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Materials and methods. The microorgan i sm used was 
Ep icoccum n ig rum (Stra in  5-1-3) 2. The inoculum con~ 
s is ted of un i form suspension of spores and  mycel ia l  
f ragments .  Bo th  Czapek-Dox glucose m e d i u m  s and ger- 
m ina t i on  m e d i u m  4 were used for growing the  fungus.  

The fungus was grown as surface m a t  on shal low layers 
of l iquid medium.  Usual ly  1 ml  of inoculum was used per  
20 ml  of a cul ture  m e d i u m  in a 200 ml  conical  flask. The 
flasks were incuba ted  at  25 ~ for 5 days  exposed  to 50 foot  
candles  of l ight.  The source of l ight  was the  day l igh t  
f luorescence electric tubes  TL 80 W/55, 5' suspended  at  
a sui table  d i s tance  above  the  cul ture vessels. 

A t  t he  end of the  incuba t ion  period,  t he  mycel ia l  fel t  
was separa ted  f rom the  cul ture  fluid b y  f i l t ra t ion  or 
cent r i fugat ion ,  washed  and dr ied to cons t an t  weigh t  a t  
80~ Growth  was expressed in t e rms  of d ry  weight  of 
mycel ium.  

Table I. Fungistatic action of the pigment 

Concentration Growth Inhibi- Growth Inhibi- 
of crude of Botrytis tion (%) of E. nigrum tion 
pigment in mg dry in mg dry (%) 

mycelium mycelium 
per flask per flask 

5 54 82 326 1 
2.5 61 79 340 0.07 
1.25 101 50 359 0.01 
0.625 268 1 371 --0.025 
0.313 312 --0.1 383 --0.06 
0 279 0 362 0 

Table II. The effect of pH on the fungistatic action of the pigment 
(1.25% w/v) on B. allii 

Initial Final Growth in Growth in Inhibi- 
pH pH control flasks test flasks tion of 

mg dry mg dry growth 
mycelium mycelimn ( % ) 
per flask per flask 

2.8 3.22 87.4 - 90-100 
3.4 3.83 131.8 71.5 66.0 
4.0 4.46 137.0 63.2 54.0 
5.0 4.95 245.6 203.4 17.2 
6.2 6.0 256.3 245.1 4.4 
7.2 6.24 161.5 256.2 2.0 
8.0 6.87 101.2 102.4 - -  1.1 
9.0 7.88 55.7 61.6 --10.0 

The p i g men t  was ex t rac ted  f rom the  med i u m using 
d ie thy le the r  af ter  acidif icat ion wi th  concen t r a t ed  hydro-  
chloric acid to p H  2.6. The e ther  ex t rac t s  were collected 
together ,  and concen t r a t ed  over  a wa te r -ba th .  The solvent  
was then  f i l tered off and fu r the r  concen t r a t ed  and t h e n  
al lowed to  cool. The p i g m e n t  sepa ra ted  out  as golden 
yellow crystals .  The crysta ls  were washed,  dried, weighed,  
dissolved in wa te r  and  t e s t ed  for fungis ta t ic  action.  The 
effect  of a given a m o u n t  of the  p i g men t  on mycel ia l  yields 
by  Botrytis allii and  E. nigrum was de te rmined ,  p H  deter-  
mina t ion  was made  by  bo th  p H  indica tor  papers  and  a 
p H  me te r  ( type 222). 

Results and discussion. The resul ts  (Tables I and  II) 
show the  fungis ta t ic  ac t ion of the  crude p igment .  H igh  
concen t ra t ions  of the  p i g men t  were  h ighly  inh ib i to ry  to 
g rowth  of Botrytis allii and only s l ight ly inh ib i to ry  to  
g rowth  of E. nigrum (Table I). At  suff ic ient ly  low concen-  
t ra t ions  the  crude p i g men t  t en d ed  to  be s l ight ly s t imula-  
to ry  to  the  g rowth  of b o t h  organisms.  

