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Fig. 1. Solid aggregate derived from cells isolated from blastulae of
Paracentrotus lividus treated with lithium. Note the flattened cells
lining the surface of the mass, Refercnce line = 50 .

Fig. 2. A mixed aggregate of cells from vegetalized and animalized

blastulae of Paracentrotus lividus as viewed 7n foto, after flattening

between slide and cover-slip. The black spots are pigment cells. Notc
several triradiate spicules. Reference line = 50 .

Zur Trennung der C,,-Steroide des Harns
im Diinnschichtchromatogramm

Bei der Anwendung des Diinnschichtverfahrens nach
Stanr}? zur Chromatographie der C,,-Steroide des Harns
gelangten wir zu einer Anderung der urspriinglichen Ver-
suchsanordnung, {iber die wir hier berichten.

Sowohl das von StaHL angegebene aufsteigende Ver-
fahren auf den 200 x 200 mm-Platten als auch das Durch-
laufverfahren nach BRENNER und NIEDERWIESER? haben
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ectoderm. In fact, the formation of the intestine has been
suggested (GusTarson®) to depend upon the drawing of
the presumptive endodermic cells towards the ectoderm
by the mesenchymal cells which in turn need the ecto-
dermal contact to perform their function.

Also the development of the skeleton is considered to be
due to the interaction between mesenchymal and ecto-
dermal cells (Uriscu®; WorperT and Gustarson’?). Itis,
on the other hand, a common observation that, in vege-
talized embryos, the more reduced the ectodermal cover-
ing is, the less developed the skeleton.

A number of experiments have been carried out in which
we have tried to mix together cells isolated from animal-
ized and vegetalized embryos in the hope of re-establishing
a normal mixture of ectodermal endodermal and meso-
dermal cells. 1n only one case did we obtain embryos of
vegetalized-like type but which developed many tri-
radiated spiculae (Figure 2). Although this is fairly meagre
evidence it may be taken at least as an indication in
favour of the above suggestion as to the effect of the ecto-
derm on the differentiation of the skeleton.

The present results cannot be considered as a final
proof that normally the dissociated cells did not dediffer-
entiate during the formation of the aggregates. They do,
however, suggest that the induced changes which bring
about vegetalization or animalization {(which on the whole,
are an exaggeration of the main differentiation in the
early development of the sea urchin egg) may be retained
by the cells during isolation and aggregation®.

Riassunio. Blastule di Pavacentrotus lividus trattate con
LiCl (vegetalizzate) o con ZnSQO, {animalizzate) sono state
disaggregate con la tecnica precedentemente descritta.

Le cellule da blastule vegetalizzate si riaggregano in
masse solide che non differenziano né scheletro né in-
testino. Quelle da blastule animalizzate danno origine a
vescicole ciliate. Tentativi di combinazione di cellule da
blastule animalizzate e vegetalizzate in un caso hanno
dato origine ad aggregati con abbozzi di scheletro.
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sich zur Trennung der 17-Ketosteroide des Harns nicht
bewshrt. Auf den immer noch kurzen Trennstrecken liess
sich eine gentigende Scheidung der einzelnen Substanzen,
besonders aber des Androsterons vom Dehydroepiandro-
steron, nicht erreichen. Beim Versuch, das Verfahren von
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BreNNER auf lingere Platten (400 mm) anzuwenden,
zeigte es sich, dass die Trennung der Testgemische —seies
einer Farbmischung, wie sie STAHL angibt, sei es einer
Steroidmischung — anfangs gut war, wenn auch nicht ge-
niigend, dass aber spiter die bereits getrennten Kompo-
nenten wieder zusammenliefen. Dies mag mit einem unter-
schiedlichen Verdunsten der einzelnen Lé&sungsmittel-
fraktionen zusammenhingen. Vermutlich werden die Rf-
Werte in Zonen, in denen sich die Zusammensetzung der
mobilen Phase an der Platte indert, zunehmend kleiner,
wihrend die nachfolgenden Stoffe «aufholen», Konden-
sationstropfen des Losungsmittels, die sich an der Deck-
platte bildeten, verschwanden zwar durch leichtes Er-
wirmen der Platte, eine Verbesserung des Trenneffektes
konnte aber dadurch nicht erzielt werden. Erst durch eine
Anderung der Versuchsanordnung gelang es uns, die 17-
Ketosteroide des Harns in einem Arbeitsgang mit einem
Elutionsmittel scharf voneinander zu trennen. Auf diese

Fig. 1. a Glastrommel, b Diinnschichtplatte, ¢ Laufrichtung, d Glas-

platte zum Halten des Filterpapierstreifens, e Filterpapierstreifen,

f Glastrog, g zwei Schlduche, die von aussen in den Glastrog fithren,
h Holzblécke.

