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Sulla possibilità dell'allevamento 
del Bomhyx mori in ambiente sterile 

Il problema dell' a senz.a o presenza di~ una flora :micro,bica nell'in-
terno d lruov di Bombyx rrwri ha già interessato un buon numero di 
riccrcaLori. AJ uni recenti lavorj che annunziano la p,resenza di una 
flora mi robica intraovlÙare ci hanno suggerito l'opportunità di ese· 
guii·e nuovi e p rimenti su questo argo111ento. 

Lo l\'101 o e GJORGI, e più tardi M1GLIA.RDI O'RIORDAN, esperimen-
tando con _ n1I olo a tecnica, trovarono che le uova di Bom.byx mori 
~terilizzal a11' terno e n1e se in h1:odo di carne e in $eguito schiacciate, 
non da' an luog a ne una cultura di microrganis111i. 

Al co11 trarjo REBUSTET. .. LO e ToN1N, pur sterilizzando il corion delle 
no,·a di B mb x mori, le trovarono infette da cocchi di una forma non 
bene del rminala eh gli Autori però asseriscono letale per i bachi qua-
lora qu _Li yengano alimentati con foglia bag11ata dalle colture ottenute 
coltirnndo i co hi trovati nell 'u '.ovo. 

Ro J Iure trova che SlÙ guscio delle uova di B01nbyx mori 
,; sono par chi germi che, come lo prova la lista che ne dà lautore, 
sono Lulli d i co1nuni gern1i dell'aria che era facile presupporre presenti 
ml g1rcio in cruanto que to viene deposto e conservato ·nell'aria infetta 
comunernenl da parecchie forn1e batteriche. 

fifa ERA infìn laYorando U un gran numero di provette, riscontra 
nei Luhi onlen nti le uova sterilizzate e da lui schiacciate, la costante 
pre~enza cli form varie di cocchi,- bacilli. e muffe; però non ha deter-
nilnalo, coll ahi tuali prove batteriologiche, di quali specie di n1icrorga-
ni mi q11 e~ L uoya rano infette, cosa necessaria perchè, come dimostrò 
Rossi-:\ KJ nel glutine i raccolgono tutti i inicrobi dell'aria. Se la sgra-
natura non ' p rf tta e e non i eseguiscono altri lavaggi supplemen-
tari a ql1elli n onnabuente usati nella tecnica bacologica, facilmente si 
po~ 0110 oll ner inquinamenti da 1parte del glutine che si scioglie. lenta-
mcnLe n i liqu idi colturali in cui si fecero le prove, e naturalmente li-
bera i microbi in1prigio11ati all'atto della deposizione, quando il glutine 
era ancora molle. dando luogo quindi a colture :microbiche. Da questi 
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fatti po--ono e ere fal ali i ri nllati dell'espcrin1enlo. Unico mctotl 
dunque, nel ca o di ba cleri ·presenti, è di delern1inare la loro specie. e ~~ 
j oLLiene sviluppo di microbi che comunemente si trovano ncll:aria 

ogni dubbio può e sere pennesso sulla attendibilità dei ri ultati dcll; 
e perienze. D'altra parte, e i tendo attualn1ente una ventina di colture 
Lerili di in -etli, alcune delle quali hanno impiego p·ratico generalizzato 

