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RIVUE 1)11 VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

AVANT-PROPOS DU SECRETARIAT GENERAL 

(Original) 

Au nom de la Commission Sdricicole Internationale, nous sommes 
particulièrement heureux de presenter ce numéro special de la Revue 
du Ver a Soie - Journal of Silkworm consacré a lalinientation du Ver 
a Soie sous une forme entièrement nouvelle. 

11 sagit, en effet, d'une veritable revolution dans la preparation de 
la nourriture des Vers a Soie (quils soicnt du mUrier ou sauvages) et 

elle constitue le fondement de perspectives prometteuses pour leur 
Cievage et, par voie de consequence, l'averiir de la production de la 
Soie. 

En ce qui concerne Bombyx mon L., par la grace de la substance 
attractive des feuilles de rnQrier le manage du Ver a Soie et du MQrier 
se perdait dans la nuit des milldnaires et constituait lun des étonne-
ments admiratifs de iHomme devant ces trois merveilles de la Nature: 
le MUrier, Ic Ver a Soie et la Soie ; depuis toujours, on a ete frappé 
par cette union qui était indissoluble malgré les philtres nonibreux 
présentés par les autres feuilles du règne végétal. 

Au point de vue scientifique ce mystère passionnait les chercheurs 
et pour des raisons pratiques us voulaient aussi connaitre les consti-
tuants actifs de la feuille du mOrier et le mécanismne nutritionnel du 
Ver a Soie afin de disposer de la chenille comme type biologique pour 
en tirer toutes sortes denseignements grace a lélevage permanent 
qui serait alors réalisé. 

En bref, le mur de la feuille, le rnur des diverses feuilles a été 
largement percé comnme en font état les travaux présentés dans cette 
Revue. 

Grace aux progrès dans les connaissances physiologiques ii a été 
enfin possible de concevoir la preparation de lalimentation afin que 



les divers Vers a Soie puissent être nourris dans des conditions corn-
parables pour aboutir a des résultats également comparables. En effet, 

on sait maintenant que ces petites usines vivantes que sont les chenilles 
transforment toutes les nourritures données en vraie Soie, identique 

a elle-même. Cette idée de fabriquer, de preparer leur nourriture qui 

était "dans l'air 
i t est entrée dans la voie des réalisations voici mainte-

nant une dizaine d'années et cela par divers moyens et dans plusieurs 
pays plus particulierement au Japon et en France. Les trois groupes 
de travail les plus connus, qui visaient au même but depuis l'origine, 

sont ceux dALES, de KYOTO et de TOKYO. 

Aujourd'hui, le present volume offre un premier panorama de la 

question avec une introduction génerale de notre eminent collegue et 
ami, M. le Professeur Tadao YOKOYAMA de TOKYO. 

Se trouvent ici réums quelques écrits dedivers auteurs engages 
dans cette oeuvre intéressant lavenir. 

Ce numéro special ne constitue pas le résumé de tout ce qui a été 
fait, de tout ce qui est connu. 11 vise surtout a concrétiser le grand 

effort en cours, a le mettre en lumière afin d'ouvrir la discussion sur 
ce sujet important pour que tous ceux qui, de près ou de loin, pensent 

et travaillent sur la question soient persuades que nous sommes pleine-
ment conscients de son intérêt. Nous souhaitons que leurs travaux et 
recherches soient connus tout d'abord, au cours du Congres Mondial 
qui se tient a Beyrouth, et, ensuite dans les Bulletins et Compte-Rendus 

des Sociétés Savantes et en particulier dans notre Revue qui est exclu-
sivement au service du Ver a Soie et de la Soie. 

Nous espérons la plus grande comprehension de la part des profes-
siohnels et en particulier quils aient la certitude des nombreuses dif-
ficultés qui restent encore a résoudre. Mais un jour viendra, oü sera 

pratiquée la nouvelle alimentation des Vers a Soie, assurant ainsi grace 
a leur élevage permanent des résultats économiques certains et la nais-
sance dune sériciculture industrialisée permettant de satisfaire plus 

facilement la 'faim" de Soie qui existe de par le Monde. 

Nous rendons hommage au norn de la Commission Séricicole Inter-

nationale a tous les chercheurs de tous les pays qui par leur sagacitC 
et leur inépuisable persévérance ont contribué a ce premier succès, a 
cette connaissance de nouveaux secrets de la Nature qui doit per-

mettre a tous d'apprecier, plus souvent, les nobles qualités de la Reine 
des Fibres. 

ALES, Mars 1965. - A. SCHENK. 



FOREWORD OF THE GENERAL SECRETARIAT 

(Translation) 

On behalf of the International Sericultural Commission, we are 
particularly pleased to present this special issue of the Journal of 

Silkworm dealing with a completely new form of food for Silkworm. 

It is effectively a real revolution in the preparation of the food for 
Silkworms (either mulberry silkworms or wild silkworms), and it cons-
titutes the foundation of promising prospects for Silkworm rearing and 
consequently for the future of Silk production. 

As regards the Bombyx mori L. silkworm, thanks to the attractive 
substance contained in mulberry leaves, the marriage of Silkworm 
with Mulberry tree was lost in the mists of millenaries and formed 

one of the admiring astonishments of Man before these three wonders 
of Nature : Mulberry tree, Silkworm and Silk. Man has always been 
struck by this union which was indissoluble inspite of the many philtres 
offered by the other leaves of the vegetable kingdom. 

From a scientific standpoint, this mystery impassioned the scien-
tists, and for practical grounds they wanted to know the active compo-
nents of the mulberry leaf as well as the nutritional mechanism of silk-
worm in order to dispose of the larva as a biological type and derive 
knowledge of every kind from the permanent rearing which could be 

then carried out. 

In a iew words, a large hole has been made in the wall of the leaf 
and in the wall of the different leaves, as it is shown in the works which 
are presented in this special issue. 

Owing to the advancement of the physiological knowledge, it has 
been finally possible to conceive the preparation of diets so as to feed 
the different silkworms under comparable conditions and to obtain com-

parable results. As a matter of fact, we know now that the larvae 
small living factories, transform all the foods they are given into real 



silk, always identical with itself. The idea to make, to prepare their 

food, which was "in the air", fell within the field of realization some 
ten years ago, with different means and in several countries more 
particularly in Japan and France. The three research groups which from 

the very beginning had the same goal in view, were those of ALES 
KYOTO and TOKYO. 

To-day, this volume presents a first panorama of the subject-mat-

ter, with a general introduction by Professor Tadao YOKOYAMA 

(TOKYO), our eminent colleague and friend. 

We present in this special issue a few papers by different authors 
engaged in this task concerning the future. 

This special issue is not the summary of all that has been done, of 
all that is known. It means essentially to put in a concrete from the 
great effort wnich is being made, to bring it to light and open a debate 

on such an important question so that all the people who, closely or 
distantly, ponder or work on this question should be persuaded of all 

the interest we take in it. We want their work and research to be known, 
first at the World Congress which will be held in Beirut, then in the 
Bulletins and Proccedings of the Sociétés Savantes, and particularly 
in our Journal which is exclusively at the service of Silkworm and Silk. 

We hope to meet the greatest comprehension from the professionals 
and particularly that they should be conscious of the numerous difficul-
ties which have still to be overcome. But some day will come when an 

absolutely new food for the silkworms is achieved, ensuring fhus, thanks 
to an uninterrupted rearing, unquestionable economic results and the 
birth of an industrialized sericulture permitting to meet more easily 
the "craving" for Silk which exists throughout the World. 

On behalf of the International Sericultural Commission, we render 
homage to all the scientists in all the countries who, by their shrewd-

ness and inexhaustible perseverance, have contributed to this first 
success, to this knowledge of new secrets of Nature which must allow 
everybody to value, more often, the noble qualities of the Queen of 
Fibres, 

ALES, March, 1965. - A. SCHENK. 



REVUE DU VEP. A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, . Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

INTRODUCTION 

ARTIFICIAL DIET FOR SILKWORM 

(Original) 

by 

Tadao YOKOYAMA (Japan) (1) 

1 - Significance of the study on artificial diet. 

The higher the living standard of mankind progresses, the better 
quality of textiles is demanded. The silk has the best quality of all 
kinds of textile materials and the demand for silk in the world is gra-
dually increasing. However, the production of silk meets with many 
difficulties inupplying necessary amount. A. Schenk (1961) pointed 
out the importance of the psychological factors in the production of 
cocoon. The psychological aspect in the structure of production of co-
coon is undoubtedly important, but it is strongly felt that the techniques 
themselves of sericulture must be renewed to attract the young genera-
tions introducing new sciences and techniques into sericulture so as to 

give the old industry new aspects. From the standpoint mentioned above 

the studies on artificial diet and the mechanization in sericulture are 
the most important two items in modern sericulture. 

The studies on artificial diet for silkworm has been accomplished 
to a good success in a laboratory scale, and the results may be used 

for many purposes in future such as a method for basic researches or 
some practical application, suggesting much wider development in the 

practical field. 

(1) Tadao YOKOYAMA, Silk Science Research Institute, Kodaira-shi, Tokyo. 
Former director of the Sericultural Experiment Station, Ministry of Agriculture 
and Forestry. 
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The study on the mechanization is to find a counter-measure for 
the shortage of rural labor brought about by the development of indus-
try. The mechanization has also some relation to the study on the arti-
ficial diet, e. g. • an apparatus for automatic rearing of en-silkworm 

with artificial diet was constructed by the Sericultural Experiment 

Station, M.A.F. 

2 - History of the study on the artificial diet for silkworm in Japan. 

Watanabe (1944) proved that the quality of mulberry leaves is the 
heaviest factor in stabilization of cocoon crops in summer season. 
However, he could not know the nature of the quality of mulberry leaf 
which influenced the physiology of silkworm. It is impossible to know 
the quality of leaf in detail, so far as the natural leaves are used as 
silkworm food. A research group was organized under the late Pro-

fessor S. Sasaki (1954) in 1953 supported by the aid of research fund 
of the Ministry of Education for studying artificial diet for silkworm 

including T. Kaneko, 1'. Yoshida and S. Nakajima as members. Each 
member proposed its own preparation of artificial diet which put a 

foundation to the study thereafter. 

Starting from, and improving, the prescription of Yoshida, T. Fu-
kuda (1960) first succeeded to raise the silkworm exclusively with arti-
ficial diet from hatching to the cocoon spinning stage, which after emer-
gence laid normal eggs. The constituents were mulberry leaf powder, 
soybean meal, sucrose, starch, vitamins, antiseptics and water. 

The studies on attractants by Hamamura and his co-workers, those 
on nutritional requirements by Ito and his co-workers, and those on the 
artificial diet of wild silkworms by Fukuda and his coleagues contributed 
much to the development of this field of study. 

The summaries of these studies are as follows 

Attractants 

I ) Substances which attracts silkworms at a distance are hexenol, 

hexenal, citral, linalol, linalyl acetate and terpinyl acetate. 

ii) Substances which stimulate biting function of the silkworm are 
B -sitosterol, iso-quercitrin and monin. 

iii ) Substances which stimulate swallowing function are potassium 
phosphate and cellulose. 
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Nutritional requirements 

i ) as for carbohydrates, glucose and fructose among hexoses, all 
kInds of disaccharides, dextrin among polysaccharides are good. 

ii) As for lipids, sterols especially 3 -sitosterol or stigmasterol 
are necessary. 

iii ) As for proteins, soybean casein is good and its nutritional value 
is increased when it is mixed with other kind of proteins e.g. milk ca-
sein. The indispensable amino acids for silkworm are arginine, histi-

dine, isoleucine, leucine, lysine, methionine, phenylalanine, proline, 
threonine, tryptophane and valine. Besides them asparti'c acid...s dèsi 
rable to highten the nutritional value. 

iv ) As for minerals, Wesson's salt mixture is available with good 
results, but the ashes of mulberry leaf showed better result. 

v ) As for vitamins, vitamin B complex (nicotinic acid, pyridoxine, 
pantothenic acid, etc.), vitamin C, and choline are necessary. 

3 - Present and future status in the study of artificial diet. 

It may be said that the study on the artificial diet for domesticated 
silkworm has been accomplished in the laboratory level, and that on 
the wild silkworms especially on en-silkworm has been developed fur-
ther. 

The artificial diets for silkworm at the present level of development 
are utilized as follows 

i ) Studies on the nutritional requirements. If we use the natural 
mulberry leaves which include very complex constituents, it is impos-
sible to know the requirement in the nutrition of silkworm distinctly. 
Artificial diets of appropriate constitution open the way to know it in 
detail. 

Studies on pathology of silkworm in aseptic condition. The study 
on pathology must be carried out strictly avoiding contamination by other 
pathogenic organims than the objective one. Artificial diet is used in 
various studies in this field with interesting results. 

Studies in genetics, physiology and breeding in cases where it 
is difficult to get natural leaves. As the silkworm fed with artificial 

diet in younger stage and with natural food leaves in older stage produ-
ces as good cocoon as those produced by worms fed with natural food 
throughout the feeding period, artificial diet is practically available 
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when there has been frost damage and the natural leaves can not be 
obtained. 

iv ) Judgement and improvement of the nutritional quality of mul-
berry leaves. Nutritional value of the artificial diet is different accor-
ding to the quality of leaf powder. We can distinguish the quality of 
leaf, using the powder there of as one of the constituents of the artifi-
cial diet. On the other hand, when we know what is the main factor 
which decreases the nutritional value of the food leaf, wa can improve 
the quality by adding appropriate substance. Ito showed that the mul-
berry leaf in the late autumn season which is inferior to spring or sum-
mer leaf can be improved by adding protein to it. 

As for the problems to be studied in future in relation to the artifi-
cial diet for silkworm, the followings are considered. 

Researches for finding out characteristic constituents 01 mulberry 
leaf. Many nutritional and attracting substances for silkworm have been 
elucidated. However, the good natural leaf is superior to the artificial 
diet for silkworm at present. It is necessary to find out the difference 
between the two and to develop an artificial diet as good as the best 
natural leaf so as to assure constant superior results in the- rearing 
under any condition. To accomplish such objective more intensive as 
well as extensive fundamental studies must be carried out. 

Preparation of artificial diets for specalized uses. It is known 
to sericultural technicians from their experience that the quality of 
food leaf influences the duration of larval life, amount of silk produc-
tion, number of molting, number of egg production and in special case 
even voltinism. They know also the difference of mulberry leaf which 
is the fittest to the different stages of silkworm in different season. If 
we came to know every detail in relation to the above mentioned pro-
blems, we might be able to get specialized prescription of artificial 
diet rittest for each different purpose. 

iii ) Studies for practical application of artificial diet. When the 
fundamental studies enumerated above are accomplished, it becomes 
necessary to carry out various studies for practical application, i.e., 
to enlarge the experiment to practical size from laboratory scale, in-
cluding preparation of diet, method of application as well as altercares, 
tools, machines, apparatus, rearing room, simplification of procedu-
res, and lowering the cost of production. In addition, it will become 
desirable to breed silkworm races specially fitted for rearing with 
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artificial diet, and also to study the most economical production 01 

materials for the preparation of artificial diets. 

CONCLUSiON 

Studies on artificial diet are very interesting problem from both 
scientific and practical points of view. The results of it are already 
applicable to various fields of study at the present level of dé'véloprnent, 
and promising far wider and higher development in future, contribufing 

to the construction of renewed sericulture. 
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INTRODUCTION 

"ALIMENTATION ARTIFICIELLE" POUR LE VER A SOlE 

(Traduction) 

par 

Tadao YOKOYAMA (Japon) (1) 

1 - Imoortance des Recherches sur l'Alimentation Artificielle. 

Plus le niveau de vie des gens s'éleve, plus ceux-ci demandent des 
textiles de qualité supérieure. La Soie possede les nieilleures qualités 

parrni tous les tissus textiles et la demande de Soie dans le monde aug-
mente progressivernent. Toutefois, la production Soie éprouve de nom-
breuses difficultés a faire face a cette demande croissante. A. Schenk 
(1961) a souligné l'importance des facteurs psychologiques dans la pro-

duction des cocons. L'aspect psychologique est sans aucun doute irnpor-
tant dans la structure de la production des cocons, mais nous savons 

très bien quil faut rénover les techniques mênies de la sériciculture 
pour inciter les jeunes générations a introduire de nouvelles sciences 

et de nouvelles techniques dans la sériciculture afin de doter cette in-
dustrie ancienne daspects nouveaux. 11 résulte du point de vue adopté 
ci-dessus que les recherches sur l'alimentation artificielle et la méca-
nisation de la sériciculture constituent les deux éléments essentiels de 

la sériciculture moderne. 

Les recherches sur lalimentation artificielle pour le Ver a Soie 

ont eté effectuées avec succès a l'échelon laboratoire, et les résultats 

obtenus pourront étre utilisés a des fins diverses dans Pavenir en tant 
que méthode pour des recherches fondamentales ou en vue dune appli- 

(1) Tadao YOKOYAMA, Institut de Recherche Scientifique de la Soie, Kodaira 
shi, Tokio. 
Ancien Directeur de la Station Expérimentale Séricicole, Ministère de 'Agri-
culture et des Foréts. 
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cation ce qui perrnet denvisager un ddveloppement beaucoup 

plus important dans le domaine pratique. 

Les recherches sur la mécanisation ont pour but de trouver un 

remede a la pénurie de main d'oeuvre rurale qu'a provoquee le ddve-
loppement industriel. La rnécanisation n'est pas sans rapport avec les 

recherches sur l'aiimentation artificielle. C'est ainsi qu'un appareil 
pour l'élevage autornatique du Ver 6L Soie Eri avec une alimentation 

artificielle a étd construit par la Station de Recherches Séricicoles 

(Ministere de lAgriculture et des Foréts). 

2 - Historigue des recherches faites au Japon sur lalimentation 

artificielle pour le Ver a Soie. 

Watanabe (1944) démontra que la qualitd des feuilles de mOrier 
constitue le facteur essentiél de la stabfliation de's récoltes de cocons 
en dté. Toutefois, ii ne réusslt pas a découvrir la nature ae la quáTitè 
de la feuille de mOrier qui exerce uneirifluence sur la phyiO1ogiedu 

Ver a Soie. 11 est impossible de connaitre en detail la qualité de cette 
feuille tant que les TeCilles naturèlles sont utilisées pour nourrii' le 

Ver a Soie. En 1953 fut créé un groupe de recherches que dirigeait 
feu le Professeur S. Sasari (1954) et qui était subventionné par le 
fonds de recherches du MinistCre de 1 Education. Ce groupe était char-
gé de faire des recherches sur l'alimentation artificielle du Ver a Soie, 

et comprenait T. Kaneko, T. Yoshida et S. Nakajirna. Chaque membre 
de ce groupe proposa sa propre preparation dalimentation artificielle, 

et celles-ci servirent de base pour les recherches ultérieures. 

Ce fut T. Fukuda (1960) qui, reprenant et améliorant l'alimentation 
preparée par T. Yoshida, réussit le premier a élever des Vers a Soie 

uniquement avec une alimentation artificielle depuis l'éclosion jusqu'à 
la fabrication du cocon. Et les oeufs pondus par les papillons nés de 
ces vers étaient des oeufs normaux. Cette alimentation était composee 
de poudre de feuille de mOrier, de poudre de soja, de saccharose 
d'amidon, de vitarnines, dantiseptiques et deau. 

Les recherches de Harnamura et de ses collaborateurs sur les sub-
stances attractives, celles de Ito et de ses collaborateurs sur les 

besoins nutritifs, et celles de Fukuda et de ses collègues sur l'alimen-

tation artificielle des Vers a Soie sauvages ont grandement contribué 
au développement de ce champ de recherches. 

Ces recherches peuvent se résunier de la fa(;on suivante 

Substances attractives 

a) Les substances qui attirent les Vers a Soie de loin sont l'héxé- 
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nol, ihéxénal, le citral, le linalol, lacétate de linalol et lacdtate de 	
p 

terpirie. 

b ) Les substances qui stimu]ent la prise de nourriture sont le 
-sitostérol, 1 iso-quercitrine et la morine. 

c ) Les substances qui stirnulent l'ingestion sont le phosphate de 
potassium et la cellulose. 

l3esoins nutritifs 

a ) Les hydrates de carbone leglucose et le fructose parmi les 

héroses, toutes sortes de disaccharides, et la dextrine parmi les poly-
saccharides sont bons. 

b ) Les lipides les stérols en particulier le -sitostdrol et le stig-
mastérol sont ndcessaires. 

c ) Les problèmes la casdine de soja est bonne et on augmente sa 
valeur nutritive en la mélangeant a dautresartes de protdines comme 
la caséine du lait par exernple. Les amino-acides indispensables pour 
Ic Ver a Soie sont l'arginine, ihistidine, lisoleucine, la leucine, la 
lysine, la méthioriine, la phénylalanine, la proline, la thréonine, le 
tryptophane et la valine. Dc plus, il est souhaitable dajouter de l'acide 
aspartique pour accroftre la valeur nutritive. 

d ) Les mindraux le mélange de sels de Wesson donne de bons 
résultats, mais les cendres de feuille de rnQrier ont fourni de meilleurs 
résultats. 

e ) Les vitamines un mélange de vitamines B (acide nicotinique, 
pyridoxine, acide pantothdnique, etc ... ), les vitamines C et la choline 
sont nécessaires. 

3 - Etat actuel et perspectives des recherches sur lalimentation 
artificielle. 

On peut dire que les recherches sur l'alimentation artificielle pour 
les Vers a Soie domestiques ont dté menées a boone fin en laboratoire, 
et que pour les Vers a Soie sauvages, en particulier le Ver a Soie En, 
ces recherches ont dtd poussées encore plus loin. 

