervorgerufen wird.
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Nachweis der Selbst-Erregung der circadianen Periodizitéit bei Carabiden (Coleoptera Ins.)*

Carabiden zeigen cine starke Abhéngigkeit ihrer tages-
zeitlichen Laufaktivitdt vom zeitgebenden Licht-Dunkel-
Wechsel, wie besonders die extrem schnelle Resyn-
chronisation nach Phasenumkehr des Zeitgebers und die
Synchronisation durch 8/8-Std-Tage zeigen!. Es war aus
diesen Griinden fraglich, ob die auch bei Carabiden im
Konstantversuch auftretende Circadian-Periodik selbst-
crregt (ungeddmpft) ist oder lediglich e¢in geddmpftes
Nachschwingen nach Errcgung durch Aussenreize dar-
stellt. Zur Entscheidung kann das Verhalten der Ampli-
tude im Konstantversuch weniger gut herangezogen
werden, da — im Falle der Fremd-Erregung — die Schwin-
gung auch im Konstantversuch durch gelegentliche,
aperiodische Reizverdnderungen wieder aufgeschaukelt
werden kénnte. Hier soll zur Klarung der angeschnittenen
I'rage das Verhalten bei Zeitgebern verschiedener Ere-
quenz herangezogen werden. Der Mitnahmebereich ist im

Falle der Selbst-Erregung beschrinkt; ausserhalb seiner
Grenzen setzt sich eine endogene Circadian-Periodizitit
durch. Fremd-erregt schwingende Systeme lassen sich
hingegen von beliebigen Zeitgeberfrequenzen mitnehmen?.

Der Nachweis der Selbsterregung, der an Einzel-
organismen durchzufiihren ist2?, wurde auf diesem Wege
bisher vor allem fiir Vertebraten erbracht, wiahrend bei
Insekten positive Befunde fiir Periplaneta und Leucophaea
(beide Blattoidea) vorliegen?®.
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Material und Methode. Je 12 Carabus cancellatus—33
wurden einzeln in 8/8-, 10/10- sowie 16/16-5td-Tagen ge-
halten. Ein Teil der Kéfer war jeweils nicht oder nur sehr
wenig aktiv und blieb unberiicksichtigt. Vor oder nach
einem jeden dieser 2-3-wochigen Versuche wurden die-
selben Tiere 6 bis 7 Tage lang im 12/12-Std-Tag unter-
sucht. Die Helligkeit in den Lichtphasen betrug 2 oder
50 Lux, die in den Dunkelphasen 0 Lux. Die von den
Aktographen ausgehenden Impulse wurden von Relais
gezdhlt, deren Stand halbstiindlich ausgedruckt wurde.
Die auf Lochkarten iibertragenen Messwerte wurden von
der Rechenanlage der Universitdt Miinster ausgewertet.

Ublicherweise wird die Periodenlinge an Hand eines
korrespondierenden Punktes der einzelnen Perioden (zum
Beispiel des Aktivititseinsatzes) bestimmt, der jedoch
nicht immer eindeutig festzulegen ist. Die hier ange-
wendete Registriertechnik legt es nahe, bei der Bestim-
mung der Periodenlinge alle pro Zeiteinheit gemessenen
Aktivititen beziiglich ihrer Menge und zeitlichen Ver-
teilung zu beriicksichtigen. Das dafiir vorgeschlagene Ver-
fahren der Autokorrelation? lieferte fur C. camcellatus
Ergebnisse, die aus folgenden Griinden unbefriedigend
waren: 1) die Extrema der Korrelationskoeffizienten
traten nicht scharf genug hervor, so dass die Bestimmung
der Periodenlinge eine gewisse Willkiir einschloss;
2) auch dann, wenn offensichtlich keine Periodizitat vor-
lag (etwa bei weitgehender Inaktivitit der Versuchs-
tiere), lieferte die Autokorrelation stark schwankende
Korrelationskoeffizienten, die eine Bestimmung von
Periodenlidngen suggerierten. Diese Nachteile haften dem
neun entwickelten Verfahren nicht an, das im Folgenden
kurz dargestellt werden soll (eine eingehende Darstellung
und Begriindung soll an anderer Stelle erbracht werden).
Die gemessenen Aktivititswerte a,, a,, . . ., a, werden in
einem besonderen Schema (einer Matrix B von 7 Zeilen
und p Spalten) spaltenweise angeordnet. Man errechnet
die Streuung der Werte einer Zeile um den Zeilenmittel-
wert. Durch Wahl der Zeilenzahl v versucht man die
Streuung im Mittel iiber alle Zeilen moglichst klein zu
machen. Formelmassig fithrt das zu folgender Funktion

von v
R 1 Az 2
E P (“vr—o—ﬂ)z— Z Ayv 4 A
A=1 y=0 Rir \y=o

T KR
P X (@rr40)?
A=1 »=0
mit »n; , so, dass

T+ AN < (myr+1)7+ 4
gilt.

