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Mini-review 

SEX- DETERMINATION AND SEX-LIMITED BREEDS OF 
SILKWORM BOMBIXMORI L.: THEIR APPLICATION AND 

RELEVANCE IN INDIAN SERICULTURE 

P. SUDHAKARA RAO*,  H. K. BASAVARAJA, S. N. PALLAVI & S. B. DANDIN 

Central Sericultural Research and Training Institute - Mysore, 570008 (India) 

INTRODUCTION 

Utilization of hybrid vigour in the silkworm through introduction ofFi hybrids in the sericulture 
for commercial exploitation has heralded a new era in most of the sericulturally advanced countries. 
The exploitation of hybrid vigour has made a remarkable progress in increasing the cocoon 
productivity. The superiority ofhybrids over parental strains is undoubtedly due to the high magnitude 
of heterosis for most of the quantitative traits (Harada, 1961). 

Sex-determination in the silkworm is controlled by simple and stable mechanism. The 
chromosome formula for both the sexes of silkworm was established by Tanaka (1916) as 'ZW' for 
the female (Heterogametic) and 'ZZ' for the male (l-lomogarnetic). Hashimoto (1933) demonstrated 
that the female sex is determined by W chromosome in the silkworm. Tazima (1941) translocated a 
piece of chromosome containing larval marking gene to" W" chromosome: that determines the female 
sex and developed a auto sexing breed, so that all larvae having mark are females. Thus sex-
determination has become indispensable in silkworm breeding, because all present day silkworm 
rearers culture only hybrids to exploit heterosis for cocoon production for which accurate isolation 
of male and female is essential for better egg production with reduced cost (Doira, 1978). 

Keywords: Sex-determination, Fl hybrids, Silkworm. 

EVOLUTION OF SEX-LIMITED BREEDS 

Since the discovery of sex determining mechanism by Tanaka (1916), many genes responsible 
for morphological traits have so far been mapped on the Z chromosome, but no gene of morphological 
significance has been found on the W chromosome. This discovery not only demonstrated the female 
determining nature of the W chromosome but lead to the discovery of sex-limited strains of practical 
use. In the translocated strain obtained by Tazima (1941), larvae which carried the markings were 
invariably females, while all non marked larvae were males, thus allowing very easy sex separation 
at larval stage. Since the manifestation of larval markings as found only in one sex, such strains were 
named as sex-limited strains. However, such females which carried translocated W chromosome were 
not hardy enough owing to the hyperploidy of translocated fragment. Tazima (1954) attempted to 
remove this anomaly to use them effectively in commercial egg production. After repeated irradiation 
of translocated strain, he succeeded in eliminating the "surplus" part of the translocated second 
chromosome thus leaving only a small fraction containing gene for larval marking (+P). Tazima et 

* Address for correspondence 
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SEX DETERM/A4 TION AND SEX-LIMITED BREEDS OF SILKWORM BOMB YX MORI L. 

al., (1951) induced translocation between W chromosome and the I O chromosome, the later carrying 
dominant allele for black egg colour which is recessive to white egg-2 (w2). The females of 
translocated strain when mated to white egg males gave rise to black coloured eggs which were always 
females and white eggs, which were always males. Tazima also devised a automatic sexing machine 
in co-operation with an Engineer, Mr. Oshitani (Oshitani ci al., 1957) that had photo electric tubes 
which enabled to discord female eggs before hatching. After these initial discoveries, many 
sex-limited strains with larval markings have been synthesized (Hashimoto, 1948). 

Kimura el al., (1971) succeeded in breeding a new strain whose yellow cocoons are females and 
white cocoons grew to males. This team translocated the yellow blood gene (y) of the 2 
chromosome on to the W chromosome through X-ray irradiation of female pupae at 18000 R per 
hour, irradiation time 20 minutes and dose 6000 R. The translocated y gene co-exists with the 
cocoon colour gene (c) on the 121  chromosome, thus producing yellow blood and yellow cocoons. 
They named the new strain as "sex-limited yellow cocoon ofsilkworin. This discovery was thus an 
out come of great endeavors. The physiological defects in the females and the structure of the 
translocated chromosome in sex-limited yellow cocoon strain were investigated (Niino eta! .,1987). 
Backcrossing experiments of the sex-limited yellow cocoon strain showed that the loei of grey egg 
(Gr), yellow blood (y) and inhibitor of lemon (1-1cm) genes of 2 nd chromosome also translocated on 
to the W chromosome. 

Flowever, refinement in selection and breeding procedures improved the viability of the females 
(Yamamoto, 1989). Thus, sex-limited breeds became a reality in Japan and opened up new horizon 
in the application of fundamental genetic principles to the commercial use in sericulture. 

SEX-LIMITED BREEDS AND THEIR RELEVANCE IN INDiAN 
SERICULTURE 

In India, the silkworm varieties used by farmers at present are mostly indigenous polyvoltine 
females crossed with developed bivoltine strains (Nagaraju, 1996). For production of Fl hybrids, 
parental stocks are supplied to farmers to raise "seed cocoons" and Government / Licensed seed 
producers procure the seed cocoons to prepare hybrids. The sex-separation of male and female to 
prevent the mating of the same parental variety is a very important task in the preparation of correct 
hybrid eggs. The separation of male and female is done by employing sexing at larval / pupal stage. 
On the ventral side of the larval abdomen, a pair of tiny spots ( herald's glands) in the male and four 
whitish spots ( Ishiwata's glands) in the females could be visible only after passing fourth moult. In 
case of female pupae, the abdomen is broad with a marking on 8th  segment. Male is small in size with 
a narrow abdomen and a dot like mark on the 8111  segment and is difficult to be distinguished with 
naked eye and requires skilled persons to ensure high degree of accuracy. This method often causes 
error and some times injury to the pupae. At grown up stage female larvae or cocoons are generally 
heavier than the males. Such sex-separation based on cocoon weight also has some error and even 
5% selling (mating of male and female moths of same variety) causes great problems in hybrid 
preparation. Sex-separation at pupal stage based on external markings on the abdomen involves 
cutting open each cocoon rendering loss of seed cocoon as they arc not suitable for direct reeling. 
Thus Sex-limited cocoon colour breeds offer a simple and precise mechanism for sex-separation and 
correct preparation of hybrids. 

In India, bulk of the raw silk is produced from the hybrid between Polyvoltine female and 
bivoltine breeds (Datta ci al., 2001). During the preparation of Fl layings with normal silkworm 
strains, sexing at pupal stage is not being practiced at commercial egg production centers in India. 

As such moths are allowed to emerge and almost 50°/h of polyvoltine (sex ratio being 50:50) 
males are discarded. Like wise 50 % of bivoltine female moths are discarded as reciprocal crosses 
are not prepared owing to the known genetic reasons (Nakada,1972: Murakami,1989). 
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Table I. Avoidable loss in preparation of cross-breed by using sex-limited races in India. 

Tableau 1. Pertes évitables dutis Ia preparation de croisements en utilisant des races lirnitCes au sexe en mdc. 

Particulars / Caractéristiques 	 Amount in Rs. / Soinme en Roupie.c 
Qty. in No. / Qié en ,zhre 

1. Pure Mysore / Female parent / I. Parent frmnelle Pure Mvsore: 
Requirement of cross-breed layings per year / &'soin en pan fes pour irs croise,nents par an,ide 	 330 million 

Cocoons required (@25% recovery rate (No) / Cocons nécessaires (à raison dun faux de rdcupération de 25 % en nb;-e) 1320 million 

50% of males not used in seed production centers /50 % de md/es non ui/uses dans irs centres de grainuge 660 million 

Weight of male cocoons (@ 1000 cocoons weighs/kg) / Poids des cocons md/es a raison do 1000 cocons / kg 660 MT 

Value of male cocoons @) Rs. 180/Kg / Valour des cocons ma/es a raison de /80 Rs /Kg 118.8 million 

Amount recovered from sale of pierced cocoons(@ Rs180/(4000 nos weighs per a Kg ) 29.7 million 
Somme récuperee par Ia vente de cocons perce.c (a raison de 180 Rs /pour 4000 C0000S pesés par kg) 

Net loss / Perte ,ielie 89.1 million 

11. NB4D2 / Bivoltine male parent / If. Pare,zt male hi va/tin N84D2: 
Requirement of seed cocoons (no) (50% of females)/Besoin en cocons degrainage (nhre) (50% de/eme/les) 660 million 

50% females not required / 50 % defemeiles non nCcessaires 330 million 

Weight of female cocoons ((cb 700 cocoons weighs / kg) / Poids des cocons/é,nelies (a raison de 700 cocons pesés par kg) 471.43 MT 

Value of female cocoons (Rs.250/kg) / Va/cur des cocons jCmelies (a raison de 250 ks/kg) 117.9 million 

Amount recovered by sale of pierced cocoons (@ Rs.250/(2500 nos weighs per a kg) 29.5 million 
Somine rdcupCrée par Ia venfe de cocons perces (a raison de 250 Rs / ('pour 2500 cocons par kg) 

Net loss / J'erie nette 88.4 million 

HI. Net  grand loss / IlL. Perte nette tolale 177.5 million 

Source: Mundukur et a/,2002 



SEX DETERMINA TION AND SEX LiMiTED BREEDS OF SILK WORM BOt1SYX MUR1 L. 

Table II. Performance of Pure Mysore sex-limited and Pure Mysore strains. 

Tableau H. Performance de souches Pure Mysore limitée au sexe et de Pure Mysore. 

Silkworm 
strain 	Male /Female 	YieldllOO dfls 

	

Number 	Weight 
(kg) 

Souclie 	 Rendepne,,t / 

de vera sole 	 100 ponIes saines 

	

Mâle/Feinelle Nombre 	Poids 
(kg)  

Cocoon 	Shell weight 	Shell ratio 

weight (g) 	(g) 	(%) 

Poids du 	Poids de 	Richesse 

cocon (g) 	Ia coque t'g) 	soyeuse (%) 

Pure Mysore 
(Sex-limited) Males / MOles 	17,500 

Pure Mysore 
(lirnitéc ate sexe)Females / Femelles 16,566 

Total / Mean 	34,066 
Total / Mo'ennc 

Pure Mysore Males / MOle.s 	17.250 

(Normal) 
Females / Femelles 14,950 

Total / Mean 	32.200 
Total /Movenne 

16.61 0.935 0.160 17.3 

1943 1.160 0.167 14.4 

36.04 1.047 0.163 15.7 

14.58 0.850 0.112 13.1 

15.72 1.040 0.115 10.9 

30.30 0.940 0.113 12.7 

*Data are the mean of three rearing trials conducted during April-May, May-June-and June-July, 1986. / Les 

données soul Ia ,novenne de trois es.cais d 'élevage rOa/isés pendant avril - - ;nai, ,nai-/uinn et/nin-juillet 1986. 

Source: Nagarajuetal.. 1987. 

Presently India required 330 millions of Polyvoltine x  bivoltine hybrids per year (Mundukur ci 

al., 2002). It in turn needs about 1320 million female parent (Pure Mysore) seed cocoon. Out of this, 

about 660 million seed cocoons (501,10 being males) were wasted by allowing males for eclosion. 
Weight of these male cocoons estimated to be 660 MT. The value of these seed cocoons would be 
about Indian Rupees 118.8 million. After emergence, the sale price of pierced cocoons would realise 
about Rupees 29.7 million. It amounts to a net loss of about Rs. 89.1 million. Like wise in bivoltine 
parent (Bivoltine- A single male moth is used twice in commercial egg production centers) again 
50% of female moths were wasted. The net loss incurred is estimated to be Rs 88.4 million. If 
sex-limited breeds are used the total loss of about Rs 177.5 million could be avoidable (Table I). 
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Table Ill. Performance of CSR 8 in the laboratory (mean of 5 trials). 

Tableau Ill. Performance de CSR 8 en laboratoire (moyenne de 5 essais). 

Breed 
Egg! I-latching Larval period Survival Cocoon Cocoon Shell Shell Raw Filament Denier ReelabilityNeatncess 

Dli. (No) (%)  (%) yield weight weight ratio silk length (d) (%) (p) 

Total 	V age (kg) (g) (g) (%) (%) (m) 

D:h 	D:h 

41 
00 Lignée 	 Nbre Eclosion Durée larvaire Survie Rendeinent Poids Poids Richesse Sale Longueur Dévidabilité Netteté 

d'oeufs (%)  (%) en cocooN dii de Ia soyeuse grége dufilanteur (% t'p) 

/pontes Totale 	Se age (kg) cocon frJ coque (g) (%) (%) (rn) 

.raines f:!1 	J:h 

CSR8 	 538 95.6 23:10 	6:09 Female 15.42 1.848 35.3 19.1 16.2 871 3.10 80 93 
88.5 

Male 14.72 1.625 37.0 22.8 17.9 984 2.85 82 94 
93,9 

91.2 15.07 1.737 36.2 21.0 17.1 928 2.98 81 94 

NB4D2 	546 96.2 23:09 	6:10 92.4 15.58 1.735 35.6 20.5 16.4 865 2.96 80 93 

improvement 	-5.13 -0.62 0.18 	-1.16 -1.30 -3.27 0.09 1.54 2.20 3.96 7.23 0.51 1.25 0.54 

% d 'amelioration 

Source: Datta etal., 2001. 



00 
01 Table IV. Performance of CS118 with Pure mysore (PM) race (mean of 5 trials). 

Tableau IV. Performance de CSR8 avec Ia race Pure Mysore (PM)(moyenne de 5 essais). 

Hybrid 	 EggI Hatching Larval period Survival Cocoon Cocoon Shell Shell Raw Filament Denier Reelabilitv Neatness 

DFL (%) ____________ (%) yield weight weight ratio silk length 

No. Total 	V age (kg) (g) (cg) (%) (%) (m) (d) 	(%) 	(p) 

larval Dur. duration 

D:H 	D:l-l. 

Ilybride 	 Nbre Eclosion Durée larvaire Suri'ie Renderneni Poids Poids Riehesse Soie Longucur Dévidabilhté Neae:é 

d'oeufc (%) (%) en 1u de lu .co)'eu.se grège dufilainenl (%) 	(p) 

/Ponte I)urde 	Durée du eocons Cocon coque 

same lurvaire 	Semeige (kg) (g) (cg) (%) (%) (m) 

totale 
J:H 	J:I1 

PM x  CSRS 	482 	96,1 	23 : 15 	7:00 	95.9 	19.23 	1.99 	35.6 	17.9 	13.5 	900 	2.51 	76 	89 

PM x NB4D2 	475 	95.7 	23:12 	6:21 	95.7 	19.52 	2.04 	35.3 	17.3 	2.7 	875 	2.58 	75 	87 

% improvement 	 0.4 	0.5 	1.8 	0.2 	- 1.5 	—2.5 	0.9 	3.5 	6.0 	2.9 	—2.7 	1.3 	2.3 

% d 'amelioration 

Source : Dalta Cl at., 2001 



P. S(DH4KAR.4 RAG 

Table V. Performance of selected new multi x  bivoltine (sI) hybrids. 

Tableau V. Performance de ,,ouveaux hvbrides multi x  bivoliin.s' (si) sélectionnés. 

hybrid 	 ERRII0,000 Cocoon 	Shell 	Shell 	Filament 	Raw Reelabihity 
larvae weight weight ratio length silk (%) 
(no.) 	(g) 	(g) 	(%) 	(ru) 	(%) 

Hybride ERR 110000  Poids 
la,-ves 	du cocon 
q'nbre) 	(g) 

Poids 
de ía 

coque (g) 

Richesse 
soyeuse 

(%) 

Longueur 
du 

filament (m) 

Soie 
grège 
(%) 

Dévidabilité 
(%) 

BL24xCSR19 9677 1719 0317 18.41 913 13.65 82.80 
BL24xB72 9710 1.814 0.362 19.93 811 14.06 83.75 
96A x  B72 9422 1.803 0.367 18.95 713 13.72 82.94 
BL67 x  CSR5 9044 1.880 0.387 20.60 903 13.73 85.08 
BL67 x  B72 9199 1.861 0.363 19.76 848 16.39 84.08 
PM x N34D2 
(Controt / Témoin) 9177 1.745 0.309 17.51 608 11.97 81.56 
CD at 5% 228.3 ** 0. 1* 0.03** 0.92** 82.13** 0.88** NS 

ERR: Effective Rate of Rearing! Taux EfTecrJd'Elet'age. 

Source: Sudhakara Rao et aL, 2002 

In case of sex-limited larval marking polyvoltine strains, larvae with markings are invariably 
females. Males are without any markings and can be easily discarded at 3' instar it self. In case of 
bivoltines strains with sex-limited cocoon colour females are always yellow in colour; whereas males 
are white in colour. Hence by simple visual observation we could separate male cocoons and females 
could be sent to reeling directly before emergence. Thus lot of labour and money could be saved by 
using sex-limited strains at Commercial egg production centers and P1 seed cocoon producers level. 
In spite of these clear advantages of sex-limited strains, they were not in use so far in India for want 
of suitable sex-limited strains or due to the prevailing belief that females of the sex-limited strains 
are less viable than normal females. Systematic studies conducted by Nagaraju et al.. (1988) showed 
that the sex ratio and female viability in sex-limited strains does not differ from that of normal strains. 
However females in normal strain are also slightly less viable than males (Strunnikov, 1996). 
Yamamoto (1989) also demonstrated that through systematic breeding and selection procedures same 
level of survival rate in females can be obtained in sex-limited cocoon colour breeds too with that of 
ordinary races. 

In India, Sengupta,(1968) transferred the sex-limited larval markings of Sanish IS, a Russian 
sex-limited strain to JI 12 and CilO bivoltine strains. Keeping in view of this, Polyvoltine strains 
C.Nichi, HS6 and Pure Mysore that are used in India with sex-limited larval markings were studied 
for possible differences in survival and yield ( Iyengar etal., 1975). The studies revealed that females 
are slightly less viable and that deleterious effect ofhyperploidy is not severe. Later polyvoltine strain 
nearer to Pure Mysore breed with sex-limited larval markings were developed. (Sreeramareddy and 
Ananthanarayana, 1984; Nagaraju etal., 1988). The systematic studies made on the sex-limited strain 
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Pure Mysore showed that it is better than normal Pure Mysore either as pure line (Table II) or as a 
hybrid when crossed with high yielding bivoltine strains.( Nagaraju et al.,1989). Mundukur et al., 
(1999) developed a Polyvoltine breed SL-KSPM with sex-limited larval markings similar to Pure 
Mysore and studied its grainage performance with NB4D2 in large scale and noted that the 
performance is similar to normal Pure Mysore. Bhargava et al., (1993) evolved seven sex-limited 
larval / cocoon colour breeds and reported that there is no difference between thcsc breeds and normal 
one. Datta et aL, (1997) evolved a robust bivoltine hybrid CSRI8 x  19 with sex-limited larval 
markings and it was authorised by Central Silk Board, Government of India for commercial 
exploitation. Raviridra Singh at al., (2001) evolved productive polyvoltine breeds like MR I (SL) and 
BL 27 (SL) with sex-limited cocoon colour. Datta et al., (200 1 )evolved a bivoltine sex-limited cocoon 
colour breed (CSR8) similar to that of Indian popular breed NB4D2. These studies indicated that 
there is no female mortality in sex-limited breed (Table lU & IV). This breed is under Race 
authorisation test at National level. Sudhakara Rao at at.. (200 1 ) introduced sex-limited cocoon colour 
to productive bivoltine breeds i. a. ,CSR2, CSR5, (SRI 8, CSRI 9 and B72 during 1997 and evolved 
the sex-limited cocoon colour breeds. The combining ability studies between newly evolved 
polyvoltine breeds like BL23. BL24, BL67 and 96A with above sex-limited bivoltine cocoon colour 
breeds as male component shown significant differences for important economic traits when 
compared to normal PM x NB4D2,The performance of short listed hybrids is presented in Table V. 

Thus sex-limited strains assume special significance in Indian sericulture to use as male 
component with Polyvoltine females to produce Fl hybrids (Sudhakara Rao et al., 2002) at reduced 
cost of production and correct preparation 
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DETERMINATION DU SEXE ET LIGNEES DE VER A SOLE 
BOMBYX MORI L. LIMITEES AU SEXE: LEUR USAGE ET 

LEUR PLACE DANS LA SERICICULTURE INDIENNE 

P. SUDHAKARA RAO*, H. K. BASAVARAJA, S. N. PALLAVI & S. B. DANDIN 

Central Sericultural Research and Training Institute, Mysore 570008 (Jnde). 

INTRODUCTION 

L'utilisation de la vigueur hybride chez le ver a soie par l'introduction d'hybrides Fl dans la 
sériciculture représente one nouvelle ère dans Ia plupart des pays avancés sur le plan séricicole. 
L'exploitation de Ia vigueur hybride a permis de remarquables progrès dans l'augmentation de Ia 
productivité du cocon. La supériorité des hvbrides par rapport aux souches parentales est sans aucun 
doUte due a l'amplitude élevée de l'héterosis pour la plupart des traits quantitatifs (Harada, 1961). 

La determination du sexe chez Ic ver a soie est contrOlée par on mécanisme simple et stable. 
Tanaka a établi la formule chromosomique pour les deux sexes du vera soie (1916) en tant que" ZW" 
pour la femelle (hetérogamétique) et ZZ " pour Ic male (homogamétique). Hashimoto (1933) a 
montré que chez le ver a soie le sexe de Ia femelle est déterminé par Ic chromosome W. Tazima (1941) 
a transloqué un segment de chromosome contenant le gene de marquage larvaire sur le chromosome 

"qui determine le sexe de Ia femelle et mis au point une lignCc auto-sexable, de sorte que toutes 
les larves qui sont marquees sont des femelles. La determination du sexe est done devenue 
indispensable pour I 'élevage du vera soie parce que tous les sériciculteurs a i 'heure actuelle n 'élèvent 
que des hybrides pour exploiter l'hCtérosis dans Ia production de cocons et dans cc but il est essentiel 
d'isoler précisément les males des femelles des lignCes parentales pour une meilleure production 
d'ceufs a coUt réduit (Doira,1978). 

MISE AU POINT DE L1GNEES LIMITEES AU SEXE 

Depuis la découverte du mécanisme determinant Ic sexe par Tanaka (1916), de nombreux genes 
responsables des traits morphologiques ont été cartographiés sur le chromosome Z, mais on n'a trouvé 
aucun gene d'importance morphologique sur le chromosome W. Cette découverte a non seulement 
montré La nature déterminante pour la femelle du chromosome W mais a aussi conduit a la découverte 
de souches limitées au sexe qui sont utiles sur Ic plan pratique. Chez la souche transloquée obtenue 
par Tazima (1941), les larves qui portent des marques sont invariablement femelles, tandis que toutes 
les larves qui ne sont pas marquees sont males, cc qui permet une separation des sexes très facile au 
stade larvaire. Comme on ne trouve Ia manifestation des marquages larvaires que chez un sexe, de 
telles souches sont nommées souches limitées au sexe. Cependant, ces femelles qui portent Ic 
chromosome W ne sont pas assez robustes a cause de l'hyperploIdie du fragment transloquC. Tazima 
(1954) a essayé de supprimer cette anomalie afin de les utiliser efficacement dans la production 
commerciale d'ceufs. Après I'irradiation répétée de la souche transloquCc, ii a rCussi a éliminer" Ic 
surplus " du deuxiCme chromosome transloqué, ne Laissant ainsi qu'une petite fraction contenant Ic 
gene do marquage larvaire (+ P). Tazima et coIl., (1951) ont induit Ia translocation entre le 
chromosome W et Ic 10eme  chromosome, cc dernier portant l'allCIe dominant pour la couleur noire 
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de l'ufqui est récessifpar rapport a l'ufbIanc-2 (w2). Quand on accouple les femelles de Ia souche 

transloquée aux males a ufs blancs cela donne des ceufs de couleur noire qui sont toujours femelles 
et des ocufs blancs qui sont toujours males. Tazima a aussi mis au point, en co-operation avec un 
ingénieur M. Oshitani (Oshitani Ct coIl., 1957), une machine de sexage automatique avec des tubes 
photoélectriques qui permet de sCparer les ccufs femelles avant l'Cclosion. Aprés ces découvertes 
initiales, on a mis au point de nombreuses souches limitées au sexe avec des marquages larvaires 

(Hashirnoto, 1948). 
Kirnura et coIl., (1971) ont réussi a sélectionner une nouvelle souche dont les coconsjaunes sont 

femelles et dont les cocons blancs sont males. Cette équipe a transloquC Ic gene du sang jaune (y) du 

2e'nc chromosome sur Ic chromosome W par irradiation aux rayons X des nymphes femelles a 
18 000 R par heure, durCe d'irradiation 20 minqies et dose 6 000 R. Le gene y transloqué coexiste 

avec le gene de Ia couleur du cocon (c) sur Ic 
I 2thh1C chromosome, cc qui donne on sang jaune et des 

cocons jaunes. Its ont nommé Ia nouvelle souche " ver a soie a cocon jaune limité au sexe ". Cette 
dCcouverte est done un résultat d'une grande importance. On a etudié les défauts physiologiques des 
femelles et Ia structure du chromosome transloqué dans Ia souche a cocon jaune lirnitée au sexe (Niino 

et coIl., 1987). Les experiences de croisemcnt de retour avec Ia souche a coconjaune limitée au sexe 

mon;rent que les sites de l'ieufgris (Gr), du sang jaune (y) et de l'inhibiteur des genes citron (i-Iern) 
du 2eme chromosome sont aussi transloqués sur le chromosome W. 

Le raffinement de Ia selection et des procedures de lignage ont amélioré Ia viabilité des femelles 
(Yamamoto, 1989). Ainsi, les lignees limitées all sexe sont devenues une rCalitC au Japon et cites ont 

ouvert un nouvel horizon grace a l'application des principes fondainentaux de génCtique pour un 

usage commercial en séricicu Iture. 

PLACE DES LIGNEES LIMITEES AU SEXE DANS LA SERICICULTURE 
INDIENNE 

En mdc, Ia plupart des variétés de vers a soie utilisées aujourd'hui par les fermiers a present sont 

des fernelles indigènes polyvoltines croisécs avec des souches bivoltines (Nagaraju, 1996). Pour Ia 
production d'hybrides Fl, on fournit des souches parentales aux fermiers pour élever" des cocons de 
grainage " et le gouvernement / les producteurs de graines agréés Iburnissent les cocons de grainage 
pour preparer les hybrides. La separation des males et des femelles pour empécher I'accouplement 
dans la méme variétC parentale est une tãche trés importante dans Ia preparation d'ceufs hybrides 

corrects. On procéde a Ia separation des males ci des femelles en ayant recours au sexage au stade 
larvaire / nymphal. Une paire de petites taches est visible (les glandes d'Herald) sur le côté ventral 
de I'abdomen larvaire chez Ic male et quatre taches blanchãtres (glandes d'Ishiwata) chez les femelles 
mais seulement aprés la quatriCme mue. Dans Ic cas des nymphes femelles, l'abdomen est large avec 
on marquage sur Ic 8emL segment. Le male est petit de taille avec un abdomen étroit ci une marque 
en forme de point sur le 8eme segment, qu'il est difficile de distinguer a l'iI flu et it faut done avoir 

recours a des personnes qualifiees pour s'assurer d'un degré élevC de precision. Cette mCthode 
entraine des erreurs et parfois blesse les nymphes. Au stade adulte, les larves ou les cocons femelles 
sont généralement plus lourds que les males. La separation des sexes basée sur le poids du cocon 
entraine aussi des erreurs et mCme 5 % d'intracroisements (accouplement entre papillons males et 
femelles de Ia méme variété) et de grands problemes dans Ia preparation des hybrides. La separation 
des sexes au stade nymphal d'aprés les marques externes sur l'abdomen implique I'ouverture de 
chaque cocon, cc qui entraine des pertes en cocons de grainage parce qu'ils ne sont pas directement 
utilisables pour Ic dévidage direct. Les Iignées a Ia couleur du cocon Iimitée au sexe offrent donc un 
moyen simple et précis pour Ia separation des sexes et La preparation correcte d'hybrides. 

En mdc, l'ensernble de Ia soie grège est produite a partir d'hybrides de femelles polyvoltines et 

de IignCes bivoltines (Datta et coIl., 2001). Pendant Ia preparation des pontes Fl avec des souches 
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normales de vers a sole, on ne pratique pas le sexage au stade nymphal dans les centres de production 
d'ufs en Inde. 

Quand on laisse de tels papillons émerger, on Sc clébarrasse de presque 50% des males polyvoltins 
(le ratio au sexe étant de 50 50). De inéme. 50 % des papillons femelles hivoltins sont écartés 
puisqu'on ne prepare pas de croisements réciproques a cause des raisons génétiques connues (Nakada, 
1972 Murakami, 1989). 