Au stade auquel nous sommes actuellement parvenus les alimenta-
tions artificielles pour Ver a Soie sont utilisées de la façon suivante 
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a ) Recherches sur les besoins nutritifs. Si nous utiiisons les feuil-
les de mürier naturelles qui contiennent des composants trés coinpie-

xes, 1! !lOUs est impossible de connaftre distincternent les diéments 

rxécessaires a la nutrition. Les alirnentations artificielles dune compo-
sition appropride nous permettent de les connaitre de facon détaillée. 

b ) Recherches sur in pathoiogie du Ver Soie dans des conditions 
aseptiques. Les recherches pathoiogiques doivent être faites en dvitant 
rigoureusement toute contamination par des organismes pathogenes 
autres que les organismes objectifs. L'alinieritation artificielie est 

utiLisee pour de nombreuses recherches faites dans ce domaine et per-
met dobtenir des resuitats intéressants. 

c ) Recherches de génétique, physiologie et d'élevage dans le cas oü 
ii est ditiicile de se procurer des feuilles naturelles. Etant donné que 

le Ver a Soie nourri avec une alimentation artificieile an debut de sa 
Cr oissance puis avec des feuilles naturelles par la suite produit des 

cocons de la mérne qualitd que ceux fournis par des Vers nourris cx-
clusivement avec une alimentation naturefle, on peut pratiqueinent utili-
sex' l'alimentation preparde iorsque les feuilles naturelles ont dté endorn-
magées par le gel et iorsqu'on est dans i'impossibilité de se procurer 
ces feuilles. 

ii ) Appx'éciatiorx et amelioration des qualités nutritives des feuilles 
de rnürier. La valeur nutritive de lalimentation artificielle diffère 
scion la qualitd de la poudre de feuille. Nous pouvons distinguer la 
qualite de la feuilie dont on utilise la poudre cornme dtant un des Clé-
ments constitutifs de lalimentation artificieilè. JYautre part, une fois 
que nous connaissons le principal facteur qui diminue la valeur nutri-
tive de la feuilie, nous pouvons améliorer sa qualite en y ajoutant la 
substance appropriée. ito a montré qu'il est possible d'aniéliorer la 

feuille de mOrier rCcoltde a la fin de lautomne, et qui est inférieure a 
celle récoltée au printemps on en été, en y ajoutant de la protéine. 

Parrni les problèmes qui seront étudiés a lavenir en rapport avec 
l'alimentation artii'icielle du Ver a Soie, on peut considdrer les Sm- 

vants 

a ) Recherches en vue de découvrir les composants caracteristiques 

de la feuilie de mOrier. 

Dc nombreuses substances nutritives et attractives pour le Ver a 
Soie ont éte découvertes. Toutefois, actueliement, la feuilie naturelie 

reste supérieure a i'aiimentation artificieile pour le Ver a Soie. 11 est 
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nécessaire de découvrir la difference existant entre ces deux alimen-
tations et de mettre au point une alimentation artificielle qui soit aussi 
boone que la meilleure des feuilles naturelles de façon a assurer des 
résultats supérieurs et constants pour les élevages faits dans lun et 
l'autre cas. Pour atteindre un tel objectif ii est nécessaire d'effectuer 
des recherches a la fois plus approfondies et plus vastes. 

2 - Preparation d'alimentations artificielles pour des usages spé-
cialisés. 

Les techniciens séricicoles savent par experience que la qualite 
des feuilles exerce une influence sur là durée de-  la vie larvaire, sur 
la quantité de Soie produite, sur le notnbre de rnues, sur le nombre 
de graines obtenues et méme sur le voltinisme dans des cas spéciadx. 
us connaissent égalernent les differences entre les feuilles de murier, 
celles qui conviennent le mieux aux diffeients stadés par lesquels passe 
le Ver a Soie et aux diffdrerites saisons. Si nous rdussissions a connaI-
tre tous les details sur les problèmes abordés ci-dessus, nous pour-

rions obtenir des regimes spécialisés dTalimentation artificielle aussi 
bien adaptds que possible aux différents buts recherchés. 

c) Recherches dapplication pratique de lalimentation artificielle. 

Lorsque les recherches fondamentales examindes plus haut auront 
été effectudes, ii sera nécessaire d'étudier leur application pratique, 
c'est a dire faire passer ces experiences du stadede laboratoire a 
l'échelon pratique : preparation de lalimentation, mode d'application 
et contrôle, outillage, machines, appareils, rnagnaiieries, simplifi-
cation de fonctionnement, et abaissement des prix a la production. De 
plus, ii sera du plus grand intérêt délever des races de Ver a Soie se 
prétant tout particulièrement a un élevage par alimentation artificielle 
et détudier un mode de production aussi économique que possible des 
substances nécessaires a la preparation des alimentations artifI&ellé. 

CONCLUSION 

Les recherches sur Palimentation artificielle constituent un proble-
me du plus haut intérét tant au point de vie scientifique que pratique. 
Les résultats obtenus peuvent déjà être exploités dans leur état actuel 
dans différents domaines de la recherche, et us sont promis a un déve-
loppementbeaucoup plus important dans lavenir, contribuant ainsi au 
renouvellement de la s ériciculture. 

BIBLIOGRAPHJE 
(Voir texte anglais original). 



21 

REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

ARTIFiCIAL DIETS FOR DOMESTIC 

AND WILD SILKWORM RAISING 

(Original) 

by 

Toshifumi FUKUDA (Japan) (1) 

Attempts to rear silkworms on an artificial diet had been made for 

a long time. However, there were no reports until 1959 that silkworm 
had been reared exclusively on artificial diets from batching to spin-
ning. One winter day in 1959 the author tried, starting from Dr. Yoshi- 

das study (15), to rear mulberry-silkworms, Bombyx mon, by my 
co-worlers with an artificial diet whose main constitdent was the pow-
der of dry mulberry leaves, and succeeded in making larvae produce 
36 cocoons, starting from 1111 worms immediately after hatching from 

eggs. The mulberry-silkworms pupated, and the fertilized moths laid 
their eggs (1). This was a first experimental case that silkworms were 
reared only with the artificial diet during whole larval stage. 

However, results on larval raising of mulberry-silkworms reared 
on the artificial diet was at that time remarkably inferior to those 
obtained with fresh mulberry leaves. Improvement (2) of the compo-
sition of the diet and of the method of the silkworm raising has ledto 
much better results during these 5 years, but the present results are 
not yet so good as those obtained with fresh leaves. in comparison with 

results obtained with fresh mulberry leaves, the amount of the cocoon 
fibre produced by one larva is about9O per cent (98 per cent at the 
maximum value), and numbers of eggs produced by one moth 95 per 
cent (11). 

(1) Toshifumi FUKUDA, The Sericultural Experiment Station, Tokyo. 

Oq 
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The author with his co-workers prepared an artificial diet whose 
main constituent was leaf powder of food plants, such as Ricinus commu-
nis or Ailanthus glandulosa for the raising of the en-silkworm (Philo-
samia cynthia ricini), one of wild silkworms. The raising of en-silk-
worms on this diet was by iió means inféioi to thaf of the insect on 
fresh leaves orRicinus cornmunis, etd., and Was rather bëttér inre-
suits on cocoon fibres produced and on eggs laid down (3). 

In winter of 1961, the author with his co-workers reared 5, 000 en-
silkworms on this diét and obtkinèd Sãtfsfactory results (4). From a 
standpoint of practical raising of en-silkworms, the production cost 
of the artificial diet was reduced, and the methodof the en-silkworm 
raising on it was extremely simplified (11). 

To save the working labor for the silkworms (domestic or wild 
worms) raising on artificial diets, an apparatus consisting of 20 boxes, 
each of which had accomodation for 250 worms at their maximum size 
was made. Silkworms in a series of boxes which circulate a settled 
orbit are fed on slices of diets at a fixed place, and faeces excreted 
are eliminated automatically at another fixed place. The authors reared, 
using this apparatus, 3, 000 en-silkworms on the artificial food and 
obtained satisfactory results (11). 

Furthermore, for the raising of oak-silkworms (Antheraea pernyi 
and Antheraea yamaniai), wild silkworms, artificial foods whose main 
constituent is leaf powder of oak trees (Quercus dèntátá T. etc.). Theix 
diets enabled Antheraea pernyi to grow adult, and Antheraea yamamai 
to the 2nd day of the 5th stage (5). 

Diets named as a synthetic diet which consisted of chemically refi-
ned nutrients were prepared for eri-silkworms as well as for mulberry-
silkworms. Assuming that the feeding by silkworms, especially en-
silkworms is remarkably stimulated by the diet which does not contain 
any repellents than by the diet which contains gustatory stimuli (8) 
synthetic diets have been prepared. The present synthetic diets enabled 

the larval raising during the 5th stage in a case of mulberry-silk - 
worms (6) and whole larval raising in en-silkworms (7). As synthetic 
diets prepared for en-silkworm raising support well their larval growth, 
nutritional requirements by the insect have already been elucidated by 
my co-workers in amino acids (13), vitamins (12), carbohydrates (14), 
mineral substances (11), water (9), etc. 
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Based on the knowledges obtained on nutritional requirements of 
the silkworms, artificial diets named as a semi-synthetic diet, which 
does not contain any powder of dry leaves of food plants, and whose 
production cost is cheap have been prepared for the raising of the 
silkworms (mulberry-silkworm () and en-silkworms (10)). The pre-
sent semi-synthetic diet prepared especially for the en-silkworm rai-
sing which consisted of the powder of soy bean, casein, dry brewer 

yeast etc., enabled 90 out of 100 hatchlings to spin their cocoons (10, 
11). This diet may have an intention of making possible to rear en-

silkworms all the seasons without cultivation of food plants such as 
Ricinus communis, etc. 
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ALl MENTATIONS ARTIFICIELLES POUR L' ELEVAGE DES 

VERS A SOlE DOMESTIQUES ET SAUVAGES 

(Traduction) 

par 

Toshifumi FUKUDA (Japon) (1) 

Depuis longtemps on avait tenté délever les Vers a Soie a l'aide 
d1 une alimentation artificielle. Et malgré tout, Jusqu'en 1959,f1 &àvait 
jamais été fait état de Vers a Soie élevés exciusivement avec une alimen-
tation artificielle depisl'€closioñ jusuà la confection du cocon. Un 
jour, au cours de Phiver 1959; lauteur de cet article et ses collabora-
teurs essayèrent, en partant des recherches dii Dr. Yoshida (15); d'ié-
ver des Vers a Soie Bombyx mori avec une alimentation artificielle 
dont le principal' éléinent étàitde 1a poudrè de 'feii1l6 de inuriêrsèchè. 
Et nous avons réussi a obtenir 3 7  cocons pour 110 vers prélèvé ithmé-
diatement après leur éclosion. Ces Vers a Soie du mOrier se métamor-
phosererit en Chrys'lides, e't les papillons fécondés pondirent leurs 
oeufs (1). C'était le premier cas expériméntal óüdes Niers a Soié é'iaienf 

éleves uniquement avec une alimentation artificielle pendant tout le stade 
larvaire. 

Toutefois, les résultats obtenus en élevant les Vers a Soie du mQrier 

avec cette alimentation artificielle étaient a l'époque très nettement 
lnfrieure a' ceux obtnus avec det fe.dille7g de tnQriêr frafthes. En amé-

liorant (2) la composition de cette alimentation et les méthodes d'élevage 
nous avons Pu Obteilir au cours de ces 5 derliières anfiées' des réUltats 
très superieurs, maisles résultats actuels ne sont pas encore aussi 

bons que ceux obtenus avec des feuilles fraI'ches. A titre de comparai-
son avec les r'esiltats obtenus avecde feüilles de mrier frai'ches, 

(1) Toshifumi FUKUDA, Station Séricicole Expérimentale, Tokio. 
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la quantité de fibre de cocon produite par une larve est d'environ 90 , 
(98 'i étant la valeur maximum), et le nombrid'oéufs pándus par un 
papillon est de 95 o (11). 

Lauteur de cet article et ses collaborateurs ont préparé une alimen-
tation artificielle qui était essentiellement composée de poudre de feuil-
les de plantes telles que le Ricinus communis ou l'Ailanthus glandulosa 

pour éfever un des Vers Ii Soie sauvages, Ic Ver Soie Eri( PhIlosarnia 
cynthia ricini). L'élevage des Vers a Soie Eri avec cette alimentation 
ne ut nüllementiriférieur éPelevage avec des fèuilfesfxafchès de 
Ricinus communis, etc... Ii donnaft mérne des résultats plutOt supe-
rieurs en ce qui concerne les fibres de cocon produites et les oeufs 
pondus (3). 

Au cours de ihiver 1961, l'auteur de cet article et ses collabora-
teurs ont élevé 5.000 vers a Soie Eri avec cette alimentation et ont 
obtenu des résultats satisfaisants (4). Du point de vue de lélevage pra-
tique des Vers a Soie En, le coOt de production de l'alimentation arti-

ficielle était réduit, et la méthode délevage extrémement simpli-

fiée (11). 

Afin de réduire le personnel nécessaire pour l'élevage des Vers a 
Soie (doniestiques ou sauvages) avec les alimentations artificielles, 
nous avons construit un appaneil compose de 20 bofles, chacune de ces 
boftes pouvant recevoir 250 vers ayant atteint leur taille maximum. Les 

vers, places dans une série de boftes se déplaçant sur une orbite fixe, 
reçoivent leur nourriture a un endroit dCterminC, et les matières féca-
les excrétées sont éliminées automatiquement a un autre endroit deter-
mine. A l'aide de cet apparell les auteurs de cet article ont élevC 3.000 
Vers a Soie Eri avec lalimentation artificielle et ont obtenu des résul-
tats satisfaisants (11). 

Par ailleurs, nous avons élevd des Vers a Soie du chéne (Antheraea 
pernyi et Antheraea yamarnai), qui sont des vers sauvages, avec des 

alimentations artfficieTlles essentiéllement compodées de polidri de 
feuilles de chêne (Quercus dentata T. , etc. . .). Lalimentation qui leur 
a été donnée a permis a lAnfheraea  pernyi datteindrelage ddlte, et 
a PAnfheraea yamamaidatteindi'e lé 2ènni jourdu 5ème age (5). 

Nous avons Cgalement préparC pour les vers a Soie Eri et les vers 
a Soie du mOrier des alimentations dites synthétiques qui Otaient corn-
posées de substances nutritives chimiquernent raffinCes. Supposant que 

la prise de nourriture des Vers a Soie, en particulier celle des Vers 
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a Soie Eri est beaucoup plus stirnulée par une alimentation qui ne 
contient aucune substance repoussante que par une alimentation con-

tenant des stimulants gustatifs (8), nous avons prdparé des alirnenta-
tions synthdtiques. Ces alimentations synthétiques ont permis un éle-

vage des larves pendant le 5eme age dans le cas des Vers a Soie du 

mQrier, et un éievage complet des larves dans le cas des Vers a Soie 

En (7). CommeJes alirnentations synthétiques préparées pour les 

Vers a Soie Eri favorisent leur croissance larvaire, les besoins nutri-

tifs de cet insecte ont déjà été distingiiés par mes collaborateurs en 
acides aminés (13), vitamines (12), hydrates de carbone (14), subs-

tances mindrdles(Il), eaul 9), etc. 

A partir des connaissances que nous avons obtenues sur les besoins 

nutnitifs des Vers a Sdie, nous avons préparé pour leur élevage (Vers 

a Soie du mQrier( 7) et Vers a Soie Eni(10) ) une alimentation artifi-

cielle dite semi-synthétique, qui ne contient aucune poudre de feuilles 
sèches de plantes et dont le coüt de production est faible. Cette alimen-
tation semi-synthétique preparée spécialement pour lélevage du Ver 

a Soie Eri et qui est composée de poudre de soja, de caséine, de levure 
de bière sèche, etc.. . a permis d'obtenir 90 cocons pour 100 vers pré-
levés aussitét après léclosion (10, 11). Cette alimentation peut avoir 

pour but de rendre l'elevage des Vers a Soie possible en toutes saisons 

sans que l'on ait besoin de cuitiver des plantes telles que le Ricinus 

comrnunis, etc. 

REFERENCES 

(Voir texte anglais original) 
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REVUE DU VER A SOIJ - JOURNAL OF SILKWORM, Nurnéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

WATER CONTENT OF AGAR-BASED DIET FOR 

ERI-SILKWORM RAISING 

(Original) 

by 

Toshifumi FUKUDA (Japan) (1) 

In a previous paper (1), an agar-based diet whose main constituent 
is leaf powder of the food plants, such as Ricinus communis or Ailan-
thus glandulosa was prepared for raising of eri-silkworni (Philosarnia 
Cynthia ricini), one of the leaf-feeding insects. In attempting to for-

mulate diets for the en-silkworm raising, a starch-based diet con-
taining 63 per cent of water was at first prepared, but attempts to rear 
hatchlings on this diet were unsuccessful, all dying by the 5th instar. 
By raising the en-silkworm on the diet containing agar-agar, the wa-
ter content of which was 74 per cent, hatchlings showed at last normal 

growth, and underwent the adult stage transformation. This fact will 
show how the water content in the diet plays an important role for the 
en-silkworm growth, and this fact coincide with the practical expe-
rience in India (4). The current study was carried out to decide an 
optimum level of water in the agar-hased diet for the en-silkworm 
raising. 

I - Preparation of Diet and En-Silkworm Raising. 

- Preparation of diets. 

The composition of 6 kinds of the diet containing different propor-
tions of water is shown in Table 1. Weighing 5.5 g of powdered leaves 
of Ailanthus glandulosa and 1 g of the "kiriako' (powder of parched soy 

(1) Toshifumi FUKtJDA, The Sericultural Experiment Station, Tokyo (Japan) 
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bean) in a mortar, and the mixture was stirred well with a glass rod. 

On the other hand, 1.5 g of the powdered agar-agar and 1 g of the su-
gar were dissolved by heating in the appropriate amount of the aseptic 

solution containing the appropriate amount of the water. As the agar-
agar-solution cooled below 65 C the leaf powder- 'kinako" mixture was 
added, thoroughly stirred in, hardened at room temperature, and sto-
red in a refrigerator at 2 C. The amount of the aseptic solution and 
the water used in preparation of the diets containing different propor-
tions of water is shown in Table 2. The sodium dehydro-acetate solu-

tion as an aseptic solution was prepared by dissolving 3 g of the spe-
cimen in 1 litre of water. One ml of this solution contains 3 mg of 
sodium dehydroacetate. The amount of sodium dehydroacetate was 
maintained constant at 0. 15 per cent of each diet prepared. 

2 - Determination of water content. 

The water content of fresh leaves of Ailanthus glandulosa , the 

agar-based diets and the faeces excreted by the er-s9kworms reared 
on both food was respectively measured and dried at 105 C for several 
hours. 

3 - En-silkworm raising. 

The en-silkworm raising on agar-based diets was carried out ac-
cording to the procedure described in a previous paper (1). A piece 
of paraffin paper was placed at the bottom of a petri-dish ready for 
raising of the en-silkworm. Slices of the diet were placed on the pa-

raffin paper, then the worms were placed on it and reared there. The 
dish, covered with a lid, was placed in a box at a temperature of 25 C 
and at about 70 per cent humidity. The temperature and the humidity 
in the dish with a lid containing worms and slices of the diet were res-
pectively 25 C and 80 - 95 per cent. The diet was cut in slices 0. 1 - 
1 mm thick. Slices were fed to the worms twice daily at 9 AM and 
6 PM. 

II - Experimental Results and Discussion. 

Results on the raising of en-silkworms reared on agar-based diets 
containing different proportions of water are given in Table 3. As shown 
in Table 3, all the hatchlings tested reared on the diets containing lo-

wer proportions of water (55 to 65 per cent) died during the larval sta-
ge and none spun their cocoons. Where the water content was 70 per 

cent, a large number of hatchlings tested produced their cocoons, but 

some of them became nonmolting pupae. Almost all hatchlings reared 
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on the diets containing higher proportions of water (75 and 80 per cent) 

was able to completely develop with good adult survival. Table 4 giving 
results on larval raising investigated at the 15 days after hatching sho-

wed also that the growth of the en-silkworm larva reared on diets con-
taining lower proportions of water (less than 65 per cent) was remar-
kably retarded, and that the diets containing higher proportions of water 

(more than 75 per cent) had the best value on the growth rates of the 
larvae. 

Agar-based diets containing less than 60 per cent (N °  1 and N °  2 
diets) seemed to have a tendency to become too hard to be utilizable 

by the en-silkworm larvae. Thereupon, in the diets which in the com-
position of 6 kinds of agar-based diets described in Table 1, 1.5 g of 
the agar-agar was used to replace 1. 0 g of the agar-agar and 0. 5 g of 
the leaf powder of Ailanthus glandulosa were prepared, and the en-
silkworm raising on them was carried out Results obtained were al-

most the same as those described in Table 3. This fact may show that 
the difference of growth rates of the en-silkworm larva described in 
Tables 3 and 4 are obtained in relation to water requirement of the en-
silkworm larva, having nothing to do with hardness of the diet prepared. 

To obtain knowledges on water requirements of the en-silkworm 
larva at each stage, larvae at the first day of each stage were reared 
on the 6 kinds of agar-based diets described in Table 1, and the mean 
weight of the larva and number of individuals surviving were investi-
gated at the 10 or 5 days after the commencement of each experiment. 
Growth data for this series of experiments summarized in Table 5 may 
lead to the conclusion that the N 5 diet containing 75 per cent of water 
gives always the best result in en-silkworm growth at each larval sta-

ge. Furthermore, the evaporation of the water from slices of the diet 

in a petri-dish with a lid was remarkably little, as to be understood 
from an experimental result that the evaporation of the water from sli-
ces of the N 5 diet containing 75 per cent of water was always less than 
2 per cent for 24 hours, 

From these experimental results it can be concluded that the opti-
mum water level of the agar-based diet whose main constituent is leaf 
powder of the food plants for en-silkworm raising is about 75 per cent 
during whole larval stage. This conclusion was also applicable to an 
agar-based diet named as a semi-synthetic diet (2) which consisted of 
kinako, sucrose, dry brewer yeast etc ., without containing any 

extracts from leaves of food plants such as Ricinus communis or Ailan-
thus glandulosa, not to mention the powder od dry leaves of these plants, 
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and in an agar-based diet named as a synthetic diet (3) whose main 
constituents are chemically refined nutrients. 

Water is as essential to en-silkworms as to all other insects. It 
is naturally expected that water stimulates strongly feeding by the en-
silkworm in addition to its metabolic importance. The quantity of the 
water required by the en-silkworm seems to be comparatively higher 

level, judging from not only experimental results obtained in the cur-
rent study but also the water concentration in fresh leaves of food plants 
such as Ricinus communis, Ailanthus glandulosa (50 - 80 per cent). 