The fungis ta t ic  act ions of t he  p i g men t  was found to  
be p H  d e p e n d e n t  (Table II) .  There  was a low ant i - fungal  
ac t iv i ty  a t  p H  levels above 5.0. FOPPEN and  GRIBA- 
NOVSKI-SAssu~ repor ted  t h a t  under  the i r  g rowth  condi-  
t ions  no ant i - fungal  effect  was de tec ted  in cul ture  fluid 
of E. nigrum. The lack of an t i - fungal  ac t iv i ty  m i g h t  have  
been associated,  a t  least  in par t ,  w i th  the  high p H  (6.7-7.0) 
of the i r  yeas t  ex t rac t .  

The chemical  na tu re  of tile p i g m e n t  p roduc ing  fungi- 
s ta t ic  ac t ion is under  invest igat ion.  There  are confl ict ing 
repor t s  on the  na tu re  of the  p i g men t  p roduced  by  Epi- 
coccum species. I t  has  been des igna ted  f lavipin 1, caro- 
t eno id  ~, and  humic  acid-like subs tance  6. 

Rdsumd. On a consta t6  que le p i g men t  secr6t6 par  le 
myc6te  Epicoccum nigrum a une r6act ion fung is ta t ique  
sur le Boyrytis allii utilis6 c o m m e  un organisme d'essai .  
Cette  r6action a 6t6 d @ e n d a n t e  du p H  e t a  6t6 assez 
basse aux n iveaux  d6passant  5.0. 
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Normaler und aberranter Karyotyp von Cepaea hortensis (Miiller) (Gastropoda) 
'k 

Bei Cepaea hortensis fand  RAIN'ER 1 hap lmd  30 Chromo- 
somen im Gegensatz  zu zwei fr i iheren Auto ren  (BALTZER 2 
PERROT3), die fiir die gleictle Ar t  haploid  nur  22 Chromo- 
somen  beschr ieben  haben.  Der  K a r y o t y p  war  n i ch t  
bekann t .  Unsere  U n t e r s u c h u n g e n  bes t i i t ig ten  zwar  die 
Iriihere Zahl  n = 22, f6 rder ten  jedoch  eine Chromosomen-  
abe r ra t ion  zu Tage. 

Das  u n t e r s u c h t e  Mater ia l  s t a m m t e  yon drei  F u n d -  
pl~tzen im K a n t o n  Ztirich: 4 Tiel~e aus dem Klo tener  

Ried,  3 Tiere v o m  l inken L i m m a t u f e r  gegeniiber  dem 
Klos te r  F a h r  und  2 Tiete aus einer  an den Fr i edhof  in 
Us te r  g renzenden  Wiese. 

1 M. RAINER, Malacologia 5, 341 (1967). 
2 F. BALTZER, Arch. Zellforsch. 77, 152 (1913). 
a M. PERROT, Rev. suisse Zool. g5, 487 (1938}. 
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Xu untersuckten  Mitosen aus Zwitterdri ise,  Mittel-  
darmdri ise  und Mantel rand.  Die Chromosomen der Mit- 
te ldarmdri isen-  nnd Mante l randmi tosen  waren  h6chstens 
t/4 so lang wie die der Zwit terdr i isenmitosen.  Deswegen 
wurde nu t  die Zwit terdri ise fiir die Chromosomenunter -  
suchungen verwendet .  

Lebenden  Tieren wurden  die obersten Schatenwindun- 
gen mi t  verd i innter  SalpetersSmre angeS, tzt- und mi t  einer 
P inze t te  entfernt .  Dann  bekamen  8 der  9 untersuchten  
Tiere 0,2 ml  einer isotoniscken 0,04~o-Colcemidl6sung in 
3-4 Por t ionen  an verschiedenen Stellen in die Zwit ter-  
driise injiziert .  Nach  2-4 h Aufen tha l t  in einer Feuch t -  
k a m m e r  wurden  die Schnecken dekapi t ier t ,  ihre Zwit ter-  
driisen herausprS, pariert ,  diese 1 0 m i n  in aqua  dest. 
hypotonisch  behande l t  und anschliessend 1 h in 45~o 
Essigs~ure fixiert .  Dieses Verfahren zogen wir  einer A1- 
kohol-Essigs~urefixierung vor, well bei le tzterer  das Ge- 
webe der Driise har t  wird und sich nicht  mehr  geniigend 
quetschen l~sst. Das Gewebe k a m  dann zum FS, rben fiir 
24-72 h in orceingesAttigte 45%-Essigs~ure.  Vor dem 
Quetschen wurden die Zwit terdri isen in einer Mischung 
aus konzent r ie r te r  Milchs~ure und 45% Orceinessigs~ture 
im Verh~tltnis 1:1 gespiilt, um Orceinkristal le  zu ent-  
fernen. Das Quetschen geschah in der gleichen Mischung. 
Auf diese Ar t  wurden  such  Pri~parate ohne vorher ige  
Colcemidbehandlung hergestell t .  