A present. I'Inde a besoin de 330 millions d'hybrides polyvoltins x  bivoltins par an (Mundukur 
et coIl., 2002). Ce qui veut dire qu'on a besoin d'environ 1320 millions de cocons de grainage parents 
femelles (Pure Mysore). Sur cela, environ 660 millions de cocons de grainage (50% étant males) sont 
gaspillCs en laissant les males Cclore. On estime Ic poids de ces cocons males a 660 Mt. La valeur de 
ces cocons de grainage scrait d'environ 118,8 millions de roupies indiennes. AprCs l'émergcncc, Ic 
prix de vente des cocons percés permet d'obtenir environ 29,7 millions de roupies. Cela signifie done 
une perte nette d'environ 89,1 millions de roupies. Dc mCmc chez Ic parent bivoltin (bivoltin - un 
papillon male unique est utilisC deux fois dans les centres de production de grainage) 50 % des 
papillons fenielles sont a nouveau gaspillés. La perte nette encounie est estimée a 88,4 millions de 
Rs. En utilisant des lignées limitécs au sexe, on pourrait éviter une perte totale d'environ 177,5 
millions de roupics (Tableau I). 

Dans le cas des souches polyvoltines a marquage larvaire limité au sexe, les larves avec des 
maroues sont invariablement femelles. Les males sont sans marque et peuvent être facilement rejetés 
au 3 eme  age. Dans Ic cas des souches hivoltines, les cocons fernelles dont Ia couleur est limitCc au 
sexe sont toujours de couleur jaune tandis quc les males sont blancs. Ainsi, par une simple 
observation visuellc, on pourrait séparer les cocons males et femelies et les envover au dévidage avant 
l'émergence. On pourrait done éconorniser beaucoup de main d'uvrc et d'argent en utilisant des 
souches limitées au sexe dans les centres de production d'ufs pour Ic commerce et au nivcau des 
producteurs de cocons de grainage P1. Malgré les avantages certains des souches limitées au sexe, 
elles n'ont pas etC utiliséesjusqu'à pr&sent en Inde par manque de souches Iimitées au sexe adaptCes 
ou parce qu'on croit que les femeiles des souches IimitCes au sexe sont moms viabies que les femelles 
normales. Les etudes systématiques réalisées par Nagaraju et coil., (1988) montrentque Ic sexe ratio 
et Ia viabilité des femelles chez les souches limitées au sexe ne different pas de ceux des souches 
normales. Cependant, les femeiles des souches normales sont aussi légCrernent moms viabies que les 
males (Stninnikov, 1996). Yamamoto (1989) a aussi montrC que par on lignage et des procedures de 
selection systématiques, on peut obtenir Ic mCme taux de survie chez les femelles des lignécs dont Ia 
couleur du cocon est Iirnitée au sexe que chez les races ordinaires. 

En Inde, Sengupta. (1968) atransfCré les marquages larvaires limités au sexe de Sanish IS, une 
souche russe limitée au sexe, aux souches bivoltines Jl 12 et Cl 10. Compte tenu de cela, on a étudiC 
les differences possibles de survie Ct de rendcment des souches polyvoltines C. Nichi, HS6 et Pure 
Mysore avec des marquages limités au sexe qut sont utilisCes en Inde (Iyengar et coil., 1975). Les 
etudes révèlent que les femelles sont légCrement moms viables et que l'effet nuisible del'hyperploIdie 
n'est pas sévère. Plus tard, des souches polyvoltines proches de Ia lignCe Pure Mysore, avec des 
marquages larvaires limités au sexe, ont été mises au point (Smeeramareddy et Ananthanarayana, 
1984 ; Nagaraju et coIl., 1988). Les etudes systCmatiqucs réalisées sur Ia souche limitCc au sexe Pure 
Mysore montrent qu'elle est meilleure que La lignCe Pure Mysore normale comme IignCe pure 
(Tableau II) ou comme hybride quand on Ia croise avec des souches hivoltines a rendernent Clevé 
(Nagaraju et coil., 1989). Mundukur et coil., (1999) ont mis au point une lignée polyvoltine SL-KSPM 
avec des marquages larvaires limitCs au sexe semblable a Pure Mysore et ont compare sa performance 
de grainage a grande échelle avec cello de N134D2 et ont observe que sa performance est similaire a 
Ia lignée Pure Mysore normale. Bhargava et coil., (1993) ont mis au point sept Iignées a la couleur 
du cocon / de Ia larve limitées au sexe et rapportC qu'iI n'y a pas de difference entre ces lignCes et Ia 
IignCe normale. Datta et coil., (1997) ont mis au point on hybride bivoltin rohuste CSRI8 x  19 avec 
des marquages larvaires limités au sexe et it a Cté autorisé a Ctre exploité commercialement par Ic 
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Central Silk Board, du Gouvernement Indien. Ravindra Singh et coIl., (2001) ont mis au point des 
lignées productives polyvoltines telies quc MRI (SL) et BL 27 (SL) a Ia couleur de cocon Iimitée au 

sexe. Datta et coIl., (2001) ont mis au point une iignée bivoltine a Ia couleur du cocon limitée au sexe 

(CSR8) semblable a Ia iignéc polyvoltine indienne NB4D2. Ces etudes indiquent qu'il n'y a pas de 
mortalité femeile chez Ia iignCe iimitée au sexe (Tableaux III & IV). Cctte lignée passe un test 
d'autorisation au niveau national. Sudhakara Rao et coil., (2001) ont introduit Ia couleur du cocon 
limitée au sexe chez des lignées bivoitines productives c'est a dire CSR2, CSR5, CSRI 8, CSRI9 et 
B72 en 1997. Les etudes de capacite de combinaison entre des Iignées polyvoltines nouvellement 
mises au point comme 131-23, BL24, 8L67 et 96A et les Iignees bivoltines ci-dessus, dont Ia couleur 
du cocon est limitCe au sexe comme composant male, montrent des differences significatives pour 
des traits économiques importants par coinparaison a PM x NB4D2. La performance des hybrides 

sélectionnés est présentée dans le Tableau V. 
Ainsi les souches limitées au sexe ont pris une importance spéciale dans Ia sCriciculture indienne 

et peuvent être utilisécs comme composant male avec des femel]es polyvoltines pour produire des 
hybrides Fl (Sudhakara Rao et coIl., 2002) a un coüt de production réduit et avec une preparation 

correcte. 
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GENETIC DIVERGENCE IN EXOTIC MULBERRY (MORUS SPP) 
GERMPLASM 

A. TIKADER, A. ANANDA RAO & K. THANGAVELU 

Central Sericultural Germplasm Resources Centre, Hosur, Tamil Nadu 635 109, India. 

One hundred and sixteen genotypes 0/exotic mulberry accession (Morus spp) were evaluated 
under tropical thy climate ofHosur during 1997- 2000. Data on twelve important economic attributes 
were recorded to study the genetic divergence among these genotypes. Clustering of genotype was 
done on the basis of Ward's minimum variance dendrograin method. This study,  indicated that genetic 
divergence and geographic diversity,  were not related. Contribution of indivi dual character towards 
genetic divergence showed that total shoot length and hundred leaf weight contributed the ,naxi,num 
towards total divergence. The genoti'pes with higher cluster mean of different  characters could be 
used for in ulherrv breeding programme. 

Keywords : Mulbeny, Variability, Divergence, Genotype. 

INTRODUCTION 

Mulberry (Morus spp) is an important foliage crop for rearing of the silkworm (Bombyx mom-i L). 
Improvement through breeding is known to depend on the extent of magnitude of genetic diversity 
between genotypes. Based on the requirement, it is essential to identify genetically divergent 
genotypes among the exotic germplasm to select potential parents for breeding programme. 
Divergence analysis in mulberry is common and used for grouping the mulberry genotypes. Several 
authors reported its importance in grouping and suggested to utilize the representatives from different 
clusters in breeding (Rajan et al., 1997, Fotedar and Dandin 1998, Vijayan ci al., 1999, Tikader et 
al., 1999a, 1999b, Tikader ci al., 2001a, 2001b). The earlier authors have utilised mostly the 
indigenous mulberry genotypes or less number of genotypes or sometimes combination of exotic and 
indigenous genotypes. Thus, the present study was aimed to determine the extent of genetic 
divergence in 116 exotic mulberry genotypes and arrange the genotypes into homogenous groups for 
further utilisation in breeding programme to develop varieties with desirable parameters. 

MATERIALS AND METHODS 

The plant materials composed of 116 exotic genotypes collected from 20 countries i. e., 
Afghanistan, Australia, Bangladesh, Burma (Myanmar), China, Cyprus, Egypt, France, Hungary, 
Indonesia, Italy, Japan, Pakistan, Papua New Guinea, Paraguay, Philippines, Portugal, Russia, 
Thailand and Zimbabwe were used in the present study. The germplasrn are being maintained at 
Central Sericultural Germplasm Resources Centre, Hosur 635 109, Tamil Nadu, India (12.45 O N and 
77.51 ° E, Altitude 942 m above mean sea level ). The geriuplasm were maintained as dwarf tree, 4 
plants I genotype and spacing 2.44 m X  2.44m . Cultural practices were followed as per standard 
package ofpractices recommended for mulberry cultivation (Roy et al., 1973). The plants were pruned 
at 1.5 in crown height following two pruning per year for two years and data were recorded on twelve 
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growth traits. Leafmoisture % and moisture retention % in harvested leaves were calculated following 
the method reported earlier (Vijayan et at., 1997). Other growth traits were recorded within 90 days 
after pruning as per set descriptor (Machii et al.. 1997; Tikader et al.. 2000). The genettc divergence 
among the genotypes was tested using Ward's criterion (1962). Ward's method was preferred as it is 
a popular default linkage which produce compact groups of well distributed size (Tikader and Rao 
2001 a). Before analysis ofdata, standardization ofvariables was under taken to enable the comparison 
of variables to minimize the bias in weighting, which may result from differing measurement scales 
and ranges. Signiflcance of differences among genotypes was tested using the Wilk's criterion. 

RESULJS AND DISCUSSION 

The distribution of 116 exotic mulberry genotypes is presented in Table I and maximum number 
of genotypes are introduced from Japan (46) followed by Thailand (09), Zimbabwe (09). Pakistan 
(07) and China (06) 

Table I. Distribution of mulberry collected from different countries. 

Tableau I. Distribution de ,nñriers recucil/is duns dj[férents pays. 

SI. No. 	Country 	 Code 	Accession no. 

iVo. de série Paps Nbre d 'vempIaires 	0. 

Afghanistan AFG 1 0.86 

2 Australia/Australie AST 1 0.86 

3 Bangladesh BGD 5 4.31 

4 Burma (Myanmar) BUR 5 4.31 

5 China / Clime CHI 6 5.17 

6 Cyprus,' Chvpre CYP 1 0.86 

7 Egypt / Egypte EGY I 0.86 

8 France FRA 4 3.45 

9 Hungary / Hongrie HUN I 0.86 

tO Indonesia / Indo,i/sie IDA 4 3.45 

II Italy! Iralie ITA 5 4.31 
12 Japan/Japon JPN 46 39.66 

13 Pakistan PAK 7 6.03 
14 Papua New Guinea PAP 1 0.86 

Papouasie Non ye/fe Gumnée 
15 Paraguay PAR 4 3.45 
16 Philippines PHI I 0.86 
17 Portugal PRT 1 0.86 
18 Russia / Russie RUS I 0.86 

19 Thailand / Thaulande TIll 4 3.45 

20 Zimbabwe ZIM 9 7.76 

21 Unclassified / Non c!assi/li! 8 6.90 

TOTAL 116 100.00 

496 2003- Sericologia 43(4) 495-501 



A. TIKADER 

The analysis of variance showed significant (lifferences among the genotypes for all the traits 
indicating the existence of genetic variability in the materials used (Table II). Based on the relative 
value of the magnitude of divergence value the 116 genotypes were grouped into 14 clusters 
(Table Ill). Maximum number of genotypes were grouped in cluster VIII (15) followed by cluster III 
(12); cluster IX (10) ; cluster X (09) ; 8 genotypes in cluster I. IV, VII , XII and XIII ; 7 genotypes 
each in cluster II and VI; 6 genotypes in cluster V and minimum 5 genotypes each in cluster Xl and 
XIV. The grouping pattern indicated more or less uniform distribution of genotype in each cluster 
irrespective of different geographical origin. Similar result was also reported by Tikader et al. (1999) 
which confirms the present findings. But some authors reported the unequal distribution ofindigenous 
and exotic genotypes in different clusters which is not in agreement with the present findings (Rajan 
et al., 1997, Vijayan et(i!., 1999, Tikader and Roy 2002). Cluster I and II represent the genotypes 
of five countries whereas cluster III, TV, VIII and cluster IX represent seven countries. Cluster VII 
and IX include five countries of varied climatic condition. 

Table H. Variability in growth attributes in mulberry. 

Tableau I!. Variabilité des attributs de croissance chez le ,nñrier. 

Characters 
	

Mean ± SE 
	

F-value 

Caractères 
	

Moyenne ± Ecart tipe 	Mi,, 
	

Max 

No. olshoots / Nbre depousses 

Length of longest shoot (cm) 
Longueur de to pousse la plu.r tongue (cm) 

Internodal distance (cm) / Distance iniernodale (cm) 

Total shoot length (cm) 
Lan gueur totale tie pousses (cm) 

100 Leaf weight (g) /Poids de 101) fealtIes (g) 

Lamina weight (g) / Poids de Ia bate (g) 

Leaf yield per plant 
Reitdenieni en ft'uiiles par plant 

Moisture content (%) / Teneur en ltumidité (%) 

Moisture retention (0/,)/  Retention d humidue 0/0 

Leaf shoot ratio / Ratio /uiIle /pousse 

Lamina index (%) /lndice lam inaire (%) 

Total biomass weight (kg) 
Poids total de Ia h.'omasse ('kg) 

14.00 ± 0.95 2.00 66.00 36.65** 

121.89 ± 3.68 23.67 235.00 8.00** 

4.94 ± OIl) 2.51 7.01 8.45** 

1256.23 ± 	103.42 42.33 6586.33 

413.99± 	19.69 78.48 1241.85 41.27** 

4.48 ± 0.19 0.72 11.00 38.09** 

0.83 ± 0.05 0.07 2.38 13.62** 

69.41 ± 0.29 61.19 86.63 6.52** 

67.71 ± 0.83 26.80 88.56 10.89** 

2.11 ± 	0.lO 0,80 5.93 9.22** 

88.83 ± 0.17 83.86 92.56 8.81** 

1.40± 0.10 0.113 4.70 14.18*T 
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Table Ill. Cluster composition based on divergence analysis in mulberry. 

Tableau Ill, composition des groupes d 'après 1 'analyse de divergence chez le márier. 

Clusters 	No. of acc. 	Accession with country code. 

Groupes 	Nbre 	Exemplaire avec code do pays 

d'exeinplaires 

8 M. Australia (Ast). Fukushima-OHA (Jpn). Okinawa (Jpn). Burma-8 (Bur). 

Al. a/ba Rangoon (Bur). Pks-1-2 (Pak). Cyprus (Cyp). PKSIJ- 12 (Pak). 

II 	 7 Al. nigra (Ida). Japan-I[ (Jpn). Llloyos (Jpn). Pks 1-4, (Pak) Bogurai- I (Bgd), 

M. ,nac,-oura (Jpn). il. roeiindiloba (Bur). 

III 	 12 Pks 1-14 (Pak). Thailand lobed (Thi), Limoncina (Ita), Pks-248 (Pak), Pks 1-9 (Pak), 

Kokuso- 13 (Jpn). China black-B (Chi). China black (Chi), French-I (Fra), 

Shin ichinose (Jpn), French (Fra). Miuraso (Par). 

IV 	 8 Pks I-Il (Pak), Canton china (Chi). Calabresa (Par), Lisbon (Prt), Al. cathas'ana (Ida), 

Thai pccah (Thi). Katania (Jpn). China white (Chi). 

V 	 6 Acc,152 (Jpn). Acc.332 (Unid), Acc.135 (Unid). Kanzan (Jpn). Sidscguwa (Jpn), 

Ichihci (Jpn). 

VI 	 7 Shrim-8 (Bgd). Hungarian (Hun). Shrini-5 (Bgd). Thailand male (Thi). 

Acc.107 (Unid), Shrim-2 (Bgd), SI (Bur). 

VII 	 8 Papua New Guinea (Pap). Fernodias (Par), Atsubamidori (Jpn), Acc. 165 (Unid), 

Bogura -4 (Bgd). Seizuro (Jpn). Thai beelad (TIsi). Acc. 116 (Unid). 

VIII 	 15 Moulai (Bur), Mizusawa (Jpn). Al. ,nulricaulis (Ida), 7inihahwe-6 (Zim), 

English black (Fra). Zimbabwe-8 (Zim), Lazuraso (Jpn), Japanese (Jpn), 

Moretiana (Ita). China peaking (Chi), Zimbabwe-3 (Zim), Ace. 148 (Unid). 

Tsukasaguwa (Jpn), Zinibahwe-4 (Zim), Zi mbabwe-7 (Zim). 

IX 	 10 Philippines (Phi), Kamiso-402 (Jpn). Goshocrami (Jpn). .Acc.56 (Egy). 

Al. lhou seringe (Fra). Cattanco (ha). Zimbabwe-I I (Zim). Moreti (scringe) (Jpn). 

Zimbabwe-S (Zim). Australia (ASE). 

X 	 9 Paraguay (Par), Kokuso-21 (Jpn), Xuan-lO (Chi). Kabul (Afg). Zimbabwe-I (Zim). 

Fusirnata (Jpn), Rohachi (Jpn). Kanmasari (Jpn), Oshima (Jpn). 

XI 	 5 	Kairyo roso (Jpn), Italian mulberry (Ita), Kokuso-27 (Jpn). Sosuke-I (Jpn), 

Kokuso-20 (Jpn). 

XII 	 8 	Wasemidori (Jpn), Tusimakawa (Jpn). Japan-Japan (Jpn), Kng (Jpn), Kokuso (Jpn), 

Akagi (Jpn). Ensatakasuke (Jpn). sterile (Jpn). 

XIII 	 8 	Kenmochi (Jpn), Acc.134 (Unid). Kosen (Jpn), Sukakuchi (Jpn), Shimanouchi (Jpn). 

Roso (Jpn), Aoroso (Jpn) Sarsnish-5 (Rus). 

XIV 	 5 	Italian sernal (Ita), Rokokuyaso (Jpn), Al. serrata (Unid), Zimbabwe-2 (Zim), 

Obowase (Jpn). 

116 
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Table IV. Average Inter and Intra cluster distances in mulberry germplasm. 

Tableau IV. Distances inter et intra groupes moyennes chez les gerinoplasmes de müriers. 

Cluster 	I II 	III IV V VI VII VIII IX X Xl XII XIII XIV 

I 	2.36 3.65 	100 4.40 3.97 6.72 6.22 5.14 6.11 4.92 6.00 4.65 4.50 3.82 

II 3.51 	3.85 4.02 4.22 5.73 5.11 5.35 6.98 6.40 7.07 588 5.33 4.98 

111 1.94 3.25 2.94 6.16 5.20 3.96 5.18 4.29 5.48 3.97 3.27 2.70 

IV 2.31 3.13 4.33 3.35 3.39 5.60 5.65 6.63 5.71 4.48 4.33 

V 2.59 5.29 4.28 3.41 4.71 4.35 5.62 4.38 3.18 3.04 

VI 2.65 3.32 5.48 7.68 8.03 9.04 8.20 7.18 7.03 

VII 2.34 4.43 6.81 7.24 8.09 7.23 5.93 6.02 

VIII 2.89 4.12 4.73 5.92 5.55 3.93 4.05 

IX 3.06 3.91 5.44 5.42 3.94 4.06 

x 2.64 4.47 3.98 3.18 3.21 

XI 4.36 5.04 4.15 4.76 

XII 3.65 3.35 3.03 

XII! 1.90 2.21 

XIV 1.56 

Maximum and minimum intra cluster distance is 4.36 and 1.56, respectively "La distance intragroupe maximum 
Cr minimum esi respecti'emen: de 4,36 et 1.56. 
Maximum and minimum inter cluster distance is 9.04 and 2.21, respectively/La distance inter groupes maximum 
et minimum err respectivement de 9,04 et 2.21. 

Cluster V grouped genotypes from Japan (4) and unidentified (2) source. Cluster VI represents 
four countries and one unidentified source. In cluster XI, 5 genotypes are grouped from Japan and 
Italy. Total 8 genotype each are grouped in cluster XII and XIII. In cluster XIV, the genotypes grouped 
from three different countries including one genotype from unknown source. Though the genotypes 
were originated from geographically different countries, grouped in separate cluster, but there is a 
close affinity among themselves to group in same or nearer cluster. 

The mulberry germplasm from Japan (46) distributed in all the clusters except in cluster VI. The 
result indicates that the countrywise collections tends to group together in the same or nearer cluster 
irrespective of its origin either from similar agro-climatic zone or different zones (Table III). Seven 
genotypes from Pakistan distributed in Cluster I, II , III and IV. The similar trends were also observed 
in case of other genotypes collected from other countries. 

The average intra - cluster distance varied from 1.56 (cluster XIV and XI) to 4.35 (Table IV). 
The maximum inter-cluster distance (9.04) was observed between cluster VI and XI indicating high 
genetic divergence genotypes of these two groups. Minimum inter-cluster distance (2.21) was 
observed between cluster XIII and XIV showing their close affinity. However, in all cases the 
inter-cluster distances were greater than the intra-cluster distances indicating the genetic diversity 
present among the genotypes between different clusters. 

Cluster mean indicates substantial variations among the 14 clusters (Table V). Seven mulberry 
genotypes were grouped in cluster VI from Bangladesh, Burma (Myanmar), Hungary, Thailand and 
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other sources having the higher values of number of shoots (26.78 cm), longest shoot length 
(184.73 cm), total shoot length (3238.90 cm) , leaf yield per plant (1.65 kg) and total biomass weight 
per plant (3.68 kg). Internodal distance (5.96 cm), lamina weight (8.18 g) and 100 leaf weight 
(773.84 g) were higher in cluster IX which represents 10 genotypes from seven countries. Laminar 
index (91.39 0/s)  and moisture content (72.05 %) were higher in cluster X and XIV. Moisture retention 
(74.44 %) and leaf shoot ratio (4.77) were high in cluster Xl. Thus, it can be seen that the genotypes 
in different cluster showed superiority in different characters. So, the genotype with higher cluster 
mean of different characters could be used judiciously for crop improvement programme. 

Table V. Cluster wise mean of different growths in mulberry germplasm. 

Tableau V. Moyenne des différentes croissances en fonction du groupe che: les müriers. 

Cluster NSHOOT LLS INT WT- TSL TMC MRC El IN LYP LSR LAM TBIO 

-1)1ST -LAM 	 -WT 	 -IND 

Groupe 

1 9.07 96.39 4.28 2.06 713.39 65.54 52.29 184.22 0.32 1.43 89.74 0.80 

II 17.51 124.64 4.52 2.11 1467.92 65.91 49.04 187.58 0.63 1.43 87.13 1.36 

III 9.91 108.66 4.47 2.50 749.62 68.34 67.38 217.96 0.41 1.63 88.19 0.96 

IV 14.88 157.63 5.33 3.26 1588.56 68.05 68.85 295.53 0.92 1.22 87.52 2.10 

V 11.61 131.44 4.41 4.16 1074.63 70.60 64.29 395.30 0.91 2.19 88.59 1.46 

VI 26.78 184.73 5.56 3.36 3238.97 69.37 62.47 309.45 1.65 1.16 89.65 3.68 

VII 20.75 170.90 5.36 4.17 2368.32 7 0.2 8 65.43 363.27 1.59 1.44 86.40 3.47 

VIII 9.65 141.49 5.85 5.77 985.26 69.25 72.91 549.24 0.91 1.64 88.65 2.01 

IX 5.35 102.26 5.96 8.18 430.39 71.82 73.85 773.84 0.39 2.36 90.55 0.80 

X 3.37 71.00 3.73 6.15 191,65 69.48 73.14 618.85 0.30 2.37 91.39 0.57 

Xl 3.62 68.91 3.97 6.32 204.82 64.21 74.44 617.74 0.31 4.77 89.23 0.28 

XII 4.54 63.53 3.31 3.72 233.81 71.40 67.36 307.28 0.24 3.38 89.20 0.47 

XIII 6.40 95.56 4.04 5.53 453.11 70.45 71.19 500.53 0.46 3.24 88.03 0.67 

XIV 6.44 90.09 4.46 4.20 439.27 72.05 67.72 342.84 0.27 2.74 89.18 0.53 

The contribution of different characters towards total divergence was 78.64% in total shoot length 
followed by 100 leaf weight (21.24 %). Very less or no contribution was recorded for other traits 
towards divergence. So, based on performance, the characters contributing maximum could be 
considered for identif'ing divergent mulberry genotypes. 

The results of the present study clearly indicates that the mulberry distributed over wide range 
of geographical conditions grouped with each other provides sufficient scope to broaden the genetic 
base and select the potential parents for utilizing in crop improvement programme. 
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DIVERGENCE GENETIQUE CHEZ DES GERMOPLASMES DE 
MURIERS EXOTIQUES (MORUS SPP) 

A. TIKADER, A. ANANDA RAO & K. THANGAVELU 

Central Sericultural Gerrnplasni Resources C'entre, Hosur, Tamil Nadu 635 109, Inde. 

Nous avo,is évalué cent seize genotypes ci exeinplaires de miTirie,c erotiques (Morus spp.) sous 
le cli,nai tropical sec de Hosur de 1997 a 2000. Nous avons enregistré les données pour douze 
caractères économiques imporlants afin  d étudier la divergence génétique entre ces genotypes. On 
procCde au regroupemeni des genotypes sur la base de la méthode du dendogrwnme de variance 
minimum de Ward. Ceite étude mnontre que la divergence gCnCrique ci la divem-sitC gCographique ne 
sont pa.c liées. La contribution du caractCre indii'idue/ envers la divergence génCtique inQuire que Ia 
/ongueur iota/c de la pousse ci Ic poid.c de cent feuil/es conirihuent au maximum de la divergence 
totale. Les genotypes avant la movenne la plus Clevée du groupe pour les différents caractCres 
pourraient Cire uti/isCs clans des programmes de lignage du mCrier. 

INTRODUCTION 

Le mürier (Mom-us spp) est une culture a feuitlage importante pour l'élevage du vera soie (Bombyx 
mon L.). On sait que l'amélioration par le lignage depend de l'amplitude de la diversité génétique 
entre les genotypes. It est essentiel d'identifier, en fonction des besoins, des genotypes génétiquement 
divergents parmi les germoplasmes pour séleclionner des parents potentiels dans les programmes de 
lignage. L'analyse de Ia divergence chez Ic müricr est courante et utitisée pour Ic regroupement des 
genotypes de mrier. Plusieurs auteurs ont rapporté son importance pour Ic regroupement et suggéré 
d'utiliser les représentants de différents groupes pour le lignage (Rajan et coIl., 1997, Fotedar et 
Dandin 1998, Vijayan et coIl., 1999, Tikader et colt., 1999a, 1999b, Tikader et colt., 2001a, 2001b). 
Avant eux, les auteurs ont principatcmcnt utitisC les genotypes de mürier exotiques ou un nombre 
inférieur de genotypes ou parfois une combinaison de genotypes exotiques et indigénes. Cette étude 
est done destinée a determiner le degré de divergence génétique entre 116 genotypes de müriers 
exotiques et a classer les genotypes dans des groupes homogènes pour une utilisation ultérieure dans 
un programme de lignage afin de mettre au point des variétés aux paraniCtres désirables. 

MATERIELS ET METHODES 

Dans cette étude on utilise les matériets vCgétaux composes de 116 genotypes exotiques recueillis 
dans 20 pays, c'est a dire l'Afghanistan, l'Australie, le Bangladesh, le Burma (Myanmar), la Chine, 
Chypre, l'Egypte, Ia France, la Hongrie, 1'Indon6sie, t'Italie, Ic Japon, Ic Pakistan, Ia Papouasie 
Nouvetle Guinéc, Ic Paraguay, les Philippines, le Portugal, la Russie, Ia Thallande et le Zimbabwe. 
Les germoplasmes sont maintenus au Central Sericultural Germp/asmn Resources Centre, a Hosur 
635 109, dans le Tamil Nadu en mdc (12,450  N et 77,510  E, a une altitude de 942 m au-dessus du 
niveau de Ia mer). Les germoplasmes sont maintenus sous Ia forme d'arbres nains, avec 4 plants / 
genotype et un espacement de 2,44 m x 2,44m, On suit les pratiques culturales habituelles 
recommandées pour la culture du mñrier (Roy et colt., 1973). La cime des plants est tailtée a une 
hauteur de 1,5 m en procédant a deux taitles par an pendant deux ans et on enregistre les données 
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pour 12 caractères de croissance. On caicule le % d'humidité de Ia feuiiie et le % de retention de 
l'humidité dans les feuiiies recueillies en suivant une mCthode décrite antérieurernent (Vijayan et 
coil., 1997). On enregistre les autres caractCres 90 jours après Ia tailie d'aprCs un descripteur fixe 
(Machii et coil., 1997 ; Tikader et coil., 2000). On teste La divergence genétique entre les genotypes 
en utilisant les critéres de Ward (1962). On prCfére Ia méthode de Ward car c'est une liaison populaire 
par défaut qui donne des groupes compacts d'une tailie bien répartie (Tikader et Rao 200 Ia). Avant 
l'analyse des données, on procède a La standardisation des variables pour minimiser Ia distorsion due 
au poids, qui pourraitvenir d'échelles et de modes de mesure différentes. On teste Ia signification des 
differences entre les genotypes en utilisant les critéres de Wilk. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La distribution des 116 genotypes de inUder exotiques est présentCe dans Ic Tableau I qui montre 
qu'un nombre maximum de genotypes a etC introduit du Japon (46) suivi par Ia ThaIlande (09), Ic 
Zimbabwe (09), Ic Pakistan (07) et Ia Chine (06). 

