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Dott. LUIGI PROVASOLI

Sulla possibilita dell allevamento
del Bombyx mori in ambiente sterile

1l problema dell’assenza o presenza di, una flora microbica nell’in-
terno dell'uovo di Bombyx mori ha gia interessato un buon numero di
vicercatori. Aleuni recenti lavori che annunziano la presenza di una
flora microbica intraovulare ¢i hanno suggerito I'opportunita di ese-
gmre nuovi eqpeumenl} su questo argomento. '

Lo Mo~naco e Glorcl, e piu tardi MiGLIARDI O’RIORDAN, esperimen-
tando con scrupolosa tecnica, trovarono che le uova di Bombyx mori
sterilizzate all’esterno e messe in brodo di carne e in seguito schiacciate,
non davano luogo a nmessuna cultura di microrganismi.

Al contrario REBUSTELLO e TONIN, pur sterilizzando il corion delle
aova di Bombyx mori, le trovarono infette da cocchi di una forma non
bene determinata, che gli Autori pero asseriscono letale per i bachi qua-
lora questi vengano alimentati con foglia bagnata dalle colture ottenute
coltivando i coecchi trovati nell’uovo
~ Rossinskr pure trova che sul guscio delle uova di Bombyx mori
vi sono parecchi germi che, come lo prova la lista che ne da l'autore,
ono tutli dei comuni germi dell’aria che era facile presupporre presenti
1 guscio in quanto questo viene deposto e conservato nell’aria infetta
comunemente da parecchie forme batteriche.

Masera infine, lavorando su un gran numero di provette, riscontra
ei tubi contenenti le uova sterilizzate e da lui schiacciate, la costante
presenza di forme varie di cocchi, bacilli e muffe; perd non ha deter-
inato, colle abituali prove batteriologiche, di quali specie di microrga-
Ismi queste uova erano infette, cosa necessaria perche, come dimostrd
0SSINSKI, nel glutine si raccolgono tutti i microbi dell’aria. Se la sgra-
natura non ¢ perfetta, e se non si eseguiscono altri lavaggi supplemen-
tari a quelli normalmente usati nella tecnica bacolovlca fa(:llmente sl
035010 oltenere inquinamenti da parte del glutine che si scioglie lenta-
ente nei liquidi colturali in cui si fecero le prove, e naturalmente li-
era i microbi imprigionati all'atto della deposizione, quando il clutine
era ancora molle, dando luogo quindi a colture microbiche. Da questi
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fatti possono essere falsati i risultati dell’esperimento. Unico metodo
dunque. nel caso di bacteri presenti, ¢ di déeterminare la loro specie; e cC
si ottiene sviluppo di microbi che comunemente si trovano nell’aria
ogni dubbio pud essere permesso sulla attendibilita dei risultati dc]lé
esperienze. D’altra parte, esistendo attualmente una ventina di coltyre
sterili di insetti, alcune delle quali hanno impiego pratico generalizzato.
come quelle di Lucilia sertcata, impiegata normalmente in Francia ed i]i
America a scopo curativo delle ferite settiche, poteva sorgere il dubbi,
che proprio il solo Bombyx mort dovesse contenere microbj intraovulari,
esclusion fatta di quei microbi che ereditariamente passano dalla madre
al figlio, come nel caso della pebrina e dei simbionti ereditari recente.
mente accertati come ospiti vitali nella Blattella germanica coltivata steril-
mente. Ci preoccupammo di imparare la tecnica correntemente usata in
Francia per tali sterilizzazioni del corion delle uova di insetti e Iappli-
cammo al presente caso. La tecnica da me seguita & quella usata da E.
WOLLMANN nei suoi classici-lavori sulla sterilizzazione delle uova e sul-
le culture pure di Musca domestica, Blattella germanica, Galleria me-
lonella. 11 disinfettante impiegato per la sterilizzazione ¢ una soluzione
al 0.5 "0 di bicloruro mercurico. Approfittai dei dati sulla resistenza
delle vova di Bombyx mori a tale prodotto, forniti dal Quajar e dal
PEerroNcITO. Dato pero che noi avremmo dovuto adoperare il bicloruro
mercurico a dosi nettamente inferiori a quelle impiegate dai predetti
Autori, eseguimmo una serie di ricerche personali (1) che ci dimostra-
rono che 1’azione del bicloruro mercurico al 0.5 °/oo per 90 minuti primi
provoca solo il 15% di fallanze allo schiudimento, mentre il controllo
sottoposto alla stessa incubazione e agli stessi lavaggi preliminari di
sgcommatura ci diede il 99 di fallanze.