In order to obtain knowledges on water absorption by the en-silkworm 
from the agar-based diets whose main constituent is leaf powder of 
food plants, the water content of faeces excreted for 24 hours by iso-
lated larvae at the beginning of the 5th stage reared on the N o  2 diet 
containing 60 per cent of water, on the N o  5 diet containing 75 per cent 
(Table 1) and on fresh leaves of Ailanthus glandulosa in the dish with 
a lid was measured. Results obtained are shown in Table 6. The water 

content of the faeces excreted by the en-silkworm was regularly less 
by 3 per cent of the water content of the food, regardless of the kind 
of food and the quantity of the water contained in the agar-based diet. 

The evaporation for 24 hours of the water from faeces in the petni-
dish with a lid whose inside was kept at a ternparature of 25°C and at 
90 per cent humidity was extremely little. This fact means how the 
dietary water plays an important role for the en-silkworm growth, 
though the eri-silkworm larva will also, if necessary, utilize the wa-
ter resulting from the oxidation of food in the body. 

SUMMARY 

The current study was carried out to decide an optimum level of 
the water in the agar-based diet whose main constituent is leaf powder 
of food plants such as Ricinus communis and Ailanthus glandulosa for 
the en-silkworm raising. 

The optimum level of the water in the agar-based diet for the en-

silkworm raising was about 75 per cent during the whole larval stage. 
Hatchlings tested reared on the diets containing higher proportions of 
water (7b and 80 per cent) was able to completely develop with good 
adult survival, but where the water content was less than 65 per cent 
all the hatchlings tested died during the larval stage, none surviving 
matured larvae. 
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Table 1. - Composition of diets containing different proportions of water 

Diet 
Components 

Leaf powder of Ailanthus glandu- 

losa 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5•5 

Kinako 	(a parched soy bean (g) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Sugar(g) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Powdered agar-agar (g) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

Sodium dehydroacetate (mg) 30 34 39 45 54 68 

Water (ml) 11 13.5 16.7 21 27 36 

Calculated 55 60 65 70 75 80 
Water per cent 

Measured 56.5 61.3 66.2 71.5 74.2 79.1 

Table 2. - The amount of the aseptic solution and water used in prepa-

ration of the diets containing different proportion of water. 

Diet 

Solution 
1 	2 	3 	4 	5 	6 

Aseptic solution (ml) 	 10 11.3 13 	15 	18 	22.7 

Water 	 (ml) 	 1 2.2 3.7 6 	9 	13.3 
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Table 3. - Results on the raising of en-silkworms reared on agar-
based diets containing different proportions of water. 

Diet 

Matters of investigation 
1 2 

---------------------------------------
3 4 5 6 

1 2 3 4 5 6 

(55%) (6011$)  (65%) (70%) (751o) (8016) 

N °  of newly hatched 
larvae tested 20 20 20 20 20 20 

N of newly moulted 
larvae at each stage 

2nd stage 20 18 19 20 20 20 

3rd 18 18 19 20 20 20 

4th 16 18 19 20 20 20 

5th 0 4 10 20 20 19 

N °  of matured larvae 0 2 19 20 18 

N °  of pupae 0 12 20 18 

N °  of cocoon produced 18 20 18 

Weight of the cocoon fibre 
produced by one male 
larvae (mg) 214 220 199 

Weight of the en-silkworm 
Matured larva (°') 3.2 3.3 3.2 

Pupa 	(c ) 1.7 1.6 1.4 

Larval period (days) 21-26 29-23 21-25 

Figures in brackets ( ) show the water per cent of diets. 

It 
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Table 4. - Results on larval raising of en-silkworms investigated- at 
the 15 days after hatching. 

Diet 

Matters of investigation 1 2 3 4 5 6 
- 

N °  of hatchlings tested 20 20 20 20 20 20 

N ° of individuals surviving 16 18 19 20 20 20 

Total weight of individuals 

surviving(g) 0.90 2.70 5.80 13.40 18.40 16.40 

Mean weight of individuals 

(mg) 56 150 305 	670 920 840 

3rdstage 15 0 0 0 0 0 
Age of mdi- 	

4th 1 18 19 20 14 17 
viduals 

5th 0 .0 0 0 6 3 

Table 5. - Water requirements of the en-silkworm at different larval 

stage. 

- 
Matters 01 investigation --- - ----- — ----- --- 

Diet 
------------- 6  

(2nd stage) (55Q) (60%) (65%) (70%) (75%) (80%) 

N °  of larvae at the 1st day 
of the 2nd stage tested 20 20 20 20 20 20 

Mean weight of the larva 
at the 1st day of the 2nd 
stage(mg) 8 9 9 9 8 8 

Results at 10 days after 
commencement of the 

experiment. 

No of individuals surviving 19 20 20 20 20 20 

Mean weight of the larva 

mg) 54 140 330 420 550 490 

3rdstage 19 1 0 1 0 0 
Age 	

4th 0 19 20 19 20 20 
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Diet 

Matters of investigation 
(3rd stage) 

1 2 3 4 5 6 

(55%) (60%) (65%) (700/6) (75%) (80%) 

N °  of larva at the 1st day 

of the 3rd stage tested 20 20 20 20 20 20 

Mean weight of the larva 
at the 1st day of the 3rd 
stage (mg) 40 40 40 40 40 40 

Results at 10 days after 

commencement of the 
experimentNô of indivi- 

duals surviving 18 20 20 20 19 18 

Mean weight of the larva 

(g) 0.25 0.41 0.53 0.91 0.99 0.82 

4th stage 
Age 

18 18 11 1 3 12 
5th 0 2 	. 9 19 16 6 

Matters of investigation 
-Diet 

(4 	stage) 
1 2 3 4 5 6 

-(55%)(60%)(65%)(7O%)(75%(8O%) 

N O  of larvae at the 1st day 
of the 4th stage tested 20 20 20 20 20 20 

Mean weight of the larva 
at the 1st day of the 4th 
stage (g) 0.16 0.16 0.16 0.16 	0.16 0.16 

Results at 10 days after 
commencement of the 
experiment N°  of indivi- 
duals surviving 17 20 10 13 19 18 

Mean weight of the larva 

(g) 0.49 0.93 1.60 1.96 2.10 1.74 

A 	
4th stage 

ge 
2 0 0 0 . 0 0 

5th stage 15 20 10 13 19 18 
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Diet 

Matters of investigation 
1 2 3 4 5 6 

(5th stage) 
(55%) (601o) (65%) (70%) (75%) 	(80%) 

N °  of larvae at the 1st day 
of the 5th stage tested 10 10 10 10 10 10 

Mean weight of the larva 

at the 1st day of the 5th 

stage (g) 0.59 0.59 0.59 0.59 0.59 0.50  

Results at 5 days after 
commencement of the 
experiment N&of indivi- 
duals surviving 10 10 10 10 10 10 

Mean weight of the larva 

(g) 1.32 1.68 2.46 2.67 3.08 3.27 

N °  of matured larvae 4 9 10 10 10 10 

N 	of pupae 0 3 6 4 7 7 

Table 6. - Water content of faeces excreted by the en-silkworms at 
the 1st day of the 5th stage that ate diets containing different 

proportions of water. 

Kind of diets 
Matters of investigation Fresh leaves of 

N 	2diet N 	5 diet 
Ailanthus glandulosa 

Water per cent of faeces 
excreted by 5th instar (%) 58.5 72.5 	 64.3 

Water per cent of diets (%) 
Calculated 60 75 

Measured 61.3 75.0 	 67.3 
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REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

CONTENU AQUEUX DE LALIMENTATION A BASE DE 

GELOSE POUR LELEVAGE  DU VER A SOlE ERI 

(Traduction) 

par 

Toshifumi FUKUDA (Japon) (1) 

Dans un article antérieur (1) nous avons pane dune alimentation 
a base de gelose prcparee pour l'Clevage du Ver a Soie En (Philosaniia 
cynthia ricini), qui Ctait essentiellernent composCe de poudre de feuil-

les de plantes telles que le Ricinus cornrnunis ou lAilanthus glandulosa. 
Lors de nos essais de mise au point dune alimentation permettant dCle- 

ver le Ver a Soie En, nous avons tout dabord prCparé une alimenta-
tion a base damidon contenant 63 deau, mais les experiences faites 
pour élever des vers nouvellement Cclos nont pas é±é fructueuses 
tous les vers moururent vers le 5Cme age. En élevant le Ver a Soie 
Eri avec une alimentation contenant de la gélose et dont la fraction 
aqueuse Ctait de 74 o, les vers nouvellement éclos eurent finalenient 
une croissance norniale et subirent la transformation du stade adulte. 

Ce fait montre a quel point est important le rOle joué par la fraction 
aqueuse de lalimentation dans la croissance du Ver a Soie En, et ii 
corrobore les experiences pratiques r6a1is6e 	ii mdc (4). 

Les recherches décrites dans cet artic]e 	O entreprises afin 
de determiner la fraction aqueuse optimum 'e P ii entation a base de 
gOlose pour lelevage du Ver a Soie En. 

I - Preparation de lAlirnentation et Eleva; 	 a:e En. 

- Preparation des alimentations 

Le Tableau I prCsente la composition de 6 preparations d'aliinen-
tations contenant des fractions aquouses diffénentes. Nous avons pesé 

(1) Toshifumi FUKUDA, Station Expérimentale Séricicole, Tokio (Japon). 
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5, 5 g de poudre de feuilles dAilanthus glandulosa et 1 g de ' T Kinako" 
(poudre de soja dessché) que nous avons verses dans un mortier et 
bien remuCs avec une baguette de verre. Par ailleurs, nous avons fait 
fondre 1, 5 g de gélose en poudre et 1 g de sucre dans une quantite ap-
propriée de solution aseptique contenant une fraction aqueuse appro-
priee. Lorsque la solution de gélose était retombée a une temperature 
inférieure a 65°C, on y ajoutait le mélange poudre de feuilles-"Kinako", 
on agitait usqu'a ce que le tout soit bien mélange, on le laissait dur-
cir a la tenipérature de la pièce, et on le déposait dans un rdfrigéra-
teur ou régnait une temperature de 2 °C. Le Tableau 2 présente les 
quantitCs de solution aseptique et d'eau utilisées pour preparer ces 
alimentations qui contenaient des fractions aqueuses differentes. On 
prépara la solution de dChydroacétate utilisée connie solution asep-

tique en dissolvant 3 g de ce corps dans 1 litre d'eau. Un ml de cette 
solution contient 3 mg de déhydroacétate de sodium. Pour chacune des 
alimentations préparées, le taux de dehydroacetate de sodium était 
maintenu de façon constante a 0, 15 %. 

2 - Determination du contenu aqueux. 

Le contenu aqueux des feuilies fraiches d'Ailanthus glandulosa, des 

alimentations à'base de gélose étdes matières fécales excrétées par 
les Vers a Soie Eri élevés avec ces deux categories d'alirnentation fut 
respectivement mesuré et evaporé a io'°c pendant plusieurs heures. 

3 - Elevage du Ver a Soie En. 

Nous avons procCdé a lClevage du Ver a Soie Eri avec les alimen-
tations a base de gélose selon les méthodes décrites dans un article 

antérieur (1). Un morceau de papier paraffiné était place au fond d'une 
bofte de PCtri préparée pour l'elevage du Ver a Soie En. Des tranches 
de nourriture étaient déposées sur le papier paraffiné, puis les vers 

étaient places sur ce papier ou us dtaient élevés. La bolte, sur laquel-
le on posait un couvercle, était placée dans une caisse ou régnaient 
une temperature de 25°C et une humidité d'environ 70 %. La tempera-
ture et Phurnidité régnant dans la bofte munie d'un couvercle et conte-
nant les vers et les tranches de nourriture étaient respectivement de 
25°C et de 80 a 95 %. La nourriture était découpée en tranches de 0, 1 
a i mm d'Cpaisseur. Et les vers recevaient ces tranches deux fois par 
jour, a 9 h et a is h. 
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11 - Résultats des Experiences et Discussions. 

Les résultats obtenus en élevant des Vers a Soie Eri avec des ali-

mentations a base de gelose et contenant des proportions aqueuses dif-

férentes sont presentés dans le Tableau 3. Cornme le montre ce Ta-
bleau 3, toutes las larves Ctudiées qui ont été élevCes avec les alimen-

tations ayant les plus faibles proportions aqueuses (55 a 65 %) sont mor-

tes au cours de la période larvaire, et aucune na file de cocoa. Lors-
que la proportion aqueuse atteignait 70 To, un grand nombre des larves 
étudiées produisaient un cocoa, mais certaines devenaient des chrysa-

lides incapables de inuer. Presque toutes les larves élevées avec les 
alimentations ayant les plus fortes proportions aqueuses (75 et 80 %) 
se dCveloppaient de façon complete avec une honne survivance adulte. 
Le Tableau 4, qui donne les rCsultats de l'elevage des larves dtudides 
15 jours après l'eclosion montre egalemnent que la croissance des lar-

ves du Ver a Soie Eri elevdes avec les alimentations contenant les plus 
faibles proportions aqueuses (moms de 65 %) dtait considérablement 

retardée, et que les alimentations contenant des proportions aqueuses 

plus importantes (plus de 75 °o) étaient meilleures pour le rythme de 

croissance des larves. 

Les alimentations a base de gelose contenant moms de 60 % d'eau 

(alimentation N 1 et N' 2) semblaient avoir tendance a devenir trop 

dures pour être utilisables par les larves du Ver a Scie Eri. Sur ce, 

nous avons préparé les alimentations qui composent les 6 categories 

d'aliment: 	h:se de gelose décrites dans le Tableau 1 et ou 1, 5 g. 
de gelose a été utilisé pour remplacer 1,0 g de gelose et 0, 5 g de pou-
dre de feuille d'Ailanthus glandulosa, et nous avons élevé des Vers S 
Soie Eri avec ces alimentations. Les rézultats obtenus furent prati-
quemerit les memos que ceux décrits dans le Tableau 3. Ce fait peut 
montrer que les differences de rythme de croissance des larves du Ver 

a Soie Eri décrites dans les Tableaux 3 et 4 sont obtenues en fonction 

des besoins en eau des larves du Ver a Soie Eri, et n'ont non a voir 

avec la dureté de l'alimnentation préparée. 

En vue d'obtenir des données sur les besoins en eau des larves du 

Ver a Soie Eri a chaque Sge, nous avons élevé des larves au premier 

jour de chaque age avec les 6 categories dalimentation It base de gClose 

décrites dans le Tableau 1, et nous avons étudié le poids rnoyen des 
larves et le nombre de larves encore vivantes soit 10 jours, soit 5 jours 
après le debut de chaque experience. Les donnees de croissance obte-
nues pour cette série dexperiences sont résumées dans le Tableau 5 et 
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elles nous incitent a conclure que lalirnentation N o  5 contenant 75 % 
d'eau donne toujours les meilleurs résultats a chaque stade larvaire 
de la croissance du Ver a Soie Eri. De plus, ))évaporation de l'eau 
contenue dans les tranches de nourriture placées dans une bofle de 
Pétri munie d'un couvercie était très faible, comme le montre le résul-
tat experimental suivant pour les tranches d'alimentation N °  5 conte-
nant 75 To d'eau, Pévaporation restait constamment inférieure a 2 % 
pour une période de 24 heures. 

De ces résultats expérimentaux on peut tirer la conclusion que la 
proportion aqueuse optimum de Palimentation a base de gélose essen-
tiellement composée de poudre de feuilles de plantes, et destinee a 
l'élevage du Ver It Soie En, est d'environ 75 % pour toute la période 
larvaire. Cette conclusion est également valable pour 1)alimentation 
a base de gélose dite alimentation semi-synthétique (2) qui est composée 
de ?Kinakol,  de saccharose, de levure de bière sèche, etc... et qui 
ne contient pas dextraits de feuilles de plantes telles que le Ricinus 
communis ou PAilanthus glaridulosa sans parler de poudre de feuilles 
saches de ces plantes. Conclusion qui est égaiement valdble pour l'ali-
mentation a base de gélose dite alimentation synthétique (3) qui est 
essentielienient composée de substances nutritives chimiquernent raf-
findes. 

L'eau a la méme importance capitale pour les Vers a Soie Eri que 
pour tous les autres insectes. On pense naturellement que l'eau stimule 
fortement la nutrition du Ver a Soie Eri en plus de son importance méta-
bolique. La quantitC d'eau nécessaire au Ver a Soie Eri semble être 
relativement importante si ion en juge non seulement par les résultats 
expérimentaux obtenus dans la présente étude, mais aussi par la con-
centration d'eau existant dans les feuilles frafches des plantes nourri-
cières telles que le Ricinus comrnunis oii l'Ailanthus glandulosa (50-

80 %). 

Afin dobtenir des données sur la quantite deau  absorbée par le 
Ver a Soie Eri a partir des alimentations a base de gelose dont la pou-
dre de feuilles de plantes constitue le principal élément, nous avons 
niesuré la fraction aqueuse des matières fécales excrétées en 24 heu-
res par des iarves isolées au debut du 56me age lorsque celles-ci 
étaient élevées avec Palimentation N o  2 contenant 60 % d'eau, avec 
Jalinientation N o  5 contenant 75 % d'eau (Tableau 1) et avec des feuilles 
fraiches d'Ailanthus glandulosa piacées dans la bofte munie dun cou-
verde. Les résuitats obtenus sont indiqués dans le Tableau 6. La frac-
tion aqueuse des matières fécales excrétCes par le Ver a Soie En 
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était regulierement inférieure de 3 ¶o a la proportion aqueuse contenue 

dans la nourriture, queues que fussent la categorie d'alimentation et 
la quantité d'eau contenue dans ltalimentation a base de gélose. Pour 
une période de 24 heures, lévaporation de l'eau contenue dans les ma- 

tières fécales recueillies dans la bofte de Pétri inunie dun couvercie, et 
a lintérieur de laquelle régnaient une temperature de 25C et une humi-
dité de 90 %, tait extrémement faible. Ce fait montre le rOle impor- 
tant que joue la proportion aqueuse de l'alimentation utilisée dans la 
croissance du Ver a Soie En, bien que les larves du Ver a Soie utili- 

seront egalement, si nécessaire, l'eau resultant de l'oxydation des au-
merits dans le corps. 

RESUME 

Cette étude a été faite en vue de determiner la fraction aqueuse 

optimum del'alimentation a base de gélose essentiellernent cornposée 

de poudre de feuilles de plantes nourricières telles que le Ricinus corn-
munis et l'Ailanthus glandulosa et utilisée pour lélevage du Ver a Soie 
En. 

Pour tout le cycle larvaire, la fraction aqueuse optimum de lali-
rnentation a base de gélose utilisée pour lélevage du Ver a Soie Eri a 

OtC denviron 75 %. Les larves elevées avec les alimentations corite-
nant les plus fortes proportions aqueuses (75 et 80 %) se sont develop-
pées de façon con'iplète et boa nombre d'entre elles ont survécu au sta-
de adulte. Par contre, avec les alimentations ayant des proportions 
aqueuses inférieures a 65 %, toutes les larves exarninees sont mortes 
au cours du cycle larvaire, et aucune, na survécu au stade adulte. 

RE FER ENC ES. 

(Voir texte anglais original). 
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Tableau 1. - Composition des alimentations contenant des fractions 
aqueuses différentes. 

Alimentations 
--------------------------------- 

Composants 	
1 	2 	3 	4 	5 	6 

Poudre de feuille dAilanthus 
glandulosa (g) 5,5 5, 5 5_, 5 5,5 5,5 5, 5 

TT Kinako 	(soja desséché) (g) 1,0 1, 0 1, 0 1,0 1,0 1,0 

Sucre (g) 1, 0 1,0 1,0 1,0 1; 0 1,0 

Gélose en poudre (g) 1,5 1, 5 1,5 1,5 1,5 1,5 

Déhydroacétate de sodium (mg) 30 34 39 45 54 68 

Eau (ml) 11 13 • 5 16,5 21 27 36 

Calculé 55 60 65 70 75 80 
% d'eau 	

Mesuré 56,5 61,3 66,2 71, 5 74,2 79, 1 

Tableau 2. - Quantites de solution aseptique et d'eau utilisées dans la 
preparation des alimentations contenant des fractions 

aqueuses différentes. 

Alimentations 
Solution 

	

1 	2 	3 	4 	5 	6 

Solution aseptique (ml) 	 10 	11,3 13 	15 	18 	22 7 

Eau (ml) 	 1 	2,2 	3,7 	6 	9 	1,3, 3 
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Tableau 3. - Résultats obtenus en élevant des vers a Soie Eri avec 

des alimentations a base de gélose et contenant des pro-

portions aqueuses différentes. 

Alimentations 

Elements étudiés 
1 	2 3 4 5 6 

(55076) 	(60%) (65%) (70°Jo) (757.) (800/.) 

Nombre de larves ré- 
cemment écloses étu- 

diées 20 	20 20 20 20 20 

Nombre de larves ayant 
récernment fait leur mue 

a chaque age 

2éme age 20 	18 19 20 20 20 

36me age 18 	18 19 20 20 20 

4ème age 16 	18 19 20 20 20 

5ème age o 	4 10 20 20 19 

Nombre de larves ann- 
vées a maturité 0 2 19 20 18 

Nombre de chrysalides U 12 20 18 

Nombre de cocons pro- 
duits 18 20 18 

Poids de fibre de cocon 
produite par une larve 

male (mg) 214 220 199 

Poids de Ia larve du ver 
a Soie Jri arrivée 	a 
maturité (o ) 3,2 3,3 3,2 

Poids de la chrysalide 
du ver a Soie En 	(o ) 1,7 1, 6 1,4 

Période larvaire (jours) 21-26 20-23 21-25 

Les chlttres entre parentheses indiquent le pourcentage aqueux des 
alimentatfons. 
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Tableau 4. - Rdsultats de lelevage des larves du ver S Sole Eri étuthés 

15 jours apres l'dclosion. 

Al i men tat ions 

Elements étudiés 1 2 3 4 5 6 

Nombre de larves ré- 
cemment dcloses étudiées 20 20 20 20 20 20 

Nombre de larves ayant 
survCcu 16 18 19 20 20 20 

Poids total des larves 
ayant survecu (g) 0, 90 2, 70 5, 80 13,40 18,40 16,40 

Poids moyen des lar- 
ves (nig) 56 150 305 670 920 840 

3emeSge 15 0 0 0 0 0 
A 	d ge des 	

4Cme age 1 18 19 20 14 17 
larves 	

56me age 0 0 0 0 6 3 

Tableau 5. - Besoins en eau du Ver a Sole Eri aux diffdrente ages lar- 

vaires. 