L'analyse de variance montre des differences significativcs parmi les genotypes pour tous les 
caractéres, cc qui indique l'existence d'une variabilité genetique dans les matériels utilisCs 
(Tableau 11). On regroupe les 116 genotypes dans 14 groupes d'aprCs La valeur relative de I 'amplitude 
pour Ia valeur de Ia divergence (Tableau Ill). 11 y a un nombre maximum de genotypes dans Ic groupe 
VIII (15), suivi par Ic groupe 111 (12) Ic groupe IX (10); Ic groupe X (09); 8 genotypes dans les 
groupes I, IV, VII, XII et XIII; 7 genotypes dans les groupes II et VI; 6 genotypes dans Ic groupe V 
et un minimum de 5 genotypes dans les groupes Xl et XIV. Le schema de regroupement montre une 
distribution plus ou moms uniforme des genotypes dans chaque groupe indCpendamment de leur 
origine geographique. Tikader et coil., (1999) oat rapporté des résultats similaires qui confirment nos 
observations (Rajan et coil., 1997, Vijayan et coil., 1999, Tikader et Roy, 2002). Les groupes I et II 
representent les genotypes de cinq pays tandis que les groupes III, IV, VIII et Ic groupe IX représentent 
sept pays. Les groupes VII et IX incluent cinq pays de conditions climatiques variees. 

Le groupe V regroupe des genotypes du Japon (4) et de sources non identifiées (2). Le groupe 
VI represente quatre pays et une source non idcntiliCe. Le groupe XI regroupe 5 genotypes do Japon 
et d'Italie. Les groupes XII et XIII regroupent on total de 8 genotypes. Dans Ic groupe XIV, les 
genotypes regroupCs viennent de trois pays différents y compris on genotype d'une source inconnue. 
Bien que les genotypes proviennent de pays geographiquement différents et soient regroupés dans 
des groupes séparCs, II y a one affinitC proche entre eux qui permettrait de les regrouper dans Ic mCme 
groupe ou dans un groupe proche. 

Les germoplasmes de mürier do Japon (46) sont distribués dans tous les groupes sauf dans Ic 
groupe VI. Les resultats indiquent que les collections provenant d'un pays tendent a ètre rassemhlées 
dans Ic mCme groupe 00 dans un groupe proche qu'iis proviennent d'une zone agro-climatique 
similaire ou de zones différentes (Tableau III). Sept genotypes do Pakistan sont distribuCs dans les 
groupes I, II, III et IV. On observe des tendances similaires pour d'autres genotypes recueillis dans 
d'autres pays. 

La distance moyenne intra—groope vane de 1,56 (groupes XIV ci XI) a 4,35 (Tableau IV). On 
observe Ia distance inter-groupes maximum (9,04) entre Ic groupe VI et XI, cc qui indique qu'iI y a 
des genotypes a Ia divergence génétique elevee dans ces deux groupes. On observe Ia distance 
inter-groupe minimum (2,21) entre Ic groupe XIII et XIV, cc qui montre une affinité proche. 
Cependant, dans tous les cas les distances inter-groupe sont plus grandes que les distances 
intra-groupes, ce qui indique qu'il y a une diversité génétique entre les genotypes des différents 
groupeS. 

La moyennc par groupe indique des variations importantes entre les 14 groupes (Tableau V). Sept 
genotypes de mürier do Bangladesh. de Burma (Myanmar). de Hongrie, de ThaIlande et d'autres 
sources sont regroupCs dans Ic groupe VI; its prCsentent les valeurs les plus élevécs pour Ic nombre 
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de pousses (26,78 cm), Ia longueur de pousse la plus grande (184,73 cm), Ia longueur de pousse totale 
(3238, 90 cm), le rendement foliaire par plant (I .65 kg) et le poids total de Ia biomasse par plante 
(3,68 kg). La distance intcrnodale (5,96 cm), le poids de Ia lame (8,18 g) et le poids de 100 feuilles 
(773,84 g) sont plus élevés dans le groupe IX qui représente 10 genotypes (IC sept pays. L'indice 
laminaire (91,39 %) et Ia teneur en humidité (72,05 %) sont plus Clevés dans les groupes X et XIV. 
La retention d'humidité (74,44 %) et Ic rapport feuille I pousse (4,77) sont élevés dans le groupe Xl. 
On peut donc voir que les genotypes des différents groupes presentent une supériorite pour différents 
caractères. On pourrait donc judicieusement utiliser le genotype avec Ia moycnne de groupe Ia plus 
élevée pour différents caractères dans des programmes d'amélioration des plantes. 

La contribution de différents caractCres envers Ia divergence génCtique totale est de 78,64% pour 
Ia longueur totale de Ia pousse suivie par Ic poids de 100 feuilles (21,24 %). On enregistre une 
contribution très faible ou absente des autres traits envers Ia divergence. On pourrait donc d'aprés Ia 
performance, considérer les caractéres dont Ia contribution est maximum pour identifier les genotypes 
de mürier divergents. 

Les résultats de cette étude indiquent clairement que les mãriers distribuCs provenant de 
conditions géographiques très variées se regroupent ensemble, ce qui fournit des possibilités 
suffisantes pour Clargir Ia base génétique et sClectionner des parents potentiels dans les programmes 
d'amélioration des cultures. 
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STUDIES ON THE FACTORS, CONTROLLING THE PACE OF 
DEVELOPMENT OF THE TISSUES, HAMPERING THE 

REGENERATION OF TERMINALIA ARJUNA (BEDD) THROUGH 
CUTTINGS 

P. S. SINHA, S.BECK, M. C. JOSh, A. GANGOPADHAVAY, A. K. SINHA & 
B. R. R.P. SINHA 

Central Tasar Research and Training Institute. Piska Nagri, Ranchi. Jharkhand, India Pin-835303. 

Terminalia arjuna (Bedd.) is a primarY food plant of tropical tasar silkworm tlntheraea 
mylitta D. It is a hard to root plant species and experiments conducted so/ar to regenei-ate it through 
cuttings could not yield much and mostly fOiled. Recently studies made at Central Tasar Research 
and Training Institute, Nagri. Ranchi, revealed that the presence of hard tissues in the form of 
collenchyinatous and sclerenchymators rings serves as mechanical barrier to emergence of roots 
from stein cuttings of T.arjuna. Breaking of these mechanical barrier or selection of such material 
having little or no mechanical barrier improved the rooting to a considerable extent. 
Collenchymatous and sclerenchymatous tissues are ,nainit' meant to give mechanical support to plant 
and develop gradually. Since these tissues develop gradual/v with the growth and development of 
plant, these tissues are also likely to he influenced by various external factors. The present study 
brings out the role of various environmental factors in the development of these hard tissues and its 
relation with the rooting and suggests a protocol fOr producing plant material with little or no 
mechanical barrier JOr ensuring easy propagation of T. arjuna through cuttings. It is stressed upon 
that propagation of T. arjuna through cuttings has far reaching implications in tasar culture such as 
development of improved varieties, which could not he done so fOr in absence of this propagation 
tool, bringing down the too long gestation period, besides having uniforin population of food plants 
for more uniform rearing. 

Keywords: Collenchymatous and sc lerenchymatous layers, mechanical barrier, rooting percent, 
rooting time, environmental factors. 

INTRODUCTION 

Ter,ninalia arjuna is a primary food plant of tropical tasar silkworm Antheraea mylitta. It is one 
of the most difficult to root plant species and experimentations conducted so far including those 
carried out for about last forty years at Central Tasar Research and Training Institute Ranchi, the 
institution dedicated exclusively for Research and Development oftropical tasar, could not yield much 
and mostly failed (Sinha ci al., 2000). Rooting is associated with genetic, anatomical physiological 
and biochemical factors or a combination of two or more of them. Sinha et.al  (1999, 2000) have 
reported that in T. arjuna collenchymatous and sclerenchymatous rings serves as mechanical barrier 
to rooting and breaking these hard layers/barrier or selecting such material having ill developed or 
underdeveloped mechanical barrier has considerably improved the rooting, even up to 86.6% in some 
cases. Ciampi and Gellini (1963) also ascribed the poor rooting of Olea europaea L. to presence of 
sclerenchyma cells which act as a mechanical barrier. Development ofplants is influenced by a variety 
of external factors and some of these are likely to influence the development of these mechanical 
tissues too. In general also many internal factors like age of the stock plant, nutritional and hormonal 
conditions of the plant, maturity of tissues, light temperature water etc. are reported to influence 
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rooting (Bose et.al. 1991). Hartmann and Kester(l986) have also opined that type of cutting, growth 
hormones, the time of the year when cuttings are taken, age of the mother plant and several other 
factors play a significant role in induction of roots from the cuttings. The present study was carried 
out with a view to work out the effect of the various external factors on the development of these hard 
tissues/ layers and to find out its relationship with rootability so that the material with little or no 
mechanical barrier may be produced to ensure easy and faster propagation of T. arjwia through 
cuttings. This will help in formulating a complete protocol of vegetative propagation of T. arjuna, 

through cuttings. 

MATERIALS AND METHODS 

The study was carried out at Arboriculture Division of Central Tasar Research and Training 
Institute, Nagri, Ranchi, India. 

The factors considered for the study were: 
NPK fortification to the mother plant. 
Light intensity, under which the mother plant is growing. 
Pruning of the mother plant. 
Form of the mother plant. 
Age of the mother plant. 
Hygrothermic conditions of the surroundings where mother plant is growing. 

The material selected for the study was leaf node cuttings ofT. a/juna having 3 to 4th  node and 
one pair of leaves taken from the contemporary branches of approx. 2 months age. These leaf node 
cuttings were put to anatomical study. Anatomical studies were performed on the cross sections of 
these cuttings under microscope by measuring the thickness of collenchymatous and 
sclerenchymatous layers, using stage micrometer. Thickness of these layers were taken as indicator 
of pace of development of these tissues as the age of the branch was same. Rootability study was 
carried out by putting the cuttings in polythene bags of 30 x  10 cm, filled with sterile sand, kept in 
subsoil pit of 2m x  lm x  im size , covered with transparent polythene sheets. The cuttings and the 
walls of pits were sprayed with water two to three times a day to maintain humidity level around 80-
85 %. Regular observations were made on root initiation. The treatments for different factors were 
provided as under. 

NPK fortification: 
The plot of existing plantation of T.arjuna having uniform population was divided into two parts. 

One part was provided with the recommended NPK dose @ 100:50:50 kgIl-Ia!Yr (Ni, control) and 
another half was not fortified with any fertilizer (N2.) Each treatment was replicated 10 times. 

Light intensity: 
Two treatments were performed 
Li. Plants growing in open having normal solar illumination (control). 
L2. Plants growing in shady patches of the same plantation. 

Pruning: 
Under this factor there were four treatments as under. 
Hi. Pruned at the height of 45cm 

Pruned at the height of 90 cm. 
Pruned at the height of 180 cm 
Light clipping (control) 

Each treatment was replicated five times. 
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Form of the mother plant: 
This consists of two treatments as under: 
Fl: Plants were allowed to grow freely, without any pruning treatment (control) 
F2: Plants of the same lot were kept in bushy form by repeated pruning at 30 cm height. 
Each treatment was replicated tO times. 

Moisture conditions of the surroundings: 
Under this treatment also there were two treatments as under 
TI: Plant kept in hygrothermic simulators at around 75-80% most of the time 
T2: Plants kept in hygrotherinic simulators at around 40 to 50%  RH (control). 
Each treatment was replicated 10 times. There were 24 cuttings in each replicate. Cuttings were 

put to anatomical and rootability studies as mentioned above 

RESULTS AND DISCUSSIONS 

The data on anatomical studies i.e. thickness of collenchymatous/ scierenchymatous layers and 
rootability of cuttings under different treatments are presented in Table 1 and fig. land 2. 

NPK fortification: 
Perusal of Table I and fig. I shows that non application of NPK has considerably reduced the 

thickness of these mechanical layers, by about 59.09% over their NPK fortified counterparts. The sets 
without NPK have showed a considerable improvement in rooting by about 184,69°/. The rooting 
time also came down by about 25.3% in these sets compared to NPK applied counterparts. These 
findings suggest that NPK application enhances the development of mechanical tissues probably as 
part of normal growth process. Nutrient deficiency has been reported to cause considerable reduction 
in thickness of the palisade zone in mulberty (Shaker etal. 1997). Withdrawing the supply of 'N' 
could have also disturbed the C: N ratio as high C: N ratio is known to produce more roots (Kraus 
and Krayhill, 1918). Pears (1943, 1946) reported that reducing nitrogen in stock plant improved root 
formation by cutting. 

Light intensity: 
As evident from Table I and fig. I, light intensity has a direct bearing on the development of 

mechanical tissues as thickness of these layers came down by 77.94% when the plants were grown 
under shade, over their counterparts growing under sun. Reduction in thickness of these layers has 
reflected in considerable improvement in the rooting, by 186.53%, with reduction in rooting time by 
3 1.09%. Nanda and Kocher (1985) had observed the reduction in the amount of mechanical tissues 
decreased thickness of cell wall deposits and also the amount ofvascular tissues by etiolation. Frollich 
(1961), Delogy and Wright (1979), Johnson and Hamilton (1977) and Singh (1968) have also reported 
the induction of the root formation by etiolation, Biran and Halevey (1973) found that low light 
intensity of stock plants gives better rooting. The observations of Hansen an Erikson (1974) were 
almost similar. 

Pruning: 
Cutting the main trunk or the portion of branches is called pruning. Pruning breaks the apical 

dominance and sends good amount of lateral branches /shoots. As evident from the data, the height 
of the pruning also influences the development of mechanical tissues. The drastic pruning at 15 cm 
height has minimum amount of mechanical tissues. The increasing height of pruning increases the 
thickness of the layers of mechanical tissues, e.g. reduction of 56.75% was recorded at 45 cm against 
29.72% at 90 cm. It is also evident from Table I, that decrease in thickness of mechanical tissues is 
duly reflected on the rooting e.g. an improvement of293 .4% and 128.575 was noticed at 45 and 90cm 
respectively over control. It appears that drastic pruning makes the plant regain its height at a faster 
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pace and thickening part comes later on. Libby etal., (1972) also observed that rooting potential of 
the cuttings was maintained by hedging. Wellensick (1952) also noticed that mother plant forced to 
remain in juvenile form by debudding or cutting back gives better rooting. 

Form of mother plant: 
Perusal of table I and fig I makes it clear that maintaining the plants in bush form by repeated 

drastic pruning at 30 cm height keeps the pace of devclopment of mechanical tissue very low and 
plant in juvenile form. Data show that maintaining the plant in bush form suppresses the development 
of collenchymatous and scierenchymatous layers by 83.3%. This resulted in 52.18% rooting against 
1.25% rooting in tree counterparts i.e. an improvement of 422.8%, in just 30.6 days compared to 43 
days of normal trees. Thus, maintaining the plant in bush form is a good way of getting softer material 
with lesser mechanical tissues. This is attributed to the fact that small bushes need less mechanical 
strength compared to trees and accordingly the pace of development of these tissues in tree is much 
higher than bushes. Libby ci al., (1972) observed that rooting potential of cuttings was maintained 
by hedging. Wellensick (1962) also noticed that mother plant forced to remain in juvenile form by 
debudding or cutting back gives better rooting. 

Age of mother plant: 
As can be seen from the data the age of mother plant has a direct bearing on the pace of 

development of mechanical tissues as the thickness of mechanical tissues has increased with the age 
of mother plant from 2 to months to 2 years. Plants of 2, 3. 6 and 12 months of age had 96. 86, 72.03, 
32.03% less mechanical barrier compared to 24 months old control and same is dully reflected in 
rooting e.g. it recorded an enhancement of 69.31, 47.8, 34.7 and 17.3% respectively. Rooting time 
increased with the increasing age of mother plant. Reduction in rootability with age of the plant in 
Som was observed by Rajaram and Samson, (1995), however, they have not spelt out the specific 
reason for it. 

Hygrothermal conditions of the surrounding: 
As evident from table land fig. 1, keeping the plant in moist surrounding (R. H. ranging 80-90%) 

reduced the development of mechanical tissues (by about 47.2%). These findings go with Alt ci al., 
(1999) who found that secondary thickening as well as the number of sclerenchymatous cells ofbundle 
sheath became maximum in water logged situation and moderate in natural and saturated soil moisture 
conditions. Good moisture condition improved the rooting by about 33.03%. 

Quantitative relationship between reduction of mechanical barrier and rootability.-
The 

ootability:
The efficacy of rootability improvement per unit reduction in mechanical barrier is shown in fig. 

2. It can be seen clearly that reduction in the amount of mechanical tissues is always not proportionate 
to improvement in rooting. The percent improvement in rooting for unit reduction in thickness of 
mechanical barrier varies considerably with different factors. Efficacy was maximum in reduction in 
height by pruning either by drastic or repeated pruning, followed by NPK withdrawal and shading 
etc. This indicates that induction of rooting by different factors is not merely a mechanical 
phenomenon but is a chemo-mechanical process. The reduction in the amount of mechanical tissues 
may be accompanied with favourable changes in physiological and biochemical status but to varying 
extent. This is the reason why the reduction in the amount of mechanical tissues is always not 
proportionate to improvement in rooting. Drastic pruning appears to be most efficient followed by 
withholding the supply of NPK. 

The foregoing discussion clearly indicate that the material with little mechanical barrier, can well 
be obtained by altering the external factors. Rootability is strongly related to development of these 
mechanical barrier, hence suitable stem cutting, to get good regeneration can be obtained by 
following: 
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Table I. Thickness of collenchymatous and scierenchymatous layers (MB) and rootability as influenced by external factors, under 
which mother plants are exposed. 

Tableau L Epaisseur des couches collenchymateuses ci sclérenchyrnateuses (MB) et racinement sous l'influence de fact curs externes 
auxquels les plantes mêre.s' soft exposées. 

Factors Status / Thickness Rootability Improvement /reduction by CD at 5% level / t value 
Treatment of MB (mm) factor manipulation lover control 

No Time Thickness Rooting Rooting Thickness Rooting Rooting 
(days) of MB percent time of MB (%) time 

Factears Epaisseur Racinement Amelioration/diminution par/a nranipulation 	 DC au scuil de5 % 
des MB desJieurs par rapport au té,noin / va/cur I 

Statut/ m,n) (%) DurCe Epaisseur % de DC/ui de Epaisseur Raci,,e,nenr DClai de 
Traitement (bars) des MB racinement racinement des MB (%) 	racinement 

NPK 	Fortified / FortifiC (NI)t 0.0281 19.6 41.5 t = 6.090 7.18 17.18 
Non-fortified! Non f/niifiC  (N2) 	0.0115 55.8 31.0 - 59.09 +184.69 - 	25.8 

light I Grown in open (EMt  0.0435 20.8 47.6 L = 10.24 35.72 19.55 
Lu,niCreC'u/tivC C / 'e.'aC,'iew' L1)* 

Grown under shade (L2) 0.0096 59.6 32.8 --77.94 + 86.53 -31.09 

Lu/Ow C 1 Online (L21 
PruningAt 45 cm (III) 0.0410 35.8 22.8 - 56.75 +293.4 -52.10 CD 	0.0105 3,74 1.951 
Ta/lie 	At 90cm (1-12) 00666 20.8 27.6 -29.72 + 128.57 -42.01 

At ISOcm (1-13) 0.0947 10.0 46.8 -0.0 +9.8 - 	.68 
light clipping (Fl4) 0.0947 9.1 47.6 

Lc/gCre (wile (1-14) 
Age 	2 months / 2 muis (Al) 0.0026 91.6 25.0 -96.0 +69.31 -34.2 CD 	0.0012 4.12 2.011 

3 months! 3 inuis (A2) 0.0089 80.0 26.3 --86.0 +47.8 - 30.7 
6 months! 6 ,nois (A3) 0.0179 72.9 29.6 72.03 +34.7 -22.1 
12 months//2 mo/s (A4) 0.0435 63.5 31.3 32.03 + 17.31 -20.2 
24 months! 24 'nois (AS)t 0.0640 54.1 38.0 

Form 	Tree * /,fr/,re (F!) * 0.0690 1.25 49.3 1=17.25 42.33 34.63 
Bush! Buisson (F2) 0.0115 54.1 30.6 -83.3 + 422.8 -37.9 

RH 	75-80% (111) 0,0085 85.5 22.2 -47.2 77.08 -33.03 t7.29 19.31 35.2 
40-50% (R2)t 0.0161 48.0 33.2 

tControl / * Témoin 
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Fig 1. Thickness of collenchymatous and scierenchymatous layers as influenced by various external factors. 

Fig. 1. Epaisseur des couches collenchymufeuses er sclérenchyinateuses soas l'inJluence de divers facveurs exiernes. 
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Fig. 2. Efficacy of improvement of rootability per unit reduction of mechanical tissues, under different treatments over (heir corresponding 
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Fig. 2. Efficacité d'amélioration du racinement par reduction unitaire des tissus mécaniques avec dfférents traiteinents par rapport a leurs téntoins 
correspondants. 



FACTORS HAMPERING THE REGENERA T1ON OF I .1R./L1'.A THROUGH CUTTINGS 

Selecting the young plants. 
Making trees to change to juvenile stage by drastic pruning at 30cm height. 

Withdrawing the supply of NPK. 
Selecting the plants growing in shade or arranging some artificial shade. 
Maintaining the plants in bush form by repeated pruning at 30 cm height. 
Maintaining high humidity conditions. 
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ETUDES SUR LES FACTEURS CONTROLANT LE RYTHME 
DE DEVELOPPEMENT DES TISSUS EMPECHANT LA 

REGENERATION DE TERMJNALJA ARJUNA (BEDD) PAR 
BOUTURES 

P. S. SINHA, S. BECK, M. C. JOSH!, A. GANGOPADIIYAY, A. K. SINHA & 
B. R. R. P. SINHA 

Central Tasar Research and Training Institute, Piska Nagri, Ranchi, Jharkhand, Inde Pin-83 5303. 

Terminalia arjuna (Bedd.) est ime p/ante hbtepriinaire du verb sole tasar Antheraea mylitta D. 
C est une esp&.'e de p/ante dffIci/e  a raciner et les experiences qui ont bib rbalisbes jusqu 'a present 
pour/a regenerer par boutures a 'oni pas ahouti a grand c/lose laplupari a 	ec vant houe. Rbceininent 
des etudes réalisées au Central Tasar Research and Training Institute, de Nagi-i a Ranchi oni rbvélb 
que La presence de lissus durs sousforme d 'anneaux collenchymateux el sclbrenchvinateux sent de 
barrière inécanique a / 'éniergence de racines a pantir de boutures de tige de T. arjuna. La rupture 
de ces harriCres tnbcaniques ou /a selection de materiel avant pen ou aucune harniCne mnbcanicjue 
a,nb/iore le racinement a un degrb considerah/e. Les tissus collenchvmateux ci sclbrenchvmateux 
serven I principa/ement de soutien méCan ique a Ia p/ante ci se cléveloppeni progressivenien t. Puisque 
ces rissus se dCve/oppent progressivement avec Ia croissance et Ic dCveloppeinent de lap/ante, ii est 
probab/e que ces lissus soul aussi influences par desfbcteurs externes varies. Cette étude inontre le 
role de divers facteurs environneinentaux dons le dbveloppement de ces tissus durs ci /eur relatton 
avec le racinemnent. E/le propose un protocole pour produire des maiCriaux vegétalix avec pen ou 
aucune barribre mécanique et s 'assui-er dune mu/tiplicanon facile de T. arjuna par boutures. Ilfaut 
souligner que /a Inu/tip/ication de T. arjuna par boutures a des implications imflpOniantes dons 
/ 'Clevage du tasar tel/es que ía misc au point c/c vaniêtbs ame/jorees, qui n 'a pa.c pu setbire/z.msqu 'a 
present b cause c/c I absence c/un outil de multiplication. et  Ic raccourcissemnent de ía trap longuc' 
dunCe de gestation tout en donnant une population imnifbrmne  de plamites hOtes pour un Clevage plus 
unitbrine. 

INTRODUCTION 

Terminalia arjuna est une plante hôte prirnaire du ver a sole tasar tropical Antheraea nivlitta. 
C'cst i'une des espèces de planies les plus difficiles a raciner et les experiences qui ont été réalisées 
jusqu'à present y compris celles qui ont été cntreprises pendant les quarante derniCres années au 
Central Tasar Research and Training Institute de Ranchi, l'institution consacrée exciusivernent a Ia 
recherche et au développement sur Ic tasar tropical n'ont pas abouti ii grand chose et Ia piupart ont 
échoué (Sinha et coil., 2000). Le racinement est associC a des facteurs gCnCtiques, anatomiques, 
physiologiques et biochimiques ou a une combinaison de deux facteurs ou plus. Sinha et coil., (1999, 
2000) ont rapporté que chez T. arjuna les anneaux collenchyrnateux et sclérenchymateux servent de 
barrière mécanique au racinement et Ia rupture de ces couches / barrières dures ou Ia selection de 
matériau ayant une barrière nlécanique mal développée ou sous-développée améliore 
considérablement le racinement, mCinejusqu'ã 86,6 % dans certains cas. Ciampi et Gcliini (1963) 
ont aussi attribué le mauvais racinement d'Olea europaea L. a Ia presence de celluies de 
sclércnchymes qui servent de barrière mCcanique. 1.e développement des plantes est iniluencé par un 
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certain nombre de facteurs externes et certains d'entre eux sont aussi susceptibles d'influencer Ic 
développement de ces tissus mécaniques. En general on rapporte aussi que de nombreux tcteurs 
internes comme l'ãge de Ia plante mere, les conditions nutritionnelles et hormonalcs de Ia plante, Ia 
maturitC des tissus, Ia lumière, Ia temperature, l'eau, etc. .. influcncent le racinenient (Bose et coil., 
1991). Hartmann et Kester (1986) ont aussi émis I'opinion que le type de bouture, les hormones de 
croissance, l'époque de l'année oii l'on fait les boutures. l'ãge de Ia plante mere et plusieurs autres 
facteurs jouent un rOle significatif dans l'induction de racines par ces boutures. Cette étude a etC 
rCalisée dans Ic but d'évaluer 1'effet de divers facteurs externes sur Ic dCveloppernent de ces tissus / 
couches durs et pour trouver une relation avec Ic racinernent de sorte qu'on puisse produire un materiel 
avec peu ou pas de barriCrc mécanique pour s'assurer d'une multiplication facile etrapide de T. arjuna 
par boutures. Ucla permettra de formuler un protocole complet de multiplication végétale de T. ajuna 

par boutures. 

MATERIELS ET METHODES 

L'Ctude a etC rCalisCe dans Ia division Arboricole du Central Tasar Research and Training 

Institute, de Nagri a Ranchi en mdc. 

Les facteurs pris en consideration pour l'éiude sont 
-l'enrichisseinent de La plante mere en NPK. 
-l'intensité lumineuse sous laquelle La plante mere pousse. 
-La taille de Ia plante mere. 
-Ia formc de La plante mere. 
-l'ãge de La plante mere. 
-les conditions hygrothermiques des environs oO pousse La plante mere. 

Le materiel sClectionné pour l'étude sont des boutures de nud foliaire de T. ajuna ayant leur 
3cme au 4eme nud et une paire de feuilles prises sur des branches du méme age d'environ 2 mois. 
On Ctudie anatomiquement ces boutures de nud foliaire. On procede a des etudes anatomiques de 
morceaux de ces boutures sous un microscope en mesurant l'épaisseur des couches 
collenchymateuses et sclérenchymateuses a l'aide d'un micrométre. On prend l'épaisseur de ces 
couches comme indicateur du rythme de dCveloppement de ces tissus puisque les branches ont le 
mCme age. On procCde a une étude du racinement en mettant les boutures dans des sacs en 
polyéthylène de 30 x 10cm, remplis de sable sterile, conserves dans des sillons de 2 in x  1 mx I m, 
recouverts de feuilles de polyéthylènc transparent. Les boutures et les parois des sillons sont 
vaporisées avec de I'eau deux a trois fois par jour pour maintenir un niveau d'humidité d'environ 80 
a 85 %. On procéde a des observations rCguliCres sur I'Cbauche de racines. Les traitements pour les 
différents facteurs sont obtenus comme suit. 

Enrichissement en NPK: 
La parceLle de Ia plantation de T. ar/una existante, a Ia population uniforme, est divisée en deux 

parties. Une partie est enrichie avec Ia dose NPK recomrnandCe a raison de 100 50 50 kg I ha / 
année (NI, témoin) et I'autre partie n'est pas enrichie en engrais (N2). Chaque traiternent est rCpétC 
dix lois. 