Chiarito questo punto, ci preoccupammo per le ragioni succitate,
di sgommare il piu perfettamente possibile le uova che dovevano poi
‘essere soltoposte alla sterilizzazione del corion. Un primo lotto di uova
di razza Varo che erano gia state sgranate col sistema in uso ne]l"ind}b
stria bacologica, e altri lotti di uova di Awoijku deposte in laboratorio
(che furono sgommate prima col solitc procedimento impiegato ne!l'ill-
dustria), vennero lavate per 10° in H.O distillata, accuratamente agitan-
dole e strofinandole; successivamente furono lavate in una soluzione di
bicarbonato sodico al 10% per 30 minuti, sempre agitandole e strofi-
nandole.

Infine, per eliminare il bicarbonato sodico, si operarono tre lavagal
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cuccessivi di 5 minuti Puno. Il seme fu poi messo ad asciugare su carta
bibula sterile. Sono state eseguite sulla razza Varo parecchie sterilizza-
zioni con tempi differenti di immersione in bicloruro, e con tempi diffe-
renti di lavaggi in acqua sterile. Tali prove preliminari ci permisero
di mettere a punto la seguente tecnica: tre lavaggi successivi di 5 minuti
I'uno in una soluzione acquosa di bicloruro mercurico al 0.5 °/oo inter-
calati da due lavaggi di 4 minuti I'uno in acqua sterile, seguiti da tre
Javaggi finali di 3 minuti 'uno in acqua sterile. Le uova erano poi por-
tate in alcool a 95" per 4 minuti per togliere I’acqua e favorire un rapido
essiccamento delle uova trattate. _Non credemmo opportuno di ripetere la
tecnica dei nostri predecessori per i metodi di ricerca degli eventuali
microbi esistenti sia sul corion che nel tuorlo stesso, poiché ritenemmo
che tale tecnica poteva, se non scrupolosamente eseguita, portare ad in-
quinamenti durante la manipolazione.
" Dopo alcune prove preliminari, ci arrestammo ad un doppio con-
trollo che ci sembra adatto ad eliminare le cause sopracitate. Le uova
sterilizzate all’esterno erano direttamente prelevate dall’alcool con cuec-
chiai di vetro previamente sterilizzati a secco, e messe in capsule di Petri
sterili aventi sul fondo carta bibula sterile. L’incubazione a temperatura
costanle veniva eseguila in termostato. I bacolini neonati (nascite 90-959,
in parecchi lotti di 100 uova I'uno) furono estratti sterilmente dalle
capsule di Petri e messi in altre capsule di Petri sterili, senza carta bi-
bula. ed ivi mediante spatole di vetro sterili, vennero pestati. Aggiun-
gemmo circa 5 cc. di acqua sterile che mescolammo al pestato di bacolini.
11 tutto fu prelevato con pipette Pasteur sterili e messo nei seguenti mezzi
culturali: brodo di carne pH 7, brodo di carne glucosato pH 5.5, brodo
di carne al sangue, agar brodo, agar di Sabouroud, agar sangue. I tubi,
numerosi in ogni serie, furono incubati ed osservati per 30 giorni sia
a -+ 22" che a + 37". L’esame macroscopico dei tubi, come I’esame mi-
croscopico del fondo di ogni tubo, come le colorazioni a striscio, ci dimo-
strarono che ¢ bacolint neonati erano sterili. Gollo stesso sistema, serie di
uova sterilizzate e non incubate furono pestate colla stessa tecnica e pro-
vate negli stessi terreni batteriologici senza ottenere crescita di bacteri.
Non contenti di queste prove e desiderosi di controllare i nostri ri-
sultati che furono ottenuti a tre riprese su parecchie serie, sia per uova
di razza Varo, che di Awojiku e Verde chinese, tentammo di allevare i
bacolini neonati sterili su foglia previamente sterilizzata in autoclave
n grosse provette 25 X 250 mm. I bacolini prelevati con spatole sterili
dalle capsule di Petri sterili in cui erano stati incubati, venivano tra-
sportati rapidamente nei tubi sterili contenenti la foglia di gelso sterile.
I'bacolini dimostrarono di appetire la foglia sterilizzata e se ne cibarono
- largamente. Dimostrarono perd una grande irrequietezza, girovagando
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continuamente nei tubi e sulle foglie; tale grande irrequietezza fu fatale
alla gran maggioranza di essi, poiché molti morirono annegati nell’acqua
che esisteva sul fondo della provetta. Tale inconveniente fu evitato in
seguito, purtuttavia dei bacolini in esperimento uno solo riusci a superare
felicemente la prima muta e fu incapace di compiere la seconda. 1l
funzionamento delle ghiandole della:- muta fu normale e accompagnato
dal rigonfiamento tipico dei primi tre segmenti toracici; perd i hacolini
non riuscirono ad attaccarsi al substrato foglia, forse per la troppa umi-
dita, e rimasero viventi per parecchi giorni girovagando senza fine sulle
foglie, incapaci di nutrirsi e di liberarsi della spoglia della prima muta.

