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Fig. 1. Solid aggregate derived from cells isolated from blastulae of 
ParacenCrotus lividus treated with lithium. Note the flattened cells 

lining the surface of the mass. Reference line = 50 V. 

Fig. 2. A mixed aggregate of cells from vegetalized and animalized 
blastulae of Paracentrotus lividus as viewed in tolo, after flattening 
between slide and cover-slip. The black spots are pigment cells. Note 

several triradiate spicules. Reference line -- 50 Ix. 

ec tode rm.  In  fact ,  t he  fo rma t ion  of t h e  in tes t ine  has  been  
sugges ted  (GvsTAFSONS) to  d ep en d  u p o n  t h e  d rawing  of 
the  p r e s u m p t i v e  e n d o d e r m i c  cells t o w ard s  the  ec t o d e rm 
by  the  m e s e n c h y m a l  cells which  in t u rn  need  the  ec to-  
de rma l  co n t ac t  to  p e r fo rm  the i r  funct ion .  

Also the  d e v e l o p m e n t  of the  skele ton  is cons idered  to  be 
due  to  t he  in t e rac t ion  b e t w e e n  m e s e n c h y m a l  a n d  ecto-  
d e rma l  cells (UBISCH ~ ; V¢OLPt~R'r and  GUSTAFSON 7). I t  is, 
on the  o t h e r  hand ,  a c o m m o n  obse rva t ion  tha t ,  in vege-  
ta l ized embryos ,  t he  more  reduced  t h e  ec tode rma l  cover-  
ing is, the  less deve loped  the  skeleton.  

A n u m b e r  of e x p e r i m e n t s  h a v e  been  carr ied ou t  in which  
we have  t r ied  to  mix  t o g e t h e r  cells i so la ted  f rom an imal -  
ized and  vegeta l ized  emb ry o s  in t he  hope  of re -es tab l i sh ing  
a no rma l  m i x t u r e  of e c tode rma l  e n d o d e r m a l  and  meso-  
d e r m a l  cells, t n  only  one case d id  we o b t a i n  e m b r y o s  of 
vegeta l ized- l ike  t y p e  b u t  wh ich  deve loped  m a n y  t r i -  
r ad i a t ed  spiculae (Figure 2). A l though  th is  is fa i r ly  meagre  
ev idence  i t  m a y  be t a k e n  a t  least  as an  ind ica t ion  in 
favour  of t he  above  suggest ion as to  t he  effect  of the  ecto-  
de rm on the  d i f fe ren t i a t ion  of the  skeleton.  

The p resen t  resul ts  c a n n o t  be cons idered  as a final 
p roof  t h a t  n o rma l l y  the  d issocia ted  cells d id  no t  dediffer-  
ent i~te  dur ing  t h e  f o r m a t i o n  of t h e  aggregates .  They  do, 
however ,  sugges t  t h a t  t h e  induced  changes  w h i c h  b r i n g  
a b o u t  vegeta l iza t ion  or  an imal i za t ion  (which on the  whole,  
are  an exaggera t ion  of the  main  d i f fe ren t ia t ion  in the  
ear ly  d e v e l o p m e n t  of t he  sea urchin  egg) m a y  be r e t a ined  
by  the  cells dur ing  isolat ion and  aggregat ion  s. 

Riassunto. Blas tu le  di  Paracentrotus lividus t r a t t a t e  con 
LiCt (vegetal izzate)  o con ZnSO~ (animalizzate)  sono s t a t e  
d i saggrega te  con ta t ecn ica  p r e c e d e n t e m e n t e  descr i t ta .  