Intensité lumineuse 
On procède a deux traitements: 
U. Plantes poussant a l'extérieur recevant une illumination solaire normale (témoin). 
L2. Plantes de Ia méme plantation poussant dans des endroits ombragCs. 
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Taille 
Pour cc facteur, ii y a quatre traitements. 
Hi. Taille a une hauteur de 45 cm. 

Taille a une hauteur de 90 cm. 
Taille a une hauteur de 180 cm. 
Taille legére (témoin). 

Chaque traitement est répété cinq fois. 

Forme de Ia plante mere 
11 y a deux traitements comme suit 
Fl : On laisse les plantes pousser libremeni sans aucun traitement de taille (tCmoin). 
F2 : On conserve les plantes du mèrne lot sous lurme de huissons grace a des tallies répétées a 

30 cm de hauteur. 
Chaque traitement est répété 10 fois. 

Conditions d'humidité de l'environnement: 
11 y a deux traitements qut soft les suivants 
TI : Plantes conservées dans des simulateurs hygrothermiques a environ 75 80 % Ia plupart du 

temps 
T2 : Plantes conservées dans des simulateurs hygrotherrniques avec environ 40 a 50 % d'HR 

(témoin) 
Chaque traitement est répété 10 fois. II y a 24 boutures dans chaque répérition. On étudie 

l'anatomie et Ic racinement des boutures d'après les descriptions plus haut. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les données sur les etudes anatomiques, c'est a dire I'épaisseur des couches collenchymateuses 
I sclérenchymateuses et sur Ic racinement des boutures avec les différents traitements sont présentées 
dans Ic Tableau I et les figures 1 et 2. 

Enrichissement en NPK: 
L'observation du Tableau I et de Ia fig. I. montre que l'absence d'adrninistration de NPK a 

considérablement réduit l'épaisseur de ces couches mécaniqucs, d'environ 59,09% par rapport a leurs 
homologues enrichis en NPK. Les lots sans NPK présentent une amelioration du racinement d'environ 
184,69%. Le délai de racinement diminue aussi de 25,3 % chez ces lots par comparaison aux 
homologues auxquels on administre du NPK. Ces observations suggérent que I'adrninistration de 
NPK renforce le développement des tissus mecaniques probablement en taut que partie du processus 
normal de croissance. On a rapportC que Ia carence en nutriments diminue considérablement 
I'épaisseur de Ia zone palissadique chez Ic mUrier (Shaker et coil., 1997). La suppression de I'apport 
en azote pourrait aussi avoir derange Ic rapport C N puisque l'on sait qu'un rapport C : N élevé 
donne plus de racines (Kaus et Kraybill, 1918). Pears (1943, 1946) a rapporte que Ia diminution de 
l'azote chez Ia plante mere améliore La formation de racines par Ia bouture. 

IntensitC lumineuse 
Comme Ic montre Ic Tableau I et Ia fig. 1, l'intensité lumineuse a un effet direct sur Ic 

développement des tissus mécaniques puisque l'épaisseur de ces couches diminue de 77,94 % quand 
on cuitive les plantes a l'ombre, par rapport a leurs hornologues qui poussent au soleil. La diminution 
de l'épaisseur de ces couches se reflCte par une amelioration considerable du racinement de 186,53 % 
avec une diminution du dClai de racinement d'environ 31,09 %. Nanda et Kocher (1985) ont observe 
que Ia diminution de Ia quantité des tissus mécaniques diminue I'épaisseur des dépôts de la paroi 
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cellulaire ainsi que Ia quantité des tissus vasculaires par i'étiolement. Froilich (1961), Delogy et 
Wright (1979), Johnson et 1-Jamilton (1977) et Singh (1968) ont aussi rapporté !'induction de Ia 
formation de racines par l'étioiement. Biran et Halevey (1973) ont trouvé qu'une faible intensité 
lumineuse chez les plantes mères donne un nieilleur racinement. Les observations de Hansen et 
Erikson (1974) sont presque similaires. 

Taille 
La coupe du tronc principal ou d'une partie des branches s'appeile Ia taille. La taille entraine une 

rupture de Ia dominance apicale et permet Ic développement d'une bonnc quantité de branches /de 
pousses latérales. Comme Ic montrent les donnécs, Ia hauteur de Ia taille influence aussi le 
développement des tissus mécaniques. Une taille radicale a 15 cm de hauteur donne La quantite 
minimum de tissus mécaniques. L'augmcntation de Ia hauteur de Ia taille augmente l'épaisseur des 
couches des tissus mécaniques, c'est a dire qu'on enregistre une diminution de 56,75 % A 45 cm contre 

29,75 % de diminution a 90 cm. 11 est aussi evident d'aprês le Tableau I que La diminution de 
l'épaisseur des tissus mécaniques se reflète dOment stir Ic racinement c'est a dire qu'on remarque une 
amelioration de 293,4 % et de 128,575 % par rapport au témoin respectivement a 45 et 90 cm. Ii 
apparait qu'une taille radicale fait regagner de Ia hauteur au plant a un rythme plus rapide et 
l'épaississement se produit ensuite. Libby et coil., (1972) ont aussi observe que Ic potentiel de 
racinement des boutures se mainlient en les taillant. Weliensick (1952) a aussi remarqué que si I'on 
force Ia plante mere a rester sous forinejuvénile en éiirninant les bourgeons ou en Ia dirninuant, cela 
donne un meilleur racinement. 

Forme de Ia plante mere: 
L'observation du Tableau 1 et de Ia fig. I niontre clairement que Ic maintien des plantes sous Ia 

forme de buissons grace a une taille radicale rCpCtCe a 30 cm de hauteur ralentit le rythme de 
développement des tissus mCcaniques et conserve Ia plante sous sa forme juvenile. Les données 
montrent que le maintien de Ia plante sous forme de buisson supprime le développement des couches 
collenchymateuses et sclCrenchymateuses de 83,3 %. Cela entraine un racinement de 52,18 % contre 
un racinement de 1,25 % chez les homologues arbres, c'est a dire une amelioration de 422,8 % en 
30,6 jours par comparaison a 43 jours chez les arbres normaux. Ainsi, Ic maintien des plantes sous 
forme de buissons est une bonne façon d'obtenir un materiel plus tendre avec mois (Ic tissus 
mécaniques. On attribue cela au fait que les petits buissons ont besomn de mois de force inCcanique 
par comparaison aux arbres et en consequence Ic rythme de dCveloppcment de ces tissus chez l'arhre 
est beaucoup plus élevé que chez les buissons. Libby et coil., (1972) ont observe qu'on peut maintenir 
le potentiel de racinement des boutures en Ics taillant. Wellensick (1962) a aussi remarqué que si i'on 
force Ia plante mere a rester sous formejuvénile en éliminant les bourgeons ou en Ia diminuant, cela 
donne un meilleur racinement. 

Age de Ia plante mere: 
Comme on peut Ic voir d'aprCs les donnCes, l'age de Ia plante mere a un effct direct sur Ic rythme 

de dCveloppement des tissus mécaniques puisque l'Cpaisseur des tissus mécaniques augmente avec 
l'age de Ia plante mere de 2 mois a 2 ans. Les plantes de 2 ; 3; 6 et 12 mois ont 96 ; 86 ; 72,03 
32,03 % de barrières mécaniques en mois que Ic témoin de 24 mois et cela se reflète düment sur Ic 
racinement, qui enregistre une amelioration respectivement de 63,31 ; 47,8 ; 34,7 et 17,3 %. Le délai 
de racinement augmente avec L'augmentation de l'âge de Ia plante mere. Rajararn et Samson (1995) 
ont observe Ia diminution du racinement avec l'ãge de Ia plante chez Som, cependant, us n'ont pas 
expliqué pourquoi. 

518 	 2003- Sericologia43(4) 515-5 19 



P. S. SINHA 

Conditions hygrothermiques de l'environnement: 
Comme le montrent Ic Tableau I et Ia fig. 1, le maintien de Ia plante dans un environnement 

humide (H. R. comprise entre 80 a 90%) dirninue Ic développernent des tissus mécaniques (d'environ 
47,2 %). Ces observations vont de pair avec celles d'Ali et cofl., (1999) qui oat trouvé que 
l'épaississement secondaire ainsi que le nombre de cellules sclérenchymateuses de Ia game du 
faisceau vasculaire deviennent maximum dans tine situation de détrempage et modérés dans des 
conditions d'hurnidité naturelle de saturation du sol. Une bonne condition d'humidjté améliore le 
racinement d'environ 33,03 %. 

Relation quantitative entre Ia diminution de Ia barrière mécanique et le racinement 
L'efficacité de l'amélioration du racinement en fonction de Ia reduction unitaire de Ia barrière 

mécanique est présentée dans La fig. 2. On peut clairement voir que Ia reduction de La quantité des 
tissus mécaniques n'est pas toujours proportionnelle a I'amélioration du racinement. L'amélioration 
du racinement en fonction de Ia reduction unitaire de l'épaisseur de La barriére mécanique vane 
considérablernent avec les différents facteurs. L'efficacité est maximum avec La diminution de La 
hauteur de Ia taille soit par taille radicale ou repetee, suivie par Ia suppression de NPK et I'ombre, 
etc.. Cela indique que l'induction du racinement par différents facteurs n'est pas simplement une 
question mCcanique mais un processus chimio-mCcanique. La diminution de Ia quantité des tissus 
mécaniques peut être accompagnCe par des changements favorables de I'état physiologique et 
biochimique mais a un degrC variable. C'est La raison pour laqucile La diminution de Ia quantité des 
tissus mécaniques n'est pas toujours proportionnelle a I'amélioration du racinement. Une taille 
radicale semble être Ia plus efficace suivie par Ia suppression de L'apport en NPK. 

Cette étude montre clairement qu'on peut obtenir un materiel avec peu de barrières mécaniques 
en altérant les facteurs externes. Le racinement est fortement lie a cette barrière mécanique ainsi on 
peut obtenir une bouture de tige adaptée pour avoir une bonne rCgénCration en: 

- sélectionnant de jeunes plants. 
- ramenant les arbres a un stadejuvénile grace a une taille radicale a 30cm. 
- supprimant I'apport en NPK. 
- sélectionnant des plants poussant a l'ombre ou en fournissant une oinbre artificielle. 
- maintenant les plants sous forme de buisson grace a une taille répétée a 30 cm de hauteur. 
- maintenant des conditions d'humidité ClevCe. 
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Technical report 

INTROGRESSION OF SEX-LIMITED MARKER TRAIT INTO 
MDPSY, A PROMISiNG POLYVOLTINE SILKWORM STRAIN 

C.G.P. RAO*,  CHANDRASHEKHARAIAH, IBRAHIM BASHA, H. NAGARAJU & 
A. K. GOEL 

Andhra Pradesh State Sericulture Research & Development Institute, Kirikera, 
Hindupur - 515 211, Andhra Pradesh, India. 

A female specific sex-limited larval marking trait has been successfully introgressed into a 
promising, high-yielding and elite polyvoliine silkworm (Bombyx mon.) strain, MDPSY maintained 
in the germplasm stock of APSSRDJ. i.'IDPSYla,-vae are plain without any larval markings. Another 
polyvoltine strain PMSL, which has female specifIc body marking genes on its W chromosome was 
chosen as donor parent and the larval markings were transferred into the plain female larvae of 
MDPSY by means of inrrogressive hybridization and recurrent hackcrossing methods and a new 
sex-limited silkworm strain SLSY has been synthesized. 1-Jybrid performance and heterosis of SLSY 
hybrid was studiedfor various economical/v important quantitative traits and economic importance 
of this sex-limited strain has been discussed. The newly developed sex limited strain SLSY and its 
hybrid combinations are found significantly superior than the donor parent (PMSL) and control 
hybrid (PM x  NB4D2) respectively in overall performance and mid and better parent heterosis of 
main' important quantitative traits indicating its .ruitabiliry to use as one of the parents in commercial 
hybrid preparations. 

Keywords: Sex-limited trait, Larval markings, W Chromosome, gene introgression, APSSRDI. 

INTRODUCTION 

Importance of hybrid vigour in silkworms was realized nearly a century back (Toyama, 1906). 
Utilization of hybrid vigour has come into practice since many decades in the field ofsericulture. The 
usual procedure to prepare a cross breed is mating of a polyvoltine female parent with a bivoltine 
male parent due to known genetic reasons (Nakada,1972; Tazima,1988; Murakami,1989). 
Thousands of disease free egg layings of cross breed (CB) are to be prepared to fulfill the needs of 
sericulture farmers. For the preparation of hybrid layings in large scale, separation of males and 
females is necessary to avoid self-mating within the strain. Sex separation at larval stage is not easy 
because the sexual spots found on the ventral side of the larval abdomen are too tiny to observe with 
naked eyes (in case of male larva, a tiny spot or Herald's imaginal median bud is situated at the 
junction of the 8th  and 91h  abdominal segments and in case of females, four white spots or ishiwata's 
imaginal buds are found on the 8,hand 9th  abdominal segments). Hence, due to these practical 
difficulties, sex separation is usually done at pupal stage where the sexual markings are more 
prominent and relatively easy to identify. To obtain pupae for sex separation, each cocoon has to be 
cut open individually, which is highly laborious, time and cost consuming method. Moreover, some 
pupae are also damaged due to erroneous cocoon cutting and preservation. Male and female sex 
separation can also be done based on physical weight of the cocoons, because female cocoons are 

* Corresponding author e-mail: gprao007rediffmail.com. 
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usually heavier than males. This method cannot always be correct because, some times the weight 
difference between male and female larvae or cocoons will be negligible or even overlap. All these 
traditional methods have practical difficulties and are time, labour and cost consuming. These 
practical problems can be overcome through economically potential genetic applications like the 
development of sex limited larval marking silkworm strains, which will ease the labour and cost in 
large scale grainage operations during hybrid egg laying preparations. 

Andhra Pradesh is the second largest sericulture state in India. Though millions of cross breed 
layings are prepared every year, there is no potential sex-limited strain for practical use in Sericulture 
Industry. Keeping the need and said practical problems in view, the present attempt has been made 
to synthesize a sex-limited polyvoltine strain known as SLSY. 

MATERIALS AND METHODS 

For the introgression of sex-limited larval markings, all elite polyvoltne strain MDPSY (Fig-l) 
was used as recurrent parent (recipient) for the transfer of female specific larval markings. It is a 
newly synthesized line from Madagascar hybrid (Chandrashekharaiah ci. al., 2000), which is superior 
in quantitative and qualitative parameters. Another polyvoltine strain PMSL (Fig-2) that carries 
female specific larval marking genes on its W chromosome and indigenous to Karnataka was selected 
as donor parent. The female parent of PMSL and male parent of MDPSY were hybridized and the 
resulting recombinant population was reared in three replications under standard rearing conditions 
as per Krishna Swamy ([978). In Fi generation, all the females have showed larval markings on the 
dorsal surface of their bodies and the males were devoid of any larval markings. The selected Fi 
females were back-crossed (BC) to the males of MDPSY and selection was carried out keeping the 
desired traits of recurrent parent in view. Recurrent backcrossing was continued till the desired traits 
of recurrent parent and the larval markings of the donor parent were obtained. Backcrossing was 
discontinued at 4th  generation since the line became nearly isogenic with the recurrent parent, 
incorporating the sex-limited female specific larval markings of donor parent. Selective inbreeding 
was continued up to 8 generations among cellular families to fix the desired traits, as given in 
Flowchart. In all the stages of breeding, important quantitative parameters of both male and female 
sex, viz., fecundity, sex-ratio, larval period, cocoon yield, pupation rate, cocoon weight, cocoon shell 
weight, cocoon shell ratio were recorded and analyzed (Table I). 

Fig. 1. MDPSY larvae without any larval 
markings. 

Eu,'. I. Lanes MDPSY sans aucun marquage 
lari'aire. 
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Breeding plan for introgression of sex-limited trait 
into normal silkworm strain 

PMSL female 
	

MDPSY Male 
(Donor Parent & 
	

(Recurrent Parent & 
Sex-limited strain) 
	

Normal Strain) 

F 
Sex limited Females - 	Back cross with the 

(Hemizygous with larval Markings) 
	

male of MDPSY 

BC1 	 10  Selection for the traits 
Females 	 of recurrent parent & 

(Sex limited) 	 back cross with MDPSY 

4, 
BC 2 
	

Selection for the traits 
Females 	 of recurrent parent & 

(Sex limited) 
	

back cross with MDPSY 

1 

BC3 
Females 

(Sex limited) 

SLSY— 4, 

Generation - 1 

In breeding, selection and 
fixation of desired traits 

SLSY 
Generation 8 —* 

Selection for the traits 
of recurrent parent & 
back cross with MDPSY 

Involving SLSY hybrid test 
for performance & Heterosis 
assessment. 
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Table I. Performance of parents and new sex limited strain, SLSY. 

Tableau 1. Performance d'élevage des parents et nouvelle souche lin,itée au sexe SLSY 

Line 	 Sex Fecun- Sex Larval period Yield /10000 	Pupation 	Cocoon parameters 

Combination dity 	ratio _____________ larvae 	rate  
F: M V instar 	Total No. 	Wt. (kg) 	Sc. wt 	Ss. Wt 	SR% 

(D: El) 	(D: El) 

Combinaison de 	Sexe Fécon- Railo Durée larvaire Rendernent 	Taux tie 	Pararnétres du cocon 

IignCes dité 	sexuel _________ /10 000 larves iV1'snphose 
Verne age Toia/c Sc. wt 	Ss. Wt 	SR% 

F :M (J :H) 	(J : El) en nbre en pds. 

PSML Female! Ferneile 1:1.04 	6:16 24.20 8859 10.309 83.70 1.226 0.179 14.60 

Male /Male 6 :08 24.12 9271 10.082 89.06 1.142 0.174 15.24 

Average I Moyenne 415 6 :12 24.16 9065 10.195 86.38 1.184 0.177 14.91 

MDPSY 450 5 :20 22 :16 9601 12.848 94.60 1.356 0.221 16.30 

PMSL x  MDPSY Female !Feme//e I :03 	6:04 23 :04 9069 12.756 88.24 1.449 0.226 15.60 

Male / Mole 6 :00 23 :00 9431 12.103 92.89 1.321 0.231 17.49 

Average !Movenne 448 6:02 23 :02 9253 12.651 90.60 1.385 0.229 16.50 

BCI Female / Femelle I :1.02 	6 :08 24.12 9194 12.452 89.10 1.396 0.203 14.54 
Male / Ma/c 6 :04 24.02 9452 11.732 93.15 1.274 0.211 16.56 

Average / Movenne 452 6 :06 24.10 9326 12.303 91.16 1.335 0.207 15.51 

BC2 Female! Femelle I 	:1.03 	6 :16 24.20 9159 12.490 88.32 1.406 0.201 14.30 

Male f  Male 6 :08 24.12 9234 12,222 90.09 1.362 0.219 16.08 

Average! Moyenne 453 6:12 24.16 9197 12.356 89.20 1.384 0.210 15.17 

BC3 Female! Fernelle I 	:1.04 	5 :18 22 :06 9406 12.560 90.59 1.379 0.202 14.65 

Male /Mci/c 5:12 22 :00 9491 11.548 91.67 1.261 0.21 16.65 

Average! Moenne 432 5 :15 22 :03 9448 12.054 91.13 1.320 0.206 15.61 

SLSY 01 Female! Femelle I :1.04 	6 :04 23 :04 9340 12.534 89.85 1.387 0.212 15.28 
Male/Male 5:20 22:20 9437 11.121 91.55 1.219 0.221 18.13 

Average / Movenne 436 6 :00 23 :00 9388 11.828 90.70 1.303 0.217 16.62 

G2 Female! Fenwlle 1:1.02 	6:04 23 :04 9194 12.238 87.20 1.377 0.21 15.25 
Male/Male 6:00 23 :00 9444 11.417 91.67 1.245 0.214 17.19 

Average! Moyenne 453 6 :02 23 :02 9321 /2.039 89.46 1.311 0.212 16.17 

G3 Female! Femelle 1:1.01 	6 :08 24.12 9471 13.046 92.79 1.412 0.219 15.51 
Male /Mn/c 6:04 24.08 9668 12.591 93.84 1.342 0.232 17.29 

Average! Movenne 450 6 :06 24.10 9570 13.025 93.32 1.377 0.226 16.38 

04 Female / Femelle I 	:1.03 	6 :16 24.20 9108 12.572 87.79 1.423 0.221 15.53 
Male! Male 6 :08 24.12 9269 12.061 89.50 1.346 0.231 17.16 

Average! Mot'ennc 458 6:12 24.16 9190 12.517 88.66 1.385 0.226 16.32 

05 Female! Femelle I :1.05 	6 :04 23 :04 9469 12.344 91.30 1.346 0.209 15.53 
Male! tv/ale 6 :00 23.00 9630 11.814 93.98 1.265 0.219 17.31 

Average / Moyenne 449 6 :02 23 :02 9551 12.286 92.67 1.306 0.214 16.39 

06 Female! Femelle I :1.07 	5 :16 20 :12 9175 11.491 88.66 1.298 0.211 16.26 
Male/Male 5:08 20:04 9378 11.035 91.39 1.221 0.209 17.12 

Average! Movenne 428 5:12 20 :08 9280 11.482 90.07 1.260 0.210 16.67 
07 Female ! Femelle I :1.06 	6 :00 22 :20 9234 11.672 89.47 1.306 0.213 16.31 

Male! Male 5 :16 22 :12 9276 11.418 90.95 1.265 0.221 17.47 
Average / M'enne 456 5 :20 22 :16 9256 11.746 90.23 1.286 0.217 16.88 
G8 Female / Fernelle I 	:1.01 	6 :04 23 :04 9484 12.167 91.55 1.324 0.201 15.18 

Male! Mci/c 5.20 22 :20 9537 11.724 93.98 1.266 0.211 16.67 
Average! Moyenne 451 6:00 23.00 9510 11.945 92.77 1.295 0.206 15.91 

SC. Wt: Single cocoon weight! Poids dun cocon. Ss Wt.: Single shell weight! Po6ls dune coque. SR % : Cocoon shell 

ratio. / Ricizesse soveuse du cocon. BC: Backcross: Renucroi.s'ernenL G: Generation. 

524 	 2003 - Sericologia 43(4) 52 1-529 



C. G. P. RAO 

Fig. 2. P M S L - Female larvae with sex-limited larval 
markings. 

Fig. 2. Larves femelles PMSL avec des marquages 
larvaires Iimités au sexe. 

Fig. 3. SLSY —Newly synthesized sex-limited marker 
strain. 

Fig. 3. SLSY - Souche a marquage Iimivé au sexe 
nouvellemeni mise au point. 

At eigth generation, for studying its hybrid performance, the new sex -limited strain, SLSY (Fig-3) 
was crossed with three different bivoltine testers (SPC, TR and NB4D2) and the resultant Fj disease 
free layings were reared under standard rearing conditions in three replications along with control 
hybrid, PM x NB4D2. Average Hybrid performance, mid and better  parent heterosis (Table 11) were 
calculated for nine important quantitative traits viz., fecundity, 51h atte larval duration, total larval 
duration, yield/l 0000 larvae by number & by weight, pupation rate, single cocoon weight, single shell 
weight and cocoon shell ratio (%). Average Evaluation Index was also calculated on the basis oftheir 
performance on the above nine characters (Table III) to evaluate the hybrid combinations. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Tanaka (1916) observed that the sex chromosomes in silkworm are ZZ in the male and ZW in 
the female. The male silkworms are homogametic since they produce only one type (Z) of gametes 
and the females are heterogametic since they produce both Z and W type of ova. In the silkworm 
many genes controlling the morphological and quantitative traits are located on the Z chromosomes, 
but no genes coding for quantitative traits are found on the W chromosome. However, Hasimoto 
(933) demonstrated that the W chromosome determines trait of female sex. 
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Table H. Mean performance and Mid and Better Parent Heterosis values of SLSY hybrids. 

Tableau II. Performance moyenne et valeurs d 'hétéro.s'is ,nédiane ci ,neilleure des parents chez les hybrides SLSY. 

SI 	Hybrids 	 Fecundity 	Lar. Dur. V instars (I'lrs) Total Lar. Dur (lirs) 

No. 	Hybrides 	 Fécondité 	 Duréc larvaire du 	Dorée larvaire 

Vèn,e age (hrs) 	 Iota/c (his) 

By number 	 By weight (kg) 
En nombre 	 En poids 'kg) 

Fl MPH BPH Fl MPH BPH Fl MPH BPH F) MPH BPH Fl MPH BPH 

SLSY x  SPC 452 	- 8.20 	- 16.85 132 	14.29 	-8.33 	540 3.91 	2.7 	9400 	3.810 3.410 17.107 	23.88 	3.25 

2 	SLSY x  TR 445 	- 8.84 	-16.76 132 	14.29 	- 8.33 	540 3.91 	2.17 	9307 	4.160 2.384 17.026 	22.91 	2.23 

3 	SLSY x N134D2 449 	8.11 	- 16.17 140 	11.39 	--2.78 	548 3.8 	0.72 	9247 	3.724 1.727 17.489 	25.36 	3.79 

4 	PM x NB4D2 433 	- 10.33 	19.28 180 	0.00 	- 4.65 	588 0,00 	- 	.38 	9020 	- 0.111 --3.219 17.083 	30.22 	1.37 

Tableau It. Continued / Tableau II. Suite. 

SI No. 	Hybrid Pupation Rate Single Coc. Wt. (g) Single shell wt. (g) Coc. Shell ratio (%) 

Ilybride Taux de ny,nphose Paids d 'un cocon (g) Poids d 'one caque ('g) Rich esse soycuse dO COCOfl 

tQ No. desdrie Fl 	MPH 	BPH Fl 	MPH 	BPH Fl 	MPH 	BPH Fl MPH 	BPH 

I 	SLSY x  SPC 92.00 	5.75 	3.84 1.845 	18.184 	- 0.913 0.342 	22.143 	- 2.8409 18.54 4.719 	- 1.905 

2 	SLSY x  TR 90.40 	5.12 	4.39 1.863 	16.718 	- 3.589 0.338 	19.131 	-6.0185 18.16 3.349 	- 2.575 
(1 

3 	SLSY x  NB4D2 90.53 	6.01 	6.01 1.931 	19.817 	- 1.630 0.337 	20.036 	-4.8023 17.44 1.064 	3.165 

4 	PM x  NB4D2 89.47 	2.01 	-0.59 1.927 	27.955 	- 1.834 0.323 	26.543 	-8.7571 16.70 1.290 	- 7.274 

Mid 	helerosis I Heterosis ,nédiane du 	BPH: Better parent heterosis / Heterosis mci//cure du parent. parent. MPH: 	parent 

Cocoon yield 110,000 larvae 
Rendemeiit en cocons 

/ 10000 larves 



Table HI. Average hybrid performance and evaluation index of the hybrids. 

Tableau I!!. Performance moyenne des hybrides et indice d 'evaluation des hybrides. 

SI. 	Combinations Fecundity 	Larval period Yield /10 000 larvae Pupation 
No. Three larvaire Rendement/ 10000 larves rate 

No. Combinaisons FécondigC 	Vage 	total No. 	Wt. (kg) Taux de 
de totale en 	 en nymphose 
série (D: H) (D 	H) nbre 	pds (kg) 

(1:11) 	(J:H) 

I 	SLSY x  SPC 452 ± 2.02 5 :12 22 :12 9400 ± 23.09 17.107 ± 0.06 92.20± 0.61 

2 	SLSY x  TR 445 ± 1.76 5 :12 22 :12 9307 ± 93.33 17.026 ± 0.22 90.40 ± 0.69 

3 	SLSY x  NB4132 449 ± 1.45 5:16 22:20 9247± 13.33 17.489±0.13 90.53 ± 0.13 

4 	PM x  NB4D2 433 ± 3.48 7:08 24.12 8973 ± 81.10 17.083 ±0.08 89.47 ± 0.58 

C. D. at 50/(, 7.673 - - 248.062 0.268 2.11 

SC WT: Single cocoon weight / Poids do cocon. 
SS WT: Single cocoon shell weight / Poids dune coque. 
SR % : Cocoon shell ratio! Richesse soyeuse do cocon. 

AVG El : Average of evaluation index! indice devaluation moyen. 