Alimentations 
Elements étudiés 	---------------------------- - 

5 
(2Cme age) 

(55) (GOni)  (65%) (70%) (75%) (8017.) 

Nombre de larves étu- 
diées au ler jour du 
2Cme age. 20 20 20 20 20 20 

Poids moyen des larves 
au icr jour du 2éme age 

(mg) 8 9 9 9 8 8 

Rdsultats 10 jours après 

le debut de lexpérience 
Nombre de larves en vie 19 20 20 20 20 20 

Poids moyen des larves 
(mg) 54 140 330 420 550 490 

Age 	
3eme age 19 1 0 1 0 0 

4ème Sge 0 19 20 19 20 20 
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Elements etudiés Alimentations  

(3eia) 
1 2 3 4 5 6 

(55%)(60%)(65%)(70%)(75%)(80% 

Nombre de larves étu- 
diées au 	ler jour 	du 
3Cme age. 20 20 20 20 20 20 

Poids moyen des lar- 
ves au ler jour du 
3eme age (mg) 40 40 40 40 40 40 

Résultats 10 jours aprCs 
le debut de lexpérience 
Nombre de larves en vie 18 20 20 20 19 18 

Poids moyen des larves 
(g) 0, 25 0,41 0, 53 0, 91 0, 99 0,82 

4eme age 18 18 11 1 3 12 
Age 	Sème age a 2 9 19 16 6 

Elements etudiés 
Alimentations 

emeag--
(55%(6O%)(65o)(70%)(75%)(80%) 

Nombre de larves Ctu- 
diCes au ler jour 	du 
46me age. 20 20 20 20 20 20 

Poids moyen des lar- 
ves au ler jour 	du 
4ème age (g) 0, 16 0, 16 0, 16 0, 16 0, 16 0, 16 

Résultats 10 jours aprCs 
le debut de l'expérience. 
Nombre de larves en vie 17 20 10 13 19 18 

Poids moyen des larves 
(g) 0,49 0,93 1,60 1,96 2, 10 1,74 

4Cmeage 
Age 

2 0 0 0 0 0 
Sènie age 15 20 10 13 19 18 
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.4 

Alimentations 
Elements êtudiés 

(5eme age) (55%(60%)(65%)(70%(75%)(80%) --- 

Nombre de larves étu- 
dides au ler jour du 
56me age 10 10 10 10 10 10 

Poids rnoyen des larves 
au ler jour du 5ème age 
(g) 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59 

Résultats 5 jours après 
le debut de IPexpérience 
Nombre de larves en vie 10 10 10 10 10 10 

Poids rnoyen des larves 

(g) 1,32 1,68 2,46 2,67 3,08 3,27 

Nombre de larves arri- 

vdes i maturité 4 9 10 10 10 10 

Nombre de chrysalides 0 3 6 4 7 7 

Tableau 6. - Fraction aqueuse des matires fécales excrétées au ler 

jour du Sème Age par des Vers a Soie Eri élevés avec des 
alirnentations contenant des proportions aqueuses diffé- 

rentes. 

Types d'alimentation 

Elènients étudiés - A'lrrnenfation - Afliitaioi - 	7Tne 1ac: - 

N2 N5 
ches d'Ailan- 
thus glandulosa 

Fraction aqueuse des 
matières fécales excré- 
tees au 5Cme age (%) 58, 5 72, 5 64, 3 

Proportion aqueuse des 
alimentations utilisées 

(%) 
1cul6e 60 75 

Mesurée 61,3 75,0 67.3 
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REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Nuinéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

ON THE FEEDING MECHANISM AND PREPARED FOOD 

OF SILKWORM BOMBYX MORI L. 

(Original) 

by 

Yasuji HAMAMURA (Japan) (I.) 

The things why Larvae of silkworm Bornbyx mori do eat only mul-
berry leaves had been and have been touching deeply my heart through -
out the first job in the Laboratory of biochemistry. And, it had been 
taken almost twenty years before the first paper "on the mechanism of 
food selection in silkworm" has been published. It was just before of 
retiring from my first job in Kyoto Univ. of md. This report is a sum-
mary of works which have been done on the mechanism of food selection 
in silkworm larvae and on their prepared foods which are still going on 
in my second job in Konan University. 

1 - On The Mechanism Of Food Selection By Silkworm Larvae. 

It was doramatically found that the feeding behaviour of silkworm 
is consisting of three steps toward their food. In which three stimulants 

which attracts the larvae on to these leaves has existed in the cold étha-
nol soluble Iraction. The second which stimulates the biting action has 
come from hot methanol soluble fraction of the residue of ethanol ex-
tract. And the third which is able to stimulate the continuous swallowing 
by the larvae has been found in the residue insoluble in methanol. 

Combining of these fractions silkworm larvae could be perfectly 
come to on agar jelly and ate it up continuously. These three stimulants 

then were provisionally called attractant, biting and swallowing factors 

(1) Yasuji HAMAMURA, Biological Department, Konan University, Kobe. 
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respectively. This was the first observation studied biochemically on 
feeding behaviour of silkworm larvae. 

The isolation of these factors from mulberry leaves had been under-

taken in the helps of both chemical analysis and biological test. in which 
young xnuiberryleaves had been extracted with several solvents under 
the usual meti ods and fractionated as shown in Fig. 1. 

a) The attractants isolated from the fraction (E3) 

The neutral fraction of the ether solution which was fractionated by 
washing with i 7o sulphuric acid and 2 fo  sodium carbonate in this order, 
and the steam distillate of this neutral fraction were powerfully attrac-
tive for silkworm larvae. The yield of an active fraction in this distil-
late was about O. 2 mg. par 4 kg fresh leaves. The ultraviolet absorp-
tion curve of this dIstillate was similar to those df terpene âlchôls, 
and the infra-red spectra also was corresponded to those of terpinyl 

acetate. ii'urther studies using gas-chromatography have given a sug-
gestion that the citral, linalyl acetate, linalol and terpinyl acetate were 
involved in this final fraction. 

h) Biting factors siolated from the fraction (E2 ) 

The fraction (E2), first of all, was chromatographed on silica-gel 
column. The yellowish green fraction passed through the column was 

condensed to syrup and dried up, and then the resulting residue was ex-

tracted with petroleum ether. Finally, 0 -sitosterol which stimulate 
the biting action of silkworm could be obtained in crystalline state from 
the petroleum solution. On the other hand, one more biting factor, iso-
quercitrin was isolated in crystalline state from the solution elimInated 
lead with H2S in the fraction (W). It has been found independently that 
morin, one of flavonoids in Morus tinctoria, has shown a same result 

on this line. What is more, sucrose and inositol obtained from the frac-
tion (W) have been indicated as a fraction of co-factor for the feeding 
behaviour in this worm. 

c) Swallowing, third factor, obtained from the fraction (R) 

From the residue, insoluble in ether, methanol and water, cellulose, 
sIlicate and phosphate have been determined as the active swallowing 
factors, because continuous eating behaviour has not been shown on the 

agar jelly food without these factors even other biting factors were con-

tained enough (Table 1). 
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II - On the Prenared Food, 

The studies on the feeding behaviour had naturally taken me to the 
research of prepared food for producing cocoon. Throughout the larval 
stages an aseptic method has been adopted in our all studies of prepared 
food. It is supposed to be the best way in keeping food fresh and in pro-

tecting from the contamination of microorganism. 

Prepared food not containing mulberry leaf powder 

It has been found that silkworm requires some unknown factor for 
larval mouTlting in the course of prepared food studies. However, it 

was overcome by addition of Royal jelly into the basal food as shown 

in Table 2. These results have then led us to find that an addition of 
5 mg. acetyicholine or choline-chloride par 10 g. prepared food can 
be induced perfectly the larval moulting. 

Prepared food containing mulberry leaf powder 

The prepared food, as can be seen in Table 3, containing 20 % of 
mulberry leaf powder has also been using on this line, and getting a 
stable production of cocoons by now. 

On the cocoon and silk 

As shown in Table 4, the cocoons have been produced in a good 
quality by use of our present prepared food containing 20 % of mulberry 
leaf powder. And, a comparative study has been carried out on amino 
acid composition of sericin and fibroin proteins of the cocoons produced 
by each feeding of mulberry leaf and synthetic prepared food without 
any addition of mulberry leaf source. The results can be seen in Table 5. 
In which no major difference in amino acid ratios could be seen in rela-
tion to the food source. Then, the qualities tested in silk producing 
process from cocoons were just usual as compared with natural one. 
Further studies on this line have strongly been carrying out in our 
group for beautiful purpose. 
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Table 1. - Agar jelly food. 

Citral 1 ml. (10 mg. % ether solution) 
-sitosterol 5 mg. (spray on the surface of food) 

Isoquercitrin or morin 3 mg. 
Cellulose powder 700 mg. 
Sucrose 30 mg. 
Inositol 5 mg. 

Potassium phosphate 10 mg. 
Silica-gel 40mg. 

2 To Agar solution 3 ml, 

The attractants are not necessary by other factors for biting and swal-
lowing are important and indispensable in practical feeding. 
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Table 2.- Composition of synthetic prepared food ('o in dry diet) 

Potato starch 15 
Sucrose 10 
Defatted Soy protein 20 
Wesson's Salt mix. 0.9 
Cellulose Powder 52 
Vitamins ( 0.4 mg. 
Stimulant mix. (1) 1.7 
Water 
------------------- 

(150) 

(1) Stimulant mixture 
3 -sitosterol 	500 mg./ 100 g. dry diet 
morirL 	 200 mg. 
Inositol 	500 mg. 
K2HPO4 	500 mg. 

Table 3.- One of prepared food containing mulberry leaf powder. 

Mulberry leaf powder 15 g. 
Soy bean casein 30 g. 
Starch 15 g. 
Cellulose 35 g. 
Sucrose 10 g. 
Agar-agar 2 g. 

-Sitosterol 500 mg. 
Choline chloride 
Lecithin 'I  

Vitamin mix. TI 

Mineral mix. 
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Table 4. - On the qualities of cocoons. 

With prepared food 	With natural 

Yields of cocoons 
Weight of a cocoon 
Weight of a cocoon layer 
Cocoon layer ratio 
(cocoon layer/whole cocoon) 

containing 20 % of mulberry leaf 
qjtll~errleaf 9s1er --------------- 

90 % 90-95 % 
2.1 g. 2.0-2.4g. 

410 mg. 400-500 mg. 

19.8% 20-2356 
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Table 5. 	Amino acid composition of sericin and ñbroin proteins. 
mols per g ; ratio in brackets 

Sericin Fibroin 

Prepared Prepared 
Amino Mulberry Prepared food No 6 Mulberry Prepared food No 6 
acid leaf food No  6 (aseptic) leaf food N06 (aseptic) 

gly 1119 (14.1) 999 (13.3) 820 (13.0) 5462 (43.5) 4640 (43.4) 4910 (44.2) 
ala 415( 5.3) 348( 4.6) 310( 4.8) 371;9(29.9) 3250(30.4) 3240(29.2) 
ser 2440(30.3) 2362(31.5) 1970(31.4) 1352(10.7) 1080(10.1) 1130(10.2) 
tyr 208( 2.6) 187( 2.5) 180( 2.8) 606( 4.8) 510( 4.7) 530( 4.8) 
val 221( 2.8) 202( 2.6) 170( 2.7) 268( 2.1) 210( 1.9) 230( 2.1) 
NH3  552( 6.9) 564( 7.5) 470( 7.5) 202( 1.6) 290( 2.7) 310( 2.8) 
asp 1224(15.4) 1182(15.8) 920(14.6) 187( 1.5) 160( 1.5) 170( 1.5) 
glu 378( 4.8) 321( 4.2) 270( 4.3) 147( 1.1) 100( 0.9) 120( Li) 
thr 590( 7.4) 597( 7.9) 470( 7.5) 125( 0.9) 90( 0.8) 90( 0.8) 
lys 238( 3.0) 200( 2.6) 200( 3.1) 99( 0.7) 70( 0.6) 80( 0.7) 
phe 28 ( 0.3) 23 ( 0.3) 20 ( 0.3) 81 ( 0.6) 80 ( 0.7) 70 ( 0.6) 
lieu 45( 0.5) 45( 0.6) 40( 0.6) 65( 0.5) 70( 0.6) 70( 0.6) 
arg 248( 3.1) 242( 3.1) 220( 3.5) 64( 0.5) 50( 0.4) 70( 0.6) 
lou 84( 1.0) 83( 1.1) 70( 	1.1) 63( 0.5) 60( 0.5) 60( 0.5) 
pro 47 ( 0.5) 47 ( 0.6) 60 ( 0.9) 40 ( 0.3) -F- + 
his 78 ( 0.9) 75 ( 1.0) 80 ( 1.2) 25 ( 0.2) 20 ( 0.2) 30 ( 0.2) 
met -I- + + 12( 0.1) + + 
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Figure 1. - Fractionations of attractant, bidng andswallowing factors. 

Fresh Mulberry leaves 

(MeOH 

G

Residue (R) 	 Solution (M) 

ellulose 

hosphate 

	

	 evaporation 

ilica 	 ether extraction 

Water layer (w) 	 Ether layer (E,) 

isoqUercitrin 	 active carbor 
sucrose 

in os Ito 

fumaric acid Flit. (E2) 	 Absorbed 

etc 
wash with 

acid and alkali 

Ether layer (E3) 

Crude crystals 	 Filtrate 

fi- sitosterol 	 stea m-dist Ulotion 

Steam - distillation 

c Ftr I 

linalol 

linolyl acetote 

terpinyl acetate 



57 

MECANISME DE NUTRITION ET ALIMENTATION PREPAREE 
DU VER A SOlE BOMBYX MORI L. 

(Traduction) 

par 

Yasuji HAMAMURA (Japon) (1) 

Pendant toute la période oü j'ai travaiilé au laboratoire de Biochi-
mie, je me suis toujours demandé queues étaient les raisons pour les- 
uelles les larves du Ver a Soie Bombyx niori ne se nourrissaient que 

de feuilles de mQrier. Et ii a fallu attendre prés de 20 ans pour que 
paraisse le premier article 'sur le mécanisme de selection de la nour-
riture chez le Ver a Soie". Ce texte fut publié juste avant que je ne 
quitte mon premier poste a la Kyoto Univ. of md. Cet article est un 
résumé des travaux qui ont ete faits sur le mécanisine de selection de 
la nourriture chez les larves du Ver a Soie et sur l'alimentation pre-
parée, travaux que je poursuis au second poste que j'occupe a 1'Uni-
versit6 Konan. 

I - Le Mécanisme de Selection de la Nourriture opérde par les Larves 
du Vr Ii Soi 

Nous avons constatd que le processus de nutrition du Ver a Soie 
cornporte 3 stades. A chacun de ces stades correspond un stimulant. 
Le premier, qui attire les larves vers les feuilles de mQrier existe 
dans la fraction soluble d'éthanol froid. Le second, qui stirnule la prise 
de nourriture, est extrait de la fraction soluble de methanol chaud du 
résidu de lextrait d'éthanol. Et le troisième, qui est capable de stimu-
ler chez les larves urie ingestion continuelle a eté découvert dans le 
résidu insoluble dans le methanol. 

(1) Yasuji HAMAMURA, Section Biologie, tiniversité Konan, Kobé. 
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La combinaison de ces fractions pouvait parfaitement être obtenue 
dans la gélose et les larves du Ver a Soie mangeaierit de façon continue. 
Ces trois stimulants furent alors appelés provisoiremerit et respecti-
vement facteurs dattractivité, de prise de nourriture et dingestion. 
Ceci constituait la preniière observation étudiée bio-chimiquernent sur 
le comportement des larves de Ver a Soie vis-à-vis de leur nourriture. 

Nous avons entrepris disoler  ces facteurs des feuilles de mQrier 
au moyen de lanalyse chirnique et du test biologique. Dans ces expé-
riences nous avons extrait de jeunes feuilles de mOrier avec plusleurs 
solvants selon les méthodes habituelles et nous les avons fractionnées 
comnie le rnontre is Figure 1. 

Facteurs d'attractivite isolés de la fraction (E3) 

La fraction neutre de la solution d'éther qui fut fractionnee par lava-
ges avec ) % dacide sulfurique et 2 % de carbonate de soude, lavages 
laits dans cet ordre, et le produit de distillation a la vapeur de cette 
fraction neutre étaient très attractifs pour ls larves du Ver a Soie. 
Le rendement dune fraction active dans ce distillat était d'environ 
0,2 mg. pour 4 kg. de feuilles frarches. La codrbe d'absorption de 
rayons ultra-violets de ce distillat était identique a celles des alcools 
terpènes, et le spectre des infra-rouges correspondait également a 
celui de lacétate de terpine. Des etudes plus poussées faites a l'aide 
de la chromatographie gazeuse ont donné a penser que le citral, lace-
tate de linalol, le linalol et l'acétate de terpine faisaient partie de cette 
fraction finale. 

Facteurs de prise de nourriture isolés de la fraction (E2) 

La fraction (E2) fut tout dabord chromatographiée sur colonne de 
gel de silice. La fraction de couleur vert-jaunâtre qui traversa la co-
lonne fut condensée sous forme de sirop et séchée, puis le résidu obtenu 
fut extrait avec de l'éther de pétrole. Finalenient, ii a été possible 
dobtenir de la solution de pétroie, et sous forme cristalline du R -si-
tostéroi qui stimule la prise de nourriture. Dautre part, lisoquerci-
trine, autre facteur de la prise de nourriture, a été isolée sous forme 
cristall.ine de la solution éliminée avec H2S dans la fraction (W). Ii a 
été constaté, indépendamment de cette experience, que la morine, un 
des flavonofdés du Morus tinctoria, fournissait un résultat identique. 
Qui plus est, le sucrose et linositol obtenus de la fraction (W) ont été 
signales cornrne étant unc fraction de co-facteur dans le comportement 
nutritionnel du Ver a Soie. 
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c) Ingestion, 3ème facteur, obtenu de la fraction (R) 

Du résidu insoluble dar~s Péther, le methanol et l'eau, la cellulose, 
le silicate et le phosphate ont éte déterminés comme étant des facteurs 
actils de lingestion. En effet, le fait de manger continuellement ne 
s'est pas manifesté pour la gClose sans que ces facteurs et même dau-

tres facteurs de prise de nourriture ne soient presents en quantite 
suffisante (Tableau 1). 

II - LAlimentation Préparde. 

Ces etudes sur le comportemerit nutritionnel devaient naturellement 
me pousser a faire des recherches sur Palimentation préparée en vue 
de la production de cocons. Dans toutes nos etudes sur lalimentation 
préparée nous avons adoptd la méthode aseptique a tous les stades 
larvaires. Cette méthode est supposée être la meilleure pour conser-

ver la nourriture frafche et pour la protdger contre la contamination 
des micro- organismes. 

Nourriture préparee ne contenant pas de poudre de feuille de 
niarier. 

Nous avons constaté lors de nos études sur la nourriture prCparée 
que le Ver a Sole exigeait un certain facteur inconnu pour que se pro-

duisent les mues. Ce probléme a toutefois été résolu en ajoutant de la 
gelee Royale a la nourriture de base, connie le montre le Tableau 2. 
Ces résultats nous ont alors amené a constater qu'en ajoutant 5 mg. 
dacetylcholine ou de chlorure de choline dans 10 g. de nourriture pré-
parée on peut parfaitement provoquer les mues. 

Nourriture préparée contenant de la poudre de feuille de m(Irier. 

Comme Ic montre le Tableau 3, nous avons également utilisé de la 
nourriture préparée contenant 20 % de poudre de feuille de mOrier, et 
elle donne a present une production de cocons qui est stable. 

Le Cocon et la Sole. 

Comme le montre Ic Tableau 4, nous avons obtenu des cocons de 
bonne qualité en utilisant la nourriture preparee dont nous disposons 
a present, et qui contient 20% de poudre de feuille de rnQrier. Et nous 
avons procédé a la comparaison du contenu en acides aminés des pro-
télnes de la séricine et de la fibroine des cocons obtenus avec chacune 
de ces nourritures avec 20 % de feuilles de mQrier ou sans feuilles. 
Le Tableau 5 présente les résultats obtenus, et ces résultats ne font 
apparaftre aucune difference mmportante des rapports amino-acides 
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en fonetion de la nourriture utilisée. Ensuite, les qualités contrôlées 
lors du processus de production de la Soie a partir des cocons étaient 
tout a fait normales par rapport aux qualités naturelles. Des recher-
ches plus approfondies dans ce domaine sont faites par notre groupe 
en vue daboutir a un résultat parfait. 

REFERENCES 

(Voir texte anglais original). 

Tableau 1.- Nourriture avec gélose. 

Citral 1 ml. (solution ddther 10 mg. %) 
3 -sitostdrol 5 mg. (vaporisé sur la surface de 

la nourriture) 
Isoquercitrine ou morine 3 mg. 
Poudre dé cellulose 700 mg. 
Saccharose 30 mg. 
inositol 5 mg. 
Phosphate de potassium 10 mg. 
Gel de silice 40 mg. 

Solution de gélose 2 % 	 3 ml. 

Les produits attractifs jie sont pus ndcessaires, mais d'autres fac-
teurs pour la prise de nourrituje et Jingestion sont importants et in-
dispensables pour une aliinentatiori pratique 
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Tableau 2. - Composition de la nourriture préparée synthétique 
( o) en nourriture sèche). 

Amidon de pornine de terre 15 
Saccharose 10 
Protéine de soja délipidée 20 
Mélange de sel de Wesson 0,9 
Poudre de cellulose 52 
Vitamines (0, 4 mg.) 
Mélange stimulant (1) 1,7 
Eau 
----------------------- 

(150) 

(1) Mélange stimulant 
-sitostérol 	 500 mg. /100 g. de nourriture sèche 

Morine 	 200 mg. 	 id 
Inositol 	 500 mg. 	 id 
K2HPO4 	 500 mg. 	 id 

Tableau 3. - Alimentation préparée contenant de la poudre de feuille 
de mtirier. 