Das Quetschen erfolgte zum Teil  mi t  dem Daumen,  
zum Teil mi t  einer sogenannten  Blindpr~gepresse.  Die 
handgeque tsch ten  Pr~para te  zeigten fast  hie Luftblasen,  
doch waren die Metaphasenpla t ten  in den sel tensten F~llen 
eben. Un te r  der Lupenvergr6sserung des Mikroskops 
wurden  die bet reffenden Stellen m i t  einer feinen P inze t te  
nachgequetscht .  Maschinengequetschte  Pr~tparate zeigten 
mehr  P la t tenbruchs t i icke  und Einze lchromosomen als die 
handgequetschten ,  doch waren die P la t t en  ebener. Nach  

dem Quetschen wurde  die Fuge  zwischen Objekt t rXger  
und Deckglas  mi t  Nagel lack verschlossen. Diese Pr/ipa- 
rate  zeigten nach 6 Wochen  Aufbewahrung  im Eisschrank 
keine Sch~tden. 

Der normale Karyotyp. Von den 44 Chromosomen yon 
Cepaea hortensis sind das 1. und 2. Paar  submediozen- 
trisch. Das 1. ist fast  doppel t  so lang wie das 2. (Figur 1). 
An 3. und 4. Stelle im K a r y o t y p  folgen submedio-  bis 
subtelozentr ische Chromosomen.  In  Mitosen mi t  schwach 
kont rah ie r ten  Chromosomen lassen sich diese vier  noch 
der L~nge nach unterscheiden (Figur 2). In  solchen 
lV[itosen ist dart iber hinaus  nocla das 5. Paar  identif izier-  
bar. Dieses ist  submediozentr isch und kleiner als das 
4. Chromosom. Die t ibrigen Chromosomen sind e twa 
gleich gross und medio-  bis submediozentr isch.  Gelegent-  
lich ist  noch ein kleines, deut l ich subtelozentr isches Chro- 
mosom zu identifizieren, das le tz te  auf Figur  1. Wir  fan- 
den diesen K a r y o t y p  in 8 der 9 untersuchten  Tiere. 

Der aberrante Karyotyp. Bei einem Tier  von C. horlensis 
yore  Klo tener  Ried,  das n icht  m i t  Colcemid behande l t  
worden war, zeigten die Chromosomen einen geringeren 
Spiral isat ionsgrad als die colcemidbehandel ten  (Figur 2). 
Bei  diesem Tier lag das Cent romer  des ersten Chromosoms 
nicht  submediozentr isch wie im normalen  Karyo typ ,  
sondern subtelozentr isch.  9 Mitosen dieses Typs  wurden  
analysiert .  Die P la t t en  waren alle unvollst/ indig, aber  
alle zeigten das aber rante  1. Chromosom. Das mi t t le re  
Armverh/ i l tn is  normaler  1. Chromosomen betr~igt 1,2, 
dasjenige aber ran ter  1. Chromosomen 4,9. Den Mittel-  
wer ten liegen 17 bzw. 16 Messungen zugrunde. 