Cocoon assesment 

Evaluation des cocons 

Sc wt. 	 Ss wt. 	 SR % 	Avge 
(g) 	 (g) 	 El 

1.845 ± 0.003 0.342 ± 0.002 18.54 ± 0.139 55.39 

1.863 ± 0.005 0.338 ± 0.002 18.16 ± 0.070 51.16 

1.931 ± 0.003 0.337 ± 0.002 17.44 ± 0.115 53.63 

1.927 ± 0.006 0.323 ± 0.005 16.78 ± 0.206 39.82 

0.008 0.01 0.522 



INTROGRESSION OF SEX-LI.tIITED 1[4RKER TR.41T INTO .%IDPStI 4 POLYiOLTINE STR4JN 

Tazima in 1941 had successfully translocated the gene coding for larval marking (+') from the 
2nd chromosome to the W chromosome by X-ray irradiation method. Later, Tazima (1951), Tazima 

et. 	al., (1951) translocated the dominant egg colour gene (+2) from 10 
th  chromosome to W 

chromosome. Hasimoto (1948), Kimura ci. al., (1971) have developed sex specific zebra larval 
markings and cocoon colour strains. In Japan, after 1970 onwards sex-limited strains have been fully 
exploited. Fifty percent of the hybrids raised in Japan come from the source of sex-limited strains, 
because of their ease in handling (Mano, 1984). Moreover, a true hybrid (crossing of virgin 
multivoltine female with a bivoltine male) can be prepared by adopting sex-limited strains, which is 
not possible in conventional method of sex separation, where there is a possibility of some self 
mating. Though India is the second largest silk producer of the world, only few sex-limited strains 
have been developed (Sengupta, 1968 and Nagaraju el. al.. 1990) and their practical use is also scanty. 
Keeping the necessity of sex-limited strains in view, in the present exercise, a sex limited silkworm 
strain; SLSY has been synthesized carrying female specific larval markings (eye spot, crescent mark 
and star spot markings (ECS) on the dorsal surface of its body using indigenous PMSL strain as donor 
parent. The trait has been introgressed by recurrent backcrossing method, which is most effective and 
also extensively used for the improvement of crop plants and animals. Performance of the new 
sex-limited strain at different generations of breeding is presented in Table I. The result indicate that 
when compared with the PMSL, the donor parent, there is a significant increase in the quantitative 
traits of SLSY which include fecundity, larval duration, larval weight, pupation rate, cocoon yield, 
cocoon weight, cocoon-shell weight, and cocoon-shell ratio. Overall, the total larval duration of the 
new strain is found to be decreased by more than 30 hrs than the donor parent. Some breeders believe 
that the female mortality is higher in sex-limited strains because the females are heterogametic (ZW) 
and may be due to lethal and sub lethal genes located on Z chromosome in hemizygous condition. In 
the present sex-limited strain, SLSY, the female larval mortality is not found higher than males. The 
male and female viability lies within the usual range as in other hybrids. 

Hybrid performance of SLSY was studied using three bivoltine testers: SPC, TR and NB4D2. 
The performance of SLSY hybrid combinations is found better, when compared with that of control 
hybrid (PM x  NB4D2). Significant gain is noticed in the overall performance and mid and better parent 
heterosis of many quantitative traits. The Fl generation performance, mid and better parent heterosis 
values are presented in Table II. A good amount of heterosis was recorded for all the parameters 
except the fecundity, where it is found to be negative because in the hybrid combinations multivoltine 
strain is always taken as female parent and bivoltine as male parent. Maximum amount of mid parent 
heterosis (MPH) was recorded for cocoon yield by weight (23-30%) followed by cocoon weight 
(I 7-28%) and shell weight (19-26%) though it was high in control. Incase of larval duration 

(5th  instar 
and total larval duration), though the heterosis (MPH) recorded is moderate but total difference of 
40 hrs reductions in larval duration is very significant from the practical point of view for sericulture 
farmers. Similarly 5% gain in cocoon shell ratio also increases the silk recovery substantially in SLSY 
>< SPC combination. 

SLSY combinations have expressed a positive better parent heterosis (BPH) for total larval 
duration, cocoon yield by number, cocoon yield by weight and pupation rate which shows that these 
cross breeds have performed better than their bivoltine parents. On the other hand, the control hybrid 
(PM x  NB4D2) has expressed negative BPH for most of the traits except for cocoon yield by weight. 
The mean performance of the four hybrid combinations, along with their standard error and critical 
difference (CD) generated from ANOVA and average evaluation index ( E I ) are presented in 
Table Ill. The average evaluation Index has been calculated using multiple trait index method (Mano 
et. al., 1992). The SLSY x  SPC combination has performed best in seven characters out of the nine 
studied. Though the remaining two characters, yield by weight and single cocoon weight are found 
better in SLSY x  NB4D2 cross, overall evaluation index value of SLSY x SPC is highest because of 
superiority of other quantitative traits. ANOVA showed significant difference for all the characters 
except for the trait pupation rate. However, the pupation rate of SLSY x  SPC is found higher than 
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control. SLSY x  SPC, SLSY x  TR have showed shorter larval duration of 2 days which is highly 
beneficial factor for the farmers, because it reduces mulberry leaf consumption, larval exposure to 
pathogens and labour cost. Analysis of variance was not done for the larval duration because of static 
replicated values for each hybrid combination The average evaluation index indicated that SLSY 
combinations are superior to the control hybrid. The combination SLSY x  SPC stands first in 
performance (E.I. 55.39) followed by SLSY x NB4D2 (El. = 53.63) and SLSY x  TR (El. = 51.16). 
The present study clearly indicates that the newly synthesized sex-limited strain, SLSY is found 
promising with good combining ability, quantitative and qualitative traits with lesser larval duration. 
Hence, the sex-limited strain may safely and effectively he used for the preparation of silkworm cross 
breed egg layings for commercial exploitation which in turn will save lot of labour, cost and time 
involved in large-scale grainage operations. 
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Rapport technique 

INTROGRESSSION D'UN CARACTERE MARQUEUR LIMITE 
AU SEXE CHEZ MDPSY, UNE SOUCHE DE VER A SOlE 

POLYVOLTINE PROMETTEUSE 

C. G. P. RAO*,  IBRAHIM BASHA H., NAGARAJU & A. K. GOEL 

Andhra Pradesh State Sericulture Research & Development Institute, Kirikera, 
Hindupur —515 211, Andhra Pradesh, mdc. 

On a réussi 1 introgression avec succès d un caractére de inarquage larvaire /jlnjté au sexe 
spécIque a (a fen?elle chez une souche du ver a soie (Bombyx ,nori) polvvoltine, supérieure et 
promeueuse, a rendement élevé, MDPSY, ,naintenue dans Ia ban que génétique de 1 'APSSRDJ. Les 
larves MDPSY sont unies sans aucun marquage /ari'aire. On a choisi comme parent donneur une 
autre souche polyvoltine PMSL, qui a des genes de inarquage sur le corps spécfIques  ó lafeineile 
sur son chromosome Wet les inarquages larvaires sont transferés chez les larves fe,nelles unies de 
MDPSY grace ô une hvbridation intro gressive et des méthodes de croisement de retour récurrentes. 
On a mis au point une nouvelle .souche de ver a soie li,nitée au sexe, SLSY. Nous avons étudié ía 
peiformance et l'hétérosis de 1 'hybride SLSY pour divers traits quantitatifs' ilnportants sur le plan 
économique et discutons de / 'importance économique de cette souche limitée au sexe. On trouve que 
ía souche limirée au sexe SLSY nouvellement misc au point et ses combinaisons hvbrides sont 
significativement supérieures par rapport au parent donneur (PMSL) et a / hybride téinoin (P-44 x 

NB4D2) respectivement pour ía perfirmance générale et pour / 'hétérosis moyenne Cl n7eilleure des 
parents pour de nornbreux caractères quantiiatifs importants, ce qui indique qu 'el/c est adaptec a 
litre utilisée co,n,ne 1 un des parents dans les preparations d 'hybrides co'nmerciaux. 

INTRODUCTION 

II y a presque un siècle qu'on a pris conscience de l'importancc de Ia vigueur hybride chez les 
vers a soie (Toyama, 1906). On utilise Ia vigueur hybride depuis plusieurs décennies dans le domaine 
de Ia sériciculture. La procedure habituelle pour preparer une Iignée poly x  bi (cross breed) est 
l'accouplement d'un parent femelle polyvoltin avec un parent male bivoltin pour des raisons 
genetiques (Nakada, 1972 Tazima, 1988 Murakami, 1989). Des milliers de pontes saines de cross 
breed (CB) doivent être prCparées pour répondre aux besoins des sériciculteurs. Pour Ia preparation 
des pontes hybrides a grande échellc, ii est nécessaire de séparer les males des femelles pour éviter 
l'auto-accouplement dans Ia souche. II nest pas facile de séparer les sexes au stade larvaire parce que 
les taches sexuelles que Ion trouve sur le côtC ventral de l'abdomen de Ia larve sont trop minuscutes 
pour les observer a I'il flu (chez les larvesmâles. une minuscule tache ou bouton median imaginal 
d'Herald est situè a lajonction des 8erne  et 9cme  segments abdominaux etchez les femelles on trouve 
quatre taches blanches ou boutons imaginaux d'Ishiwata sur les 8eme  et 9eme  segments abdominaux). 
Ainsi, en raison de ces difficultés pratiques, on procède a Ia separation sexuelle au stade nymphal 
pendant lesquels les marques sexuelles sont plus éviderites et sont relativement faciles a identifier. 
Pour obtenir des nymphes pour Ia separation des sexes, ii faut ouvrir chaque cocon individuellement, 

* Email de l'auteur auquel adresser Ia corrcspondance : gprao007rediffmai1.com. 
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cc qui est une méthode laborieuse, qui prend du temps et coüte cher. De plus, on abime aussi certaines 
nymphes si les cocons sont mal conserves ou mal coupés. On peut aussi séparer les sexes sur La base 
du poids des cocons. parce que les cocons femelles sont en général plus lourds que les cocons males. 
Cctte mCthode n'est pas toujours correcte parce que parfois la difference de poids entre les larves ou 
les cocons males et femelles est négligeab]c. Toutes ces méthodes traditionnelles prCsentent des 
difficultés sur le plan pratique et deinandent du temps, de la main-d'uvre et coütent cher. On peut 
sunnonter ces problèmes pratiqucs grace a des applications gCnCtiques au potentiel Cconomique 
comme la misc au point de souches de vers a soic a marquage larvaire limité au sexe, cc qui aurait 
une repercussion positive sur la main d'ceuvre et sur le coüt des operations de grainage a grande 
échelle pendant les preparations de pontes hybrides. 

L'Andhra Pradesh est le deuxiCme état séricicole le plus grand en mdc. Bien que L'on prepare 
des millions de pontes cross breed chaque année, ii n'existe pas de souche limitée au sexe pour un 
usage pratique potentiel dans l'industrie séricicole. Nous avons essayé dc mettre au point une souche 
polyvoltine limitée au sexe appelée SLSY, en tenant compte des besoins et des problernes pratiqucs. 

MATERIELS ET METHODES 

Pour l'introgression des marquages larvaires lirnités au sexe, on utilise une souche polyvoltine 
supérieure MDPSY (Fig. 1) comme parent recurrent (receveur) pour Ic transfert des marquages 
larvaires spécifiques femelles. C'est une lignée nouvellement misc au point a partir d'un hybride de 
Madagascar (Chandrashekharaiah et coil., 2000), qui est supCrieur pour ses paramétres quantitatifs 
et qualitatifs. On sélectionne comme parent donneur une autre souche polyvoltine PMSL qui vient 
du Karnataka (fig. 2) qui porte les genes de marquage larvaire spéciliques a Ia femelle sur son 
chromosome W. Le parent femelle de PMSL et Ic parent male de MDPSY sont hybridés et la 
population recombinante qui en résulte est élevée en trois répCtitions dans les conditions habituelles 
d'elevage d'aprCs Krishnaswamy (1978). Dans la generation FL, toutes les femelles montrent des 
marquages larvaires sur la surface dorsale de leurs corps et les males sont exempts de marquage 
larvaire. Les femelles Fl sélectionnées sont croisées en retour (BC) avec les males MDPSY et on 
procède a Ia selection en conservant les traits désirés du parent recurrent. On continue Ic croisement 
de retour recurrent jusqu'à Ce que l'on obtienne les traits dCsirés (lii parent recurrent et les marquages 
larvaires du parent donneur. On arréte Ic croisement de retour a la 4eme  génération puisque La lignée 
devient presque isogénique avec Ic parent recurrent, en incorporant les marquages larvaires limitCs 
au sexe du parent donneur spécifiques a la femelle. On continue les croisements consanguinsjusqu'ã 
8 generations dans chaque ponte pour fixer les traits dCsirCs comme on Ic voit dans Ic diagramme. A 
tous les stades du lignage, on enregistre et on analyse les paramétres quantitatifs importants chez les 
males et les femelles, c'est a dire la fCconditC. Ic sexe ratio, la durée larvaire, le rendement en cocons, 
Ic taux de nymphose, Ic poids du cocon, Ic poids de la coque soyeuse et la richesse soyeuse (Tableau I). 

A la huitième generation, pour Ctudier la performance hybride, la nouvelle souche limitée au sexe 
SLSY (Fig. 3) est croisée avec trois races bivoltines de référence différentes (SPC, TP et NB4D2) et 
les pontes saines Fl qui en rCsultent sont élevées dans les conditions d'élevage habituelles en trois 
répCtitions avec I'hybride témoin, PM x  NB4D2. On calcule la performance hybride moyenne, 
l'hétérosis médiane et meilleure des parents (Tableau II) pour neuf traits quantitatifs importants, c'est 
a dire la féconditC, la durée larvaire du 5eme  age, Ia durée larvaire totale, Ic rendenient en cocons / 
10000 larves en nombre et en poids, Ic taux de nymphose, Ic poids d'un cocon, Ic poids de la coque 
soyeuse et la richesse soyeuse du cocon (%). On calcule aussi I'indice d'évaluation moyen sur la base 
de leur performance pour les neufcaractères ci-dessus (Tableau Ill). 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Tanaka (1916) a observe que les chromosomes sexuels chez Ic ver a sole sont ZZ chez Ic male 
et ZW chez Ia femelle. Les vcrs a sole males sont homogamCtiques puisqu'iis ne produisent qu'un 
seul type (Z) de gametes et les femeiles sont hétCrogamétiques puisqu'elles produisent a Ia fois des 
ovuics de type Z et W. Chez lever a sole de nombreux genes contrOlant les caractères morphologiques 
et quantitatifs sont situés sur les chromosomes Z mais on ne trouve pas de genes pour les caractéres 
quantitatifs sur Ic chromosome W. Cependant, 1-lasimoto (1933) a montré que le chromosome W 
determine Ic caractèrc du sexe femelle. 

En 1941, Tazima a transloqué avec succès un gene de marquage larvaire (+) du 2emc 
chromosome au chromosome W par Ia méthode d'irradiation aux rayons X. Plus tard, Tazima (1951), 
Tazima et coil., (1951) ont transloqué Ic gene dominant de la couleur de l'uf (+2) du 10eme 
chromosome au chromosome W. Hasimoto (1948), Kimura et coil., (1971) ont mis au point des 
marquages iarvaires zébrés spécifiques all sexe et des souches a cocon coloré. Au Japon, a partir de 
1970, des souches lirnitCes au sexe ont été entiérement expioitées. Cinquante pour-cent des hybrides 
élevés au Japon proviennent de souches Iimitées au sexe parce qu'ils sont faciies a manipuler (Mano, 
1984). De plus, on peut preparer un vrai hybride (croisement d'une fernelle polyvoltine vierge avec 
un male bivoitin) en adoptant des souches limitées au sexe, ce qui n'est pas possible avec Ia méthode 
conventionnelle de separation des sexes, oü ii existe une possibilité d'auto-accouplement. Bien que 
I 'mdc soit le deuxiCme plus grand producteur de sote all monde, ii n 'y a que quelques souches limitécs 
au sexe qui ont etC inises au point (Sengupta, 1968 et Nagaraju et coil., 1990) et leur usage pratique 
est limitC. Dans cette experience, en tenant comptc du bcsoin en souches limitécs au sexe, on a mis 
au point une souche de vera soie iiinitée au sexe SLSY qui porte des marquages larvaires spCcifiqucs 
a Ia femelle (masque, croissants et stars (ECS)) sur Ia surface dorsale du corps en utilisant Ia souche 
PMSL comme parent donneur. Le caractére a Ctè introgressé par Ia méthode de croisement de retour 
recurrent, qui est Ia plus efficace et aussi Ia plus largement utilisée pour i'amélioration des plantes de 
culture et des aninlaux. La performance de Ia nouvelle souche limitée au sexe aux différentes 
generations de lignage est présentée dans le Tableau 1. Les résultats indiquent que quand on Ia compare 
au parent donneur PMSL, ii y a une augmentation significative des caractères quantitatifs, qui 
comprennent Ia féconditC, Ia durCe larvaire, le poids larvaire, le taux de nymphose, Ic rendement en 
cocons, le poids du cocon, le rapport poids du cocon / poids de Ia coque et Ia richesse soyeuse du 
cocon chez SLSY. Dans l'ensenible, on trouve quc Ia durée larvaire totale de Ia nouvelle souche est 
inférieure de plus de 30 heures par rapport au parent donneur. Certains séiectionneurs croient que Ia 
mortaiitC femelle est plus ClevCe chez les souches Iimitées all sexe parce que les femelles sont 
hétérogamétiques (ZW) et ceia pourrait ètrc dü a des genes létaux ou sublétaux hémizygotes situCs 
sur Ic chromosome Z. Chez Ia souche limitCe au sexe SLSY, Ia mortalitC larvaire femelle ne s'avère 
pas plus ClevCe que chez les males. La viahilitC male et femelle est comprise dans Ia mérne fourchette 
que chez les autres hybrides. 

On a Ctudié Ia performance hybride de SLSY en utilisant trois races de référence bivoltines SPC. 
TR  et NB4D2. La performance des combinaisons hybrides dc SLSY s'avére meiileure, quand on Ia 
compare a celle de l'hybride témoin (PM x NB4D2). On remarque unc amelioration significative pour 
Ia performance genCrale et pour I'hCtérosis médiane et mcilleure du parent pour de nombreux 
caractères quantitatifs. La performance de Ia génération Fl et les valeurs pour I'hétérosis médiane et 
meilleure du parent sont présentées dans Ic Tableau 11. On enregistrc une grande part d'hCtérosis pour 
tous les paramètres sauf pour Ia féconditC, qui s'avère negative parce que dans les combinaisons 
hybrides, une souche polyvoltine est toujours prise comme parent femelle et une souche bivoltine 
comme parent male. On enregistre I'hétérosis médiane maximum du parent (MPH) pour le rendement 
en cocons en poids (23-30 %) suivi par le poids du cocon (17 —28 %) et lepoids de Ia coque (19 
26 %) bien qu'iI soit élevé chez Ic témoin. Dans Ic cas de Ia durée larvaire (5eme  age et durCe larvaire 
totale) hien que l'hétérosis enregistrée (MPH) soit modérCe La difference totale (diminution de Ia dorée 
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larvaire de 40 heures) est trés significative d'un point de vue pratique pour les sériciculteurs. Dc 
méme, le gain de 5 % en richesse soyeuse augmente aussi Ia récupération de soie de manière 
importante chez Ia combinaison SLSY x  SPC. 

Les combinaisons SLSY expriment une héterosis meilleure du parent (BPH) positive pour Ia 
durée larvaire totale, Ic rendement en cocons en nombre, Ic rendement en cocons en poids et Ic taux 
de nymphose, cc qui montre que ces lignées croisées ont de mejlleures performances que Ieurs parents 
bivoltins. D'autre part, l'hyhride témoin (PM x NB4D2) exprime une BPH negative pour Ia plupart 
des caractCres sauf pour le rendement en cocons en poids. La performance moyenne des quatre 
combinaisons hybrides, ainsi que l'écart type et Ia difference critique (CD) obtenus a partir de 
I'ANOVA et de l'indice d'Cva]uation moyen (El) sont presentés dans le Tableau Ill. On calcule 
l'indice d'évaluation moyen en utilisant Ia méthode d'indice a caractCres multiples (Mano et coil., 
1992). La combinaison SLSY x  SPC donne Ia meilleure performance pour sept caractères sur neuf 
étudiés. Bien que les deux caractCres qui restent, Ic rendement en poids et Ic poids d'un cocon soient 
meilleurs chez Ic croisement SLSY x  NB4D2, Ia valeur pour l'indice d'évaluation générale de SLSY 

SPC est plus ClevCe en raison de Ia supériorité des autres traits quantitatifs. L'ANOVA prCsente 
une difference significative pour tous les caractères sauf pour le taux de nymphose. Cependant, Ic 
taux de nymphose de SLSY x SPC s'avère plus Clevé que chez le témoin. SLSY x  SPC, SLSY x  TR 

présentent une dorée larvaire plus courte de 2 jours, ce qui est un facteur trés bénéfique pour les 
fermicrs parce qu'il diminue Ia consommation de feuilles de mürier, l'exposition larvaire aux 
pathogénes et Ic coüt de Ia main d'uvre. On iie calcule pas l'anaiyse de variance pour Ia dorée larvaire 
en raison de valeurs répCtCes statiques pour chaque combinaison Iiybride. L'indice d'Cvaluation 
moyen indique que les combinaisons SLSY sont supCricures a l'hybride témoin. La combinaison 
SLSY x  SPC se classe Ia premiere pour Ia performance (E. 1. = 55,39) suivie par SLSY x  NB4D2 (E. 
I. = 53,63) et SLSY x  TR (E. 1. = 51,16). Cette étude indique clairement que Ia nouvelle souche limitée 
au sexe SLSY misc au point s'avère prometteuse avec une bonne capacité de combinaison, de bons 
caractCres quantitatifs et qualitatifs et une durée larvaire plus courte. On pourrait done utiliser 
efficacement et sans risque cette souche liniitée au sexe pour Ia preparation de pontes crossbreed de 
ver a soie pour l'exploitation commerciale, cc qui permettrait d'économiser beaucoup de 
main-d'auvre, d'argent et de temps dans les operations dc grainage a grande échelle. 
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Technical report 

ISOLATION AND ELECTROFUSION OF INTERSPECIFIC 
MULBERRY PROTOPLASTS 

P. K. TEWARY* & S. OKA** 

Plant Biotechnology Department. National Institute of Agrobiologica! Sciences, Kannondai, 
Tsukuba, ibaraki 305-8802. Japan. 

Protoplasts were isolated/rum cotyledon ofMorus  indica var. S-36 and multiple bud body (MBB) 
of M. a/ba var. kenmochi by using optimum enzyme concentrations of Cellulase (2.0%), Macerozvme 
(1.0%) and Pectolvase (0.05%) /r thfjerent incubation period. Fusion of these protoplasts was 
achieved ('hererokaiyonfrmation about 60°/) by .ctandardizing the conditions of eleetrofusion and 
manipulating the concentration of/ision mixture, frequency of current and Pulse width. 

Keywords : Protoplast, cotyledon, MBB, protoplast fusion. heterokaryon. 

INTRODUCTION 

Mulberry, the chief plant in sericulture industry is represented by more than thousands wild and 
cultivated varieties. The desirable traits of wild varieties such as hiotic and abiotic stress tolerance, 
hardiness etc. are required to he exploited for production of novel mulberry genotypes. Due to 
inconsistent sex expression and high heterozygosity in mulberry, it is often difficult to hybridize such 
parents through conventional breeding technique. Protoplast fusion technique can overcome the 
barrier by hybridizing these parents at somatic level and develop somatic hybrids. Protoplast fusion 
has been achieved in several plant species. A few successful attempts have been made in mulberry 
by Katagiri (1988), Tewary and Lakhmisita (1992), Ming etal. (1992), Tohjirna etal. (1996), 

Chand et al., (1996) tried to isolate the viable protoplasts from mesophyll and callus cultures, 
however, somatic hybrids could not be regenerated from fused protoplasts. Protoplast fusion involving 
mulberry and paper mulberry protoplasts has also been attempted by Ohnishi et al., (1989) and 
Ohnishi & Tanabc (1989). In spite of these attempts much reproducible results have not been obtained 
in mulberry, hence further investigation is needed in this aspect. 

Under the present investigation attempts have been made to isolate protoplasts from two different 
mulberry species i.e., Morus indica & M.alba and to optimize the conditions of electrofusion of 
protoplasts. 

MATERIALS AND METHODS 

Protoplast isolation from cotyledon: 
Open pollinated seeds collected from Morus indica var. S-36 were cultured on MS (Murashige 

and Skoog, 1962) basal medium containing 3% sucrose + 0.8°/o  agar. The cotyledons excised from 
8-10 days old seedlings were cut into fine stripes of about 1 mm size and incubated in 10 ml of filtre- 

* Regional Sericultural Research Station, Central Silk Board, Hehal, Ranchi-834005, India. 
**Author  for correspondence. 
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sterilized (0.45ti m filtre) enzyme solution containing Cellulase Onozuka RIO, Cellulase Onozuka 
RS, Macerozyme RiO, Meicelase P1 and Pectolyase Y23 in CPW ( Cocking and Peberdy, 1974) 
medium supplemented with 9% mannitol (pH 5.8) for 5 - 13 hours at stationary or rotary (60 rpm) 
condition under dark or in light. After incubation, enzyme solution containing digested tissue was 
filtered through miracloth in a 50 ml conical flask. Filtrate was transferred to sterilized screw cap tube 
and centrifuged at 800 rpm for 5 mm. Supernatant was pipetted out and the pellet was loaded on 2 1 % 
sucrose solution (prepared in CPW medium) in order to pun fy the protoplast. The tube was centrifuged 
at 1000 rpm for 8 mm. A band containing protoplasts appeared at the top of the sucrose solution which 
was collected and transferred to fresh tube containing 5 ml of washing medium (CPW medium + 
9% mannitol). Tube was spinned at 800 rpm for 4 mm. Supernatant was pipetted out and the pellet 
was washed with 5 ml of washing medium by repeating the process two more times. Thereafter, the 
pellet was suspended in 1 ml of CPW medium and protoplast yield was calculated with the help of 
haemocytometer. 

Protoplast isolation from MBB: 
Protoplasts were isolated from Multiple Bud Body (MBB) of M. a/ba var. kenmochi (developed 

from shoot apex culture, Oka 1995 maintained in liquid MS medium + 4PU (2 mg/I) by periodical 
subculturing at 14 days interval under rotary condition (120 rpm, 16-h photoperiod, 25° C ). MBB 
were chopped into pieces, incubated in enzyme solution, filtered through miracloth and the filterate 
was centrifuged at 800 rpm for 8 min as mentioned above. The pellet was washed in 5 ml of CPW + 
9% mannitol (washing medium) at 800 rpm for 5 mm. Washing process was repeated two times 
following same centrifugation. Finally, the washed protoplast suspension (about I ml) was loaded on 
8 ml of2l% sucrose solution prepared in CPW salts in a fresh tube and spinned at 1000 rpm for 8 
mm. Protoplast band which appeared at the top of the sucrose solution was collected and suspended 
in I ml of CPW medium. Protoplast yield was calculated with the help of haemocytomcter. 

Viability test of isolated protoplasts: 
Protoplast viability was tested using Fluorescein diacetate (FDA) staining technique. 50 .t 1 of 

FDA solution (Stock solution consisting 0.05% FDA in acetone) was added in 75 tl of water and 
then one drop of stain was mixed with one drop of protoplast suspension in a cavity slide. Protoplasts 
were allowed to stain for 5 min and then observed under UV microscope. 

Electrofusion of protoplasts: 
Using protoplasts of Ma/ha var. kenmochi and of M.indica var.S-36, electrofusion was tried 

using an Electric Fusion Processor (Shimazu SSHI). 	 - 
After isolation, protoplasts from both the explants were first diluted to 5 x 10 / in] density by 

adding sterilized fusion medium and then equal quantity of both the protoplast suspensions were 
mixed in a screw cap tube. The fusion medium consisting ofaqueous solution of 9% mannitol + CaCl2 
either at 0.1mM, 0.5mM and 1.0mM concentration was used. Mixed protoplast suspension (about 
I ml), thereafter, was pored in fusion chamber (0.3 mm width) and AC current was run. Prior to run 
AC current, Fusion processor was set either at 0.5 - 1 Mhz frequency, 200 - 400 P s PW and 200 - 
400 V VDC. After forming a chain of mixed protoplasts (MBB and cotyledon), DC pulse was given 
6-8 times and protoplasts were allowed to fuse. A few minutes later again 3-4 pulses were given and 
the fused protoplasts were allowed to settle for 10-15 min in fusion chamber itself. 

After fusion protoplast suspension was transferred to sterile 40 mm Petri dishes containing 3 ml 
of KM8P (Kao and Michayluk, 1974) culture medium + 9% mannitol supplemented with different 
combinations of growth regulators i. e. BAP (0.5-2.0 mg/I), 4PU (0.5-2.0 mg/I), NAA(I.0 mg/I), 
2,4-D(O.25 mg/I). Cultures were maintained at 25° C under dark. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Protoplast yield and viability: 
The data summarised in Table I & II reveal that in case of cotyledon and MBB explants the 

enzyme solution containing a combination of 2.0% Cellilase RIO, 1 .0% Macerozyme RIO and 0.05% 
Pectolyase Y23 yielded maximum protoplasts (3.0 x  tO /ml. 4.6 x 1 05/ml respectively) for 5 hrs and 
13 hrs incubation at 60 rpm under dark respectively (Fig. IA ,B). 

Table I. Protoplast yield obtained from cotyledon explants of Morus indica var. S-36 seedlings. 