Le cellule da  b tas tu le  vege ta l izza te  si r i aggregano  in 
masse  solide che  non  d i f ferenziano n~ schele t ro  n~ in- 
tes t ino .  Quelle da b las tu le  an imal izza te  d a n n o  origine a 
vescicole ciliate. T e n t a t i v i  di  combinaz ione  di cellule da  
b las tu le  an imal izza te  e vege ta l izza te  in un  caso h a n n o  
d a t o  or igine ad aggregat i  con abbozzi  di  scheletro.  
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Z u r  T r e n n u n g  d e r  C : 9 - S t e r o i d e  d e s  H a r n s  

i m  D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a m m  

Bei der  A n w e n d u n g  des D i i n n s c h i c h t v e r f a h r e n s  nach  
STAHL :,2 zur  C h roma tog raph i e  der  C~-S te ro ide  des H a r n s  
ge lang ten  wir  zu einer  A n d e r u n g  der  ursprf ingl ichen Ver-  
suehsanordnung ,  tiber die wir hier  ber ich ten .  

Sowohl  das yon  STAHL angegebene  aufs te igende  Ver- 
f ah ren  auf den  200 × 200 m m - P l a t t e n  als auch  das Durch-  
l au fve r fahren  nach  BRENNER und  NIEDERWlESER a h a b e n  

sich zur T r e n n u n g  der  17-Ketos te ro ide  des H a m s  n ich t  
bew/ihrt .  Auf  den i m m e r  noch  kurzen  T r e n n s t r e c k e n  liess 
sich eine gent igende Sche idung  der  e inzelnen Subs tanzen ,  
besonders  aber  des  A n d r o s t e r o n s  v o m  D e h y d r o e p i a n d r o -  
s teron,  n i c h t  erre ichen.  Beim Versuch,  das  Ver fah ren  yon 

1 E. STAHL, Cbemikerzeitung 82, 323 (1958). 
2 •. STAHL, Pharmazeutische Rundschau 1, Nr. 2, 1 (1959). 
a M. BRENNER und A. NIEDERWIESERj Exper. 17, 237 (1961}. 
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BRENNER auf t/~ngere Plat ten (400 mm) anzuwenden, 
zeigte es sich, dass die Trennung der Testgemische - sei es 
einer Farbmischung, wie sie STaHL angibt, sei es einer 
Steroidmischung - anfangs gut war, wenn auch nicht ge- 
niigend, dass aber sp/iter die bereits getrennten Kompo- 
nenten wieder zusammenliefen. Dies mag mit einem unter- 
schiedlichen Verdunsten der einzelnen L6sungsmittel- 
fraktionen zusammenh~tngen. Vermutlich werden die Rf- 
Werte in Zonen, in denen sich die Zusammensetzung der 
mobilen Phase an der Platte /tndert, zunehmcnd kleiner, 
w/ihrend die nachfolgenden Stoffe ,aufholen,. Konden- 
sationstropfen des L6sungsmittels, die sich an der Deck- 
platte bildeten, verschwanden zwar dutch leichtes Er- 
w/irmen der Platte, eine Verbesserung des Trenneffektes 
konnte aber dadurch nicht erzielt werden. Erst durch eine 
hnderung der Versuchsanordnung gelang es uns, die 17- 
Ketosteroide des Harns in einem Arbeitsgang mit einem 
Elutionsmittel scharf voneinander zu trennen. Auf diese 
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Fig. I. a Glastrommel, b Diinnschichtplatte, e Laufriehtung, d Glas- 
platte zum Halten des Filterpapierstreifens, e Filterpapierstreifen, 
f Glastrog, g zwei Sehl/iuehe, die yon aussen in den Glastrog fiihren, 

h Holzbl~icke. 
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Weise wurde es m6glich, die Steroide bei kurzer Laufzeit 
zu chromatographieren. 