Poudre de feuille de mOrier 	 15 g. 
Caséine de soja 	 30 g. 
Amidon 	 15 g. 
Cellulose 	 35 g. 
Saccharose 	 10 g. 
Agar-agar 	 2 g. 

-sitostérol 	 500 g. 
Chiorure de choline 	

If 

Lécithine 	
If 

Mélange de vitamines 	
If 

Mélange mineral 	
It 
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Avec une nourriture Avec des feuil- 
préparee contenant 	les'de tharier 
20 To de poudre de 	naturefles 
feuille de mrier 

Rendements de cocons 
Poids dun cocon 
Poids de la coque d'un cocon 
Rapport coque cocon 
(coque du cocon/cocon entier) 

90 % 	 90-95 % 

	

2,1 g. 	2,0-2,4 g. 

	

410 mg. 	400-500 mg. 

	

19, 8 °o 	 20-23 
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Tableau 5 
	

Composition en acides anini6s des protétnes de Ia séncine 
et tie Ia uibroIne ((L moles par g 	rapport entre parentheses). 

Sericin Fibroin 

Prepared Prepared 
Amino Mulberry Prepared food No  6 Mulberry Prepared food No  6 

acid leaf food No 6 (aseptic) leaf food No  6 (aseptic) 

gly 1119 (14.1) 999 (13.3) 820 (13.0) 5462 (43.5) 4640 (43.4) 4910 (44.2) 
ala 415 ( 5.3) 348 ( 4.6) 310 ( 4.8) 3759 (29.9) 3250 (30.4) 3240 (29.2) 
ser 2440 (30.8) 2362 (31.5) 1970 (31.4) 1352 (10.7) 1080 (10.1) 1130 (10.2) 
tyr 208( 2.6) 187( 2.5) 180( 2.8) 606( 4.8) 510( 4.7) 530( 4.8) 
val 221 ( 2.8) 202 ( 2.6) 170 ( 2.7) 268 ( 2.1) 210 ( 1.9) 230 ( 2.1) 
NH3  552 ( 6.9) 564 ( 7.5) 470 ( 7.5) 202 (1.6) 290 ( 2.7) 310 ( 2.8) 
asp 1224(15.4) 1182(15.8) 920(14.6) 187( 1.5) 160( 1.5) 170( 1.5) 
glu 378( 4.8) 321( 4.2) 270( 4.3) 147( 1.1) 100( 0.9) 120( 1.1) 
thr 590( 7.4) 597( 7.9) 470( 7.5) 125( 0.9) 90( 0.8) 90( 0.8) 
lys 238( 3.0) 200( 2.6) 200( 3.1) 99( 0.7) 70( 0.6) 80( 0.7) 
phe 28( 0.3) 23( 0.3) 20( 0.3) 81( 0.6) 80( 0.7) 70( 0.6) 
lieu 45 ( 0.5) 45 ( 0.6) 40 ( 0.6) 65 ( 0.5) 70 ( 0.6) 70 ( 0.6) 
arg 248( 3.1) 242(3.1) 220( 3.5) 64( 0.5) 50( 0.4) 70( 0.6) 
leu 84( 1.0) 83( 1.1) 70( 1.1) 63( 0.5) 60( 0.5) 60( 0.5) 
pro 47( 0.5) 47( 0.6) 60( 0.9) 40( 0.3) + + 
his 78(0.9) 75( 1.0) 80( 1.2) 25(0.2) 20( 0.2) 30( 0.2) 
met + ± 	- +_- - 12 ( 0.1) + 	- ± 

it, 
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Figure 1. - Fractionnements des facteurs d'attractivité, de prise de 
nourriture et d'ingestion. 
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REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

SUPPLEMENTARY REPORT ON CHOLINE DERIVATIVES AS 

A GROWTH FACTOR IN EARLY DEVELOPMENT 

OF THE SILKWORM (x) 

(Original) 

by 

Keizo HAYASHIYA and Jun NISHIDA (Japan) (1) 

As previously the authors reported (I), acetyicholine is required 
in the diet of silkworm larvae for normal moulting to occur. On a 

semi-synthetic diet (diet 4) composed of pure substances described 
in Table 1, the newly hatched larvae die after surviving for about 14 
days without further moult. In tests utilizing twenty larvae each, it was 
found that the diet containing mulberry leaves (diet 1) (2) yielded 100 % 
successful moult to second instar with a larval weight of 5.4 mg. each; 
the diet with defatted soybean (3, 4) and no other important adjuvants 
(diet 2) yielded 80% moult weighing 4.50 mg. ; the diet with royal 
jelly (5) (diet 3) yielded 100 1116 moult weighing 5.85 mg. ; the diet wi-
thout adjuvants (diet 4) yielded no moult ; the diet with royal jelly (diet 
5) yielded 70 1% moult weighing 4.8 mg. and the diet with acetyicholine 
(diet 6) yielded 80 % moult weighing 4.0 mg. From these results one 
observes that royal jelly increases moulting and larval weight. Royal 

jelly contains large amounts of acetyicholine (6, 7). A water soluble 

(1) Keizo HAYASHIYA and Jun NISHIDA, Biochemical Laboratory, Faculty 
of Textiles Fibers, Kyoto University of Industrial Arts and Textile Fibers, 
Daishogun, Kyoto. 

(x) This article is to be recognized as Studies on prepared food for silkworm, 
Bombyx mori, No 13. 
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low molecular weight dialyzable fraction of royal jelly also provided 
similar growth stimulation. Two authors, therefore, added acetylcho-
line to the diet (S) expecting the same results found with royal jen 

(diet 6). As described above, acetylcholine may replace royal e1 
in stimulating m oul tlng of the larvae. 

Diet 4 con uns 2000 y of choline chloride. If the effect o actv - 

choline is replaced with that of choline, some question may occurred 
on the stimulation of larval moulting by choline wheter as the source 

of acetylcholine or as that of methyl group. Thus, diets N °  7 - N °  17 
were prepared. The diet containing 5000 Y acetylcholine 1diet 'o) 
ded 80 T. moulting. The threshold moulting response is between 4000 ) 
and 5000y . Choline chloride yielded same effect as i:ja 	c. 
choline. The larvae require more than 4000 per 10 g. diet for opti-
mal growth, which is corresponding to 5000 Y of acetylcholine in mole-
cular ratio. The diets (N °  10-17) yielded no moult. Namely, betaine, 
glycine, methionine, cystine, taurine, ethanol amine, serine gave nega-

tive effect for the stimulation of larval moulting. Carnitinc chloride 
which was found as a vitamine for larval growth of Tenebrio molitor 
by Dr. G. Fraenkel (9) did also no moult. From these observation 
the authors should point out that choline as well as acetylcholine give 
a stimulating effect on the larval moulting and members concerning 
to trans methylation in vivo were not always required for this purpose. 
Thus, choline may be signilied as a source of acetylcholine. Tne enzy-

matic studies on the activities of cholinesterase and cholinacetylase 
during larval growth are now going on by present authors and will be 
published soon. We wish to express our thanks to Dr. Y. Harnamura 
for his support and advice. 
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Table 1. - Composition of prepared foods. 

N ° 1 N° 2 N3 N4 N5 N6 

Cellulose powder 3.0 g. 	5.0 g. 	5.0 g. 5.5 g. 	5.5 g. 	5.5 g. 
DIFCO Casein purified 0 	0 	0 1.0 	1.0 	1.0 
Soybean defatted 2.0 	2.0 	2.0 0 	0 	0 
Starch 1.5 	1.5 	1.5 2.0 	2.0 	2.0 
Sucrose 1.0 	1.0 	1.0 1.0 	1.0 	1.0 
Minerals (Wesson's) 90 mg. 90 mg. 90 mg. 90 mg. 90 nig. 90 mg. 
Vitamines (x) 40 mg. 40 mg. 40 mg. 40 mg. 40 mg. 40 mg. 
Stimulators (xx) 170 mg. 170 mg.170 mg.170 mg.170 mg.170 mg. 
Mulberry powder 2. 0 g. 	0 	0 	0 0 	0 
Royal jelly 0 	0 	1.5 g. 0 	1.5 g. 	0 
Acetylcholine 0 	0 	0 0 	0 	5 mg. 
Water 15 cc. 	15 cc. 	15 cc 15 cc. 	15 cc. 	15 cc. 

(x) A vitamin mixture composed of the following at the designated con-
centration in mg./10 g. of diet biotin 0.02, Ca-pantothenate 0.2 
choline chloride 2. 0, folic acid 0. 02, niacine amide 0. 2, VB6 HC1 0. I, 
VB2 (1' MN -Nay 0.1, VB1  HCI 0. 1, V131  0_1 ancf VC 37. 16. 

(xx) As previously pointed out by the authors and co-workers (8), the 
following compounds (especially the first) greatly stimulate the feeding 
reaction. The rates are identical to those listed for vitamins 	-sitos- 
terol 50, mnorin 20, inositol 50, and K2HPO4  50. 

Table 2.- Composition of prepared foods. 

Diets No. 	 Composition 

No. 7 	............. control excepting choline chloride from diet 4 
No.8 ............. No. 7 plus Acetylcholine chloride 
No. 9 	. ............ No. 7 plus Choline chloride 
No.10 	............ No. 7 plus Betaine 
No.11 	............ No. 7 plus Glycine 
No. 12 	............ No. 7 plus Methionine 
No. 13 	............ No. 7 plus Cystine 
No.14 	............ No. 7 plus Taurine 
No. 15 	............ No. 7 plus Ethanol amine chloride 
No.16 	............ No. 7.plus Serine 
No. 17 	............ No. 7 plus Carnitine chloride 



69 

Table 3. - Growth of the larvae reared on prepared foods. 

mg. of test 	numbers of 	numbers of days taken 
Diets chemicals larvae reared larvae reached to the 

to the 2nd instar 2nd instar 

No.7 0 20 0 

No.8 2 20 0 
20 16 6-8 days 

7 20 19 6-8 days 

No.9 1.5 .......20 0 
4 20 17 6-9 days 
7 20 13 7-9 days 

No.10 .....3 20 0 
6 20 0 

No.11 .....2 20 0 
4 20 0 

No.12 .....4.1 .......20 0 
12.3 ....... 20 0 

No.13 .....6.6 .......20 0 
18.8 20 0 

No.14 .....3.7 .......0 0 
10.5 20 0 

No.15 .....0.7 ....... 20 0 
1.7 ....... 20 0 

No.16 .....3 20 0 
0 20 0 

No.17 .....4 20 0 
B 20  0 
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RAPPORT COMPLEMENTAIRE SUR LES DERIVES DE LA 

I:HOLINE EN TANT QUE FACTEURS DE CROISSANCE AU 

DEBUT DU DEVELOPPEMENT DU VER A SOlE (x) 

(Traduction) 

par 

Keizo HAYASI-IIYA et Jun NISHIDA (Japon) (1) 

Cornme l'ont signale antérieurernent les auteurs de cet article (1), 

PacétylcholIne est ncessaire clans lalirnentation des larves du Ver a 
Soie pour que les mues Se produisent normalement. Avec une alimen-
tation semi-synthétique (alImentation 4) composé des substances pures 

mentionnées dans le Tableau 1, les larves nouvellement écloses mou-
raient au bout de 14 jours environ, sans que ne se produisent de-  mues. 
Lors des experiences faites en utllisant 20 larves a chaquefois, nous 

avons constaté que la nourriture contenant des feuilles de mOrier (au-
mentation 1) (2) avait un rendement de 100 o de mues réussies pour Ic 
2ème age avec des larves dun poids de 5, 4 mg. La nourriture conte-
nant du soja dIip1d6 (3) (4) et aucun autre adjuvant important (alimen-
tation 2) avait un rendement de 80 % de mues, et le poids' de larves 
était de 4, 50 mg. La nourriture contenant de la gelee royale (5) (au-

mentation 3) avait un rendement de 100 "ode mues, et Ic poids des lar-
ves était de 5, 8 mg. La nourriture contenant des adjuvants (alimen-
tation 4) ne fournissait aucune niue. La nourriture contenant de la gelée 

royale (alimentation 5) avait un rendement de 10 "o de mues, et le polds 

(1) Keizo HAYASHIYA et Jun NISHIDA, Laboratoire de Biochimie, Faculté 
des Fibres Textiles, t]niversité de Kyoto des Arts Industriels et Fibres Textiles, 
Daishogun, Kyoto. 

(x) 	Cet article doit étre considéré comme le No 13 des Etudes sur l'alimentation 
préparée du Ver a Soie Bombyx mon. 
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des larves dtait de 4,8 mg. La nourriture contenant de 1ac6tylcholine 
(alimentation 6) avait un rendement de 80 o de mues, et le poids des 
larves dtait de 4, 0 mg. Ces rdsultats montrent que la gelée royale 
augmente les mues et le poids des larves. La gelée royale contient 
dti m portantes  quantités dacetyicholine (6) (7). On obtenait une si-
mulation identique de la croissance avec une fraction de gelée royale 
dialysable soluble dans leau et a facble poids mdléculaire. Deux au-
teurs ont donc ajoutd de l'acétylcholine a la nourriture (8) dans l'espoir 
d'ohteriir les mêmnes résultats que ceux enregistres avec la gelée royale 
(alimentation 6). Comme nous lavons fndiué plus haut, l acetylcho_ 

line peut remplacer la gelée royale pour stimuler les mues des larves. 

L'alimentation 4 contient 2. 000 '' de chiorure de choline. Si Peffet 
de l'acétylcholine est remnplace par celui de la choline, la question 
peut se poser au sujet de la stimulation par la choline des mues des 
larves, de savoir qui de l'acétylcholine ou du groupement methyl en 
est a l'origine. Nous avons donc préparé les alimentations N o  7 - - 

N' 17. La nourriture contenant 5.000 Y dacétyicholine (alirnentation 8) 
avait un rendement de 80 o de mues. La reaction limité de mues est 
comprise entre 4. 000 y et 5.000 (' . Le chiorure de choline produisait 
le méme effet que l'acétylcholine. Les larves dnt besoin, pour une 
croissance optimum, de plus de 4. 000 'y par 10 g. de nourriture, ce 
qui correspond a 5.000 '' d'acétylcholine en fonction du rapport mole-

culaire. Nous n'avons obtenu aucune mue avec les nourritures N°  10-
17). C'est-à-dire que la bétaine, la glycine, la méthionine, la cystine, 
la taurine, lethanolamine et la sdrine avaient un effet négatif sur la 

stimulation des mues des larves. Nous n'avons non plus obtenu aucune 
mue avec le chlorure de carnitine qui, selon les observations faites 
par le Dr. G. Fraenkel (9), constituait une vitamine pour la croissance 
des larves de Tenebrio molitor. Partant de ces constations, les auteurs 
font ressortir que la choline aussi bien que lacétyleholine exercent un 
effet stimulant sur -la mue des larves, et les groupements concernant 
la transméthylation in vivo nétaient pas toujours nécessaires pour 
cola. Ainsi donc, la choline pout être considdrée comme une source 
d'acdtylcholine. Les auteurs de cet article procèdent actuellement a 
des etudes enzymatiques sur laction de la cholinestérase et de la choli-

nacétylase pendant la croissance des larves, et leurs travaux seront 
publiés prochainement. Nous remercions le Dr. Y. Hamamura de son 
aIde et de ses conseils. 

REFERENCES 

(Voir texte anglais original). 
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Tableau 1. - Composition des alimentations préparées. 

---------------------- 

Poudre de cellulose 
CasOine purifiée IDIPCO 
Soja clégraissé 
Amidon 
Sac charose 
Minéraux (Wesson) 
Vitamines (x) 
Stimulants (xx) 
Poudre de miSrier 
Gelée royale 
AcOtyicholine 
Eau 

N1 N2 N3 	N4 N5 	N'6 

31  0 g. 5, 0 g. 

----------------------------------------- 

5, 0 g. 	5, 5 g. 5, 5 g. 	5,5 g. 
0 0 0 	LU 1.0 	1.0 
2,0 2,0 2,0 	0 0 	0 
1,5 1,5 1,5 	2,0 2,0 	2,0 
1,0 1,0 1,0 	1,0 1,0 	1,0 
90 rug. 90mg. 90mg. 90 rug. 90mg. 90mg. 
40 rug. 40mg. 40mg. 40 rug. 40 rug. 40 rug. 

170 rug. 170 mg.170mg. 170 mg.170 mg.170 rug. 
2,0g. 0 0 	0 0 	0 
0 0 1,5g. 	0 1,5g. 	0 
0 0 0 	0 0 	5mg. 

15 cc. 	15 cc. 15 cc. 	15 cc. 	15 cc. 	15 cc. 

(x) Mélange de vitamines compose des Cléments suivants et aux taux de 
concentration indiqués en mg. /10 g. de nourriture : biotine 0, 02, Ca-
pantothénate 0, 2, chiorure de choline 2, 0, acide folique 0, 02, amide de 
niacine 0, 2, VB6-HC1 0, 1, VB2  (FMN-Na) 0, 1, VB1-HCI 0, 1, VB1 0, 1, 
VC 37, 16. 

(xx) Comme Pont déjà signalé les auteurs de cet article et leurs colla-
borateurs (8), les composes suivants (et surtout Ic premier d'entre eux) 
stimu1ent de façon importante Ia reaction de nutHtion. Les taux sont 
identiques a ceux indiqués pour les vitamines 1 -sitostérol 50, morine 
20, inositol 50, K2HPO4 50. 

Tableau 2. - Composition des alimentations preparees. 

N' des
Composition 

alimentations 

N 7 .....Alimentation témoin a l'exception du chiorure de choline 
de PAlimentation 4. 

N 
0 
 8 	..... N 	71  plus Chiorure d AcCtylcholine 

N" 9 	..... N 	71  plus Chiorure de Choline 
N 	10 .... N" 71  plus Bétaine 
N: 11 	. . . . N a  71  plus Glycine 
N 	12 	.... N 	7, plus Methionine 
N 	13 	.... N 	7, plus Cystine 

6 
N 	14 	.... 

0 
N 	71  plus Taurine 

N" 15 	.... N" 71  plus Chlorure d'éthanolamine 
N 0  16 	.. . . N o  7, plus Sérine 
N t  17 	. . . N o  7, plus chiorure de Carnitine 
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Tableau 3. - Croissance des larves élevées avec les alimeritations pré-

parées. 

mg. de pro- Nombre de 	Nombre de Nombre de 

Alimentations duits chimi- larves élevées larves ayant jours pour 

ques d'essai 	 atteint le 	atteindre le 

26meâe2meãge 

N ° 7 	 0 	 20 	 0 

N8 	 2 	 20 	 0 

5 	 20 	 16 	6-8 jours 

7 	 20 	 18 	6-8 jours 

N ° 9 	 1,5 .......20 	 0 

4 	 20 	 17 	6-9 jours 

13 

N ° 10 	 3 	 20 	 0 

6 	 20 	 0 

N ° l1 	 2 	 20 	 0 

4 	 20 	 0 

N °  12 	 4, 1 .......20 	 0 

	

12,3 	 20 	 0 

N13 	 6,6 .......20 	 0 

	

19,8 	 20 	 0 

N ° 14 	 3,7 .......20 	 0 

	

10,5 	 20 	 0 

N ° 15 	 0,7 .......20 	 0 

1,7 	 20 	 0 

N ° 16 	 3 	 20 	 0 

9 	 20 	 0 

N ° 17 	 4 	 20 	 0 

8 	 20 	 0 
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REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Spcial 
Vol. XV et XVI, [963 - 1964 

NUTRITIONAL REQUIREMENTS AND ARTIFICIAL DIETS FOR 

THE SILKWORM, BOMBYX MORI L. 

(Original) 

by 

Toshio ITO (Japan) (1) 

The success of rearing of the larvae of the silkworm entirely on 

artificial diets has been reported in 1960 independently by i"ukucia et 
al., Ito etal., and Yoshida etal. The diets used in these reports were 
composed of fairly common substances, such as powdered mulberry 
leaf, soybean meal, potato starch, sugar, and so on. The results were 
rather unsatisfactory as expected by a high mortality of larvae and the 
production of small cocoons, but the possibility of rearing silkworm 
larvae independent of fresh mulberry leaves was established. 

Subsequently, a series of experiments have been started in order 
to determine which natural ingredients could be replaced with chemical 

compounds. When soybean meal, defatted with ethyl ether, was used 
in place of non-treated meal, the growth of the silkworm became im-

possible, whereas the inclusion of soybean oil resumed the larval growth 

(Ito, 1960a, b, 1961). This result indicates that the larva requires so-
me component(s) of the oil for its normal growth. This was the first 

example showing that the artificial diet could satisfactory be used for 
analysis of the nutritional requirements of the silkworm, a unique leaf- 

feeding insect. Since then, a large number of the indispensable nutrients 
have been ôlarified covering carbohydrates, amino acids, proteins, 

vitamins, lipids, minerals, and so on. In these experiments chemical-
ly defined diets as well as an aseptic method of larval rearing have oc-
casionally been used (Ito and Hone, 1962). 

(1) Toshio ITO, The Sericultural Experiment Station, Tokyo. 
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Previously, it has been reported that the larva of the silkworm re-

quires at least three B vitamins, Ca-pantothenate, nicotinic acid, and 
pyridoxine-HC1, for its growth and survival (Hone and Ito, 1963). Re-

cently, the effects of varying concentrations of these three vitamins 
on larval growth and survival were tested, and the results obtained will 
be reported in the present preliminary note. 

The composition of synthetic diet used is given in Table 1. The diet 
contained mol-in and feeding stimulants separated from mulberry lea-

ves (Hone, 1962) in order to make diets more palatable. Each of the 
diets either lacked one of the vitamins listed in Table 2, or contained 
varying amount of one of the three vitamins mentioned above. The re-
sults are summarized in Table 3. The concentration of vitamins listed 
in Table 3 is considered to be rather minimum threshold, however, no 
appreciable effect of the improvement of diet efficiency was observed 
even at a higher concentration. The higher concentration was someti-

mes rather detrimental. It is interesting that the proper concentra-
tions of added vitamins fall into the ranges reported for the fresh mul-
berry leaves (Kirimura et al., 1962). 