Tali bacolini, morti o vivi, e i loro escrementi numerosissimi, fu-
rono seminati nei liquidi culturali sopra citati, senza ottenere nessuno
sviluppo di microrganismi. I mezzi culturali da noi impiegali consentono
lo sviluppo, si puo dire, della totalita dei microrganismi eterotrofi; in-
fatti il brodo glucosato e I’agar Sabouroud servono allo sviluppo degli
Eumiceti; il brodo di carne allo sviluppo della maggior parte degli Schi-
zomiceli; il brodo e I’agar sangue a quello di numerosi bacteri parassiti
e protozoi parassiti. Inoltre furono eseguite, in altre serie, prove in
anaerobiosi con agar Veillon e gelatina, senza ottenere alcuna crescita
di microbi anaerobici. Anche il brodo di Besredka-Joupille e il brodo
all'novo di Bombyx mort (preparati secondo il metodo del MASEra)
esperimentati a due pH differenti (5,5 e 7,0) e incubati a due tempera-
ture (- 22° e + 37" C.) sia per il pestato di uovo, sia per quello di ba-
colini, sia per gli escrementi di bacolini, non diedero luogo nelle nostre
esperienze ad alcuna crescita di microrganismi.

Resta cosi, secondo mnoi, provato che 1'novo di Bombyx mori ¢
per sua natura sterile quando deriva da femmina sana. Inoltre i nostri
esperimenti hanno servito a dimostrare la possibilita dell’allevamento
del Bombyx mori in ambiente sterile.

Gia E. WoLLMAN per primo riusci a dimostrare brillantemente che
le larve di mosca domestica possono svilupparsi su alimenti sterili ap-
propriati (escrementi di cavallo, cervella) altrettanto perfettamente e
rapidamente che nell’ambiente naturale in cui comunemente vivono. Tale
ambiente & fortemente inquinato di bacteri, che, prima del WorLMAYN,
si credeva fossero essenziali alla digestione e alla vita di questo insetto.
Dalle osservazioni di WoLLMAN comprovate da tutti gli altri Autori che
ottennero colture sterili di vari insetti, risulta che i bacteri non sono
indispensabili alla vita e alla digestione. Inoltre, WOLLMAN osservo und
maggiore longevita nelle mosche adulte sterili, e poté provare che le
larve stesse possono secernere proleasi, amilasi ed erepsina, e valersi

d‘i‘l- loro complesso enzimatico per la digestione dei cibi sterili senza
Vaiuto dei hacteri. I interessante di poter aggiungere alla lista degli in-
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setti capaci di assimilare le sostanze sterili, il Bombyx mori. Cio anche
se le esperienze da noi fatte non c¢i hanno ancora permesso di realizzare
un completo ciclo di sviluppo dell’insetto da uovo ad uovo. Secondo noi,
Iarresto nello sviluppo larvale avvenuto alla prima muta dipende prir;-
cipalmente da tre cause che ci sembrano essenziali: due sono da ricon-
dursi a fattori fisici, e precisamente all'umidita eccessiva esistente nei
tubi contenenti la foglia sterile e alla superficie delle foglie stesse molto
bagnata. che presumibilmente non permise Iattacco coi fili sericei del
corpo del bacolino prima della muta, attacco che & condizione essenziale
allo svolgimento naturale della muta: la terza causa d’indole fisiologica,
dipendente dalla cottura della foglia, che normalmente contiene abbon-
danti quantita di vitamine e fattori di crescita, sostanze che quasi certa-
mente furono alterate, almeno in gran parte, dalla sterilizzazione. Ora
ricordiamo che recentemente R. e L. GRANDORI dimostrarono sperimen-
talmente I'influenza della vitamina B (lattoflavina) per la crescita del
Bombyx mori; tale fattore & termolabile. Non abbiamo potuto superare
nelle esperienze dell’anno scorso gli ‘ostacoli sopra citati; le esperienze
che intraprenderemo nella prossima stagione bacologica tenderanno ad
eliminare tali difficolta. :

Tuttavia resta dimostrato fin d’ora che la crescita durante la prima
ela in coltura sterile & altrettanto rapida e normale che negli alleva-
menti comuni, e lascia sperare di poter sperimentalmente ottenere la
coltura sterile per I'intero ciclo vitale del Filugello.
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