Versu~hsanordnung. Die Platten wurden auf 200)< 550 
mm vergr6ssert. Die Exposition der in iiblicher Weise mit  
Silicagel und Gips (Fa. Merck AG, Darmstadt) bestriehe- 
nen und bei I I0°C aktivierten Piatten erfolgte in einer 
nicht ganz horizontal liegenden Glastrommel (Figur 1), 
wie sic bei der Papierchromatographie verwandt wird. 
Die Platten wurden in die Trommel ilberdies noch leicht 
geneigt (Winkel yon etwa 10 °) eingelegt, so dass das Ende 
um etwa 6 cm tiefer liegt als der Startpunkt,  Eine allzu 
starke Neigung fiihrte zu einem unregelmtiasigen Einlaufen 
des Elutionsmittels. Die Kammer sgttigten wit mit  mobiler 
Phase, indem wit die W~.nde mit getr~nkten Filterpapier- 
streifen beh~ngten. Die Platte lag mit ihrem oberen Ende 
auf einem G|astrog (Figur 1, f), in den schliesslich dutch 
einen Kunststoffschlauch das L6sungsmittel eingefttllt 
wurde. Ein zweiter Schlauch (Figur 1, g) diente zur Ent-  
lfiftung bei der Fiillung. In dieser Anordnung wurde ein 
Trog, wie yon Bn~NI~ER j angegeben, verwandt. Die Ober- 
tragung des L6sungsmittels auf die Platte erfolgte mittels 
eines 200 mm breiten Fiiterpapierstreifens, der yon einer 
schmalen Glasplatte (50 x 200 ram) unterhalb des Start- 
punktes gehalten wurde, indem man die Platte einfach auf  
Diinnschicht und Filterpapier legte. Wenn keine lgngere 
S~ttigung der Kammer n6tig ist, gentigt es, einen mit  
L6sungsmittet vollgesogenen Wattebausch auf den An- 
fangsteil der Platte zu legen, um das Chromatogramm veil 
zu entwickein. 

Eegebnisse. Zur Trennung der 17-Ketosteroide benutz- 
ten wir als Elutionsmittel Chloroform: Athanol (100: 1,5). 
Die Expositionszeit betrug bei Zimmertemperatur 51/t h. 
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Fig. 2. Chromatographie yon 17-Ketosteroid-Reinsubstanzen {A 
Androstendion, B Androsteron, C Androstenolon (DHA), D ~tio- 

cholanon). Pfeil in Laufrichtung. 

a b 
Fig. 3. Chromatographic yon Harn-Steroidextrakten, a Normal- 

person, b Cushing-Syndrom. 
Fig. 4. C-21-Steroide Reinsubstanzen getrennt mit Diinnsehicht- 
chromatographie (A Cortison, B Corticosteron, C Hydrocortison, 

D AIdosteron). Pfeil in Laufriehttmg, 
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Die S i c h t b a r m a c h u n g  de r  F l ecken  erfolgte  m i t  5 % i g e r  
a lkoho l i sche r  Phospho rmolybd i in sAure l6 sung .  F i g u r  2 
zeigt  die T r e n n u n g  v o n  R e i n s u b s t a n z e n  (Andros fano l -3~-  
on-17,  /~ t iocholanol -3a-on-17,  AS-Androstenol-3fl-on-17,  
A*-Andros tend ion-3a ,  17). F igu r  3 i s t  die P h o t o g r a p h i e  
zweier  m i t  HzSO 4 h y d r o l y s i e r t e r  u n d  m i t  )k ther  e x t r a -  
h i e r t e r  H a r n s t e r o i d e x t r a k t e ,  u n d  zwar  (a) e iner  N o r m a l -  
pe r son  u n d  (b) eines P a t i e n t e n  m i t  C u s h i n g - S y n d r o m  
( N e b e n n i e r e n r i n d e n - H y p e r p l a s i e ) .  Die  schar fe  T r e n n u n g  
der  E i n z e l k o m p o n e n t e n  i s t  d e u t l i c h  zu e r k e n n e n ,  a m  
R a n d e  laufen  die V e r g l e i c h s u b s t a n z e n  (vgl. F i g u r  2) mi t .  
H i n t e r  d e m  ~_t iocholanolon w e r d e n  M e t a b o l i t e n  e r k e n n -  
bar ,  die n a c h  u n s e r e n  E r f a h r u n g e n  in d e r  C h r o m a t o g r a -  
ph ie  y o n  H a r n s t e r o i d e n  a n  de r  A lumin iums / iu l e  l l - o x y -  
gen i e r t en  1 7 - K e t o s t e r o i d e n  e n t s p r e c h e n .  T e s t s u b s t a n z e n  
s t a n d e n  le ider  n i c h t  zu r  Verff igung.  