Diskussion. Diese abge~Lnderte Chromosomenform l~Lsst 
sich am einfachsten m i t  einer perizentr ischen Invers ion  
erkl/iren. Beide 1. Chromosomen unseres Ausnahmet ieres  
zeigten die ver~nder te  Chromosomenst ruktur .  Da wir  
ausschliessen, dass zwei Ereignisse beide Par tner  eines 
Homotogenpaares  gleichart ig ver~indern, muss das Ereignis  
in einer frtiheren Generat ion passiert  sein. Das j t ingste 
denkbare  Alter  der Aberra t ion  ist  eine Generat ion,  wenn  
n~mlich die angenommene  Invers ion  im mti t ter l ichen 
Tier s ta t tgefunden  ha t  und durch Selbstbefruchtung,  die 
bei dieser Ar t  zwar selten, aber  m6glich ist  ~, in den Nach-  
k o m m e n  homozygot  geworden ist. Falls  jedoch keine 
Selbs tbefruchtung vorliegt ,  muss unser Ausnahmet ie r  yon 
beiden El te rn  ein aberrantes  Chromosom erhal ten haben.  
Die Invers ion  muss dann sp/itestens in der Grosseltern- 
generat ion en ts tanden  sein. I n  diesem Fal l  ist anzuneh-  
men, dass es sich u m  einen chromosomalen  Polymor-  
phismus handelt .  Un te r  insgesamt acht  1. Chromosomen  
v o m  Klotener  Ried waren  2 aberrant .  Eine Sch~itzung 
iiir  ~ --  5% ergab fiir die H~uf igkei t  des aber ran ten  Chro- 
mosoms eine nntere  Vert rauensgrenze yon 3,2% und eine 
obere von 65,1~o. 

Die Chromosomenzahl  yon C. hortemis ist  zum ersten 
Mal yon KLEINERr 5 im R a h m e n  einer Spermatogonien-  

Fig. 1. Normaler Karyotyp yon Cepaea hortensis, 2n = 44; ColcemM- 
Behandlung. Das Armverh~ltnis des 1. Chromosoms betr~igt 1,2. 4 A. LANG, Z. indukt. Abstamm. u. VererbLehre 8, 233 (1912). 

Fig. 2. Aberranter Karyotyp yon Gepaea hortensis, 
ohne Coleemid-Behandlung. Das Armverh~iltnis des 
1. Chromosoms betrfigt 4,9. 
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un te rsuchung mi t  2n = 48 angegeben worden. E r  z~hlte 
aber  aueh 45, 42 und 40 Chromosomen,  hiel t  diese Zalllen 
jedoch fiir Z~hlfehler. Es  scheint  n icht  ausgeschlossen, 
dass in seinem Mater ia l  mehrere  Chromosomenzahlen  
vorlagen.  Alle vier  yon ~AINER1 unte rsuchten  Tiere  hat-  
t en  haploid  30 Chromosomen.  In  dem yon ihm abgebil-  
de ten  Chromosomensa tz  gibt  es ein sonst  bei C. hortensis 
nicht  vorhandenes  kleines Chromosom. Das 1. Chromo- 
som ist  nur  wenig l~nger als das 2. im Gegensatz zum 
1. Chromosom bei haploid  22 Chromosomen.  Von 5 
Untersuchern  haben  2, vie l le icht  3, VerXnderungen am 
Chromosomensa tz  yon  C. hortensis gesehen, die sicher alle 
auf  Bruchereignisse zuriickgehen. Cepaea scheint  re la t iv  
unempfi l ld l ich  gegen Ver/ inderungen des Karyo typs  zu 
sein 6. 

8 out  of 9 animals,  the longest chromosome had all a rm 
rat io of 1.2. One an imal  showed a ra t io  of 4.9. This  
aberra t ion  is t hough t  to have  arisen by a per icentr ic  
inversion. Because bo th  the  normal  and the  aber ran t  
chromosome coexisted in the  same populat ion,  a chromo- 
somal polymorpt l i sm seems to be present.  

ST. ARRENBRECHT, 
ELISABETHHAUSCHTECK-JUNGEN 
und H. JUNGEN 

Zoologisches Museum der Universitiit Ziirich, 
Ki~nstlergasse 76, CH-8006 Zi~rich (Schweiz), 
73. April 1970. 

Summary. The ka ryo type  of 9 Cepaea hortensis were 
analyzed.  Tile haploid chromosome number  was 22. 
2 types  of longest  chromosomes were encountered.  In  

M. KLEINERT, Jena. Z. Naturw. 45, 445 (1909). 
6 Wir danken Fr~iulein ELISABETH RJiBER ftir die technische As- 

sistenz. 