come quelle di Lucilia. sericata, i1npiegata nonnahnenle in Francia ed ir~ 
America a copo curati o delle ferite settiche, poteva sorgere il dubhio 
che proprio il solo Bombyx mori dovesse contenere microbi intraovulnri, 
e-cJu ion fatta di quei microbi che ereditariamente passano dalla madre 
al figHo, come nel caso della pebrina e dei si1nbionti ereditari recente· 
men le accertati co1ne o pili vitali nella Blattella gennanica colLivata teril-
menle. Ci preoccupa1nn10 di in1parare la tecnica correntemente u ata in 
Francia per tali sterilizzazioni del corion delle uova di insetti e 1 appli-
cammo al pre enle ca o. La tecnica da me seguita è quella u ala da E. 
WoLLl\IANN nei uoi classici lavori sulla sterilizzazione delle uova e ul-
le culture pure di ll1f u,sca domestica,, Blauellci gennanica, Gallerici me· 
lo11ella. Il cli infettanle impiegato per la sterilizzazione è una oluzione 
al O. - 0/oo cli bicloruro 111ercurico. Approfittai dei d1ati s1ùla r i tenza 
delle uova cli Bombyx mori a tale prodotto, forniti dal QUAJAT e dal 
PERRO JCITO. Dato però che noi avremmo dovuto adoperare il bicloruro 
mer urico a do i llettamente inferiori a quelle impiegale dai predetti 
Autori , e eguiiruno una erie di ricerche personali (1) che ci cl imo tra· 
rono ·he l ' azione del bicloruro nl.ercurico al 0.5 °/oo per 90 minuti primi 
provoca olo il 15 ì{ di fallanze allo schiud'llnento, nlentre il controllo 
ottopo Lo alla le a incubazione e agli stessi lavaggi preliminari di 
gouuna tura ci diede il 9 rc di fallanze. 

Chiar ito que to punto, ci preoccupamn10 per le ragioni nccitate) 
di gommare jl più perfettamente possiliile le uova che dovevano poi 
e cr ollopo Le alla terilizzazione del corion. Un primo lotto di uorn 
di razza Varo che erano già tate granate col sistema in uso nell'indu· 
tria bacologica , e altri lotti di uova di Awoijku deposte in laboratorio 
h f nrono ~gom.mate prin1a col solito procedimento i111piegato nell in· 

<lu tria ), v nnero lavate per 10' in H:.!O distillata, accuratamente agitan· 
dol e trofinanclole; uccessivantente furono lavate in una1 soluzione di 
hicarho11ato odico al 103 per 30 n1inuti, sempre agitandole strofi· 
11andole. 

lnfìn per eliminare il bicarbonato sodico, si operarono Lr lavaggi 

. ( 1 \ Ndl op erazioni tccni ·he e nello volgimento delle presenti esperienze mi Iu cli.'"~· 
liùo ::i iuto il hure::inào Leo N1ccoL1; della sua int elligente ecl a ss idua cooper::izionl! 1111 ~ 
i:; rnclito · · · 1 · qui rin grniar o 1rnbhli c::i m ente. 
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:: uc ·e ivi di 5 ininuti l ' uno. Il seme f w poi messo ad asciugare su carta 
bibula -Lerile. Sono tale eseguile sulla razza Varo parecchie sterilizza-
zioHi con tempi differenti di immersione in hicloru.ro, e con tempi diffe. 
r nti di la vaggi in acqua sterile. Tali prove preliminari ci permisero 
di m u r - a punlo la eguente tecnica: Lre lavaggi successivi d'i 5 minuti 
r uno in una soluzione acquosa di ·hiclonuo mercurico al 0.5 °/oo inter-
calali da due _lavaggi di 4 minuti l'uno in acqua sterile, seguìti da tre 
]anwrri finali di 3 minuti l'uno in acqua sterile. Le uova erano poi por-
tat j~ al ool a 95° per 4, minuti per togliere l'accflla e favorfre un rapido 
essi , ·mnento d elle uova trattate. Non credemmo opporttrno di ripetere ]a 
t e ni ca dei no tri predecessori per i metodi di ricerca degli eventuali 
mi robi ~:;:i - tenti ia· ul corion che nel tuorlo stesso, poichè ritenemmo 
eh tale Lecni ca poteva, se non scrupolosan1ente esegu.ita, portare acl in-
quin amenti chuante la manipolazione. 