Knowledge of the results of these fundamental research on qualita-
tive and quantitative requirements for nutrients has so far contributed 
to the formulation of artificial diets even in the practical application. 
When the diet contains approximately 50 % mulberry leaf powder with 
other ingredients, it is rather easy, at present, to raise larvae in the 
laboratory all around year, and it is hardly possible to find out the 
difference in the food value between artificial diet and mulberry leaf. 

Table 4 shows the comparison between 1961 and 1964 with reference 
to the quality of cocoon obtained on artificial diet, and it should be no-
ted that 1964 cocoons are of natural size. 

Further investigations on the artificial diet for the silkworm are 
necessary at least in two respects ; (i) to elucidate the details of nutri-
tional requirements especially in relation to cocoon production, and 
(ii) to improve the efficiency of artificial diets including those not con-
taining mulberry leaf powder at all (synthetic diet). 



76 

LITERATURE 

FUKUDA T. • M. SUTO, and Y. HIGUCHI (1960k Silkworm raising on 

the artificial food. - J. Seric. Sci. Japan, 29, 1-3. 

HORIE Y. (1962), Effects of various fractions of mulberry leaves on 

the feeding of the silkworm, Bombyx mori.  L. ibid., 31, 253-264. 

HORIE Y. and T. ITO (1963), Vitamin requirements of the silkworm. - 

Nature, 197, 98-99. 

ITO T. (1960a), A premilinary note on the nutritive value of soybean 

oil for the silkworm, Bombyx mon. - Proc. Japan Acad., 36, 

287-290. 

ITO T. (1960b), An artificial diet for the silkworm, Bombyx moni, and 
the effect of soybean oIl on its growth. - Proc. 11th Internat. 

Congr. Ent., 3, 157-162. 

ITO T. (1961), Nutrition of the silkworm, Bombyx mon. I. Nutritive 
effects of soybean oil for the larva. - Bull. SericExp. Sta., 

311-348. 

ITO T. and Y. HORIE (1962), Nutrition of the silkworm, Bombyx mon. 
Vii. An aseptic culture of larvae on semi-synthetic diets. - J. In-

sect Physiol. , 8, 569-578. 

ITO T. and M. TANAKA (1960), Rearing of the silkworm on an artifi-
cial diet and the segregation of pentamolters. - J. Seric. Sci. 
Japan 29. 191-196. 

KIRIMURA J., T. SUZUKI, and Y. HASHIMOTO (1962), The vitamin 
B-complex content of mulberry leaves. - Bull. Seric. Exp. Sta., 

545-557. 

YOSHIDA T., M. MATSUOKA, and K. K1MURA (1960), On the rearing 
of silkworm larvae with an artificial diet containing dried mulberry 
leaf powder as its basic material. ibid. , 15, 543-586. 



77 

Table I. - Composition of basal diet. 

Substance 	 Dry diet (%) 

Potato starch 18.0 

Glucose 18.0 

Defatted soybean meal 18.0 

3 -Sitosterol 0.3 

Soybean oil 4. 0 

Ascorbic acid 2.0 

Wesson's salt mixture 4. 0 

Cellulose powder 34. 9 

Morin 0.3 

Feeding stimulants (1) 0.5 

Total 	 100.0 

Vitamin B mixture 	 Added 

Distilled water per g of dry diet 	 1.5 (ml) 

(1) Feeding stimulants were separated from mulberry leaves. 

Table 2. - Composition of vitamin mixture. 

Vitamin 	 Amount added to g dry diet -- ------------(g1 ------------ 

Biotin 2 

Calcium pantothenate 150 

Choline chloride 1500 

Folic acid 2 

Inositol 200 

Nicotinic acid 100 

Pyridoxine hydrochloride 30 

Riboflavin 20 

Thiamine hydrochloride 20 



78 

Table 3. - The concentration of added vitamins which are necessary 
for normal growth. 

Vitamin Minimum concentration 

Calcium pantothenate 
1 x 10 5M 

Nicotinic acid i x 10 5M 

Pyridoxine hydrochloride 1 x 10M 

Table 4.-The quality of cocoons obtained on artificial diets. 

Weight of a cocoon Cocoon shell weight 

1961 	Male 	 1.15 grams 0.205 grams 

Female 	1.37 0.212 

1964 	Male 	 1.73 0.374 

Female 	2.28 0.423 
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BESOINS N UTRITIFS ET ALIMENTATIONS ARTI FICIELLES 
DU VER A SOlE BOMBYX MORJ L. 

(Traduction) 

par 

Toshio ITO (Japon) (1) 

Le fait d'avoir rdussi a dlever des larves de Ver a Soie exclusive-
ment avec des alimentations artificielles a été signale en 1960, sépa-
rément, par Fukuda et coil., Ito et coil. et  Yoshida et coil. Les au-
mentations décrites dans ces différents rapports étaient composees 
de substances assez ordinaires poudre de feuille de mürier, poudre 
de soja, arnidon de pomrnes de terre, sucre, etc.. . Les résultats ob-
tenus alors étaient assez rnddiocres du fait qu'on enregistrait une rnor-

talité importante des larves, et quon obtenait de petits cocons, rnais 
la possibilité d'eiever des larves de Ver a Soie sans feuiules de niOrier 
fraiches était dtabiie. 

Par la suite, toute une série dexperiences ont été faites en vue de 
determiner les ingredients natureis qui pourraient être remplacds par 
des composes chimiques. Lorsqu'on substituait de la poudre de soja 
déiipidCe avec de lCther dthylique a la poudre de soja non traitée, la 
croissarice du Ver a Soie devenait impossible, et la croissance lar-
vaire reprenait si ion rajoutait de i'huiie de soja. (Ito, 1960 a, b, 

1961). Ce résultat indique que les larves ont besoin pour une crois-
sance normale de certain(s) composant(s) de ihuile. Ce fut le premier 
exempie qui montra que l'on pouvait utiliser de façon satisfaisante 

laiimentation artificielle pour analyser les besoins nutritifs du Ver a 
Soie, insecte se nourrissant uniquement de feuilles. Depuis lors, la 

(1) Toshio ITO, Station Expérimentale Séricicole, Tokio. 
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lumière a ete faite sur un grand nombre de substances nutritives in-
dispensabies : hydrates de carbone, acides aminés, protéines, vita-
mines, lipides, etc... Dans ces experiences, des alimentations chi -

miquement déterminées et une méthode aseptique delevage des larves 
ont été occasiormellement utilisécs (Ito et Hone, 1962). 

11 a ete antérieurement signale que les larves du Ver a Sole ont 

besoin pour se développer et survivre d'au mains trois vitamines B 

le ca-pantothénate, l'acide nicotinique et la pyroxidine-HC1. (Hone et 
Ito, 1963). Récemment, les effets exercés par des concentrations dif-
férentes de ces trois vitamines sur la croissance et la survie des lar-
ves ont eté étudiCes, et les résultats obtenus feront l'objet de la prC-

sente note préliminaire. 

La composition de Palimentation synthetique utilisde est prCsentée 

dans le Tableau 1. Cette alimentation contenait de la morine et des 
substances stimulant la nutrition extraites des feuilles de mOrier (Ho-. 

ne, 1962) de facon a rendre ces alimentations plus agreables au gout. 
Chacune des alimentations ainsi préparées salt ne contenait pas lune 

des vitamines figurant au Tableau 2, salt contenait des quantités dif-
férentes de lune des trois vitamines rnentionnées plus haut. Les rdsul-
tats obtenus sont résumés dans le Tableau 3. Les concentrations de 
vitamines indiquées au Tableau 3 sont considérées connie des seuils 
plutOt minima. Toutefois, ménie avec des concentrations plus impor-

tantes, nous n'avons pas constatd d'ainéiioration sensible de leffica-
cite de lalimentation. Des concentrations plus importantes exerçaient 

même parfois un effet préjudiciable. 11 est intéressant de noter que 
les concentrations appropriées des vitamines ajoutées tombent dans 

les limites signalées pour les feuilles de mOrier fraIches (Kirimura 

et coil., 1962). 

La connaissance des résultats fourriis par ces experiences fonda-

inentales sur les besoins quaiitatifs et quantitatifs en substances nutni-

tives a permis jusqu'à present de mettre au point des alimentations 

artificielles qui ont méme été utiiisées dans la pratique. Lorsque i'ali-
mentatiori contient approximativement 50 % de poudre de feuille de mO-

rier associée a d'autres ingredients, ii est relativement facile a lheu-

re actuelle, d'élever des larves en laboratoire pendant toute l'année, 
et ii n'est guere possible de découvrir la difference qui existe entre la 
valeur nutritive de l'almmentation artificielle et celle de la feuille de 

mQrier. La Tableau 4 présente une comparaison établie entre 1961 et 

1964 par rapport a la qualité du cocon obtenu avec une alimentation 
artificieile, et ii convient de remarquer que les cocons de 1964 ont une 
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taille normale. 

Ii est nécessaire de poursuivre les recherches sur Palimentation 
artificielle du Ver a Soie au moms pour les deux raisons suivantes 

Eclaircir les details des besoins nutritifs, particulièrement en 
ce qui concerne la production des cocoris, 

Accroftre l'efficacité des alimentations artificielles, y compris 
celles qui ne contiennent pas du tout de poudre de feuille de mOrier 

(alimentation synthetique). 

BIBLIOGRAPHIE 

(Voir texte anglais original). 
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Tableau 1. - CQmposition de l'alimentation de base. 

Substance Alimentation sèche (%) 

Amidori de ponimes de terre 18, 0 
Glucose 18, 0 
Poudre de soja délipidée 18, 0 
-Sitostérol 0,3 

Huile de soja 4,0 
Acide ascorbique 2,0 
Mélange de sel de Wesson 4,0 
Poudre de cellulose 34,9 
Morine 0,3 
Substances stimulant la nutrition (1) 0, 5 

Total ioo, 0 
Mélange de vitamines B Ajouté 
Eau distillde par g. d'alimentation sèche 1, 5 (ml) 

(1) Les substances stimulant Ia nutrition furent extraites des feifilles 
de mflrier. 

Tableau 2. - Composition du mélange de vitamines. 

Quantité ajoutée par g. 
Vitamine 	 d'alimentation sbche 

3 g) 

Biotine 2 
Pantothénate de calcium 150 
Chiorure de choline 1500 
Acide folique 2 
Inositol 200 
Acide nicotinique 100 
Chiorhydrate de pyridoxine 30 
Riboflavine 20 
Ch1orhydrate de thiamine 20 
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Tableau 3. - Concentration des vitamines ajoutées nécessaires a une 
croissance normale. 

Vitamine 	 Concentration minimum 

Pantothénate de calcium 	 1 x 10 5M 

Acide nicotinique 	 1 x 10 5M 

Chiorhydrate de pyridoxine 	 1 xl0 6M 

Tableau 4. - Qualité des cocons obtenus avec des alimentations arti-
ficielles. 

''Pàids de' Ia coque 
Poids d un cocon 

du cocon 

1961 	Male 	 1,15 gramme 	 0,205 gramme 

Femelle 	1,37 	 0,212 
--------------------------------------------------------------- 

1964 	Male 	 1,73 	 0,374 

Femelle 	2, 28 	 0,423 
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REVUE DU VER A SOlE JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

CHLOROGENIC ACID AS A GROWTH FACTOR OF SILKWORM (x) 

(Original) 

by 

Masaru KATO and Hiromi YAMADA (Japan) (1) 

Recently, a synthetic prepared food for silkworm, Bombyx mori L. 
has been offered on which the larvae have shown their appetite enough 
(1). Raising silkworm, however, 1st to 5th instars with this food, a 
considerable uneven growth was still found as comparing with those of 
fresh leaves, although the food is almost complete one in view of its 
appetitic activity. This fact is suggesting that some unknown factors 
which are required for the complete growth of the larvae are still pre-
sent in fresh leaves. It seemed critical to investigate the unknown fac-
tors in the leaf. The present authors found that chiorogenic acid 
plays an important role in the growth of silkworm reared under the 

aseptic conditions. 

MATERIALS AND METHODS 

The F1 of the cross of the strains Gunko and Mann, kindly provi-
ded by Gunze Silk Co., was used throughout the experiments. 

(1) Masaru KATO and Hiromi YAMADA, Department of Zoology, Faculty of 
Science, Kyoto University, Kyoto, Japan. 

(x) Report No 11 of joint studies on prepared food for silkworm, Bombyx mon. 

(xx) Chiorogenic acid had already been isolated in mulberry leaf by K. Naito 
et al. and suggested recently that it might be a biting factor. 
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The components of synthetic food used are shown in Table 1. In 

the test of growth activity of mulberry leaf extracts, each sample ex-
tracted was coated respectively on the cellulose powder before the 
preparation of the food. 

Usually, 1 g. of the food mixture was placed in 5 cm. petri dish 
and steamed at 100" C.for 30 minutes. Ten of the newly hatched larvae 
were placed in each dish, and three such dishes were used in the test 

of each sample. The feeding was carried out at 25C, and the 2nd ins-
tar larvae appeared were counted at every day. Then their body weight 

were measured respectively at the appropriate test period. 

An aseptic feeding technique was also adopted for the experiments 
in which the test period exceeded 4 to 11 days as shown in Table 2. In 
this case, 1.0 to 1.7 q. of food was placed in 16mm. test tube and au-
toclaved at 1.5 kg/cmZ.  for 30 minutes At that time, twenty larvae 

were placed in one tube and three such tubes were used for each sam-
ple. 

Methanol extract of fresh mulberry leaves was prepared according 
to Hamamura (2). 

Toyo Roshi N" 51 filter paper (40 x 40 cm) was used for chroma-
tography. It was carried out at room temperature by ascending method. 

RESULTS 

It is shown in Table 2 that feeding of the larvae on the synthetic food 
(Table 1) gave 10. 1 mg of mean body weight after 11 days, which is 
only 13 % of that on fresh leaves. In addition, a remarkable retarda-
tion, in the course of growth, was particularly observed by use of the 
synthetic food. This discrepancy was partly recovered by the addition 
of methanol extract of fresh mulberry leaves to the food as shown in 
Table 2, and this result indicates that at least one growth factor has 
to be present in the methanol extract. 

The above methanol extract (234 ml,,prepared from 80g. of fresh 
leaves) was concentrated to 40 ml, then extracted twice with each 60 ml 

of ethyl ether. The ether and the water fractions were put to the tests 
for their growth promoting activity respectively, and main part of growth 
activity was found in the water fraction as shown in Table 3. For fur-
ther purification, 1.2 ml. of the water frao.tion was concentrated to a 

small volume and applied to 2 sheets of paper and chromatographed 
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using 50 % aqueous methanol solvent. The chromatograrn was, first 
of all, examined under ultraviolet light and was then spraied with 1 % 
methanol solution of FeCl3. 

The results are shown in Fig. 1. Each part of the paperchromato-
gram (PPC) in Fig. 1 was cut out and was eluted with water at 100 C. 
for 30 minutes. These eluates were concentrated and then bioassayed 
for their activities. The results obtained are shown in Table 4. It was 
found that the biological activity mainly distributed in the region of 
PPC-2 having pale-blue fluorescenöe and showing greyish gr n color 
with FeCI3 reagent. 

The fluorescent compound contained in the active fraction was iden-
tified with chlorogenic acid as summarized in Table 5, by (a) color of 
fluorescence, (b) coloring reaction of FeC13, and (c) Rf values in pa-
perchromatography using three different solvent systems. Then the 
growth promoting activity of authentic chlorogenic acid was examined 
for identification as shown in Table 6 and in Fig. 2. The addition of 
0. 1 To of chlorogenic acid to the synthetic food gave the same biological 
effect as in the case of water fraction. Indeed, the added amount of 
chlorogenic acid was almost equivalent to that contained in the water 
fraction of fresh leaves. 

SUMMARY 

A growth factor for silkworm, Bombyx mori L., was investigated 
in the methanol fraction of mulberry leaf on the studies of synthetic 
prepared food. It has been determined that chlorogenic acid contained 
in mulberry leaf was able to promote the larval growth enough. 
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Table 1. - Components of Synthetic Food. 

g. per 10 g. dry weight 
------------------------------------------------------------- 

Cellulose powder 5.0 
Sucrose 1.0 
Potato starch 1.5 
Soybean protein 2.0 
Minerals 0.15 
Vitamins 0.09 
Morin 0.02 

- Sitosterol 0.05 
Inositol 0.05 
K2HPO4  0.05 
Acetylchoiine 0.01 

Water 	 15 ml. 

Table 2. - Growth and Body Weight 

	

f 	oihing 

Body weight 	 Number of 
................................ ----- -------------- -3rtr 

Synthetic food 	 10.1 	 0 
Synthetic food 
+ methanol extract 
(17 mL/10 g. food) 	 23.2 	 13 
Fresh Mulberry leaves 	 77.4 	 52 
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rable 3. - i'act'onation by Ether Extraction. 

Body weight after 2 days (mg 
-------------------------------------------------------------- 

Synthetic food 	 1.0 
Synthetic food 
-I- methanol extract 
(17 mi/lO g. food) 	 2.4 
Synthetic food 
4- ether fraction 
9 n1!10 g. food) 	 1.3 

Synthetic food 
-F water fraction 
(3 m1710 g.  food) 	 2.3 

Table 4. - Purification by Paperchromatography 

Body weight after 3 days (mg) 
-------------------------------------------------------------- 

Synthetic food 1.5 
+ water fraction 2.6 
+PPC-1 1.4 
+PPC-2 3.5 
+ PPC-3 1.7 
+PPC-4 1.5 

11 	
+ PPC-5 1.4 

Table 5. - Identification of Active Factor with Chiorogenic Acid 

--------------------------
Color of fluorescence 
Color of FeC13 reaction 
Rf value in methanol-water 
(1:1) 
Rf value in acetic acid-
water (1:9) 
Rf value in butanol-acetic 
acid-water (4:1:1) 

Active factor 	Chiorogenic acid 

Pale blue 	Pale blue 
Greyish green 	Greyish green 

0.75 	 0.75 

0.69 	 0.69 

0.57 	 0.58 
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Table 6. - Bi&ogical Activity of Chiorogenic Acid 

Body weight after 9 days (mg.) 
-------------------------------------------------------------- 

Synthetic food 	 8.3 

4- chiorogenic acid 
(lOmg./lOg. food) 	 15.3 

+ chiorogenic acid 
(3 rng/10 g. food) 	 11.9 

+ chiorogenic acid 
(1 mg/lOg, food) 	 8.7 

+ water fraction 
(3 mI/b g.) 	 14,7 
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Figure 1. - Paperchromatography of water fraction. 
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Figure 2. - Effect of chlorogenic acid on the growth of silkworm larvae. 

o 	0 Synthetic food 

chiorogenic acid (10 mg. 10 g. food). 

X 	X 	 chiorogenic acid (3 mg. 10 g. food). 

S 	 ± water fraction (3 ml. / 10 g. food). 
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LACIDE CHLOROGENIQUE, FACTEUR DE CROISSANCE 
DU VER A SOlE (x) 

(Traduction) 

par 

Masaru KATO et Hiromi YAMADA (Japon) (1) 

Line alirnentation préparée synthdtique pour le Ver a Soie Bombyx 

mori L. a récemnient eté présentée a des larves qui Pont mangée avec 
un appétit suffisant (1). Cependant, en élevant des Vers a Soie du ler 

au 5ème age avec cette nourriture, on a constaté une croissance très 

irreguliere par rapport a celle obtenue avec des feuiiles fraIches, bien 

que cette nourriture soit presque complete en ce qui concerne son acti-
vite appétitive. Ce fait donne a penser que certains facteurs inconnus, 

nécesaires pour obtenir une croissance complete des larves sont en-
core presents dans les Icuilles l'raiches. 11 apparaissait nécessaire de 

faire des recherches sur les facteurs inconnus que contient is feutlie. 
Lea auteurs de cet article out decouert que lacide chiorogenique XX 

oue un rOle important dans is croissance du Ver a Soie ClevO dans des 

conditions aseptiques. 
MATERIAUX ET MErI-IODES 

Pour toutes ces experiences nous nous somrnes servis de la F1 née 
u croisement des races Gunko et Manri et que nous a aimablement 

lourili Ia Gunze Silk Co. 

(1) Masaru KATO et Hiromi YAMADA, Section de Zoologie, Faculté des 
Sciences, Université de Kyoto, Kyoto, Japon. 

(x) Rapport No 11 d'études faites en commun sur l'aiimentation . préparée 
du Ver a Soie Bombyx mon. 

(xx) L'acide chlorogénique avait déjà été isolé dans Ia feuille de mOrier par 
K. Naito et coil., et ii a été suggéré récemment qu'iI pourrait constituer us 
facteur de pnise de nourriture. 
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Les éldments entrant dans la composition de lalimentation synthé-
tique sont présentés dans le Tableau 1. Pour le test d'activitd de crois-

sance des extraits de feuilles de mOrier, chaque échantillon extrait 
était enrobe de poudre de cellulose avant de procéder a la preparation 
de l'aliment. 

On plaçait habituellement 1 g. de nourriture dans des bofles de 
Pétri de 5 cm et on l'autoclavait a 100C pendant 30 minutes. Dix des 
larves nouvellernent dcloses étaient placées dans chaque bofte, et on 

utilisait trois de ces boltes pour Pexamen de chaque lot. 

Ces larves étaient alimentées a une temperature de 25°C, et ion 
coxnptait chaque jour les larves ayant atteint le 26me age. Puis on les 
pesait a des moments déterminés du test. 

Comme le montre le Tableau 2, nous avons dgalernent adopte 
une mdthode dvalimentation  aseptique pour les experiences oü la durée 
du test atteignait de 4 a ii jours. Dans ce cas, nous placions de 1,0 
a i, 7 g. de nourriture dans des tubes de 16 mm. et on la passait S 

Pautoclave avec une pression de 1, 5 kg/cm4  pendant 30 minutes. On 
plaçait alors 20 larves dat-is chaque tube et l'on utilisait trois tubes 
par lot. 

On prdparait de l'extrait de methanol de feuilles frafches de mQrier 
selon la méthode indiquee par Hamamura (2). 

Pour la chromatographie qui a éte réalisée a la temperature de la 
pièce et par n-iéthode ascendante, nous avons utilisé du papier filtre 
Toyo Roshi N 51 (40 x 40 cm2). 