Fig. 2. Chromatographie von 17-Ketosteroid-Reinsubstanzen (A
Androstendion, B Androsteron, C Androstenolon (DHA), D Atio-
cholanon). Pfeil in Laufrichtung.
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Weise wurde es moglich, die Steroide bei kurzer Laufzeit
zu chromatographieren.

Versuthsanordnung. Die Platten wurden auf 200 x 550
mm vergrissert. Die Exposition der in tiblicher Weise mit
Silicagel und Gips {Fa. Merck AG, Darmstadt) bestriche-
nen und bei 110°C aktivierten Platten erfolgte in einer
nicht ganz horizontal liegenden Glastrommel (Figur 1),
wie sie bei der Papierchromatographie verwandt wird.
Die Platten wurden in die Trommel iiberdies noch leicht
geneigt (Winkel von etwa 10°) eingelegt, so dass das Ende
um etwa 6 cm tiefer liegt als der Startpunkt. Eine allzu
starke Neigung fiihrte zu einem unregelmissigen Einlaufen
des Elutionsmitteis. Die Kammer sittigten wir mit mobiler
Phase, indem wir die Winde mit getrinkten Filterpapier-
streifen behidngten. Die Platte lag mit ihrem oberen Ende
auf einem Glastrog (Figur 1, f}, in den schliesslich durch
einen Kunststoffschlauch das LBsungsmittel eingefiilit
wurde. Ein zweiter Schlauch (Figur 1, g) diente zur Ent-
liiftung bei der Fiillung. In dieser Anordnung wurde em
Trog, wie von BRENNER? angegeben, verwandt. Die Uber-
tragung des Lésungsmittels auf die Platte erfolgte mittels
eines 200 mm breiten Filterpapierstreifens, der von einer
schmalen Glasplatte (50 x 200 mm) unterhalb des Start-
punktes gehalten wurde, indem man die Platte einfach auf
Diinnschicht und Filterpapier legte. Wenn keine lingere
Sattigung der Kammer nétig ist, geniigt es, einen mit
Lasungsmittel vollgesogenen Wattebausch auf den An-
fangsteil der Platte zu legen, um das Chromatogramm voll
zu entwickeln.

Eygebnisse. Zur Trennung der 17-Ketosteroide benutz-
ten wir als Elutionsmittel Chloroform: Athanol (100:1,5).
Die Expositionszeit betrug bei Zimmertemperatur 5!/, h.
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Fig. 3. Chromatographie von Harn-Steroidextrakten, a Normal-
person, b Cushing-Syndrom.
Fig, 4. C-21-Steroide Reinsubstanzen getrennt mit IDinnschicht-
chromatographie (A Cortison, B Corticosteron, C Hydrocortison,
D Aldosteron). Pfeil in Laufrichtung,
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Die Sichtbarmachung der Flecken erfolgte mit 5%iger
alkoholischer Phosphormolybdansiurelosung. Figur 2
zeigt die Trennung von Reinsubstanzen (Androstanol-3ua-
on-17, Atiocholanol-3x-on-17, A5-Androstenol-3g8-on-17,
A4 Androstendion-3a,17). Figur 3 ist die Photographie
zweier mit H,S0, hydrolysierter und mit Ather extra-
hierter Harnsteroidextrakte, und zwar (a) einer Normal-
person und (b) eines Patienten mit Cushing-Syndrom
(Nebennierenrinden-Hyperplasie). Die scharfe Trennung
der Einzelkomponenten ist deutlich zu erkennen, am
Rande laufen die Vergleichsubstanzen (vgl. Figur 2} mit.
Hinter dem Atiocholanolon werden Metaboliten erkenn-
bar, die nach unseren Erfahrungen in der Chromatogra-
phie von Harnsteroiden an der Aluminiumsiule 11-oxy-
genierten 17-Ketosteroiden entsprechen. Testsubstanzen
standen leider nicht zur Verfiigung.