Unse re  Versuche ,  die S te ro ide  m i t  Alkoho l  q u a n t i t a t i v  
aus  de r  yon  de r  P l a t t e  h e r u n t e r g e k r a t z t e n  Sch i ch t  zu 
16sen, u m  die Menge  chemisch  zu b e s t i m m e n ,  w a r e n  n i c h t  
erfolgreich.  Es  t r a t e n  wechse lnd  s t a r k e  Ver lus t e  auf. Die 
B e s t i m m u n g  de r  Menge  k 6 n n t e  s o m i t  n u r  s e m i q u a n t i t a t i v  
d u r c h  v e r g l e i c h e n d e n  A u f t r a g  yon  b e k a n n t e n  S te ro iden  in 
s t e igende r  K o n z e n t r a t i o n  erfolgen.  Dieses V e r f a h r e n  
wurde  uns  a u c h  yon  WALDI 4 angegeben .  

M i t d e r  y o n  u n s  a n g e g e b e n e n  Modi f ika t ion  des  D t i n n -  
s c h i c h t v e r f a h r e n s  is t  es a u c h  m6gl ich ,  die S te ro ide  de r  
N e b e n n i e r e n r i n d e  (Cor t icos teron,  Cort ison,  H y d r o c o r t i s o n  
u n d  Aldos t e ron )  scha r f  v o n e i n a n d e r  zu t r e n n e n  (Figur  4). 
Die Ak t iv i tX t  de r  P l a t t e  w u r d e  zu d iesem Zweck  d u r c h  
L a g e r n  a n  de r  L u f t  f iber N a c h t  h e r a b g e s e t z t .  Das  E lu -  
t i o n s m i t t e l  wa r  d a n n  C h l o r o f o r m : A c e t o n  (2:1).  Die Ex -  
pos i t ionsze i t  b e t r u g  61/2 h.  F i i r  die H a r n s t e r o i d e  is t  
unse r e r  A n s i c h t  n a c h  a l le rd ings  eine V o r t r e n n u n g  zur  
s icheren  I d e n t i f i z i e r u n g  des A ldos t e rons  n6t ig .  

Summary. B y  a c h a n g e  of m e t h o d  to  t h i n - l a y e r  c h r o m -  
a t o g r a p h y ,  i t  was  poss ible  to  f r a c t i o n a t e  c o m p l e t e l y  t h e  
17-ke tos te ro ids  f rom ur ine  e x t r a c t  in  one  run .  T h e  c h r o m -  
a t o g r a p h y  was  done  in a h o r i z o n t a l  m a n n e r  o n  p l a t e s  of 
200 × 550 m m .  
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S t y s a n u s  s t e m o n i t e s  (Pers . )  Corda  
on Potato  in Cold Store  in India 

I n  a t r op i ca l  c o u n t r y  l ike Ind ia ,  t he  p o t a t o  is g rown  as 
a w i n t e r  c rop  a n d  t h e  t u b e r s  h a r v e s t e d  in M a r c h  a n d  Apr i l  
are  s to red  in  c o m m e r c i a l  cold s tores  a t  a t e m p e r a t u r e  of 
5°C. W h i l e  r o t t i n g  due  to  t h e  b a c t e r i a  a n d  fungi  in genera l  
is l a rge ly  r educed ,  t h e  t u b e r s  suffer  f rom a n u m b e r  of 
diseases  a p p a r e n t l y  cha r ac t e r i s t i c  u n d e r  t he  cold s to rage  
cond i t ions .  