RESULTATS 

Le Tableau 2 montre que les larves nourries avec une alimenta-
tion synthétique (Tableau 1) avaient un poids moyen de 10, 1 mg au 

bout de 11 jours, ce qui ne représente que 13 % du poids moyen des 

larves nourries avec des feuilles fraiches. De plus, on notait parti-
culièrement un retard très important au cours de la croissance lors-
que la nourriture synthétique était utilisée. Conime le montre le Ta-

bleau 2, ce retard était partiellement rattrapé en ajoutant de lextrait 
de methanol de feuilles frafehes de mOrier a la nourriture. Et ce ré-
sultat montre que l'extrait de methanol doit contenir au moms un fac-
teur de croissance. 
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L'extrait de methanol mentionné ci-dessus (234 ml., préparé a 
partir de 80 g. de feuilles fraiches était concentrd a 40 ml., puis ex-
trait deux fois avec 60 ml. d'dther déthyle chaque fois. Les fractions 
d'éther et d'eau furent soumises au test afin de determiner leur activité 
respective en faveur de la croissance, et comme le montre le Tableau 3, 

la rnajeure partie de l'activité de croissance fut trouvée dans la phase 
aqueuse. Afin d'obtenir une purification plus poussée, nous avons con-

centre 1, 2 ml. de la phase aqueuse sous un faible volume, et nous 
lavons appliquée sur 2 feuilles de papier puis chromatographiee en 
utilisant un solvant de methanol aqueux a so %. Nous avons tout dabord 
examind le chromatogramme a la iumière ultra-violette, puis nous 
))avons vaporis(,  avec une solution contenant 1 % de Fe C13 dans le me-
thanol. Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 1. Chaque 

partie du papier chromatogramme (PPC) représentC sur la Figure 1 fut 
ddcoupde et éluée avec de leau portde a lOOC. pendant 30 minutes. Ces 
dluats furent concentrds et analyses du point de vue de leur activité. Les 
rCsultats obtenus sont reprCsentés dans le Tableau 4. Nous avons cons-

tate que lactivite biologique dtait essentiellement répartie dans la zone 
PPC-2 ayant une fluorescence bleu pale et qui prenait une coloration 

vert grisãtre avec le réactif Fe C13. 

Comme le montre sous forme de résumé le Tableau 5, le compose 
fluorescent contenu dans la fraction active fut identifid avec Pacide chlo-
rogénique par 

la couleur de la fluorescence, 
la coloration de la reaction avec Fe C13, 

les valeurs rf en chromatographie sur papier utilisant 3 systemes 
diffdrents de solvants. 

Puis, comnie le montrent le Tableau 6 et la Figure 2, nous avons 
examine lTactivité biologique du veritable acide chiorogénique favori-
sant la croissance afin détablir une comparaison. En ajoutant 0, 1 % 
dacide chiorogdnique a la nourriture synthétique, nous avons obtenu 

le même effet biologique que dans le cas de la phase aqueuse. En fait, 
la quantitd dacide chiorogenique ajoutée équivalait a peu pres a celle 
contenue dans la phase aqueuse des feuilles frarches. 

RESUME 

Nous avons recherché dans la fraction de methanol de feuilles fraf-
ches de mUrier un facteur de croissance du Ver a Soie BombyxmoriL. 
lors de nos etudes sur lalimentation préparée synthétique. Nous avons 

constaté que lacide chlorogénique contenu dans les feuilles de mOrier 
pouvait favoriser la croissance des larves. 
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Tableau 1. - Composants de Ia Nourriture Synthétique 

-------------------------------------------------------------- 
g. par 10 g. de poids sec 

Poudre de Cellulose 5,0 
Saccharose 1, 0 
Amidon de pomme de terre 1, 5 
Protdine de soja 2,0 
Minéraux 0,15 
Vitamines 0,09 
Morine 0,02 

- Sitostérol 0, 05 
Inositol 0,05 
K2HPO4  0,05 
Acetylchoiine 0,01 

Eau 	 15 ml. 

Tableau 2. - Croissance et Poids du Corps. 

11 jours après l'éclosion 

Poids du Corps 	Nombre de 

----------------------- (mg) 

Adimentaln synthétique 10,1 	 0 
Alimentation synthéti que 
+ extrait de methanol 
(17 ml/10 g. de nourriture) 23, 2 	 13 
Feuilles de mOrier frafches 77,4 	 52 
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Tableau 3. - Fractionnement par Extraction a 1'Ether. 

Poids du Corps après 2 jours (mg) 
---------------------------------------------------------------- 

Alinientation synthétique 1, 0 
Alimentation synthétique 
+ extrait de methanol 
(17 ml/10 g. de nourriture) 2,4 
Ajimentation synthétique 
+ extrait éthéré 
(9 mi/lO g. de nourriture) 1,2 
Alirnentation synthétique 
+ extrait aqueux 
(3m1/10 g. de nourriture) 2,3 

Tableau 4. - Purification par Chromatographie sur Papier. 

Poids du Corps après 3 jours (mg) 
---------------------------------------------------------------- 

Alimentation synthetique 1, 5 
+ fraction 

aque use 2,6 
+PPC-1 1,4 

U 	 TI 	 + PPC-2 3, 5 
II 	 H 	 + PPC-3 1,7 
TI 	 H 	 + PPC-4 1,5 
to 	 1 	 + PPC-5 1,4 

Tableau 5. - Identification du Facteur Actif avec l'Acide Chiorogenique. 

Facteur Actif 	
Acide 

-------------- ----------------------orcénique 

Couleur de la fluorescence 	 bleu pale 	bleu pale 
Cqloration de la reaction avec FeC13 	vert grisâtre 	vert grisatre 
Valeur RF dans méthanol-eau (1:1) 	0, 75 	 0,75 
Valeur RF dans acide acétique-eau 
(1:9) 	 0,69 	 0,69 
Valeur RF dans butanol-acide 
acétique-eau (4:1:1) 	 0, 57 	 0,58 



98 

Tableau 6. - Activité Biologique de JiAcide Chiorogenique 

Poids du Corps 

---------------------------------------------------------------- 
après 9 jours (mg) 

Alimentation synthétique 8,3 

+ acide chlorogénique 
(10 rnglIO g. de nourriture) 15,3 
+ acide chlorogénique 
(3 mg/10 g. de nourriture) 11,9 

+ acide chlorogénique 
(1mg/log. de nourriture) 8,7 
+ phase aqueuse 
(3 mi/log.) 14,7 
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Figure 1. - Chromatographie sur papier de Ia fraction aqueuse. 
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Figure 2. - Effet de l'acide chiorogénique sur a croissance des larves du 
Ver a Soie. 

o 	0 	Alimentation synthêtique 

+ acide chlorogénique 
(10 mg. / 10 g. de nourriture). 

X 	X 	 + acide chiorogénique 
(3 mg. / 10 g. de nourriture). 

• 	4- fraction d'eau 
(3 ml. 10 g. de nourriture). 
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REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OP SILKWORM, Nurnéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 - 1964 

ESSAIS PRELIMINAIRES A LA MISE AU POINT 

DUNE ALIMENTATION PREPAREE A PARTIR DE FEUILLES DE 

MURIER CUITES POUR LE VER A SOlE BOMBYX MORI L. 

(Original) 

par 

LEGAY J.M. et PASCAL M. (France) (1) 

Le phénornene initial qui nous a orienté vers cette recherche fut 
('ingestion par le Ver a Soie de féuilles de mQrier cuites ; soit que les 
feuilles aient été plongees dans l'eau en ébullition, soit queues aient 
été.pasteurisées en bocaux sans addition deau selon Ia rnéthode adoptee 
pour les conserves ménagères. (Legay et Pascal 1955). 

Urie cuisson de 30 minutes a 1000  C. en milieu aqueux limité s'est 
montrée incapable de détruire le pouvoir attraciif de la feuille de mi5-
rier et lt eau  de cuisson contenait a son tour ces principes attractifs. 

On a pu priver Ia feuille de route attractivité par épuisement dans 
plusieurs bains successifs a 1000  C., et inversement on a pu concen-
trer les produits attractifs dans une quantité d'eau déterminée par 
cuissons successives de feuilles frafches renouvelées ; on peut aussi 
concentrer Peau de cuisson par ébullition et obtenir ainsi un jus attrac-
tif utilisable pour des essais u!térieurs. 

La plupart de nos essais ont par suite porte sur des rnilieux d'éle-
vage a base de feuille de mOrier cuite ii s'agit donc de milieux oligi- 

(1) LEGAY J. M., Professeur a Ia Faculté des Sciences de Lyon (anciennement 
Chef du laboratoire de Biologie a Ia Station d'Alès), et PASCAL M., Ingénieur 
Principal au laboratoire de Cytopathologie de St Christol-les-Alès (ancienne-
ment chargé du laboratoire de Physiologie Alimeritaire des Insectes de Ia 
Station d'Alès). 
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ques (d'après la classification de Dougherty, 1959). 

La premiere question que nous nous sommes poses fut alors de 
trouver un substrat acceptable possédant des qualités physiques telles 
que la larve put en découper des fragments, comme elle fait pour la 

feuille frafche. 

I Recherche d'un substrat physique. 

Nous avons successivement propose aux jeunes vers éclos : de la 
feuille cuite, de la gélose, de la cellulose structuréè, des substances 

alimentaires diverses. 

10  ) Feuille cuite. 

Le support ideal semblait être la feuille cuite en bocaux. Divers 

essais (Legay, Pascal et Baud 1959) ont montré que cette feuille était 
trop modifiée pour permettre un elèvage satisfáisaiii au-dela de la 1ere 
mué, on peut toutefois sur certaines races obtenir 2 ou 3 mues excep-
tionnellement nous avons o'btenu 5 mues avec des poids Celarves corn-

parables a ceux de la 3ème rnue sur mérier Irais. 

20 ) Gélose. 

Les essais faits avec de la gelose ont seulernent montré que les 
larves avaient la possibilité d'ngérCr une substance etranger&imbibée 

de produit attractif, a la seüle condition que sa résistance mecanique 
soit favorable, sans cependant faire défaut car alors les pieces biicca-
les se trouvaient bloquees, la larve elle-mêrne se trouvant captive de 
son alirnent et mourant sans pouvoir continuer a salimenter. 

30  ) Cellulose structurée. 

Nous avons utilisé des lamelles de moëlle de sureau debitees au 
rnicrotome. Ces larnelles servaient soit de support directement irnbi-

bees de jus, soit a la confection de sandwiches" dónt la partie centrale 
était une mixture étudiée. 

40)  Substances diverses considérées comme support mais ap-
portant en ménie temps des élérnents nutritifs. 

Dans cette catégorie ont été essayés les corps suivants mie de 
pain, pain azyme, farine et germe de blé stabilis, farine entire de 

soja. 
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II - Recherche de complements chimiguement définis. 

Aux substances utiiisées comnie support nous avons adjoint succes-
sivement ou en mélanges définis les corps suivants glucose, sucrose, 
cholesterol, choline (chiorure), acide ascorbique, B carotene, caséine, 
levure, fruit d'églantier (chair coiorée), extrait de carotte. 

Nous avons cherché a préciser la nature d'une supplementation 
efficace de la feuille cuite. Divers apports vitaminiques naturels nTont 
pas permis d'amélioration constante. Par contre les larves acceptant 
très facilement de passer de l'aliment cuit a Falinient cru et vice-
versa, Ce coniportement nous a permis d'apporter selon des modalités 
trés diverses la supplementation désirée, soit avec de la feuille de 
mtlrier, soit mêrne avec du scorsonère, du Podospermurn, ou de la 
salade. La nymphose a été ainsi atteinte sans difficuité dans tous les 
cas méme si l'aliment cuit est donnd en exclusivjté pendant les IIeme, 
IIlème et IVème stades. 

Des mélanges tels que ceux comprenant : mie de pain, jus de mu-
rier, farine de soja, acide ascorbique ont permis d'atteindre au terme 
de sept jours d'alimentation des poids larvaires moyens compris entre 
2 et 4 mg. sans quaucun individu n'ait atteint la mue. 

Toujours désireux d'utiuiser la niatiere attractive que constitue la 
feuille de mOrier conservée en bocaux, nous avons utilisé irne formule 
inspirée des travaux japonais, mais adaptée a nos besoins 

Feuille entière conservée en bocal .............15, 0 g. 
Caséine Lactique .............................1 , 0 g. 
Soja (poudre entiere) ..........................1, 5 g. 
Amidon de pomme de terre ....................1 , 5 g. 
Saccharoee ..................................1, 0 g. 
Eau distillée .................................io a 12 ml. 
Vitmine B1  .................................iso 
Vitarnine B2  .................................150 y 

Ces divers éléments sont homogénéises et la pate obtenue est sté-
rilisée a l'autoclave 10 minutes puis conservée a congelation. L'élevage 
se fait dans des bofte en verre ou dans des tubes avec le maximum de 
precautions pour éviter l'envahissement par les champignons. 

Ii est préférable d'opérer aseptiquement ce qui est facile si lTon 
désinfecte les oeufs au depart. 
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De tels Clevages nous ont montrd quo le Ver a Soie du mflrier était 
un ldpidoptère exigeant car la croIssance des individus sadaptant a cet 
aliment est restée très au-dessous de la normale. 

Par contre deux autres chenilles de lépidopteres ont etC nourrie 
avec succès grace a ce régime alimentaire. Deux gCnérations succes-
sives ont Cté obtenues chez Mamestra brassicae avec une très faible 
mortalité. 

Artia caja a dans les mCmes conditions atteint la fin du dernier 
stade 1arvare oü une virose stest déclarée, mettant fin 1es. 

Ainsi donc des résultats encourageants ont Cté obtenus ii convient 

de faire remarquer que la formule alimentaire mise au point constitue 
une solution approchée parallele a celle adoptée par les auteurs japo-
nais. Elle tend a substituer a la poudre de feuille de mQrier, dune 
obtention difficile et dune conservation très limitée, une feuille de 
mQrier stable encore valable apres un an de conservation a la tempe-
rature du laboratoire. Cependant la réalisation dun Clevage convenable 
Se heurte a une série de problèmes relevant de disciplines diversts 

- liniltation de 1  ingestion, 
- alteration du milieu, 

- dteimination en besoins vitarniniques. 

Leur solution complete impliquerait la rnise en oeuvre de noer1s 
de recherche importants et coordonnés. 

REFERENCES 
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PRELIMINARY ATTEMPTS TO FORMULATE A PREPARED FOOD 

FROM BOILED MULBERRY LEAVES FOR 

THE SILKWORM BOMBYX MOR1 L. 

(Translation) 

by 

LEGAY J.M. and PASCAL M. (France) (1) 

The initial phenomenon which induced us to carry out the present 
research was the ingestion by the silkworm of boiled mulberry leaves 
which had been either plunged into boiling water or pasteurized in boa-
les without adding water according to the nethod used for tinned loud 

(Legay and Pascal, 1955). 

It appeared that a boiling of 30 minutes duration at a temperature 
of 1W C. in a limited aqueous medium was unable destroy the attrac-
tive power of the mulberry leaf, and that the water which had been used 

contained also these attractive elements. 

We succeeded to deprive the leaf of all its attractiveness by exhaus-

ting it in several successive baths at 100°  C., and conversely we suc-
ceeded to concentrate the attractive substances in a specific amount of 
water by successive boilings of renewed fresh leaves. It is also possi-
ble to concentrate by ebullitiori the water which has been used and thus 
we could get an attractive juice available for subsequent experiments. 

Consequently, most of our experiments have been made with rea-

rings based upon boiled mulberry leaves, that is to say oiigidic envi- 

(1) LEGAY J. M., Professor, Faculty of Sciences, Lyons (formerly, Head of 
the Biology laboratory at the Ales Sericultural Station). PASCAL M., Head 
Engineer, Cytopathology laboratory, St Christol-Ies.AlCs (formerly, Head of the 
laboratory of Alimentary Physiology of Insects at the Ales Sericultural Station). 
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rOnments (according to Doughertys classification, 1959). 

The first problem we had to solve was to find on acceptable substra-
tum having the required physical qualities to állowthè larva to cutoff 
fragments, as it does with the fresh leaf. 

1 - Research of a physical substratum. 

We have successively given boiled leaf, agar, structured cellulose 
and different nutritions substances to newly hatched larvae. 

1 ) Boiled leaf. 

The ideal support seemed to be the leaf boiled in bottles. Several 
attempts (Legay, Pascal andffaud 1 95) have shown that this leaf as 
too deeply altered to allow a satisfactory rearing beyond the 1st instar. 
It Is possibile, however, with certain breeds, to reach the 2hd or the 
3rd instars. Exceptionally, we could reach the 5th instar with larvae 
whose weight was comparable with the weight obtained at the'3rd instar 
for larva fed on fresh mulberry leaves. 

2 ) Agar. 

The experiments carried out with agar have only shown that the 
larvae could ingest an extraneous substance itopregnated -with attrac-
tive produce provided that its mechanical resistance should be favou-
rable, though not absent, because the buccal organs got blocked. The 
larva was then captive of its food and it died without being able to eat 
any more. 

3 ) Structured cellulose. 

We have used thin sheets of elder pith cut up with a microtome. The-
se sheets were used either as supports after having been soaked in 

juice, or for the preparation of "sandwiches"whose central part was 
composed of an elaborate mixture. 

4°  ) Different substances considered as supports but providing 
at the same time nutritiveelements. 

In this category of substances we have tested the following elements: 
bread crumb, azyme bread, meal and sprout of stabilized corn, whole 
rneal of soya-bean. 
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II - Research of chemically defined complements. 

To the substances used as supports we have added either successi-
vely or in defined mixtures, the following bodies : glucose, sucrose, 
cholesterol, choline (chloride), ascorbic acid, B carotene, casein 
yeast, wild-rose fruit (coloured pulp), carrot extract. 

We have endeavoured to specify the nature of the efficient supple-
ments to be added to the boiled leaf. The adding of different natural 
vitamins has not permitted to obtain a constant improvement. On the 
other hand, as the larvae accepted very easily to feed on the boiled 
food then on the raw food and vice versa, this behaviour enabled us 
to add the required supplements according to very different methods, 
either with mulberry leaf or even with scorzonera, Podosperrnum and 
salad. The pupation was thus reached without difficulty in all the dif-
ferent cases even if the boiled food was given exclusively during the 
2nd, 3rd and 4th instars. 

Such mixtures as those including bread crumb, mulberry juice, 
soya meal, ascorbic acid allowed us to obtain after seven days of 
feeding, average larval weights ranging from 2 to 4 mg. without any 
larva having reaching moulting. 

Always desirous to use the attractive substance which is consti-
tuted by the mulberry leaf preserved in bottles, we have used a formula 
drawn from Japanese works but adapted to our requirements 

Whole leaf preserved in bottles ...................15, 0 g. 
Lactic casein ...................................1, 0 g. 
Soya-bean (whole meal) .......................... 	1, 5 g. 
Potato starch ................................... 	1, 5 g. 
Sucrose........................................ 	1, 0 g. 
Distilled water ..................................10-12 ml. 
B1 Vitamin ......................................150 y 
B2Vitamin .....................................150 y 

These different elements are homogenized and the paste which is 
obtained is sterilized in an autoclave during 10 minutes then maintai-
ned frozen. Rearing is made in glass boxes or in tubes with the rnaxi-
mum of precautions in order to prevent the invasion of funguses. 

It is better to perform in aseptic conditions, which is easy if the 
eggs are disinfected at the start. 
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Such rearings have shown us that the mulberry silkworm is an 
exacting lepidopteran because the growth of the larvae adapting the m-
selves to this food has remained far inferior to the normal growth. 

On the other hand, two other larvae of lepidopterans have been suc-
cessfully fed with this diet. Two successive generations have been ob-

tained for Mamestra brassicae with a very low mortality. 

Under the same conditions Artia caja has reached the end of the 
last larval stage, then a virus disease broke out which put an end to 
the experiment. 

So, encouraging results have been obtained. It is advisable to re-
mark that the diet we have fàrmulàtedconstitutes an approximate solu-
tion parallel to the one which has been adopted by Japanese authors. 

It tends to replace the mulberry leaf powder, which is difficult to obtain 
and which can be preserved only for a very limited time, by a stable 
mulberry leaf which -is still available alter one year oi preservation 
at the temperature of the laboratory. Yet, the carrying out of a satis-
factory rearing meets with a series of problems relevant to different 
disciplines 

- limitation of ingestion, 
- alteration of the medium, 

- determination of the needs in vitamins. 

A thorough solution of these problems would involve the use of 
important and coordinated means of research. 

REFERENCES 

(See French text : original). 
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REVUE DU VER A SOlE - JOURNAL OF SILKWORM, Numéro Special 

Vol. XV et XVI, 1963 1964 

PRIMO SAGGIO SUL DIGIUNO DI BACHI 

SPRUZZATI CON SOLUZIONI NUTRITIVE DURANTE LA V ETA 

COMPARATIVAMENTE IN UNA RAZZA BIVOLTINA (AWOIJK U) 

ED IN UNA MONOVOLTINA (HACU) 

(Original) 

di 

Carrnina MANUNTA (Italie) (1) 

Numerose ricerche specialmente da Bounhiol e collaboratori sono 
state intraprese nel corso delle quali vane sostanze sono state aggiunte 
ai vegetali (foglia del gelso e scorzonera) che costituiscono ii nutri-
mento dei bachi da seta. In genere si è cercato di aumentare Ia razione 
di sostance organiche (glucidi, protidi, lipidi) e in fattori di assimi-
lazione come vitaniine e fermenti diastasici. 

Nelle esperienze eseguite da Bounhiol dal 1956a1 19 al 1960 furono 
usate non sostanze pure ma complessi facili a procurarSi commercial-
niente : glucose, rniele, polline, olio di lino, alginati della Casa Maton, 
polvere di licopodio (spore di felci, prodotti officinali), ovoalbumina, 
vegelactina (composta da latte di soia, latte di vacca, farina di cereali, 

vitamine A, B, C), lievito fresco, riboflavina Roche, cellulasi, polvere 

di foglia di gelso seccata a 500. 

Gli effetti sono stati vari ad es. ])aggiunta di lievito fresco turba ii 
metabolismo sicchè i trattati pesano assai meno dei controlli e i bozzoli 
hanno scarsa seta. Vice-versa l'aggiunta di polvere di gelso resa ade- 

F. 