Unsere Versuche, die Steroide mit Alkohol quantitativ
aus der von der Platte heruntergekratzten Schicht zu
16sen, um die Menge chemisch zu bestimmen, waren nicht
erfolgreich. Es traten wechselnd starke Verluste auf. Die
Bestimmung der Menge kénnte somit nur semiquantitativ
durch vergleichenden Auftrag von bekannten Steroiden in
steigender Konzentration erfolgen. Dieses Verfahren
wurde uns auch von WaLpi4 angegeben.

Stysanus stemonites (Pers.) Corda
on Potato in Cold Store in India

In a tropical country like India, the potato is grown as
a winter crop and the tubers harvested in March and April
are stored in commercial cold stores at a temperature of
5°C. While rotting due to the bacteria and fungi in general
is largely reduced, the tubers suffer from a number of
diseases apparently characteristic under the cold storage
conditions,

A large number of tubers stored in commercial cold
stores around Patna, Bihar were found severely affected
by a fungus apparently inciting dry rot of tubers. The
organism was isolated in pure culture. Presence of charac-
teristic synnemata bearing chains of ovate to lemon-
shaped, bluish-green, translucent conidia ranging 6 to
8u X 4 to 3 p in dimensions indicated its identity as
Stysanus stemonites (Pers.) Corda. Several attempts to in-
oculate healthy tubers both with and without wounds
yielded negative results. It was noticed further that the
synnemata were invariably associated with the infections
on the potato tubers by Fusarvium coerulewm (Lib.) Sacc.
and Pythium ultimum Trow. Further observations in-
dicated that S. stemonites was not pathogenic on potato
but hyperparasitic on Fusarium and Pythium species.
Pure cultures of these two fungi grown in petri plates
were inoculated with the isolate of S. stemonites. The latter
exhibited a very slow or poor growth at room temperature
(22 to 24°C), but when incubated at 5°C in a refrigerator,
the mycelium developed rapidly overgrowing and pene-
trating the hyphae of F. coeruleum and P. uitimum. The
synnemata developed in large numbers bearing the spore
chains after an incubation of 15 to 20 days.

Stysanus stemonites, occurring almost all over the world,
is primarily a saprophyte in soil often with the coprophil-
ous habitat®? It has also been reported to incite a
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Mit der von uns angegebenen Modifikation des Diinn-
schichtverfahrens ist es auch moglich, die Stercide der
Nebennierenrinde {Corticosteron, Cortison, Hydrocortison
und Aldosteron) scharf voneinander zu trennen (Figur 4).
Die Aktivitit der Platte wurde zu diesem Zweck durch
Lagern an der Luft iiber Nacht herabgesetzt. Das Elu-
tionsmittel war dann Chloroform:Aceton (2:1). Die Ex-
positionszeit betrug 6/, h. Fiir die Harnsteroide ist
unserer Ansicht nach allerdings eine Vortrennung zur
sicheren Identifizierung des Aldosterons nétig.

Summary. By a change of method to thin-layer chrom-
atography, it was possible to fractionate completely the
17-ketosteroids from urine extract in one run. The chrom-
atography was done in a horizontal manner on plates of
200 % 550 mm.
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secondary rot in potato tubers, often known as *speck rot’
or ‘brown rot’ in several parts of the U.5.A. % Itis probable
that in all these cases S. sfemonifes may be occurring as a
hyperparasite on some fungus inciting decay of the potato
tubers. Further studies on these psychrophylic and meso-
phylic strains of S. sfemonites, relative to their hyper-
parasitic behaviour, would be of interest.

Zusammenfassung. Stysanus stemonites (Pers.) Corda
wurde aus in Kilte gelagerten Kartoffelknollen isoliert.
Kulturversuche zeigten, dass dieser Pilz unter Kilte-
bedingungen auf den Knollenschadlingen Pythium ulti-
mum und Fusavium coeruleum parasitiert. Stysanus stemo-
nifes ist urspriinglich ein Saprophyt, soll aber nach Be-
richten aus den USA auf Kartoffelknollen eine Flecken-
oder Braunfiule verursachen. Moglicherweise wachst der
Pilz aber auch in diesen Féllen nur als Hyperparasit auf
andern Knollenfduleerregern.

M. J. THIrRUMALACHAR and M. S. Pavar

College of Agriculture, Banaras Hindu University,
Pimpri, Poona (India), July 20, 1962.
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