Dopo alcune prove preliminari, ci arrestanm10 acl un doppio con-
trollo eh ci em.hra adatto acl eliminare le cause sopracitate. Le uova 
~ L e rili zza l all'e terno erano direttamente prelevate dall'alcool con cuc-
chiai di ve tro previa1nente terilizzati a secco, e messe in capsule cli Petri 
sterili a\-enti ul f ondo carta bibula sterHe. L ' incubazione a temperatura 
co ~ t anle veniva e egu.iLa in t ermostato. I bacolini neonati (nascite 90-95 '!0 

in par c~hi lotti cli 100 uova l' uno) ftu·ono estratti sterilmente dalle 
capsul di P tri e ine i in altre capsule cli P etri sterili, senza carta bi-
bul a. d ivi inec]jan_te patole di ve tro sterili, vennero pestati. Aggìun-
gemm ir a 5 cc. cli acqua st erile che mescolammo al pestato di bacolini. 
Il tull fu prelevalo con pipe tte Past eur st e rili e niesso nei seguenti mezzi 
cultu rali: ·1 rodo di carne pH 7 , brodo cli carne glucosato pH 5,5, brodo 
di carn al an gu e, agar brodo, agar di Sabouroud, àgar sangue. I tubi, 
num r ~ l Jll ogni erie, furono inc1~bati ecl osserv ati p er 30 giorni sia 
a i. :...:..

0 eh <1 + 37°. L 'esai11 e inacroscopico d ei tubi , come l'esame mi-
cro- pi ·o d 1 fondo cli ogni tu.bo, con1e le colorazioni a striscio, ci din10-
1:trarono eh i bacolini n eonati erano sterili. Collo stesso sistema, serie dì 
uoYa lerilizza Le - non incubate furono p estate colla stessa tecnica e· pro-
,·at n gli t -i t erreni batteriologici senza, ottenere crescita di bacteri. 

Non contenti di quest e prove e d esiderosi di controllare i nostri ri-
rnlt ati h f urono ottenuti a t r e riprese su parecchie serie, sia per uova 
di razzH Varo, ch e cli Awojiku e Verde chinese, tentammo di allevare i 
bacolini neonati terili u foglia previamente sterilizzata in autoclave 
in gro ~ provelle 25 X 250 mm. I bacolini prelevati con spatole sterili 
dall ap_ ule di P e tri t erili in cui erano stati incubati, venivano tra-
sportati rapidam en te n ei tubi sterili conten enti la foglia di gelso sterile. 
I hacolini dimo trarono cli appe tire la foglia sterilizzata e se ne cibarono 
largam nl . D imo trarono p erò una grande irrequie tezza, girovagando 
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couliuuamenle nei Lubi e sulle foglie; tale grande irrequietezza fu falalc 
alla gran maggioranza di essi., poichè molti morirono annegali nell'acqua 
che e isteva ul fondo della provella. Tale inconv~niente fu evitato in 
seguito, purtuttavia dei bacolini in esperimento uno solo riuscì a uperare 
felicemente la prima muta e fu incapace di compiere la seconda. 11 
funzionamento delle ghiandole della . muta fu normale e accompagnato 
dal rigonfiamento tipico dei. primi tre segmenti toracici; però i bacolini 
non rin cirono ad attaccarsi al substrato foglia, forse per la troppa umi-
dità, e rima ero viventi per parecchi giorni girovagando senza lì.ne ulle 
foglie, incapaci di lmtrirsi e di liberarsi della spoglia della prima muta. 

Tali bacolini, morti o vivi, ·e i loro escrenienti nwnerosissimi, fu· 
rono seminati nei liquidi culturali sopra, citati, senza ottenere 11es uno 
sviluppo di microrganismi. I mezzi culturali da noi impiegati con entono 
lò viluppo, i può dire, della totalità dei microrganismi eterotrofi; in· 
fatti il brodo gluco alo e l'agm· Sabouroud servono allo viluppo degli 
Enmiceti; il brodo di carne allo sviluppo della maggior parle degli Schi· 
zorniceti; il brodo e l'agar sangue a quello di numerosi bacteri para siti 
e protozoi parassiti. Inoltre furono eseguite, in altre serie, prove .in 
anaerobio i con agar Veillon e gelatina, senza ottenere alcuna ere cita 
di microbi anaerobici. Anche U brodo di Besredka-Joupille e il brodo 
all'uovo di Bombyx mori (preparati secondo il metodo del MASERA) 

esperimentati a due pH differenti (5,5 e 7,0) e :lncl.ù:>ati a due t empera· 
ture ( + 22° e + 37° C.) sia per il pestato di uovo, sia per quello di ha· 
colini, sia .per gli escrementi dì i)acolini, non diedero luogo ne1le no tre 
e perienze ad alcuna crescila di microrganismi. 