(1) Carmina MANUNTA, Cattedra di Biologia, Facolta di Medicina, Sassari. 
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rente dall'alginato causa un abbassamento del coefficiente di assimi-

lazione pur perrnettendo un peso e una secrezione analoga a quella dei 
controlli o lievemente superiore. Ii miele, il polline, la polvere di 

licopodio permettono una crescenza subriormale. Ma i bachi trattati 
con foglie lievemente spruzzate di rniele diluito hanno raggiunto alla 

filatura pesi superiori a quelli dei controlli, benché I bozzoli siano 
stati piO leggeri. 

Manjeet Singh Jolly (1960) osservo che la gelatina reale pur deter-
minando un aumento del peso larvale non influisce sulla quantita di 
azoto totale della ernolinfa. 

Ma spesso per determinate ricerche biochimiche tendenti a spie-
gare certi fnomenifisiblbgiài, relãtivi ad ks., al probibina dellernute 
o a quello della riproduzione o riguardante vari aspetti della nutrizione 
si è costretti a ricorrere allo studio del bachi a digiuno. 

Ma in questo caso il piO spesso si incorre in una grande rnortalità 
e spesso non si riesce ad ottenere bozzoli, crisalidi, farfalle. 

Mi è percio sembrato di un certo interesse rivolgere la mia atten-
zione ad una serie di soluzioni nutritizie che, spruzzate sui bachi di-
giunanti permettano di avere una rninore mortalità larvale si da poter 

ottenere una certa percentuale di incrisalidamenti e sfarfallamenti. 

All'inizio di queste ricerche mi ha stimolato anche la considerazione 

che, una volta trovata rispondere allo scopo, una delle soluzioni sag-
giate, ci poteva anche essere utile nei riguardi del problema della 

alimentazione permnanente del bachi da seta. 

A questo proposito Pascal (1960) nelle sue ricerche sulPalimenta-
zione permanente del baco da seta (mediante Scorsonera, Podospermum 
addizionati delle sostanze attrattive contenute nella foglia del gelso) 
osserva che la crescenza e possibile ma che il primo ostacolo da supe-
rare e la realizzazione delle mute. Questo ostacolo non è determinato, 
secondo lAutore, da un'alimentazione in assenza di vegetali freschi 
poichè si e osservato che sulla lattuga le larve oltrepassano il peso a 
la grandezza della muta senza che questa intervenga. 

Prima di preparare le soluzioni nutritizie ho creduto opportuno di 
dare uno sguardo al metabolismo degli aminoacidi, per avere una mdi-
Lazione su quelli che erano piü strettamente indispensabili. Già in mie 
precedenhi riceráhein cromatogräfia su carta avevo potutorilevare 
che gil aminoacidi sia della emolinfa che del bozzolo derivano dalla 
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foglia dei gelso. Recenti lavori, al riguardo della scuola di Florkin 
giungono alle seguenti conclusioni. 

La qualita e la quantita di un nutrimento del baco da seta durante 
ii periodo di accrescirriento tissulare, prima del periodo di alimen-

ta zione "facoltativa' a metà della 5 eta hanno una ripercussione mdi-
retta assal grande sulla quantita di seta prodotta. Lelaborazione della 
fibroina si compie a spese di certi aminoacidi liberi della emolinfa, gli 
acidi aminati utilizzati esserido essenzialmente la glicocolla, l'ácido 
aspartico, lacido giutaniico (libero sottoforma di amidi), la serina e la 
treonina. Questi acidi aminati sono di origine alimentare ma alcuni 
passano a costituire la riserva tissulare quando essi sono ingeriti prima 
del periodo deli'entrata in attività della ghiandola della seta. Liberati 
nel corso della istolisi sono poi utilizzati per la siritesi della seta in-
sieme con quelli che provengonà direttamente dagli alimenti. 

Quando ii baco da seta sale al bosco, la componente aminoacido 

del sangue e assicurata soltanto dalie lisi progressiva dei tessuti. 

Questo conduce ad una importante diminuzione di concentrazione 
della glicina, degli acidi aspartico e glutamico, della trionina e della 
seriria liberi del sangue. Alia fine della filatura la concentrazione in 
questi aminoacidi del sangue ritorna al suo valore iniziale. 

Fra gli acidi aminati provenienti dall'alirnentazione l'istidina non 
partecipa alla preparazione della seta sicchè ii tenore del sangue in 
istidina deterrnina una regolazione che sembra opporsi parzialmente 
all' abbassamento dèllà pressiàne osmotica provocata dali' utili zzazione 
degli altri acidi aminati da parte del seritteri. Una funzione analoga 
pare esplichi anche la metionina. 

E' evidente cosi come l'aminoacido pill importante del metabolismo 
protidico dei bachi da seta sia la glicocolla, onde ho ritenuto opportuno 
iniziare i miei saggi preliminari con una soluzione ricca in contenuto 
di questo aminoacido pur avendo aggiunto piccole quantita di alanina di 
tirosina e di triptofano. Trascrivo i risuitati da me ottenuti in questo 1 
saggio. 

Saggio preliminare sulla nutrizione artificiaie durante la 5a 
 eta 

larvaie in razza biroitina (Awoijku) e monovoltina (Hacu durante i'alIé-
vamento del 1960. 
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Fu preparata Ia seguente soluzione nutritizia : 

Glicocolla 	 g. 5, 0 
Alanina 	 " 1,5 

Glucosio 	 ' 10,0 

Tirosina 	 ' 0, 5 
Fenilalanina 	 " 0, 5 
Acido ascorbico 	 ' 0, 1 
Acido pantotenico 	" 0, 1 
Acido nicotinico 	 " 0, 1 

Riboflavina 	 ' 0, 05 
Triptofano 0,1 

Acqua fontis 	 cc. 1000 

Questa soluzione e divisa in frazioni di 250 cc. luna. Alla prima si 

aggiunge 1 cc. di Fe C13  al 2 °o di Fe (soluzione A) alla seconda fra-
zione si aggiunge 1 cc. di Cu C12 al 2 % di Cu (soluzione B) : alla terza 
frazione 1 cc. di soluzione Al C13  al 2 % di Al (soluzione C) alla quarta 
frazione 1 cc. di Co C12 al 2 , di Co (soluzione D). 

Sono pci scelti bachi dei due ceppi in esame in 
40 

 sonno e al giorno 
successivo scelti i mutati e divisi in 6 lotti. Per Awoijku questi sono 

costituiti da wi numero di 150 bachi ciascuno e per Hacu di soli 100 in-
dividui ciascuno. 

Tutti i lotti sono nutriti regolarmente per tutto ii 10  giorno 5a eta 
e per metà del 2° giorno e lasciati stare poi a digiuno fino al giorno suc-
cessivo (14-6). Si dà cosi al mattino di questo giorno inizio all'espe-
rienza. 

Cioè un lotte viene spruzzato 5 volte al giorno con acqua fontis (M) 
in modo da avere un controllo nelle stesse condizioni di esperimento 

completamente a digiuno un lotto viene nutrito normairnente con foglie 
di gelso e costituisce il controllo normale (N) e gli altri 4 lotti vengono 

spruzzati 5 volte al giorno con de rispettive soluzioni nutritizie A, B, 

C, D. 

Trascrivo i dati sullandamento delle singole prove. 
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DATA 

	

20J6 	-21j6 

N (morti) 
Awoijku 	0 	0 	0 	0 	0 	Filatura Filatura 
Hacu 	 0 	0 	0 	0 	0 	0 

M (morti) 

Awoijku 	0 	10 	18 	27 	30 	23 
Hacu 	 2 	8 	11 	12 	23 	10 

A (morti) 
Awoijku 	2 	8 	18 	18 	17 	9 
Hacu 	 8 	6 	5 	21 	26 

B (morti) 
Awoijku 	8 	8 	10 	19 	30 	8 
Hacu 	 2 	7 	9 	5 	27 	25 

C (morti) 
Awoijku 	1 	2 	9 	21 	28 	10 
Hacu 	 1 	2 	7 	6 	13 	40 

D (morti 
Awoijku 	 30 	30 	11 	10 
Hacu 	 2 	15 	14 	7 	19 	12 

I risultati dopo allo sbozzolarnento furono i seguenti 

N - Per i controlli normali si ebbero per Awoijku 140 bozzoli con 
f38 crisalidi e 2 bachi morti 4 bachi morti e 6 crisalidi. Per Hacu 92 
bozzoli con 89 crisalidi, 3 bachi morti, 2 crisalidi e 8 bachi morti. Nei 
controlli normali per Awoijku si ebbero 141 sfarfallati, -per Hacu 85 
slarfailarnenti. 

M - Per i controlli spruzzati con acqua fontis si ebbero : per Awoij-
'ku 3 crisalidi senza bozzolo, 9 bozzoli con crisalide, un doppione con 

2 crisalidi per Hacu 2 bozzoli con crisalidi. Per Awoijku 5 sfarfalla-
rnenti ; per Hacu nessuno. 

A - Per gli spruzzati con soluzione nutritiva addizionata di cloruro 

ferrico si ottennero per Awoijku 9 crisalidi senza bozzolo, 55 bozzoli 
con crisalidi, 2 doppioni con 4 crisalidi, 7 bozzoli con bachi niarci 
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per Hacu 1 crisalide senza bozzolo, 11 bozzoli con crisalidi, 7 bozzoli 

con bachi roarci. Per Awoijku 61 sfarfallati e 7 non sfarfallati 	si 

ebbero 25 accoppiamenti da cui si ebbero solo 20 deposizioni di uova 
fra queste S ovature con solo 10-20 ueva ciascuna. 5 ovature si corn-

portano come univoltine e 10 ovature sono sgusciate. Per Hacu solo 
3 crisalidi non sfarfallate e degli slarfallati (16) non si ebbe nessun 

accoppiarnento perchè tutti maschi. 

B - Per i trattati con Ia soluzione nutritizia addizionata di cloruro 
di rame si ebbera per Awoijku 3 crisalidi senza bozzolo, 6 doppioni 

con 10 crisalidi, un doppione con 1 crisalide e 1 baco morto, 43 bozzo-
11 con crisaTlfdi, 4 bozzoli cod bachi morti ; per Hacu 10 bozzoli con 

crisalidi, 5 bozzoli con bachi morti. Per Awoijku solo 2 crisalidi non 
sfarfallate, 55 sfarfallate da cui si ebbero 26 accoppiamenti con 8 ova-
ture nate, 7 ovature univoltine, 11 senza deposizione. Per Hacu 4 cri- 

salidi non sfarfallate, 6 sfarfallate ma tutti maschi. 

C - Per i trattati con soluzione nutritizia addizionata di cloruro di 
Al si ebbero : per Awoijku 4 ci-isàlidi senzá boziolo58 bozoli con 
crisalidi, 11 bozzoli con bachi morti ; per Hacu 23 bozzoli con 11 cri-

salidi, un doppione con una crisálide. -Per AwóIku16 non faf11ati, 

46 sfarfallamenti con 23accopiamenti da cui si ebbero 10 ovature moni-
voltine e 1-0 nate eF 3 vuote per Hadu 3 crisalidi ndn fhrfal1ate e 9 

sfarfallate di cui soltanto 1 femmina, onde si ottenne un solo accop-

piamento con poche uova monovoltine. 

D - Per i trattati con Ia medesima soluzione addizionata di cloruro 
di Co si otennero : per Awoijku 1 crisalide senza bozzolo, 52 bozzoli 
con 48 crisalidi, 3 doppioni con 6 crisalidi 

'

per Hacu 10 bozzoli con 

7 crisalidi. Per Awoijku n. 4 non sfarfallate n. 2 con accenno di sfar-
fallamento, e 49 sfarfallati, si ebbero 20 accoppiamenti di cui 15 ova-
ture nate, 3 non fecondate, 1 con poche uova univoltine, e 1 vuota 
Anche per questi trattati nelle ovature le uova appaiono in numero assai 

piü scarso che nei controlli normali e appaiono assai piu piccole. I ba-

chi nati sono stati allevati iri secondo allavamento e benchè alla nascita 
apparissero bacolim piü piccoli dei normali, tuttavia durante lalleva-
mento le larve raggiunsero ben presto là svifuppo del normale controllo. 

Per Hacu si ebbero solo 7 sfarfallati di cui 1 sola femmina, quindi 
1 solo accoppiamento con 1 ovatura composta di sole 10 uova, gli altri 

6 sfarfallati erano maschi. 



115 

Per avere un quadro piU chiaro dell'andamento generale per le due 

razze in esame ho ritenuto opportuno, calcolare, oltre alla mortalità 
larvale fino all'inizio della filatura, anche le percentuali di imbozzo-
lamento, di incrisalidamento e di sfarfallarnento (questa percentuále 

e calcolata in base al numero di crisalidi ottenute, mentre le altre per-
centuali in base al numero di individuf in eseprimento - cioè 150 per 

Awoijku e 100 per Hacu per i singoli trattamenti). 

I valori ottenuti sono riortati nel segunete specchietto, ove sono 

trascritti anche i pesi, relativamente per i due sessi, delle farfalle, 
benché solo per Ia razza Awoijku, in quanto per Hacu ii materiale sfar-

fallato è stato assai piU scarso. 

Lanalisi dei risultati ottenuti riassunti nella Tab. 1, permette di 

raggiungere le seguenti conclusion1 

1 - La soluzione nutritizia da me spruzzata sui bachi digiunanti a 

cominciare dal 2°  giorno 5 eta fino all'inizio della filatura determina 
una diminuzione della mortalitàlarvale prima deTla Tilatura, ben evi-
dente solo nella razza bivoltina, poichè nella monovoltina i valori sono 

pressocchè uguali a quelli dei digiunanti, spruzzati con sola acqua. Vi-
ceversa si ha un aurnento nella percentuale di irnbozzolamento, anche 
se i bozzoli ottenuti sono molto piccoli e spesso incompleti, tale aumen-

to ptu significativo nella razza Awoijku che in Hacu. 

2 - La percentuale di incrisalidamento nei digiunanti con sola acqua 
per eritrambe le razze in esame risulta notevolmente inferiore ai valori 
ottenuti per i trattati. In quanto allo sfarfallamento si e osservato un 

andamento normale rispetto ai controlli nei riguardi dl1e percentuali, 

benchè nei trattati queste si mantengano no piu elevate che nei digiu-

nanti trattati con sola acqua. Leffetto del trattamento appare permette-
re il fenomeno delle mute normalmente come in condizioni di normale 

alimentazione. 

3 - Chiaramente poi Si niette in evidenza un comportamerito netta-

mente differenziale fra le due razze in esame, essendosi ottenuti valori 
pit] alti sia delle percentuali di imbozzolamento che di incrisalidamento 

per Ia razza bivoltinà Alvbijku che er Ia rnonovoltina Hacu. 

4 - Anche i fenomeni di riproduzione sembrano decorrere normal-
mente nonostante ii peso minimo degli adulti conla conseguente depo-
sizione di ovature ridotte a un numero assai scarso di uova a peso 
evidenternente anche piü piccolo clie nei normali Questo riultato è 
certamente dovuto alla carenza in fosforo. Infatti dai risultati di Baud 
(1960) sul metabolismo del fosforo nei riguardi della riproduzione 6 



MORTALITA LARVALE, PRIMA DELLA FILATLJRA 

N 	 M 	 A 	 B 	 C 	 D 
Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu 

0, 0 % 0, 0% 70,2% 66,0% 40,8% 66% 55,3% 75% 47,03% 69% 60,6 010 69,0176 

PERCENTUALE DI IMBOZZOLAMENTO 

N 	 M 	 A 	 B 	 C 	 D 
Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu 
93,3 "n 89% 	7,3 1116 2,0% 44,4% 16% 36,6% 15,0% 46,0% 25,0% 32,0% 10% 

PERCENTUALE Dl INCRISALIDAMENTO 

N 	 M 	 A 	 B 	 C 	 D 
Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu 
96 1% 	94% 0,98% 0,3% 40,5 9,o 19% 30,1% 10% 40, 10% 12"o 30,6% 	7% 

PERCENTUALE Dl SFARFALLAMENTO 

N 	 M 	 A 	 B 	 C 	 D 
Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu: Awoijku Hacu 
98 'a 	90,4% 0,36% 0% 	89% 	84,2% 91,2% 60% 74,2% 74,10i'o 89,1% 100% 

PESO DEGLI ADULTI DEl DUE SESSI 
N 	 M 	 A 	 B 	 C 	 D 

Sesso Awoijku Hacu Awoijku Hacu Awoijku Hacu Awoijku Hacu Awoijku Hacu Awoijku Hacu 

e t 	g. 7, 90 	4,80 g. 	- 	- 	g. 3, 05 	2, 15 g. 3,40 	2,40 g. 2, 70 	2,05 g. 3, 00 	2,20 
(1) 	(1) 

1) Le farfalle appaiono piu piccole che in C e non sono state pesate perchè Si SOflO ottenuti so-
lo una 9 e quattro c 
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stato messo in rillevo come conseguenza di unalirnentazione sub-nor-
male una dirninuzione del tasso di fosforo negli ovociti - lAutore ha 
anche analizzato ii tasso di fosforo in uova normali e in esperienze di 
subalirnentazione quantitativa. Questo risultato mette in rilievo come 
in un prossirno saggio occorra aggiungere alla soluzione nutritiva da 

me usata qualche complesso fosforato. 

5 - Le variazione delle vane percentuali per i trattati con le ris-
pettive soluzioni madre addizionate di Al, di Cu, di Fe di Mn non sem-
brano legate alla presenza deli oligoelemento, ma piuttosto al diverso 
metabolisrno delle due razze in esame. Infatti in Hacu a metabolismo 

piü intenso che alla razza Awoijku i valori ottenuti sono piu bassi. Nello 

stesso senso si piü spiegare ii fatto che in tale stipite gIl sfarfallati 
erano per lo piü 

6 - Poichè l'acqua di fonte contiene tracce di tutti gli oligoelementi, 

1 influenza benevola sulI'allevarnento in condizioni di digiuno durante Ia 
5 eta larvale - a cominciare dal 2giorno - è sul fenomeno della muta 

sia larvale che imaginale oltre che sulia riproduzione, appare dovuta 
alle sostanze organiche (glucidi, protidi e fattori di accrescimento) 

preseriti nella soluzione madre. 
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RIASSUNTO 

E stato eseguito un primo saggio sul digiuno durante Ia V eta 

in bachi spruzzato rispettivamente con acgua fontis e con soluzione 
nutritiva addizionata rispettivaniente con oligo-elementi (Fe, Al, Cu, 
Co) in due razze l'una bivoltina e l'altra monovoltina. 

I trattanienti hanno messo in rilievo una influenza benevola sia nella 

percentuale di imbozzolarnento, che di incrisalidarnénto 'e di sfarfal-
lamento, oltre che sulla riproduzione. 

Tale influenza benevola appare dovuta piü alle sostanze organiche 

(glucidi, protidi e fattori di accrescimento) presenti nella soluzione 

madre che agli oligo-elementi. Questo si spiega facilmente con Ia con-
siderazione che trace degli oligo-elementi necessari per l'attivazione 
dei processi durante le fasi rnetaboliche piü intense possono essere 
a disposizione nelle riserve tissulari. Si sa infatti che molti oligo-
elementi (Ag, Fe, Mn) sono immagazzinati pib nelle prime eta larvali 
che nell'ultirna. Un nesto comportarnento differenziale si mette in ri-
lievo fra le due razze in esarne, spiegabile con il metabolisnio piü in-
tenso nella razza monovoltina per Ia quale appunto si sono ottenuti valo-
ri assai significativamente piü bassi sia nei riguardi dell'imbozzola-
mento che dello sfarfallamento, (nel quale si SOflO ottenuti prevalen-
temente maschi). 

RESUME 

PREMIER ESSAI SUR LE JEUNE DES VERS A SOlE ASPERGES 

AVEC DES SOLUTIONS NUTRITIVES AU COURS DU Sème AGE; 
COMPARAISON ENTRE UNE RACE BIVOLTINE (AWOIJKU) ET 

MONOVOLTINE (HACU). 

(Traduction) 

Lauteur estime que pour Ctudier des phénomCnes physiologiques 

tels que ceux relatifs a Ia rnue, Ia reproduction ou divers aspects nutri-
tionnels, il est avantageux d'employer le jeQne larvaire, complete par 
une, alimentation chimiquement définie (solutions de constituants sim-
pIes, miscibles en toutes proportions). Dans les travaux japonais trai-

-tant des mémes problernes, la base alirnentaire comporte toujours des 
produits organiques complexes tels que : cellulose, casCine, etc. 
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Dans ce premier essai, la solution nutritive utilisée sur des vers 
jenant au cours du 56nie age, sest montree efficace, davantage par 
sa fraction organique que par les divers oligo-élements testes sépare-

in e nt. 

11 convient de considérer ce travail comme une tentative originale 

pouvant conduire a la resolution des problèmes delicats poses par 

lalimentation preparde du ver a soie isolement de substances encore 

inconnues de la feuille frafche, par exemple. 

(C. MANUNTA, Chaire de Biologie, 
Faculté de Médecine de Sassari) 

SUMMARY 

FIRST TEST ON THE FASTING OF SILKWORMS SPRINKLED 
WITH NUTRITIVE SOLUTIONS DURiNG THE 5th. INSTAR 
COMPARISON BETWEEN A BIVOLTINE BREED (AWOIJKU) 

AND A MONOVOLTINE BREED (HACU). 

(Translation) 

The author of this paper considers that in order to study such phy-
siological phenomena as those relating to moulting, reproduction, or 
different nutritional aspects, it is more profitable to use larval fasting 
complemented with a chemically defined food (solutions of elementary 
components miscible in any proportion). In the Japanese works dealing 
with the same problems, the basic food always includes compound orga-

nic products such as cellulose, casein, etc. 

In this first test, the nutritional solution used on fasting larvae du-
ring the 5th instar appeared to be more efficient by its organic fraction 

than by the different trace-elements tested independently. 

This work should be considered as an original attempt likely to be 

conducive to the resolution of some critical problems yet unsolved as 
regards prepared food for silkworm raising, such as the isolating of 
fresh leaf elements which are still unknown to us. 

(C. MANUNTA, Cattedra di Biologia, 
Facoltà di Medicina, Sassari). 
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