Fr): =

Die gesuchte Periodenldnge r; und ibre Vielfachen
lassen sich bei den Minima der Funktion ¢(z) ablesen.

In den Tabellen 1, 2 und 3 stellt 7, die Hauptperioden-
linge dar, die sich aus dem jeweils tiefsten Minimum er-
rechnet. Aus zum Teil auftretenden weniger tiefen
Nebenminima liessen sich Nebenperiodizitidten (7, 7,) er-
mitteln, die der jeweiligen Hauptperiodizitit iiberlagert
waren. Die aunftretenden endogenen Perioden konnten
zum Teil an Hand eines Vielfachen ihrer Linge genauer
bestimmt werden als an Hand ihres ersten in der Fehler-
kurve auftretenden Minimums. Die Phasenwinkel-
differenz (PWD) errechnete sich aus dem zeitlichen Ab-
stand zwischen dem Medianwert der Aktivitdtsperiodik
und dem Mittelpunkt der Dunkelphase (Vorzeichen im
iiblichen Sinne?3).

Evgebnisse und Diskussion. Sowohl im 8/8-, 10/10- als
auch im 16/16-Std-Tag war die Mehrzahl der Kafer voll
synchronisiert, Dass hierbei keine «Maskierung» vorlag,
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bewies das Verhalten der PWD, die im 8/8- und 10/10-
Std-Tag kleiner, im 16/16-Std-Tag grosser als in den
12/12-Std-Vergleichsversuchen waren® Im 8/8-Std-Tag
traten jedoch bei den Tieren 3, 7 und 9, im 10/10-Std-Tag
beim Kifer 10 Hauptperioden auf, die von der Frequenz
des Licht-Dunkel-Wechsels erheblich abwichen und um
24 Std lang waren. Nebenperioden dieser Art traten beim

Tabelle 1. Versuch mit 8/8-Std-Tagen

Tier T, T, PWDy PWDyg/-PWD 915
1 16 23,1 —25 —1,5
2 16 —6.5 —3,5
3 25,8 16
4 16 —5 -3
5 16 —3 -3
6 16 —2 —-4,5
7 23,3
8 16 -3 —4,5
9 24,0

10 16 -1 —-1,5

Dauer: 470 Std. T = Periodenlinge, PWD = Phasenwinkeldifferenz
(s. Text). Die angegebenen Zahlen stellen jeweils ganze Stunden dar.
Die PWD wurde nur im Synchronisationsfall ausgerechnet (Haupt-
periodenlinge 7, = Periodenlange des Licht-Dunkel-Wechsels). Es
wurden 12 Tiere untersucht, von denen einige inaktiv waren. Tier 1
6: 2 Lux, Tier 7-12: 50 Lux in den Lichtphasen.

Tabelle 2. Versuch mit 10/10-Std-Tagen

Tier 7 T, 7, PWDygq PWDyg50-
PWDig10
2 20 -1 —4
4 20 -3 —6,5
5 20 -3 -6
6 20 —12 — 16,5
8 20-20,5v -6 —9,5
10 22,5 20 10,5
11 20 23,1 —8,5 —175
12 20 -3 —*

Dauer: 266 Std. (s. Tab. 1). ® Unscharfes Minimum, PWD fiir
7; = 20 errechnet. # Im 12/12-Std-Tag nicht aktiv.

Tabelle 3. Versuch mit 16/16-Std-Tagen

Tier T Ty T3 PWDyg15 PWDyg6-
PWDyy10
1 32 16 +8 +8
2 32 16 21,5 + 11 +16
5 32 16 +10 +7,5
9 32,5 L 100 —s
10 32 16 24 +17,5 + 5,5
12 32 +13 —a

Dauer: 451 Std. (s.Tab, 1). ® Fiir 7 = 32 errechnet. ® Im 12/12-Std-
Vergleichsversuch nicht aktiv.

4 D. M, A. MERCER, in Symposia of Quantitative Biology (Ed. J.
AscHoFF; Biological Laboratory, Cold Spring Harbor, New York
1960), vol. 25, p. 73.

5 J. AscuorF, K. KLorTER und R. WEVER, in Circadian Clocks (Ed.
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Tier 1im 8/8-Std-Tag, beim Tier 11 im 10/10-Std-Tag und
bei den Tieren 2 und 10 im 16/16-Std-Tag auf (Tabellen
I, I1, I1I). Diese Perioden wichen teilweise deutlich etwas
von 24 Std ab, in einigen Fillen (im 8/8- und 16/16-Std-
Tag) waren sie gleich 24 Std. Im ersten Fall kann ihr
endogener Ursprung als erwiesen gelten; im zweiten Fall
kénnte man an den Einfluss eines nicht ausgeschalteten,
unbekannten 24-Std-Zeitgebers denken. Moglicherweise
liessen sich diese Kifer aber durch die 8/8-beziehungs-
weise 16/16-Std-Tage zu einer 24-Std-Periodik synchroni-
sieren. Dies ist insofern denkbar, als beide Periodizititen
mit der 24-5Std-Periodizitdt in relativ kurzen Abstdnden
koinzidieren. Dann aber wire die Synchronisation zur
24-Std-Periodik ein weiterer Hinweis auf eine zugrunde
liegende endogene Circadian-Periodizitit.