T h e  Effect of  A l k y l a t i o n  on the  A n t i m i c r o b i a l  Act iv i t i e s  of 7 - H y d r o x y -  and 4 - H y d r o x y c o u m a r i n s  

Although  i t  has been repor ted  t h a t  some na tura l  
coumar ins  possess an t ibac te r ia l  or  ant i fungal  proper-  
ties 1, 3, the  effects of s t ruc tura l  var ia t ions  on microbial  
inhibi t ion  are no t  welI established. In  the  case of bacteria,  
some relat ions be tween  s t ructure  and ant ibac ter ia l  
ac t iv i ty  were recent ly  proposed by  DADAK and H6DXK 3 
on the  basis of the  effects of 15 na tura l  coumar ins  and 
der iva t ives  on bacter ia l  growth.  All were inact ive  against  
Gram-nega t ive  microorganisms (Escherichia coli, Aero- 
bacter aerogenes and Serratia marcescem). However ,  
growth of Gram-pos i t ive  organisms belonging to the  
genera staphylococcus, Micrococcus and Bacillus were 
inhibi ted  by ammores inol  I, d icoumarol  II, and os t ru th in  
III,  I being 2-5 t imes  more effect ive than  I I  or I n .  
I)AD2{K and I-I6D_~K pointed  out  t h a t  the  ac t iv i ty  of 
ammores inol  is dependent  on the  presence of the  free 
hydroxyls  a t  posit ions 4 and 7, since the  d ime thy l  
de r iva t ive  of I was complete ly  inact ive.  The  par t icular  
impor tance  of the  free hydroxy l  a t  posi t ion 4 for anti-  
bacter ia l  ac t iv i ty  was also indicated by  the  inhibi tory  
effect of d icoumarol  I I .  The ant ibac ter ia l  ac t iv i ty  of 
os t ru th in  appears  to require  bo th  the  free 7-hydroxyl  
group and the  carbon-l inked,  unsa tu ra ted  geranyl  group, 
since me thy la t ion  of the  hydroxy l  and remova l  of the  
side chain (to give 7-hydroxycoumarin)  resulted in par t ia l  
or complete  loss of act ivi ty .  

We  have  now inves t iga ted  the  effects of O-alkylat ion 
and O-benzoylat ion on the  inh ib i tory  effects of simple 
monohydroxy-coumarin~s on microbial  growth.  W i t h  the  
except ion  of Byssochlamys/ulva 7-hydroxycoumar in  I V a  
was inac t ive  against  the  va r i e ty  of molds and yeasts  
shown in Table  I. I n  contras t  to the  inac t iv i ty  of IVa ,  
the  me thy l  e ther  IV b s t rongly inhibi ted  the  growth of 
5 Aspergillus species, of Byssochlamys [ulva, and of 8 of 
the  9 species of yeasts  examined.  The  ac t iv i ty  of 7-ethoxy- 
coumar in  I V c  was similar  to t h a t  of 7 -methoxycoumar in  
and i t  s t rongly inhibi ted growth of all of these fungi. 

7 -Benzyloxycoumar in  I V I  inhibi ted growth of Candida 
chalmersi and Saccharomyces mellis. W i t h  these two excep- 
t ions t i le ant i fungal  propert ies  of 7-geranyloxy- IVd ,  
7-allyloxy- IVe ,  7-benzyloxy- IVf ,  and 7-benzoyloxy- 
coumar in  I V g  were s imilar  to those of the  paren t  
7 -hydroxycoumar in  IVa ,  i.e. t h e y  inhibi ted Byssochlamys 
/ulva but  were ineffect ive against  Aspergillus species and 

yeasts.  Groupings such as allyloxy-,  benzyloxy-,  and 
geranyloxy-  are s t ruc tura l ly  a n d  chemical ly  re la ted in 
that ,  being e, E-unsaturated,  t h e y  are much  more readi ly  
hydrolyzed or hydrogenolyzed than  stable me thoxy-  or 
e thoxy-groups.  The  inac t iv i ty  of these der iva t ives  t V d - g  
m a y  be due, therefore,  to their  facile enzymic  hydrolysis  
or hydrogenolysis  to the  inact ive  7-hydroxycoumar in .  

HO HO HO 

I,R=Farnesyl 1[ 

l~,R=Beranyl 

~ 0 

V 

0 0 IVa, R=H 
IVb, R=Me 
IVc, R=Et  
IVd, R=Geranyl 
IVe, R=Allyl 
IVf, R=Benzyl 
IVg, R=Bei}zoyl 

~ 0 

OR 

VIIa, R=H 
VIIb, R=Me 
VIIc, R=Allyl 
VIId, R=Benzoyl 