Tableau I. Rendement en protoplastes obtenus a partir d'explants de cotyledons de jeunes plants 
de Morus indica var. S-36. 

SI. En2yme concentration in CPW medium Protoplast yield Viability 
No. + 9% mannitol (incubation period) I ml (%) 

No. de Concentration en enzymes dans Ic milieu Rendement en Viabi/ité 
Série CPW + 9 % mannitol (durée d'incubarion) protopla.ctes /mI (%) 

I. 	Cellulase RS3.O%+ Macerozyme l.O%+ 1.0 	x  I05  75.4 
Meicelase 1.0% + Pectolyase 0.1% 
(I hr, 60rpm + 4 hrs, static in light) 
0 hr. 60 1pm + 4 hrs statique a Ia lumière) 

Cellulase RIO 2.01/'o + Macerozyme 0.5°/ 1.7 	x  I05  72.5 
+ Pectolyase 0.05% 
(7 hrs, 60rpm in dark) / (7 hrs, 60 1pm dan,r I obscurité) 

Cellulase RIO 2.0% + Macerozyme 0.5% 5.5 x  I04  41.5 
+ Pectolyase 0.05% 
(13 hrs, 60rpm in dark) / (/3 hrs, 60 tpm dan.c / oL.ccurit 

Cellulase RIO 2.0% + Macerozyme 1.0% 3.0 x  10 77.2 
+ Pectolyase 0.05% 
(5 hrs, 60 rpm in dark) / (5 hrs. 60rpm dons I'obscurité) 

Cellulase RIO was found giving better protoplast yield than Cellulase RS. Cellulase RIO at 2.0% 
concentration was optimum in both the explants tested. Macerozyme RIO ranging from 0.5%-1 .0% 
was found essential to realise the yield. When Macerozyme concentration was increased from 0.5% 
to 1.0%, it reduced the incubation period from 13 hrs to 5 hrs in case of cotyledon explants. For MBB 
protoplasts, 0.5% and 1.0% concentrations of Macerozyme were found optimum at 12 and 13 hrs 
incubation, respectively. Addition of Pectolyase Y23 at low concentration of 0.05% was found 
playing an important role in fetching higher protoplast yield in both the explants. 
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Table H. Protoplast yield obtained from MBB of Morus alba var.kenmochi. 

Tableau II. Rendeineni en protoplastes obtenus a partir de MBB de Ia var. kenmochi de Morus 
alba. 

SI. Enzyme concentration in CPW medium Protoplast yield Viability 
No. + 9% mannitol (incubation period) / ml (%) 

No. de Concentration en enzJmes dons le milieu Rendement en Viabilité 

Série CPW + 9 % mannitol ('période d 'incubation) protoplastes / ml (%,) 

Cellulase RIO 2.0% + Macerozyme 1.0% 3.0 x IO 	80.5 
(7 hrs, 60 rpm in dark) 
(7 h,, 60 1pm clanS / obscurite) 

 Cellulase RIO 2.0% + Macerozyme 1.0% 3.5 x lO 	71.2 
(13 hrs, 60 rpm in dark) 
(13 hrs, 601pm dons lobscuriré) 

 Cellulase RIO2.0%+Macerozyme I.O%+ 4.6 x IO 	75.6 
Pectolyase 0.05% 

(13 hrs, 60 rpm in dark) 
(/3 hrs, 60 1pm dans 1 'obscurité) 

 Cellulase RS 3.0% + Macerozyme 1 .0%+ 1.1 x 10 	78.0 
Meicelase 1.0% + Pectolyase 0.1% 
(1 hr, 60 rpm + 4 hrs static in light) 
(1 hr. 60 tpm + 4 hrs statique a ía lumiére) 

.- 

r 

'.3 
. 	. 

A. 
Fig.! A. Freshly isolated protoplasts from 
cotyledons of9 days - old Morus indica var. 
S-36 	 enzyme mixture of seedlings using 
Cellulase -RIO (2.0b/o )+ - 	 . 

Pectolyase-Y23 (0.05%) (400 x). 

Fig. 1 A. ProtoplastesfraIchement isolés de 

• 
cotyledons dejeunes plants de 9jours de Ia 

5-36 de Morus indica var. 	 en utilisant un 
mélangeenzymariquedecellulase-R10(2 %) 
+ 	.4'facérozy,ne-RI0 	(1,0 	%) 	+ 
Pectolyase- Y23 (0,05 %) (400 x). 
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Fig. 1 B. Freshly isolated protoplasts from 13 
daysold MBB of Morus alba var.kenmochi 
using enzyme mixture of Cellulase-R10 
(2.0%)+ Macerozyme-R10 (1.0%)+ 
Pectolyase-Y23 (0.05%) (400 x). 

Fig. I B. Proloplastes fraichement isolés de 
MBB de 13 jours de Morus alba var. 
kenmachi en utilisant un mélange 
enzymatique de Cellulase-R10 (2 %) + 
Macéroyme-R 10 (1.0%) + Pectolyase- }'23 
(0,05 %) (400 x). 

As far as the incubation condition was concerned rotary condition (60 rpm) under dark was found 
more desirable than the stationary one. As MBB protoplast consists of vacuole and are light in weight 
compared to cotyledon protoplasts, the isolation process was changed in this case to minimise the 
loss of yield. Purification of protoplasts was done (by loading on 21% sucrose solution) as a last step 
in isolation procedure. 

Viability of the protoplasts was tested through FDA staining. It differed depending on enzyme 
concentrations and incubation periods used. Although viability ranged from 40% to 80%, it was 
noticed that in general 70% protoplasts remained viable when optimum cultural conditions were 
maintained. 

Standardization of conditions for electrofusion: 
In order to achieve successful protoplast fusion the following parameters pertaining to fusion 

technique were standardized: 
Concentration of Calcium chloride in fusion medium. 
Density of protoplast in mixed protoplast suspension. 
Frequency (Mhz), Voltage (VDC), Pulse Width (PW) of electric current in Fusion processor. 

At 0.1 mM CaCl2 concentration, 2-5 protoplasts formed chain within 5-10 sec and the chains 
started moving towards the edge of the groove in which protoplast suspension was pored (Fig.2). 
When the current was continued, chain became long consisting 20-30 protoplasts. In case of 0.5 mM 
CaCl2 concentration, chains of 5-10 protoplasts were formed in the beginning, which subsequently 
became too long consisting 50-80 protoplasts. In case of 1.0 mM CaCl2, within 2-5 sec of AC current 
running, chains of 15-20 protoplasts were formed and within a minute chain became as long consisting 
80-100 protoplasts which subsequently thickened by joining 2 or 3 such chains together (Fig.3). It 
was therefore concluded that CaCl2 at 0.1 mM concentration in culture medium was optimum for 
fusion. 

Protoplast density was found as an important factor in formin suitable protoplast chain. Keeping 
all the above factors constant when protoplast suspension of 10 /ml density was used, long chain 
consisting 8-10 protoplasts were formed within 5 sec whereas when a low protoplast density of 3-5 
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xl 05/ml was used it formed smaller chains of 2-3-5 protoplasts. Hence, low protoplast density was 
found desirable. 

Fig. 2. Formation of short 
chains consisting protoplasts 
of cotyledon and MBB 
explants (150 x), 

Fig. 2. Formation de courtes 
chaInes constituées de 
protoplastes de cotyledon et 
d'explants MBB (150 x). 

Fig. 3. 	Formation of long 
chains consisting protoplasts 
of cotyledon 	and 	MBB 
explants (50 x). 

Fig. 3. Formation de longues 
chalnes 	constituées 	de 
protoplastes de cotyledon et 
d'explants MBB (50 x). 

Fig. 	4. 	Formation 	of 
heterokaryon after fusing 
protoplast of M.indica and 

4 
M. alba (400 x). 

Fig. 	4. 	Formation 
d'hétCrokaryons après la 
fusion de protoplastes de M. 
indica ci de M. alba (400 x). 

By using 2 different intensity of frequency (0.5 Mhz, 1Mhz) and VDC (200 V, 400 V) and 3 
different Pulse Width (100 t s, 200 p s, 400 p s) with a constant alignment of 40 Volt, it was observed 
that when the frequency of 0.5 Mhz, Pulse Width of 400 p s and VDC of 400 V was used, about 60% 
protoplast fusion was achieved. The fusion was monitered through microscopic ohservation.The 
resultant heterokaryons were found intact (Fig.4), free floating and displayed a high percentage of 
viability (about 60%). The cultural conditions tested under present investigation were not find 
responsive to the growth of heterokaryon leading to plant regeneration, hence further investigation is 
required to develop suitable medium for regerneration. 
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Rapport technique 

ISOLEMENT ET ELECTROFUSION INTERSPECIFIQUE DE 
PROTOPLASTES CHEZ LE MURLER 

P. K. TEWARY* & S. OKA' 

Plant Biotechnology Department, National Institute of Agrobiological Sciences, Kannondai, 
Tsukuba, lbaraki 305-8802, Japon. 

On a isolé lesprotoplasiesdu cv vlédon c/ely var. S-36 de Morus indica etde bou,-geons ,nultiples 
('MBB) de Ia var. kenmochi de M. alba en ulilisant des concentrations optimum de c'ellulase (2 %). 
de macerozyine (1 %) et depeciolyase (0,05 %)pendant diftérentespériodes d 'incubation. On a réussi 
Ia fusion de ces proloplastes (environ 60 % de formation d 'héiérocari'ons) en siandardisant les 
conditions de / 'é/eciro/iision ci en inanipulani ía concentration du mélange de fusion, ía fréquence 
du courant et ía fénétre d 'iinpulsion. 

INTRODUCTION 

Le mürier, Ia plante principale de l'industrie séricicole est représenté par des milliers de variétés 
cultivées et sauvagcs. On a besoin d'exploiter les caractères désirables des variétés sauvages tels que 
Ia tolerance aux stress biotique et abiotique et Ia résistance pour Ia production de nouveaux genotypes 
de müriers. 11 est souvent diff'icile d'hybrider de tels parents par Ia technique de lignagc 
conventionncllc en raison de i'cxprcssion sexuelle inconsistante et de l'hétérozygotie importante du 
mcirier. La technique de fusion des protoplastes permet de surmonter cette barriérc en hybridant ces 
parents au niveau soniatique pour mettre au point des hybrides soinatiques. On a réussi Ia fusion des 
protoplastes chez piusleurs espèces de plantes. Katagiri (1988), Tewary et Lakhmisita (1992), Ming 
et coil., (1992), Tohjima et coil., (1996) ont obtenu certaines rCussites chez le mOrier. 

Chand et coil., (1996) ont essayé d'isoler des protoplastes viables a partir de cultures du 
mésophylle et du cal, cependant, on n'a pas Pu régénérer des hybrides somatiques a partir des 
protoplastes fusionnés. Onishi et coil.. (1989) et Ohnishi & Tanabe (1989) ont aussi essayé Ia fusion 
des protoplastes du mCrier ci du mürier papier. Malgré ces essais, on n'a pas obtenu de résultats 
reproductibles chez Ic mOrier, on a done besoin de recherches supplémentaires dans cc domaine. 

Dans notre recherche, nous avons essayé d'isoler les protoplastes de deux espéces de miirier 
différentes, Morus indica et M. alba et d'optimiser les conditions d'électrofusion des protoplastes. 

MATERIELS ET METHODES 

Isolement des protoplastes du cotyledon: 
On cultive des graines pollinisées librement de la var. S36 de Monis indica sur un milieu de base 

MS (Murashige et Skoog, 1962) contenant 3 % de saccharose + 0 ,8 % d'agar. On coupe Ics 
cotyledons, retires stir des plantules de 8 a lOjours, en bandes fines d'environ 1 mm et on les incube 
dans 10 ml de solution d'enzyme uiltrée et stCriIisée (filtre de 0,45 jim) contenant de Ia Cellulase 

* Regional Sericultural Research Station, Central Silk Board. Hehal, Ranchi - 834 005, mdc. 
**Auteur  auquel adresser Ia correspondance. 

2003 - Scricologia 43(4) 543-546 	 543 



ISOLEMENT ET ELECTROFUS/ON DE /ROTOPL.4STES CHEZ LE MURIER 

Onozuka RIO, de Ia Cellulase Onozuka RS. de Ia Macérozyme RIO, de Ia Meicelase P1 et de Ia 
Pectolyase Y23 dans du milieu de CPW (Cocking et Peberdy, 1974) additionné de mannitol a 9 % 

(pH de 5.8) pendant 5 a 13 heures dans des conditions stationnaires ou de rotation (60 tpm) a 
l'obscuritC ou a Ia Iumiére. Après incubation, la solution enzymatique contenant les tissus digérés est 
filtrée au travers d'un tissu dans une flasque coniquc de 50 ml. Le filtrat est transféré dans un tube 
stérilisé a bouchon vissé et est centrifuge a 800 tpm pendant 5 miii. On pipette Ic sunnageant et on 
depose le culot sur une solution de saccharose a 21 % (préparée dans du milieu CPW) pour purifier 
les protoplastes. Le tube est centrifuge a 1000 tpm pendant 8 mm. Une bande contenant les 
protoplastes apparait au sommet de Ia solution de saccharose que l'on recueille et que I'on transfère 
dans on tube propre contenant 5 ml de milieu de lavage (milieu CPW + 9 % de mannitol). On fait 
tourner le tube a 800 tpm pendant 4 mm. On pipette Ic surnageant et on lave Ic culot avec S ml de 
milieu de lavage en répétant Ic processus deux nouvelles fois. Pius, Ic culot est suspendu dans I ml 
de milieu CPW et on calcule Ic rendement en protoplastes ii l'aide d'un hCmocytoinCtre. 

Isolement des protoplastes de MBB: 
On isole les protoplastes des corps de bourgeons multiples (MBB) de Ia var. kenmochi de M. a/ba 

[obtenus a partir de cultures du sommet de la tige, (Oka 1995) maintenus dans du milieu MS liquide 
+ 4PU (2mg/I) grace a des sous-cultures periodiques a I4jours d'intervalle dans des conditions de 
rotation (120 tpm, photopériode de 16 h, 25° Q. On coupe les MBB en morceaux, on les incube dans 
une solution d'enzymes, que l'on filtre a travers on tissu et on centrifuge le filtrat a 800 tpm pendant 
8 min comme mentionné plus haut. On lave le culot dans 5 ml de CPW + 9 % de mannitol (milieu de 
lavage) a 800 tpm pendant 5 mm. On répète le processus de lavage deux fois en effectuant Ia mCme 
centrifugation. Finalemnent, on charge Ia suspension de protoplastes lavés (environ 1 ml) sur 8 ml de 
solution de saccharose a 21 % préparéc dans des sels de CPW dans un tube propre qu'on fait tourner 

a 1000 tpm pendant 8 mm. On recueille Ia bande de protoplastes qui apparalt au sommet de La solution 
de saccharose et on La suspend dans I ml de milieu CPW. On calcule le rendement en protoplastes a 
I'aide d'un hCmocytomètre. 

Test de viabilité des protoplastes isolés 
On teste Ia viahilité des protoplastes en utilisant Ia technique de coloration au diacétate de 

fluorescéine (FDA). On ajoute 50 p.1 de solution FDA (solution mere consistant en 0,05 % de FDA 
dans de l'acétone) dans 75 p.1 d'eau et puis on mélange one goutte de colorant avec une goutte de 
suspension de protoplastes dans Ia cavité d'une lame. On laisse les protoplastes se colorer pendant 
5 min et on les observe sous un microscope UV. 

Electrofusion des protoplastes 
On essaie l'Clectrofusion des protoplastes de Ia var. kenmochi de M. a/ba et de Ia var S-36 de 

M. indica en utilisant on transformateur a fusion Clectrique (Shimazu SSHI). 
Aprés l'isolement, on dilue les protoplastes des deux explants d'abord a une densité de 5 x  iü 

/ ml en ajoutant un milieu de fusion stérilisé et puis une quantité egale des deux suspensions de 
protoplastes est melangée dans un tube a bouchon vissé. On utilise un milieu de fusion constitué d'une 
solution aqueuse de mannitol a 9 % + CaCl2 a une concentration de 0,1 mM, 0,5 mM et de 1,0 mM. 
Puis, Ia suspension des protoplastes mélanges (environ I ml) est versée dans Ia chambre de fusion 
(largeur de 0,3 mm) et on applique du courant alternatif. Avant de brancher le courant altennatif, on 
ajuste Ic processeur de fusion a tine frCquence de 0,5 - 1 Mhz, 200-400 p.s PW et 200-400 V de VDC. 
Après Ia formation d'une chaine de protoplastes mélanges (MBB et cotyledons), on dome 6 a 8 
impulsions de courant continu et on laisse les protoplastcs fusionner. Quelques minutes plus tard, on 
donne a nouveau 3 a 4 impulsions et on laisse les protoplastes reposer pendant 10 a 15 minutes dans 

Ia chambre de fusion. 
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Après Ia fusion, on transfére Ia suspension de protoplastes dans des boites de Petri stériles de 
40 mm contenant 3 ml de milieu de culture KM8P (Kao et Michayluk, 1974) + 9 % de mannitol 
additionné avec des conibinaisons différentes de régulateurs de croissance, c'est a dire du BAP (0,5 
—2 mg / I), du 4 PU (0,5-2 mg / 1), du NAA (1.0 mg/I), du 2,4-D (0,25 mg / I). Les cultures sont 
conservées a 25° C dans I'ohscurité. 

RESULTATFS ET DISCUSSION 

Rendement et viabilité des protoplastes 
Les données résumées dans les Tableaux I & II rCvélent qu'avec des explants de cotyledons et 

de MBB, Ia solution d'enzymes contenant une combinaison de 2 % de cellulase RiO, 1 % de 
macéroz'me RIO et 0,05 % de Pectyolase Y23 donne Ic maximum de protoplastes (respectivement 
3,0 x  jØ / ml, 4,6 x  10 / ml) pour unc incubation de respectivement 5 hrs et de 13 hrs a 60 tpm a 
l'obscuritC (Fig. IA, B). 

On trouve que Ia cellulase RIO donne un rneilleur rendement en protoplastes que Ia cellulase RS. 
La cellulase RIO a une concentration de 2 % est optimum chez les deux explants testes. On trouve 
que Ia macCrozyme RIO de 0,5 % a i est essentielle pour obtenir un rendement. Quand on augmente 
Ia concentration en macérozyme de 0,5 % a I %, cela diminue Ia pCriode d'incuhation de 13 hrs a 
5 hrs avec les explants de cotyledons. Pour les protoplastes de MBB, on trouve que les concentrations 
de Macerozyme a 0,5 % et a I % sont optimum avec respectiverncnt 12 et 13 heures d'incubation. 
L'ajout de Pectolyase Y23 a une faible concentration de 0,05 % s'avérc jouer tin role important pour 
obtenir un rendement en protoplastes plus Clevé chez les deux explants. 

En ce qui concerne les conditions d'incubation, on trouve que Ia condition de rotation (60 tpm) 
a I'obscurité est meilleure que I'état stationnaire. Comme les protoplastes de MBB sont constituCs de 
vacuoles et sont legers en poids par comparaison aux protoplastes du cotyledon, on change Ic 
processus d'isolcment pour minimiser Ia perte de rendement. La dernière étape de La procedure 
d'isolement est Ia purification des protoplastes (en les déposant sur une solution de saccharose 021 %). 
On teste Ia viahilité des protoplastes grace a une coloration FDA. Elle diffCre en fonction des 
concentrations d'cnzyme et des périodes d'incuhation utilisées. Bien que Ia viabilité soit comprise 
entre 40 % et 80 %, on remarque en général que 70 % des protoplastes restent viables quand on 
maintient des conditions de culture ideates. 

Standardisation des conditions de I'électrofusion 
Pour obtenir une fusion réussie des protoplastes, nous avons standardisC les pararnètres suivants 

de technique de fusion: 
I. concentration en chiorure de calcium dans Ic milieu de fusion. 

densitC de protoplastes dans Ia suspension de protoplastes mélanges. 
fréquence (Mhz). voltage (VDC), fenêire d'impulsion (PW) du courant électrique. 

Avec une concentration en CaCl2 de 0,1 mM, il se forme une chalne de 2 0 5 protoplastes en 5 
0 10 sec et les chaines commcncent a bouger vers le bord de La rainure dans laquelle on verse La 
suspension de protoplastes (Fig. 2). Quand on maintient le courant. Ia chalne devient longue et est 
constituée de 20 0 30 protoplastes. Avec une concentration en CaCl2 de 0.5 mM, ii se forme au debut 
des chaines de 5 a 10 protoplastes, qui par Ia suite deviennent trop longues et sont constituCes de 50 
080 protoplastes. Avec 1,0mM de CaCl2, et en mettant du courant alternatif pendant 2 a 5 see, it se 
forme des chaines de 15 0 20 protoplastes et en une minute, Ia chaine devient tongue et est constituée 
de 80 a too protoplastes qui par Ia suite épaississent grace a Ia fusion de 2 0 3 chaines seniblables 
entre dIes (Fig. 3). On conclut done que Ic CaC12 0 une concentration de 0,1 mM dans Ic milieu de 
culture est optimum pour Ia fusion. 

On trouve que Ia densité en protoplastes est tin facteur important pour une bonne formation d'une 
chalne de protoplastes. Si on conserve tous Les facteurs ci-dessus constants, en utilisant une suspension 
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de protoplastes d'une densité de 106  / ml, it se forme une tongue chainç de 8 a 10 protoplastes en S 
secondes tandis qu'avec une faible densité de protoplastes de 3 a 5 x 10 I ml, ii se forme des chaines 
plus petites de 2-3-5 protoplastes. On trouve donc qu'une faibte densité de protoplastes est 
souhaitable. 

En utitisant 2 fréquences différentes (0,5 Mhz, 1Mhz), deux voltages (200 V. 400 V) et 3 
différentes fenêtres d'imputsion (100 is, 200 is, 400 jis) avec un alignement constant de 40 Volt, on 
observe qu'avec une fréquence de 0,5 Mhz, une fenétre d'impulsion de 400 jis et 400 V de VDC, on 
obtient environ 60 % de fusions de protoplastes. On contrôle Ia fusion par l'observation au 
microscope. Les hétérocaryons qu'on obtient sont intacts (Fig. 4), flottent librement et présentent un 
pourcentage élevé de viabilité (environ 60 %). Les conditions de culture testées dans cette étude 
n'étaient pas favorables a Ia croissance d'hétérocaryons conduisant a Ia formation de plantes. Il 
faudrait donc entreprendre des etudes supplCmentaires pour mettre au point un milieu adapté pour la 
régénération. 
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Technical report 

SEASONAL INTENSITY OF STEM BORER PSILOPTERA 
FASTUOSA (COLEOPTERA) INFESTATION ON ARJUNA 

(TERMINALIA ARJ1]NA) AND ITS CONTROL 

P. K. SINGH*,  B. I). SINCH & S. K. TIWAR( 

Central Tasar Research & Training Institute, Research Extension Center. Katghora, 
Bilaspur (M. P.), India. 

Psilopterafastuosa is a serious pest ofArjuna, Terminalia arjuna which is aprimarv food plant 
of tasar silkworm Antheraea my/it/a D. used for producing tasar silk for commercial exploitation. 
The grubs of ihis insect bore into the stem and form tunnels bY desrrot'ing the xylem and ph/oem. The 
infestation of this pest prevails throughout the year in this food plant and reaches its peak during 
Februaty (41%) wit/i it sudden drop of 22% in Marc/i and it reduced/u nearly one fin,rth (9%) in the 
months of August-September. The plant infestation and physical fi,ctors were statistical/v analysed 
to understand the effects oJ'thesefizctors on infestation.  The eo,'relation co-efficient analysis revealed 
that the extent of infestation was negative/v con-elated [r: - 0.3223] to temperature and positive!).' 
correlated Irs + 0.76601 to relative /iumnidi i'. Pot' controlling this pest plugging of holes ',j'iili ('Otto?? 
soaked in 0.04% phosphamnidon (trade name Dimecron) was found most effective in reducing the 
infestation to the tune of 96% which was high/v significant at P < 000/. Thus, i/is recommended for 
the control of this pest. 

Keywords: Psi/op/era Jiistuosa, stem borer, seasonal intensity. Dirnecron. 

INTRODUCTION 

The arjuna, Te,',ninalia arjuna, plants are predominantly available in the forests of tasar growing 
districts of Madhya Pradesh i. e. Bastar, Bilaspur, Raigarh, Surguja, Balaghat, Mandla and Jhabua. 
This is one of the primary food plants oftasar silkworm Antheraea mnvlitta D. The rearers ofMadhya 
Pradesh area use arjuna plants for the rearing of tasar silkworms. They pay a nominal amount of 
royalty to the forest department and take the permission to utilise the arjuna plants of forests for 
particular crop. Many pests and predators attack this plant i. e. Sphenopte,'a konbie,'ensis Kerr, 
Sternocera o,'ienialis. Laspeyresia p.seudonectis Kerr.. Trioza fletche,'i minor. Ph'lloptecta hi,'suta. 
Megaim'ioza hirsuta and Psiloptei'a fastuosa (Dhar ci al., 1988). Among all these Psiloptera fastuosa. 
is a serious pest, infesting a wide range of plants including Terminalia ar/iwo and Termninalia 
tomeniosa. The grubs of this pest are found to be more destructive than the adults due to their chewing 
and burrowing type of mouthparts. The presence of grubs could he ascertained by the presence of a 
gummy stibstance secreted at the injured portion in the plant and the presence of small pellets of 
chewed wood mixed with excreta lying on the ground near the stem. 

* Present address: Regional Sericulturat Research Station Sahaspur Dehradun Uttaranchal (India), to whom 
correspondence should he addressed. 
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MATERIALS AND METHODS 

The systematic arjuna plantation planted during 1987 was utilized for this experiment. The whole 
experimental area (1.14 hectare) was divided into 20 blocks. Each block consisted of200 aijun' plants 
(I .8iii x  1.8 m). The randomised block design was considered for this experiment. All the trc.Llments 
were replicated thrice with 266 plants per replication and 98 plants were considered for collecting the 
data by ignoring the guard rows. The infestation percentage of borer was assessed on the basis of the 
presence of grubs or exit holes on the trees. The seasonal intensity of infestation was recorded monthly 
by considering the plants randomly throughout the year during 1991. The data on abiotic factors like 
maximum temperature, minimum temperature and moisture content were also recorded in the same 
period. These factors were then correlated with extent of infestation by statistical analysis to find out 
the co-efficient of correlation. 

To control the borer infestation. Phosphamidon (trade name, Dimecron) in different 
concentrations i. e., 0.01%. 0.02%, 0.03%. 0.04% and 0.05% were prepared. The insecticide was 
applied by plugging the holes with cotton soaked in different concentrations of Dimecron. In control 
the whole procedure was same except wet cotton soaked with water in place of insecticide was used. 
The plugging was done with an iron stick of 2 mm diameter by inserting the soaked cotton into the 
holes. The efficacy of different treatments was determined by recording the number of reappearance 
of the holes each month in addition to the presence ofgnibs. The data collected from all the treatments 
was statistically analysed to find out the best treatment. The mean percentage of mortality was 
calculated by considering dead grubs divided by the number of live grubs and multiplying it by 100. 
The mean mortality of replications was calculated by taking simple calculation of mean mortality of 
replications as per the procedure of Singh and Das (1999). 

RESULTS AND DISCUSSION 

The data recorded revealed that borer infestation prevails throughout the year and reached its 
peak during February (40°/o) with a sudden drop to 22°/o in March and reduced to nearly one fourth 
(9%) in August and September (hg. I). The peaks were closely related to the reproductive cycle of 
this species and immature forms were dominant during the infestation period. Usher (1976) stressed 
that cyclic processes are well known in mammals but so far have not been demonstrated in insects. 
Hence, these findings lend secondary support to the present investigation. Ryke and Loots (1969) 
established that growth and the preponderance of infestation was associated with fluctuations 
involving temperature and relative humidity. In the present work the temperature and relative 
humidity were found negatively correlated (r = - 0.4930) and positively correlated (r = 0.7660) 
respectively (Table I). 

Reports are available regarding the decrease of populations of animals when temperatui: either 
rises or falls below a critical level (Dowdy, 1944). In the present study, the population of borer was 
increased by the increase of relative humidity. Nielsen (1955)   also reported that moisture plays a 
significant role in the increase of the animal population and prolonged drought was seen to have 
serious effects on the survival of the individuals. 

The efficacy of different concentrations of Dimecron was assessed and it was found that all the 
treated lots showed more than 44% mortality of borer as against 1.36% in control. Dirnecron 0.04% 
showed maximum (96.26 + 1.00) control over others (Table II). 

Control: 
This study revealed that all of tile treatments have effectiveness above 44% over the control and 

over 96% control in 0.04% Dimecron. In the control lot above 981/o cases were found with the 
reopening of the holes in the plants. Data presented in Table ii show that the treatment applications 
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were significant over the control and the application of 0.04% phosphamidon was highly significant 
(P<0.01). 
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Fig. 1. Monthly infestation fluctuation of Psiloptera and related abiotic factors. 
Fig. 1. Fluctuation de I 'infestation par Psiloptera en fondion du mois et desfacteurs abiotiques. 
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Table 1. Coefficient of correlation between infestation of Psiloptera fastuosa and abiotic factor 

in relation to T. arjuna during 1991. 