Die Ergebnisse zeigen, dass C. cancellatus einerseits
einen ungewohnlich grossen, innerhalb anderer Tier-
ordnungen noch nicht becbachteten Mitnahmebereich
hat?®: sowohl im 8/8-Std- als auch im 16/16-Std-Tag ist
noch Synchronisation moglich. Andererseits lésten sich
einige Kifer im 8/8-, 10/10- und 16/16-Std-Tag mehr oder

Specialia

151

weniger vollstindig vom Licht-Dunkel-Wechsel und
zeigten eine circadiane Eigenperiodizitit. Damit ist die
Existenz einer selbst-erregten Circadian-Schwingung
auch bei Carabiden erwiesen.

Summary. Most of the active individuals of Carabus
cancellatus (Coleoptera) investigated were synchronized
by ‘zeitgeber’-lengths of 8/8 10/10 or 16/16 h. On the
other hand, a smaller number of beetles lost the periodi-
cities of these ‘zeitgebers’ and showed a circadian activity
rhythm. According to these experiments, the existence
of a self-sustained circadian oscillation in carabid beetles
is demonstrated. As we believe, a special numerical
method of computing the length of activity periodicities
was used for the first time.

G. LaMPRECHT und F. WEBER
Rechenzentrum dev Universitit und

Zoologisches Institut dev Universitdt,
D-44 Miinster (Westfalen, Deutschland), 8. September 1969.

The Influence of Cations on Contracture in the Superfused Ventricle of Helix aspersa

Methods. Ventricles were removed from hydrated
snails* and superfused in the apparatus of Lams and
McGuican? by means of downward jets of saline which
entered each ventricle through a hole in its upper aspect.
Contractures were induced by stimulation with alternating
current of 6 V, 50 Hz. About half the ventricles beat
spontaneously. The basic (control) saline contained
40 mM WNaCl, 4 m# KCI, 4 mAl MgCl,, 5 mAf CaCl,,
15 mAl NaHCO,. It was equilibrated with 1.5°; CO, in
oxygen to give a pH of 7.6-7.8. In solutions containing
different concentrations of calcium or magnesium, the
osmotic pressure was kept constant cither by adjustments
in the amount of sodium present or by addition of sucrose,
similar results being obtained either way. To investigate
the possible influence of sodium, the bicarbonate buffer
was replaced by one of tris(hydroxymethyl)aminomethane
(16 mM, adjusted to pH 7.7 with HCI).

The procedure used to compare contractures in the
presence of different concentrations of calcium was as
follows: The heart was superfused with calcium-free saline
for about 1 min, within which time thc response to
stimulation would disappear. The test solution was then
applied and, after equilibration, 3 or 4 contractures were
indoced. Then the ventricle was equilibrated with the
control solution and 3 or 4 more contractures were in-
duced. The cycle was repeated for other test solutions.
The effects of variations in magnesium and sodium were
studied in a similar way, except that the ventricles were
not equilibrated with calcium-free saline. The isometric
contractures were of 3 characteristic forms, as shown in
Figure 1. Contracture tensions were measured, as indi-
cated, as the differences between resting or diastolic ten-
sions and the steady values attained during stimulation
and were expressed as percentages of control values
obtained immediately afterwards.

Results and discussion. The relations between contrac-
ture tension and concentration of calcium and magnesium
are shown in Figures 2 and 3. (A relation similar to that
of curve A was found when contractures were induced by
replacing 50 mJf of the sodium with potassium.) Varying
the concentration of sodium (as chloride) over the range
(—230 mM, while keeping the osmotic pressure constant

with sucrose, had no significant effect on contracture
tension in 6 ventricles.

Between periods of electrical stimulation, non-beating
ventricles seemed to be in a state of tonus and, on a few
occasions, stimulation at lower than usual intensity
caused a slight fall in tension, perhaps through an effect
on inhibitory nerve endings. Moreover, in the quiescent
heart, there was a slight fall in tension when the level of
calcium was lowered. In contrast, as reported for H.
pomatia®, and associated with partial depolarization?, a
beating ventricle deprived of extracellular calcium would
immediately increase its rate and amplitude of beating
and then gradually stop in systole. If calcium were then
replaced, the tension would at once fall, though not al-
ways with resumption of beating, but, if superfusion with
calcium-free solution continued, tension would fall
gradually over a period of several minutes,
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Fig. 1. Characteristic changes in tension in isolated ventricles on
stimulation with alternating current. The manner of measuring
steady contracture tension is shown for each.
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