A large n u m b e r  of t u b e r s  s to red  in  c o m m e r c i a l  cold 
s to res  a r o u n d  P a t n a ,  B i h a r  were found  severe ly  affected 
b y  a f u n g u s  a p p a r e n t l y  inc i t ing  d r y  r o t  of t ube r s .  The  
o r g a n i s m  was  i so la ted  in  p u r e  cu l tu re .  P resence  of cha r ac -  
t e r i s t i c  s y n n e m a t a  b e a r i n g  c h a i n s  of o v a t e  to  l emon-  
shaped ,  b lu i sh -green ,  t r a n s l u c e n t  con id ia  r a n g i n g  6 to  
8 ~z × 4 to  5 ~ in d i m e n s i o n s  i n d i c a t e d  i t s  i d e n t i t y  as 
Stysanus stemonites (Pers.) Corda.  Severa l  a t t e m p t s  to  in-  
ocu la te  h e a l t h y  t u b e r s  b o t h  w i t h  a n d  w i t h o u t  w o u n d s  
y ie lded  n e g a t i v e  resul ts .  I t  was  no t i ced  f u r t h e r  t h a t  t h e  
s y n n e m a t a  were  i n v a r i a b l y  assoc ia ted  w i t h  t h e  in fec t ions  
on  t h e  p o t a t o  t u b e r s  b y  Fusarium coeruleum (Lib.) Sacc. 
a n d  Pythium ultimum Trow.  F u r t h e r  o b s e r v a t i o n s  in-  
d i ca t ed  t h a t  S. stemonites was  n o t  p a t h o g e n i c  on  p o t a t o  
b u t  h y p e r p a r a s i t i c  on  Fusarium a n d  Pythium species. 
P u r e  cu l tu re s  of t he se  t w o  fungi  g rown  in pe t r i  p l a t e s  
were i nocu la t ed  w i t h  the  isola te  of S. stemonites. T h e  l a t t e r  
e x h i b i t e d  a v e r y  s low or  poo r  g r o w t h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
(22 to  24°C), b u t  w h e n  i n c u b a t e d  a t  5°C in  a re f r ige ra to r ,  
t h e  m y c e l i u m  deve loped  r a p i d l y  ove r g r ow i ng  a n d  pene -  
t r a t i n g  t h e  h y p h a e  of F. coeruleum a n d  P. ultimum. T h e  
s y n n e m a t a  deve loped  in  large n u m b e r s  b e a r i n g  t h e  spore  
cha ins  a f t e r  an  i n c u b a t i o n  of 15 to  20 days.  

Stysanus stemonites, occur r ing  a l m o s t  all ove r  t h e  world,  
is p r i m a r i l y  a s a p r o p h y t e  in  soil o f t en  w i t h  t he  coproph i l -  
ous  h a b i t a t  1,~. I t  has  also b e e n  r e p o r t e d  to  inc i te  a 

s e c o n d a r y  ro t  in p o t a t o  t ube r s ,  o f t en  k n o w n  as ' speck  r o t '  
or  ' b r o w n  r o t '  in  severa l  p a r t s  of t h e  U.  S.A.a. I t  is  p r o b a b l e  
t h a t  in al l  t he se  cases S. stemonites m a y  be  occur r ing  as a 
h y p e r p a r a s i t e  on  some fungus  inc i t ing  decay  of t h e  p o t a t o  
t ube r s .  F u r t h e r  s tud ies  on  these  p s y c h r o p h y l i c  a n d  meso-  
phy l ic  s t r a i n s  of S. stemonites, r e l a t i ve  to  t h e i r  h y p e r -  
pa ra s i t i c  b e h a v i o u r ,  wou ld  be  of in t e res t .  

Zusammenfassung. Stysanus stemonites (Pers.) Corda  
w u r d e  aus  in  Kii l te  ge l age r t en  Ka r to f f e lkno t l en  isoliert .  
K u l t u r v e r s u c h e  ze ig ten ,  dass  d ieser  Pi lz  u n t e r  KAlte- 
b e d i n g u n g e n  a u f  d e n  Kno l l ensch i id l ingen  Pythium ulti- 
mum u n d  Fusarium coeruleum pa ra s i t i e r t .  Stysanus stereo- 
hires i s t  u r sp r i ing l i ch  e in  S a p r o p h y t ,  soll a b e t  n a c h  Be-  
r i c h t e n  arts den  U S A  a u f  Ka r to f f e lkno t l en  e ine  F l ecken-  
ode r  BraunfAule  v e r u r s a c h e n .  M6gl icherweise  wXchst  de r  
Pi tz  abe r  a u c h  in d iesen  FAllen n u r  als H y p e r p a r a s i t  au f  
a n d e r n  Knol lenf / iu lee r regern .  
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