Tableau I. Coefficient de correlation entre l'infestation de T. arjuna par Psiloptera fastuosa et 

lesfacteurs abiotiques pendant l'année 1991. 

Abiotic No. of 	dxdy 	Y x - y 	Coefficient of 

Factors observations correlations (r) 

Facteurs Nbre Coefficient de 
abiotiques d 'observations correlations (r 

Max. temp. 	 12 	-413.849 	10.92 	7.240 	-0.3223 NS 
Mm. temp. 	 12 	- 293.720 	10.92 	4.540 	- 0.4930* 

R. 11. 	 12 	669.432 	10.92 	6.669 	+ 0.7660** 

* Signiticant at P < 0.1 I Signiflcatijau seuil de P < 0,1. ** Significant at p <0.05 I Significatijau seuil de 
P < 0,05. NS Not significant I Non .siguifIcatif 

Table II. Efficacy of different concentrations of Dimecron for the control of stem borer 
Psiloptera fastuosa. 

Tableau If. Efficacité de différentes concentrations de Dimecron dans ía lutte con tre Ic perforeur 

de Ia tige Psiloptera fastuosa. 

Insecticide conc. 	 Mortality replicatioi 
	

Mean percentage 
	

Mean mortality 

11 
	

III 	of mortality ± S. E. 	& SE of rep!. 

Conc. en insecticide 
	 Répétition 

	 Pourcentage 	izfortalitC ,noyenne 
moyen de nwrwlité & Ecart type pour la 

I 	Ii 
	

11! 	± Ecart type 	 répétition 

Dimecron 0.01 64 44 52 54.42 ± 4.8429 53.33 ±4.7455 a 

Dernicron 0.02 45 44 43 44.90 ± 0.4808 44.00 ±0.4714 al 

Dimecron 0.03 89 90 82 88,78 ± 2.1000 78.33 ± 0.9824 a2 

Dimecron 0.04 96 92 95 96.26 ± 1.0000 94.33 ± 0.9824 a3 

Dimecron 0.05 83 65 73 75.17 ± 4.3400 73.66 ± 4.250 a4 

Control Water / Témoin Eat, 01 02 01 01.36 ± 0.2700 0.133 ± 0.272 aS 

Test probability different ! test 
a5 -a = P <0.05 a 	at =NS a I a2 = p <0.01 a2-a4 = NS 
aS-al = P <0.01 a-a2 = P <0.05 al-a3 = P <0.01 a3-a4 = NS 
a5-a2 = P <0.01 a-a3 = P <0.05 al-a4 	P <0.01 a5-a4 = P <0.Ot 

a5a3 = P <0.01 a-a4:NS a2-a3 	NS 
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Metcalf and Flint (1960) recommended the use of P.D.C.B. (para dichlorohcnzene in I ml of 
carbon bisulfite in alcohol), which if not used properly causes plant injury. Pruthi and Batra (1960), 
while working on allied borer mentioned the possibility of using 0.1% DDT or BHC in the borer hole 
with the help of syringe in addition to their recommendation of P.D.C.B. Metcalf and Flint (1960) 
also reported application of5% rotenone extract in acetone using an oil or similar device. In the present 
investigation, it was recorded that 0.04% Dimecron can safely be used for the control of this pest 
Psilopterafastuosa and it was highly effective. Hence, it is recommended to control this pest. 
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INTENSITE SAISONNIERE DE LINFESTATION D'ARJUNA 
(TERMINALIA ARJUNA) PAR LE PERFOREUR DE LA 

FEUILLE PSILOPTERA FASTUOSA (COLEOPTERA) ET SON 
CONTROLE 

A. K. SINGH*,  B. D. SINGU & S. K. TIWARI 

Central Tasar Research & Training Institute, Research Extension Centre, Katghora, 
Bilaspur (M. P.), mdc. 

Psilopterafastuosa est an parasite sérieux d 'A rjuna. Terminalia arjuna, qui est une plante hóie 
primaire du vera sole tasar Antheraea my/itta D. uti/isée pour/a production de soie tasar O / 'éche/le 
cominerciale. Les larves de eel insecte percent La lige etforinent des tunnels en détruisani Ic xylem 
ci le phloèine. I. 'infestation  par cc parasite a lieu bale / 'a,:,iêe sur c'ette p/ante hOie ci el/c atteint up: 
somniet enJvrier (41 'i) avec une baisse soudaine 22 % en maps, puis el/c dimninue deprès d'un 
quart (9 °/q) pendant les mois d 'aoüt —septembre. On a analyse de manière statistique / 'infestation 
des plantes et les facteurs phyiques pour comprendre les effets  de ces facteum's sur / 'infestation. 
L 'analyse du coefficient de correlation révè/e que /e degre d 'infestation est nCgativemenr corrClC [r: 
- 0,3223] ô Ia temperature ci posirivement corréle [,'. + 0, 7660] a / 'humidité re/alive, Pour latter 
contre cc parasite, on mont,'e que /e co/mat czge des trous avec du coton trempé dans duphosphan:idon 
o 0,04 % (non: de inarque Dimnecron) est Ic plus efficace pour réduipe / 'infestation de 96 %, cc qui 
est très significatif a p < 0,001. 1/ est done recomnmande pour latter contre cc parasite. 

INTRODUCTION 

Les plantes arjuna, Term/na/ia ar/ui/a, soft principalement disponibles dans les foréts des zones 
d'Cievage du tasar dans le Madhya Pradesh, c'est a dire a Bastar, Bilaspur, Raigarh, Surguja, Balaghat, 
Mandla et Jhabua. C'est l'une des plantes hôtes primaires du ver a soie tasar Antheraea mylitta D. 
Les éleveurs de Ia region du Madhya Pradesh utilisent les plants arjuna pour l'elevage des vers a sole 
tasar. Ils paient une somme modique de redevance au rninistère de Ia forCt et obtiennent Ia permission 
d'utiliser les plantes arjuna des forêts pour des élevages particuliers. De nombreux parasites et 
prédateurs attaquent cette plante, c'est a dire Sphenoptera konhierensis Kerr., Sternocera orientalis, 
Laspe,vresia pseudonectis Kerr., Triozafletcheri minor, Phylloptecia hirsuta. Me,gatrioza hirruta et 
Psiloptera fOstuosa (Dhar et coIl., 1988). Parmi tous ceux-là Psilopiera /i:stuosa, est un parasite 
sévêre, qui infeste une gamme étendue de plantes y compris Termninalia aijuna et Terminalia 
tomentosa. On trouve que les larves de ce parasite sont phis destructrices que les aduites en raison de 
leur parties huccales qui niàchent et creusent. On peut s'assurer de Ia presence des larves par Ia 
presence d'une substance gommeuse sécrétée sur Ia partie abimée de Ia plante et de petites boules de 
bois mãché mélange avec des sécrétions reposant sur Ic sol près de Ia tige. 

* Adresse actuelle: Regional Sericultural Research Station, Sahaspur, Dehradun, Uttaranchal (mdc), auquel Ia 
correspondance doit Ctre adressée. 
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MATERIELS ET METHODES 

On uti]ise pour cette experience une plantation arjuna piantée en 1987. Toute Ia zone 
expérimentale (i,l4 hectares) est divisée en 20 blocs. C'haque bloc est constituC de 200 plants arjuna 
(1.8 m x 1,8 rn). On procCde scion une conception en blocs aléatoires pour cette experience. Tous les 
traitements sont repetCs trois lois avec 266 plants par repetition et on considére 98 plants pour recueilhr 
les données en ignorant les rangécs du bord. On évalue Ic pourcentage d'infestation par Ic perforeur 
sur Ia base de Ia presence de larves ou de trous de sortie sur les arbres On enregistre l'intensité 
saisonnièrc de l'infestation mensuellement en observant les plantes au hasard pendant toute l'année 
en 1991. On enregistre aussi les données sur les facteurs abiotiques comme Ia temperature maximum, 
Ia temperature minimum et l'humidité pendant Ia mCme période. On conèle ensuite ces facteurs avec 
Ic degrC d'infestation obtenu par l'analyse statislique pour trouver Ic coefficient de correlation. 

Pour lutter contre l'infestation par Ic perforeur, on prepare du Phosphamidon (nom de marque, 
Dimecron) a différentes concentrations. c'est a dire 0.01 %, 0,02 %, 0.03 %, 0,04 % et 0,05 %. On 

applique l'insecticide cii bouchant les trous avec du coton trempC dans diffCrentes concentrations de 
Dimecron. Pour Ic témoin, toute Ia procedure est Ia rnéme saul' qu'on utilise des nièches de coton 
trempCes dans de l'eau 6 Ia place de l'insecticide. On procède au colmatage avec une mCche en fer 
de 2mm de diamètre en insérantle coton trempé dans les trous. On determine l'efficacité des différents 
traitements en enregistrant le nombre de rCapparition des trous chaque mois et Ia presence de larves 
Les données recueillies avec tous les traitements sont anaiysées de rnanière statistique. On caicule Ic 
pourcentage moyen de mortalitC en considérant les larves mortcs que 'on divise par Ic nombre de 
larves vivantes et que l'on multiplie par tOO. On calcule Ia mortalitC moyenne des répCtitions en 

suivant Ia procedure de Singh et Das (1999). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les données enregistrées révèlent que l'infestation par Ic perforeur est présente pendant toute 

I'année et arteint un pie en février (40 O/),  avec une baisse soudaine 6 22 % en mars et une diminution 

de presque un quart (9 %) en ao6t et septembre (fig. I). Les pies sont Ctroitement lies au cycle 

reproductifde cette espéce et les formes inimatures domirient pendant Ia période d'infestation. Usher 
(1976) a observe qu'on connait bien les processus cycliques chez les manimifères maisjusqu'ã present 
us n'ont pas Cté prouvés chez les insectes. Ces observations apportent done un soutien secondaire 6 
cette étude. Ryke et Loots (1969) ont Ctabli que Ia croissance et la prépondérance de I'infestation sont 
associées aux fluctuations de La temperature et de l'humidité relative. Dans cette étude, on trouve que 
La temperature et I'humiditC relative sont respectivement négativement corrClCes (r = 0,4930) et 
positivement corrClCes (r = 0,7660) (Tableau 1). 

Des rapports sont disponibles concernant Ia baisse des populations animales quand Ia temperature 
augmente ou baisse en-dessous d'un seuil critique (Dowdy, 1944). Dans cette etude, Ia population du 
perforeur augmente avec Ia hausse de l'humidité relative. Nielsen (1955) a aussi rapporte que 
l'humidité joue un role significatif dans l'augmentation de Ia population anirnale et on a constatC 
qu'une sCcheresse sévère prolongée a des effets sCrieux sur Ia survie des individus. 

On évalue l'efflcacité des différentes concentrations de Dimecron et on trouve que chez tous les 
lots traités, Ic perforeur présente Line mortatitC de plus de 44 % contre 1,36% pour Ic temoin. Le 
Dimecron a 0.04 % donne Ic résultat maximum (96.26 ± 1,00) par rapport aux autres traitements 

(Tableau 11). 

Lutte 
Cette étude rCvCle que tous les traitements ont plus de 44 % cl'efficacitC par rapport au tCmoin et 

permettent de lutter a plus de 96 % avec du Dimecron 6 0,04 %. Chez Ic lot témoin, on trouve plus 

de 98 % de cas de reouverture des trous dans les plantes. Les données présentées dans Ic Tableau II 
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montrent que les traitements donnent des résultats significativeirient différents par rapport au témoin 
et que l'application de phosphamidon a 0,04 % donne Ia difference Ia plus significative (P <0,01). 

Metcalf et Flint (1960) ont recommandé l'utilisation de P.D.C.B. (para dichlorobenzène dans 
1 ml de bisulfite de carbone dans de I'alcool), qui s'iI n'est pas utilisé correctement peut crCer des 
dommages pour La plante. Pruthi et Batra (1960), pendant qu'ils travaillaient sur le perforeur ont 
mentionné La possibilité d'injecter du DDT ou du BI-IC a 0,1 % a I'aide d'une seringue dans le trou 
du perforeur en plus de l'utilisation de P.D.C.B. recomrnandée. Metcalf et Flint (1960) ont aussi 
rapporté l'application d'exirait de rotCnone a 5 % dans de l'acCtone en utilisant de lhuile ou un 
système similaire. Dans cette étude, on a observe qu'on peut utiliser du Dimecron a 0,04 % sans 
danger pour lutter très efficacement contre le parasite PsiIoptemfisn,osa. II est donc recommandé 
pour lutter contre cet insecte. 

2003- Sericologia43(4) 553-555 	 555 



Technical report 

FOOD ALLOCATION BUDGETING IN TROPICAL TASAR, 
ANTHERAEA MYLITTA FED ON TERMINALJA TOMENTOSA 

S. S. RATH, RAJ NARAIN, B. C. PRASAD, U. C. ROY & B. R. R. P. SINHA 

Central Tasar Research & Training Institute. Piska Nagari-835 303. Ranchi, Jharkhand, India. 

Food allocation budgeting in Aniheraea mylitta larvae was studied using Terminalia toinentosa 
as a /ws' plant. Daily measuremen! o/dri' %i'eights of/hod eaien./iiec'esproducecl and dcv weight gain 
by larva was recorded to construct the detailed budget for/hod. Absolute value fbr food consumption 
increased although the relative consumption rate declined with advancement of larval development. 
The growth rate reached its peak during 11 instar (0.523) and declined thereafter till V instar (0.088 
and 0.089 in male and fomale  respectively). The percentage ingestion of total food consumed in 
different instars were recorded as 0.2, 1.], 5.0, 14.1. 79.5 with a hiomass production of 0.208%, 
1.631%, 6.524%, 20.830% and 70.808% during 1, 11, lii, IV and I instar of development. Female 
ingested 15.7% more/hod and retained 39.6% more digested food than male. A total of 88. 7% and 
88.4% of digested food were expended for respiration, inoulting, larval-pupal and pupa-adult 
transformation in male and fomale respectively. Male and foinale allocated 8% and 5.4% ofdigestible 
food for silk production respective/v, while only 3% was expended for egg production inJhmale. A 
residual o/'4. 745% and 3.191% of digestible food were retained in the body in male and female 
respectively at the time of death. 

Keywords: Anrheraea mvlitta, larvae, food allocation budgeting. 

I NTRO DUCT JON 

Silk is a natural fibre of animal origin produced by a group of insects popularly known as 
sericigenous insects belonging to order Lepidoptera. Antheraea int'li,'ta (Lepidoptera: Saturniidae) is 
a silk producing insect and is probably the largest lepidopteran in its larval life that spins a cocoon 
rich in silk (tasar silk) (Akai ci al., 1990). It is wild and polyphagous. The larval stage is the only 
feeding stage and it actively feeds on a variety of food plants. The quality and quantity of food intake, 
its digestibility and the utilisation of digested food for the growth of larvae determines the overall 
physiological status of the larvae and influences its performance at all levels like growth rate, 
development time, final body weight, survival and above all reproduction and enable in successful 
budgeting of the allocated food for various functions. Food is essential for growth, development, silk 
production and reproduction. Abundance of food and its quality, various ahiotic factors and presence 
of predators, parasites and diseases together prevent the insect from attaining their physiological 
potential life performance (Slansky and Scriber, 1985). The consumption and utilization of food 
influence metabolism, enzyme synthesis, nutrient storage and other activities. 

A vital part of studies in nutritional ecology is the assessment of food allocation (utilization) 
budget. The essence of food allocation budget is to quantify the growth of biomass (i.e., increase in 
weight) by larvae and production of eggs by the adults and as well as silk for cocoon, moulted cuticle, 
wings and body of the adult. Earlier a number of authors had studied the food consumption and 
utilization in A. mnylitta larva (Nayak et al. 1985; Dash and Dash, 1991; Mohanty and Mittra, 1988; 
Rath et al., 1999; Ojha ci al., 2000; Sinha ci al., 2000). Studies on growth and development of A. 
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mvlitta larva fed on three different host plants revealed that Terminal/a tonientosa is a comparatively 
superior host plant that can support the larval growth better(Rath, 2000). Review ofliterature revealed 
that none of the earlier studies were devoted towards evaluation of the dry matter utilization, dry 
matter economy, and dry matter requirement for unit growth, cocoon shell and egg production and 

to construct food allocation in A. mylitta for various activities at different life stages which is the aim 

of the present communication. 

MATERIALS AND METHODS 

For the study Antheraea mylitta (Eco-race:Daba B.V.) was selected because of its high 

exploitation potency. Superiority of the host plant Terminal/a lomentosa that support the larvae best 

for growth, development and reproduction was reported earlier (Rath et al., 1999. Rath, 2000) and 
hence chosen as a source of food of the larvae. The chemical nature of the leaves of the host plant 

Terminalia tomentosa is nutritious as compared to other host plants (Sinha ci al., 1992). The wild 
nature of larva and natural calamity, parasites, pests and predators together restrict the possibilities 

of the study in in situ condition to evaluate food consumption and utilization. The uzifly, which 
parasitizes the larva in III/IV instar of development, obliterates food ingestion and digestion followed 
by a significant decline in the conversion potential of assimilated food (Rath etal., 2000). The only 
solution to determine the quantitative aspect of food consumption, utilization and nutrient economy 

is the cx situ condition as mentioned earlier where healthy larvae were fed with fresh and healthy 

leaves of Terminal/a lonientosa in sufficient quantity twice a day till the larvae attained maturity (Rath 

etal., 1999). 
There were 5 replications each with 20 larvae. The survivability of larvae was 58-73% during 

the course of experiment. Buffer stocks were also maintained at par with other replications 

simultaneously to compensate mortality. Larvae of same age and weight from the buffer stock were 
used to replace the loss due to mortality and larvae used for dry weight determination. Leaves and 
faeces were kept in an oven at 80°C to determine the dry weight. Larvae were killed by placing it in 
a freezer for short time and then dried to a constant weight in an oven at 80°C to record the dry weight. 
For each instar the dry weight of food ingested, digested, faeces produced and increase in dry weight 
of the larva was recorded. in the present studies, sex could not be separated for first fiur instars but 
sex had been separated during V instar. The data recorded during first thur instars were common for 
both the sexes. Spinning of the cocoonS was carried out out-door. The harvested cocoons were kept 
separately till the reproductive activity completed and all commercial (cocoon weight and shell 
weight) and adult characters (moth weight and egg weight) were recorded. For dry weight 
determination 5 each of larvae, pupae and moth (of both the sexes) were taken. Dry matter requirement 
for unit growth, cocoon shell and egg production were calculated and dry matter economy was 
constructed for male and female separately. 

The quantitative nutrition measures the amount of food ingested (F), excreted as faecal matter 
(E), digested and assimilated (F—E), metabolized (M) and converted into the production ofbiomass 
(P). P (F - E) - M. The production of hiornass is nothing but increase in weight by the larvae and 
later on converted in to pupae, adult and a substantial portion is diverted to form eggs and cocoon 
shell. The various nutritional parameters were recorded and expressed in dry weight basis as described 
by Waldbauer (1968) as follows: 

Relative consumption rate (RCR) = F /TA 
Relative growth rate (RGR)= P/TA 
Approximate digestibility (AD %) = 100 (F - E)/F 
Efficiency of conversion of ingested food into body matter (ECI %)rlOO (P/F) 
Efficiency of conversion of digested food into body matter (ECD %)100 P1 (F—E) 
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Where F= dry weight of food ingested 
E = dry weight of flieces produced 
T= duration of feeding (days) 
P = dry weight gain of larva 
A = mean dry weight of the larva during feeding period 

= (Initial weight + final weight)/2 

The experiment was carried out during July-August in an ideal condition (temp. 25 ± 3°C, R.H. 
77± 7%, photoperiod II h L: 13 It D). Student's t-test was used to study the sexual difference in 
various parameters, while the significance of different parameters among instars were studied using 
ANOVA. 

RESULTS AND DISCtJSSION 

The amount of food ingestion and utilization in A. mv/lila as a function of life stages and sex is 
presented in Table I. Feeding behaviour of the larvae is adapted to maximize the rate at which nutrient 
is absorbed from the gut, thus permitting the maximal rate of growth, even though this leads to a lower 
efficiency of food utilization than could otherwise be achieved (Reynolds et al., 1985). The insect 
larva (dry weight 0.002 g at hatching) continues to feed upon leaves of the host plant till maturation 
(dry weight 8.354 to 9.922 g) with four interruption stages called moulting period. About 0.2%, I .1%, 
5.0%, 14.1% and 79.5% of total food is ingested during 1, 11, III, IV and V instar of the insect 
respectively (Table II). Although the food intake increases significantly with advancement in 
developmental stages the relative consumption rate (RCR) declines significantly from early to late 
instars. The RCR declined (from 2.521 in I instar) with advancing age (0.605 in male and 0.573 in 
female in V instar), which might be due to shorter residence time of food in the gut in younger larvae 
(Slansky and Scriber, 1985). Approximate digestibility (AD) declines significantly up to III instar, 
followed by a marginal and insignificant rise in IV instar and again declined significantly in V instar. 
This is in contrast to the report that AD decline with age in many insects (Waldbauer, 1968). The 
decline in AD with age is associated with the consumption ofa higher proportion of indigestible fiber 
(Waldbauer, 1968) but Kasting and McGinnis (1959) reported more or less constant AD in last three 
instars of Agrotis. In contrast, the net growth efficiency (ECD= efficiency of conversion of digested 
food) and gross growth efficiency (ECI= efficiency of conversion of ingested food) increases 
significantly till IV instar followed by a significant decline in V instar (Table I). Similar findings were 
already reported for Hepialus hwnu/i and Phaleria (Evans, 1939; Edwards, 1964). This is in 
contradiction with the findings reviewed by Waldbauer (1968) where ECI and ECD were recorded 
to increase with age. The body weight gain (in %) is lowest during I instar (0.19-0.23%) and highest 
during V instars (68.1-73.1%) following higher levels of ingestion and digestion (Table II). The 
relative growth rate (RGR) of the developing larvae was 0.396 during I instar which reached its highest 
value during II instar (0.523) which again tends to decline to the lowest during V instar (0.088 in male 
and 0.089 in female). Similar findings were also reported for tobacco homworni (Reynold ci al., 
1985). The fact that the RGR fell continuously with advancing age reveals that the larger animal put 
less effort into growth than smaller ones despite the maintenance of high absolute growth rate. About 
(69.6-78.2%) of total digested food is available during V instars for body tissue production and to 
meet the highest metabolic cost during silk protein synthesis and egg production. 

Food consumption and utilization differ significantly in male and female, female has greater 
nutritional accumulation, as it is associated with egg production. The production of egg involves 
allocation of substantial amount of energy and nutrients by a female (Table I). The values recorded 
in female for ingestion. RCR, digestion, gain in body weight, AD%, ECD%, cocoon weight, pupa 
weight, shell weight and moth weight were found significantly higher (Table I and 111). The quantum 
requirement of ingested and digested food for unit growth, cocoon shell production and egg 
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production is tabulated in table IV indicates a comparable dry matter requirement by both male and 
female larvae at different levels. For tissue growth of I g the larva requires a consumption of 5.8 to 
6 g dry matter and about 2.4 to 2.8 g of assimilated food. At the same time 38 g of ingesta is required 
to spin a cocoon shell of 1 g in both male and female but the digesta requirement is more in female 
(18.4 g) than male (15.2 g). The female larva requires consumption of 70.2 g of dry matter per I g of 
egg production, which is equal to 33.9 g ofdigesta (Table IV). 

IemaIe 
I Consumed 

Consumed 	I I Consumed 
1.477g 

18.031 g (64.509%) 	5.209g 	
(5.284%) 

(18.636%) 

Food consumed Food Mature larva Pupa 

57.920 g (1 digested 9 92g (35 491%) 3.194 g 	Moth 0.892g 
27951 g (11 427%) 	(3 191%) 

cocoon laY er Egg 0.825 g 
Excreta 29g 1.517 g (2 951%) 

(51.742° (5.427%) 

Mate 

Consumed 
I 	Consumed Consumed 

11.666 g (58.277%) 
I 	5.108 g 0.982 g 

Food consum -_Food 
50.046g (100%) 40.0% 	dige 

Mature larva Pupa 	Moth 0.95 g 
20.018 g I 	

8.342 g 1.932g 	(4.745%) 
(100%) I 	

(4722,'1 (9.651] 

Cocoon 
layer 1.312 g 

(7.993%) 

Excreta 30.028 g 
(60.0%) 

Fig. 1. Food allocation budgeting in tropical tasar q'Antheraea inylir:a.l (dry weight basis). Food plant - Asan 
(Terminalia lo,,seiztosa). 

Fig. I. Repartition del 'apport en ,zourriture chez le ta.sar tropical (A ntheraea my litta) (base poids sec). Plante 

hole Asan (Terminalia tomentosa). 
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Table I. Dry matter ingested, digested, biomass produced and its utilization efficiency in 
different larval stages of tropical tasar silkworm (Antheraea m)'litta). 

Tableau I. Matière sêche ingérée, digérEe, biomasse produite ci efficacité d 'utilisation a différents 
stades larvaires chez Ic vera sole tasar tropical (Antheraea mylitta). 

Parameter 
Paramé Ire 

1 11 

Larval stage 
Stade Iar;'aire 

III IV V CDat5% Total 

Feeding period (days) 4 3 3.4 6.6 M 11.7 M 28.7 

Durée de nourrissage (fouc) F 13.7 F 30.7 

M 38.989 M 0.337 M 50.046 

Ingested (g) 0.121 0.611 2.713 7.612 F 46.869 F 0.434 F 57.920 
Ingérée g) (P <0.05) (P < 0.05) 

M 13.940 M0.101 M20.018 

Digested (g) 0.086 0.383 1.431 4.178 F 21.873 F 0.207 F 27.951 

Digérée 'g.) (P < 0.05) (P <0.05) 

Body weight gain (g) NI 5.685 M 0.069 M 8.352 

Gain depoids corpore/('g) 0.019 0.149 0.596 1.903 F 7.253 F 0.089 F 9.920 

(P<0.05) (P<0.05) 

M 35.754 M 3.225 M 39.999 

AD% 71.074 62.984 52.746 54.887 F46.764 F4.105 F48.258 

(P <0.05) (P <0.05) 

M40.782 M2.146 M41.722 

ECD% 22.093 38.903 41.649 45.548 F 33.160 F 2.440 F 35.491 

(P <0.05) (P <0.05) 

M 14.581 M 2.055 M 16.689 
ECI% 15.702 24.386 21.968 25.000 F 15.477 F 2.165 F 17.127 

(P, NS) (P. NS) 

M 0.605 M 0.088 M 0.417 
RCR 2.521 2.144 1.705 0.672 F 0.573 F 0.122 F 0.388 

(P <0.05) (P <0.05) 

M 0.088 M 0.036 M 0.070 

RGR 0.396 0.523 0.374 0.168 F 0.089 F 0.047 F 0.066 

(P, NS) (P < 0.05) 

M: Male, F: Female. Significance between sexes was shown in the parentheses. / M: Md/c, F: Femelle. Le 
seui/ de difTérence significative colic les sexes esi présemé entre parentheses. 
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Table 11. Percentage of ingestion and biomass production during different larval stages of 

A. mylitta. 

Tableau Ii. Pourcentage d 'ingestion etproduction de biornusse pendant différenis stades lari'aires 

chez A. mvlitta. 

Stage % of total during entire larval life 

Stade % du total pendant Ia vie !arvaire enhière 

Ingestion Biomass production 
Production de bio,nasse 

0.224 0.208 

II 	 1.132 1.631 

111 	 5.026 6.524 

IV 	 14.101 20.830 

V 	 79.523 70.808 

Table III. Cocoon weight, pupa weight, shell weight, moth weight and egg weight of A. mylitta 

fed on T. toinentosa (dry weight basis). 

Tableau Ill. Poids du cocon, poids de Ia nyniphe, poids de Ia coque, poids du papillon ci poids de 

l'eufchez A. mylitta nourri sur T. tomentosa (sur Ia base du poids sec). 

Sex 	 Cocoon 	Pupa Shell 	Moth 	 Egg 

weight (g) 	weight (g) weight (g) 	weight (g) 	weight (g) 

Sexe 	 Poids 	Poids de Poids de 	Poids du 	Poids de 

du cocon (g) 	(a nymphe (g) la coque (g) 	papillon (g) 	I 'auf (g) 

Male / Male 	3.244 	1.932 1.312 	 0.950 	 - 

Female /Fe,nelle 	4.711 	3.194 1.517 	0.892 	0.825 

p 	 <0.001 	<0.001 <0.05 	<0.05 	 - 

Figure la and lb is the graphic representation of food economy in A. inyliva. Female larvae 
ingest more food (57.920 g) than that of male (50.046 g). Digestion and quantum of food digested in 
female is more. The female ingests 15.7% more food and retains 39.6% more digested food than male. 
From hatching to completion of reproductive activity about 88.7% in male and 88.4% in female of 
digested food were consumed for respiration, moulting, larval-pupal and pupal-adult transformations. 
Mature larva retained 35.491% and 41.722% of assimilated food in female and male respectively. 
The budget allocation revealed that pupal body contained 9.65 1% and 11.427% of the assimilated 

food after consuming 25.517% and 18.636%. About 8% ofdigestible food in male and 5.4% in female 
were diverted for silk production. In female only 3% of digestible food were allocated for egg 
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were diverted for silk production. In female only 3% of digestible food were allocated for egg 
production. At death the female moth retains about 3.21/'0 of digestible food while it constitutes 4.7% 
in male. This is in contrast to the findings in B. won, where, female ingests 16% more and retains 
21% more metabolizable energy than male, spends 20% in silk production, 521/0 in respiration in 
either sex and 12% diverted for egg production. At death the female moth retains less than 14% of 
total metabolizable energy whereas it constitutes 25% in male (Hiratsuka, 1920). 