Resla così, secondo no:i, provalo che l'uovo di Bombyx mori è, 
per c:ua natura terile quando deriva da femmina sana. Inoltre i nostri 
e perimenti hanno servito a dimostrare la possibilità dell'allevamento 
del Bombyx mori :in amJ)ienle sterile. 

Già E. \VoLLMAN per primo riuscì f,1 dimostrare brillantemenle che 
le larYe di mo ca domestica possono svilupparsi su alimenti Lerili ap· 
propriati (e cremenLi di ca allo, cervella) altrettanto perfeltameute e 
rapidamente che nell' ambiente naturale in cui comunemente vivono. Tale 
ambiente è· fortemenle :inquinato di bacteri, che, prima del WoLLfl!A~, 
i credeva fo ero essenziali alla digestione e alla vita di que Lo in ~etto. 

Dall e o ervazioni di \VoLLl\'I AN comprovate da tutti gli altri Aulori che 
ottennero colture Lerili cli vaTi insetti risulta che i bacteri non ouo 

? 

indi pen abili alla vita e alla digestione. Inoltre, WoLLMAN o ervò una 
maggior long.evità n elle mo che adulte sterili e potè provare che le 
l ' . arvc te~se po sono ecernere proteasi , amilasi ed erepsina, e valersi 
dcl loro comples o enzimatico per la diO'estione dei cibi lerili senza 
l' ai t l ù · b · · · 0 l" ] 1' · 1 0 e1 aclen. E mteres~anle di poter aggiungere a1la 1sta e eg 1 rn· 
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selli cait.Jaci di ns imilare le soslanze sterili , il Bombyx mori. Ciò anche 
se }e e-peri enze da noi falle non ci hanno ancora permesso di realizzare 
1m completo ciclo di viluppo dell'insetto da uovo ad uovo. Secondo noi, r atTC' IO n ello viluppo larvale avvenuto alla prima muta dipende prin-
cipnlm nte da tre cause che ci sembrano essenziali: due sono da ricon-
dur-i " fa llo1·j fi ici, e preci amente all'umidità eccessiva esistente n ei 
tubi conten enti la foglia sterile e alla superficie delle foglie stesse mollo 
bagna ta. ch e pre Lm1ihilmente 11on permise l' attacco coi fili sericei del 
cor po d Il acolino prima della muta, attacco che è condizione essenziale 
all o :-volgimento naturale d ella muta: la terza causa d'indole fi iologica, 
dipend nt e dalla cottura della foglia , ch e normalmente contiene abbon-
danti quantità di vita1nine e fattori di crescita, sostanze che quasi certa-
mente fnrnno alterate, almeno in gran parte, dalla sterilizzazione. Ora 
ri cordinm o ch e r ecentem ente R. e L. GRAN DORI dimostrarono sperimen-
Lal111 nt e !"influenza della vitamina B~ (lattoflavina) p er la crescita del 
Bombyx mori; tal e fattore è termolabile. Non abbiamo potuto superare 
nell speri enze dell' anno scorso gli ·ostacoli sopra citati; le esperienze 
che inLrapr nder emo n ella ·prossima stagione bacologica t enderanno ad 
elimin are Lali diffi coltà. 

T utunri a r e La dimostrato fin d 'ora che la crescita durante la prima 
elà in oltura te rile è altre ttanto rapida e normale che negli alleva-
rueuli comuni , e lascia sperare di poter speriJnentalmente ottenere la 
colln ra ~ terile p er l' intero ciclo vitale del Filugello. 
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