Table IV. Dry matter requirement for growth, cocoon shell and egg production in tropical tasar 
silkworm (Antheraea mvlitla). 

Tableau IV. Besoin en matière séche pour ía croissance, ía coque soyeuse ci Ia production d'ufs 
chez le ver a sok tasar tropical (Antheraea mylitta). 

Parameters 	 Dry matter requirement (g/g) 

Male 	 Female 

Paramètres 	 Be.coin en matiêre sèche (g/g) 

Male 	 Femelle 

Ingesta (g) / growth (g) 	 5.992 	 5.839 
ingesta (g) / croissance g) 

Digesta (g) / growth (g) 	 2.397 	 2.818 
Digesta (g) / croissance ('g) 

Ingesta (g) / cocoon shell (g) 	 38.145 	 38.181 
Ingesta (g) / coque ,coveuse (g 

Digesta (g) / cocoon shell (g) 	 15.258 	 18.425 
Digesta (g) / coque soj euse (g) 

Ingesta (g) / egg production (g) 	 - 	 70.206 
Ingesta (g) /production d zuf(g) 

Digesta (g) / egg production (g) 	 - 	 33.880 
Digesta (g) /production d a'ufc (g 

This study shows that the highest round efficiency at V instar point towards better care for feeding. 
Nutritious leaves should be provided to the growing larvae to maximize the silk production and egg 
production. 
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BILAN ALIMENTAIRE CHEZ LE TASAR TROPICAL 
ANTHERAEA MYLITTA B. NOURRI SUR TERMINALIA 

TOMENTOSA 

S. S. RATH, RAJ NARAIN, H. C. PRASAD, G. C. ROY & B. R. R. P. SINHA 

Central Tasar Research & Training Institute, Piska Nagari - 835 303, Ranchi, Jharkhand, mdc. 

Nous avons étudié Ic hi/wi cililnentaire chez les larves Antheraea my! ifta en utilisant Terminalia 
tomentosa comme p/ante hôte. On enregistre les tnesures journalières pour les poids secs c/c 
nourriture consommée et des excrements produas et pour le gain de poids sec par les larves a/in de 
determiner/c hi/an detail/C de la nourriture. La valeur absolue pour la consomnaiion de nourriture 
augmenie bien que Ic box de consom,narion relative ha/sse au fur ci a inesure que la larve se 
dCveloppe. Le taux de croissance atteint son pic pendant Ic 7erne 

 age (0,523) et bai.cse ensuite/usqu au 
5ernc Oge (0,088 el 0,089 respectivelnent chez les ,nale.v ci lesfenielles). On enregistre Ic pourcentage 
d 'ingestion iota/c de nourriture consommee pendant les di//Crents ages qui est de 0,2 .- 1.1 . 5,0 
14,1 ,' 795,' avec une prodlictiotj de b/omasse.de  0,208%,• l,631%;6,254 Yi,,'20,830 % ci de 

er,  enie erne eme 	eme 	 . 	. 	- 7 70,808 / pendant les / , 2 	3 	4 	ci 5 	ages. La/ewe/Ic ingere /,,,. 	c/c nourriture en 
plus ci retient 39,6 % de nourriture digCree de plus que Ic male. (In total de 88,7 % etc/c 88,4 % de 
nourriture digCrCc est consacrCe a la respiration. a la inue, a Jo iransfarination lan'o-nvmphaie ci 
nvmphe-adu/te respectivemeni chez Ic md/c ci la feme//e. Le md/c ci Ia femelle accop-clent 
respectivemnent 8 % ci 5,4 % de la nourriture assimilable a la production de soie, tandis qu il n'v a 
que 3 % qui sont consacrés a la production d 'uf chez Ia femelle. Un reslant de 4,745 % ci de 
3,191 % de nourriture assimilable est relenu respeclivemen! dans /e corps du md/c ci de Ia femnc'lIe 
au moment de la mon. 

INTRODUCTION 

La soie est tine fibre naturelle d'origine anirnale produite par un groupe d'insectcs connus 
populaircmcnt sous Ic nom d'insectcs séricigènes appartenant a l'ordre des Lépidoptères. Ant heraea 
mylitta (Lepidoptera : Saturniidae) est un insecte producteur de soie et est probablement le plus grand 
lépidoptère pendant sa vie larvaire qui file un cocon riche en soie (soie tasar) (Akai et coil., 1990). Il 
est sauvage et polyphage. Le stade larvaire est Ic seul stade d'alimcntation et il se nourrit activement 
sur diverses plantes. La qualité et la quantité de la nourriture ahsorhée, sa digestibilité et I'utilisation 
de La nourriture digéréc pour la croissance des larves déterminent l'état physiologique général des 
larves et influencent Ia performance a tous les niveaux : taux de croissance, durée de déveioppement, 
poids corporel final, survie et par-dessus tout la reproduction et permettent une repartition réussie de 
la nourriture attribuée aux diverses fonctions. La nourriture est essentielle a Ia croissance, au 
déveioppement, a la production de soie eta La reproduction. L'abondance de nourriture et sa quaiité, 
des facteurs abiotiques varies et la presence de prCdateurs, de parasites et de maladies empêchent les 
insectes d'atteindre leur performance potentielle physiologique vitale (S]ansky et Scriber, 1985). La 
consommation et l'utiiisation de nourriture ont une influence sur Ic métaholisme, Ia synthèse des 
enzymes, Ic stockage des nutriments et les autres activitCs. 

Une partie primordiale des etudes en ecologic nutritionnelle consiste en I'évaluation de la 
repartition de l'apport en nourriture (utilisation). L'objectifde l'étude de La repartition de la nourriture 
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utilisée est de quantilier La croissance de Ia biornasse (c'est a dire l'augnicntation en poids) des larves 
et Ia production des ocufs par les adultes, de sole pour le cocon, de ciiticules miiées, des ailes et du 
corps de I'adulte. Un certain noinbre d'auteurs ont étudié Ia consommation et I'utilisation de la 
nourriture chez les larves A. mylitfa (Nayak et coil., 1985 Dash et Dash, 1991 Mohanty et Mittra, 
1988 ; Rath et coil., 1999 ; Ohja et coil., 2000 Sinha et coil., 2000). Les etudes stir In croissance et 
Ic développement des larves A. nzyluta nourries sur trois types différents de piantes hOtes révèlent que 
Termina/ja tomentosa est cornparativement tine plante hOte supérieure qui petit mieux soutenir Ia 
croissance larvaire (Rath. 2000). L'étude de Ia littérature montre qtL'aucune étude précédente n'a été 
consacréc a I'evaluation de I'utilisation de matiére séche, I'économie de niatière sèche et le besoin 
en matiére sèche pour La croissance, Ia coque soyeuse et Ia production d'ufs et pour determiner 
i'utilisation de La nourriture chez A. mylitia pour les diverses activités aux différents stades de vie, cc 
que nous nous sommes efforcés danalyser dans cette étude. 

MATERIELS ET METHODES 

Pour l'étude, on a sClectionné Antheraea ,nvlitta (ecorace: Daba B. V) en raison de son potentiel 
d'exploitation éievé. On a rapporté précédemment Ia supériorité de Ia plante hôte Terminalia 
tomentosa qui soutient Ic mieux les larves pour leur croissance, leur développement et leur 
reproduction (Rath et coil., 1999, Rath, 2000) et elie a donc été choisie comme source de nourriture 
pour les larves. La composition chimique des feuilles de Ia plante hóte Terininalia totnentosa est 
nutritive par comparaison aux autres piantes hôtes (Sinha et coil., 1992). La nature sauvage des larves 
et les calamités naturelles, les parasites, les insectes et les prédateurs restreignent les possibilités 
d'étude in Situ pour Cvaiuer Ia consommation et l'utilisation de nourriture. La mouche uzi qui parasite 
les larves pendant les III! IVème age du dOveloppement, efface I'ingestion et Ia digestion de nourriture 
et its se produit ensuite un déclin significatif du potentiel de conversion de Ia nourriture assimiiée 
(Rath et coil.. 2000). La seule solution pour determiner les aspects quantitatifs concemant Ia 
consommation, i'utilisation de nourriture et les economies de nutriments est Ia condition ex situ 
mentionnCc précédemment o.i on nourrit des larves saines avec des feuilles fraiches et saines de 
Terminalia toinentosa en quantité suffisante detix fois par jour jusqu'ã ce que les larves atteignent 
leur maturité (Rath et coil., 1999). 

II y a 5 répCtitions de 20 larves chacune. Au cours de l'expérience, La survie des larves est de 58 
a 73 %. On maintient aussi des stocks regulateurs parallClcment avec les autres rCpCtitions pour 
compenser Ia mortalité. On utilise des iarvcs du méme age des stocks régulateurs pour remplacer Ia 
perte due A Ia mortalité des larves et pour determiner Ic poids sec. On conserve les feuilles et les 
excrements dans un four 80° C pour determiner Ic poids sec. On supprime les larves en les placant 
dans un congélateur pendant une courte duréc. puis on les séche juqu'à tin poids constant dans un 
four a 80° C pour enregistrer Ic poids sec. On enregistre Ic poids sec de Ia nourriture ingérée, digérée, 
des excrements et ('augmentation en poids sec des larves pour chaque age. Dans cette étude, on ne 
peut pas séparer les sexes pendant les quatre premiers ages mats on peut Ic faire au cours du 5°  age. 
Les donnécs enregistrées pendant les quatre premiers ages soot communes pour les dcux sexes. On 
procCde au fiLage des cocons a l'extérieur. Les cocons recueillis sont conserves séparémentjusqu'á 
cc qu'à I'activité reproductive soit terminée et on enregistre tous les caractères commerciaux (poids 
du cocon et poids de Ia coque) et adultes (poids du papillon et poids de l'ceuf). Pour Ia determination 
du poids sec, on prend 5 larves, 5 nymphes et 5 papiilons (des deux sexes). On calcule le besoin en 
matière sèche pour Ia croissance, Ia coque soycuse, Ia production d'oeufs et on determine Ic bllan de 
matière séche séparément pour les males et les femelles. 

La nutrition quantitative mesure Ia quantité de nourriture ingérée (F), expuisée en matières fécaies 
(E), digerée et assimilée (F E), métaboliséc (M) et convertie en production de biomasse (P). P 
(F - F) — M. La production de biomasse entraine une augmentation en poids des larves et plus tard 
lors de leur transformation en nymphes et en adultes et une part importante est utilisée pour former 
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les ocufs et Ia coque soyeuse. On enregistre les divers paramètres nuiritionnels et On les exprime sur 
Ia base du poids sec d'après Ia description de Waldbauer (1968) ci-dessous 

Taux de Consommation Relative (RCR) = F I TA 
Taux de Croissance Relative (RGR) = P / TA 
Digestibilité approxirnative (% AD) = 100 (F— E) / F 
Efficacité de conversion de Ia nourriture ingérée en matiere corporelie (% ECI) = 100 (P / F) 
Efficacité de conversion de Ia nourriture digérée en matière corporelle (% ECD) = 100 P / (F - E) 

Ou F = poids sec de Ia nourriture iniérée 
E = poids sec des excrements produits 
T = durée de nourrissage (jours) 
P = gain de poids sec des larves 
A = poids sec moyen des larves pendant la période de nourrissage = (poids initial + poids final) / 2 
L'expérience a été réalisCe en juillet - aoOt dans des conditions idéales (temp. 25 ± 30 C, 1-1. R. 

77 ± 7 %, photopCri.ode ii h L : 13 h 0). On utilise Ic test-t de Student pour étudier La difference 
sexuelle pour les différents parametres tandis qu'on Ctudie Ia signification des differences des 
paramétres entre les ages en utilisant I'Analyse de Variance (ANOVA). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La quantité de nourriture ingérée et utilisée chez A. invliva en fonction des stades de vie et du 
sexe est présentCc dans Ic Tableau I. Le comportement alimentaire des larves est adapté pour 
mnaximiser le taux auquel le nutriment est absorbC a partir de I'intestin, cc qui permet le taux maximal 
de croissance bien que cela entraine une efficacité plus faible d'utilisation de Ia nourriture que l'on 
pourrait atteindre autrement (Reynolds et coIl.. 1985). La larve de l'insecte (poids sec 0.002 g a 
l'éclosion) continue a se nourrir sur les feuilles de Ia plante hôtejusqu'ã sa maturité (poids sec 8,354 
A 9,922 g) avec quatre périodes d'interruption appeiées périodes de mue. Environ 0,2 %; 1,1 % 

14,1 % et 79,5 % de Ia nourriture totale est ingéréc respectivement pendant les 1 er 2eme 3emc 
4eme et  5crne ages (Tableau II). Bien que l'absorption de nourriture augmente considérablement avec 
les stades de développemcnt, Ic taux de consommation relatif (RCR) baisse considérablement du 
premier aux derniers ages. Le RCR baisse (2,521 au l er age) avec l'avancement en age (0.605 chez 
le male et 0,573 chez Ia femelle au 5e  age), cc qui pourrait Ctre dñ a Ia plus courte période de 
presence de Ia nourriture dans l'intestin chez les larves plus jeunes (Slansky et Scriber, 1985). La 
digestibilité approximative (AD) baisse considérablement jusqu'au 	age, suivie par une 
augmentation margiiiale et non significative au 4eme  age et par une baisse signilicative au 	age. 
Cela est en contradiction avec Ic rapport sur Ic déclin de l'AD avec I'ãge chez de nombreux insectes 
(Waldbauer, 1968). La baisse de I'AD avec l'ãge est associée a Ia consommation d'une proportion 
plus élcvée de fibres non digestibles (Waldbauer, 1968) mais Kasting et McGinnis (1959) ont rapporté 
une AD plus ou moms constante pendant les trois derniers ages chez Agrotis. Par opposition, 
I'efficacité nette de croissance (ECD = efficacité de conversion de Ia nourriture digerée)et l'efficacité 
brute de croissance (ECI = efficacité de conversion de Ia nourriture ingérée) augmentent 
considérablement jusqu'au 41e  age, puis baissent significativement au 5eme  age (Tableau I). On a 
deja rapporté des observations similaires chez Hepialus humuli et Phaleria (Evans, 1939 ; Edwards, 
1964). Cela est en contradiction avec les observations de Waldbauer (1968) qui a enregistre que I'ECI 
et l'ECD augmentent avec I'ãge. Le gain de poids corporel (en %) est plus faibic pendant le l age 
(0,19 - 0,23 %) et plus élevé pendant Ic 5eme  age (68,1 - 73,1 %) suite a des niveaux d'ingestion et 
de digestion plus élcvés (Tableau II). Le taux de croissance relative (RGR) des larves en 
développement est de 0,396 pendant Ic t er age et it atteint sa valeur La plus élevée au 2eme  age (0,523) 
et tend a haisser au plus bas pendant le 5eme  age (0,088 chez le male et 0.089 chez Ia femelle). On a 
aussi rapporté des observations similaires pour Ic ver du tabac (Reynolds et coIl., I985). Le fait que 
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le RGR baissc continuellement avec I'avancement en age révéle que I 'animal plus gros fournit moms 
d'efforts dans Ia croissance que les plus petits malgré Ic maintien d'un faux absolu de croissance  élevé. 
Environ 69,6 a 78,2 % de La nourriture totale digérée est disponible pendant Ic 	age pour La 
production de tissu corporel et pour repondre au coüt métabolique plus élevé pendant La synthése des 
proteines de soie et Ia production des ceufs. 

La consommation ci l'utilisation different de maniére significative chez le méle et Ia femelle, Ia 
femelle presentent une accumulation nutritionnelle plus grande puisqu'elle est associéc a Ia 
production d'ufs. La production des cufs nécessite I'utilisation d'une quantitC importante d'énergie 
et de nutriments par une femelle (Tableau I). Les valeurs cnregistrees chez La fernellc pour 'ingestion, 
Ic RCR, Ia digestion, Ic gain de poids corporel, le % AD, Ic % ECD, Ic poids du cocon. Ic poids de Ia 
nymphe, le poids de Ia coque et le poids du papillon s'avCrent significativement plus élevées 
(Tableau I ci III). Le besoin quantitatif en nourriture ingérée et digérée pour Ia croissance, Ia 
production de coque soycuse et Ia production d'ufs est présentC dans Ic Tableau IV qui montre un 
besoin comparable en matière sèche a a fois par les larves males ci femelles a différents iiiveaux. 
Pour Ia croissance d' 1 g de tissu, La larve a besoin d'une consommation de 5,8 a 6 g de matiCre sCche 
et d'environ 2,4 a 2,8 g de nourriture assimilCe. Au méme moment, ii faut 38 g d'ingesta pour filer 
une coque soyeuse de 1 g a Ia fois chez les males et les femelles mais Ic besoin en digesta est plus 
important chez les femelles (18,4 g) que chez les males (15,2 g). La larve femelle a besoin d'une 
consommation de 70,2 g de inatiCre séche pour produire I g d'uf, cc qui est egal a 33,9 g de digesta 
(Tableau IV). 

La figure Ia et I h est La representation graphiquc de Ia repartition de Ia nourriture chez .1. mvlitta. 

Les larves femelles ingèrent plus de nourriture (57,920 g) que les males (50,046 g). La digestion ci 
Ia quantitC de nourriture digérCe sont plus importarnes chez les femelles. La femelle ingCre 15,7 % 
de plus de nourriture et retient 39,6 % de plus de nourriture digeréc que Ic male. Dc l'éclosion a Ia 
fin de ]'activitC reproductive environ 88,7 % de Ia nourriture digérCe chez Ic male ci 88,4 % chez La 
femelle sont consomnmCs pour La respiration. Ia mnue, les transformations larve - nymnphe ci nymphe 
- adulte. La larve A maturitC retient 35,491 % et 41,722 % de Ia nourriture assimilée chez Ia femelle 
ci Ic mAle respectivement. La repartition de l'utiLisation rCvCle que Ic corps nymphal contient 9,651 % 
et 11,427 % de Ia nourriture assimnilée aprCs en avoir consommé 25,517 % et 18,636 %. Environ 8 % 
de Ia nourriture digérée chez Ic mAle et 5,4 % chez Ia femelle sont destinCs A Ia production de soie. 
Chez Ia femelle, seulement 3 % de La nourriture digCrée est affectC A Ia production des ufs. A sa 
niort, Ic papillon femelle retient environ 3,2 % de Ia nourriture digérée tandis que cela reprCsente 
4,7 % chez Ic mAle. Cela est en contradiction avec les observations chez 13. mo,i scIon lesquelles Ia 
fernelle ingère 16 % en plus ci retient 21 % de plus d'énergie mCtabolisahle que Ic mAle, dépense 
20 /o dans Ia production de soie, tandis que 52 % sont dépensés dans La respiration chez les deux sexes 
et 12 % sont attribués A La production d'ufs. A sa mort. Ic papillon femelle retient moms de 14 % 
de I'énergie métabolisahle totale tandis que ceta represente 25 	chez Ic mAle (Hiratsuka, 1920). 

Cette étude montre que I 'cfficacité generate plus élevée au 5eme  age nécessite une grande attention 
pour le nourrissage. 11 faut fournir des feuilles nutritives aux larves en croissance pour maximiser Ia 
production de soie et Ia production d'aufs. 
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STUDIES ON INDUCED OVIPOSITION IN TROPICAL TASAR 
SILKMOTH, ANTHERAEA MYLITTA DRURY 

RAJ NARAIN, B. C. PRASAD, 0. P. DUBEY, B. R. R. P. SINHA & K. THANGAVELU 

Central Tasar Research and Training institute, P.O. - Piska Nagri. Ranchi - 835303, India. 

The tasar silkinoil,, Antheraea ,nylitta Continues to lai' eggs/or 5 - 6 dat's. However, the eggs 
laid on first three days are collected andfirtherprocessedfbrpreparation of both reproductive and 
commercial seeds. The quality of eggs laid after 24 hours and their rearing performance are poor. 
Therefire, a study was designed to induce oviposition by subjecting the moths to stress condition 
through tarsi amputation. After  decoupling, the legs ofhealthv and selected females were amputated 
from tarsal region and the moths were kept individually in paper boxes for 24 hours in darkness for 
oviposition. The result indicates signifIcant/i' higher coefficient of egg laying (75. 02%) under induced 
condition as compared to controls (41.87 to 44.94%) in the same period, under identical temperature 
and humidin' condition. This technique of tarsi amputation can he used fr quick oviposition. which 
will lead to unifrin development of tasar silkworm and facilitate basic and com,ne,-cjal egg 
production. The most popular ecorace 'Daha was used in this study. 

Keywords: Antheraea mvlitta D., induced oviposition, tarsi amputation, coefficient of egg 
laying. 

INTRODUCTION 

The tropical tasar silkworm, Antheraea mnylitta Drury being exploited for tasar silk production 
has great economic importance. Basically wild in nature, it behaves erratically in captivity. Likewise, 
moth emergence, coupling pattern and oviposition behaviour are also irregular. The tasar silkmoth 
continues to lay eggs for 5 - 6 days. The egg laying, hatching percentage of eggs, weight and size of 
the eggs laid on different days show a declining trend from first day onwards (Ahsan et al., 1974). in 
all attempt to study the feasibility of egg laying under smaller space on paper, earthen cup and 
petridish, the wings of the moths were cut from the base. The coefficient of egg laying was found best 
(first crop —91 .07% second crop - 89.87%) under earthen cup (Jayaswal em al., 1980). Earlier studies 
on morphology and oviposition behaviour ofA. ,nvlitta revealed maximum oviposition between 16.00 
—20.00 hours on all the three days of oviposition (Thangavelu et al., 1992). The eggs laid on first two 
days are superior in quality and have better rearing performance. 1-lowever, in practice the eggs laid 
upto 72 hours duration are collected in grainages and utilised for further multiplication because nearly 
88 - 90% eggs are laid within this period. The eggs of different duration stagger the larval duration 
and pose problem in rearing management as the tasar silkworms are reared outdoor on the host plant. 
Hence, a study was designed for obtaining maximum oviposition within a shorter duration of 24 hours 
to ensure uniformity in larval and pupal stages. 

MATERIALS AND METHODS 

The study was conducted at Seed Technology Laboratory, Central Tasar Research and Training 
Institute, P.O. Piska Nagri, Ranchi, India during August 2000. For the experiment, the cocoons of 
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Daba ecorace harvested during II crop 2000 were utilized. The enierged male and female moths were 
selected and allowed to couple for 12 hours. In treatment lot decoupled females' legs were amputated 
from tarsal region. The wings of the moths were also extirpated one cm above the wing pad as in 
practice. These treated female moths were kept individually in paper boxes (14 x  14 x  5 cm) for 
oviposition for 24 hours in darkness. To compare the induced oviposition three different oviposition 
devices like paper box, earthen cup and plastic box that are in commercial use were used. In these 
control lots only the wings of the females' moths were extirpated as in the treatment and the moths 
were kept individually in these devices in darkness for 24 hours for oviposition. In this experiment 
the number of replications per treatment and number of moths per replication were 5 and 4, 
respectively. In all 80 female moths were used. The experimeit was conducted in Completely 
Randomized Design (CRD) at normal room temperature (24-27 C) and humidity (81-95%). The 
number of eggs laid on first day within 24 hours only was counted. Further, moths were dissected to 
count the number ofunlaid eggs retained in the ovarioles. The coefficient of egg laying was calculated 
by using the following formula: 

Number of eggs laid 
Coefficient of egg laying 	 100

Total number of laid and unlaid eggs 

The data thus generated were statistically analyzed for coefficient of egg laying parameter (Arc 
Sine Transformation) using one-way analysis of variance. 

OBSERVATIONS 

Coefficient of egg laying in A. mylitra: 
The data on induced oviposition of 24 hour duration in A. mvlitta as indicated by coefficient of 

egg laying are presented in Table I. The ANOVA shows that treatments differed significantly (F3, 12 = 
42.42 <p = 0.01). The highest and significant coefficient of egg laying was recorded in case of moth 
with tarsi amputated + wings extirpated and kept in paper box (75.02%) in comparison to the three 
controls i.e., paper box (44.94%), earthen cup (42.09%) and plastic box (41.87%). 

The earthen cup (diameter- 7cm, height- 3cm) and plastic box (6.5 x  5 x3crn) being smaller in 
size were not used for oviposition in tarsi amputated moths because these treated moths in absence 
of tarsi lay eggs on the paper surface by moving around and thus require space, whereas, moths with 
their tarsi intact tend to come out and lay eggs on the side walls of the devices i.e., paper box, earthen 
cup and plastic box. In earthen cups the eggs were also laid on the lower surface of the upper cup as 
the devices are kept one above the other showing frequent movement of moths during oviposition 
when legs are intact. 

The study reveals that amputation of tarsi induces oviposition (as the wings are extirpated both 
under experiment and control). Thus the significant difference in coefficient of egg laying under 
experiment and control is only due to induced condition provided by way of amputation of tarsi. 

DISCUSSION 

The technique of tarsi amputation for induced oviposition in A. ,nvlitta as evidenced by the result 
of the present investigation can be judiciously employed in tasar grainage for the benefit of the 
industry. At this stage of study it is not advisable to use this technique for commercial seed production. 
However, it can be used for maintenance and multiplication of parental seed stock because maximum 
eggs (75.02) are obtained in 24 hours duration by this technique as compared from 88-90% eggs laid 
in 72 hours duration as in practice. We know that first day laid eggs are superior in quality and have 
better rearing performance. In addition, the synchronized egg laying will also lead to uniform larval 
development, thereby shortening the larval duration and minimizing staggered larval growth in a large 
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population. The application of this technique for oviposition in successive generations may further 
improve the coefficient of egg laying and tend to induce a desirable change in the oviposition 
behaviour ofA. my/ha which may lead to synchronized oviposition, uniform larval development, 
spinning and synchronized moth emergence like niu]herry silkworm, Bomnbi:i mon. Ultimately it will 
result in better grainage and rearing management. 

Table I. Effect of tarsi amputation on Coefficient of egg laying in tasar Silkmoth, Antheraea 
n:ylitta D. 

Tableau I. Effel de I 'amputation tarsienne sur le cofJicient de ponte chez le papillon a .coie tasar. 
Antheraea mylitta D. 

Parameters 
	

Treatment / Traige,,,eni 	 F-value C.D. at 5% 

Paramétres 
	

Treatment Control-I Control-Il Control-Ill 
Traitement Témoin 1 Témoin 2 TErnoin 3 

Mean coefficient of 
egg laying ± Standard Error 
Coefficient moven c/c ponie 
± Ecant type 

Arc sine transformation 
values of coefficient of egg laying 
fraleurs de iransjornatmn 

arc sine do coefficient  de ponte 

Coefficient of variation 
Coejilcient de variarion 

75.02 ± 
1.56 

60.06 

4.64 

	

44.94 ± 	42.09 ± 	41.87 ± 	37. 52** 	7.87 

	

.46 	2.89 	3.83 

42.09 	40.42 	40.27 	- 	4.43 

	

7.27 	15.37 	20.44 	- 	- 

** Significant at 1% level. / Significatif an sent/dc I %. 

Treatment: Tarsi amputated + Wings extirpated and kept in paper box for oviposition. / Trairement: A inpuation 
tarsienne + retrait des a i/es et conservation dans one hoite en carton pour Ia ponte. 
Control-I: Wings extirpated and kept in paper box for oviposition. / Témoin-1 Retrait des al/es ci conservation 
dans one hoite en carton pour Ia ponre. 
Control-2: Wings extirpated and kept in earthen cup for oviposition. Témnoin 2: Retrait des ailes ci conservation 
dans one tosse en terre pour la poole. 
Control-3: Wings extirpated and kept in plastic egg laying box. Térnoin 3: Retrait des al/es ci conservation 
dans one hoite de ponle en plastique. 

The mechanism and the factors responsible for induced oviposition after tarsi amputation in 
A. rnvlitta are not known. However, it was early pointed out that humoral factors probably derived 
from neurosecretory cells in the brain are involved in ovulation and oviposition. The hacmolymph of 
fecundated B. mori will induce oviposition when injected into unfertilised females (Mokia 1941) and 
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it is at the time of oviposition that the neurosecretory material in the adult female B.mori is most 

actively discharged along the axons (Arvy and Gabe 1953). In Dermesüs mating was found to act as 
a stimulus for oviposition and appeared to hasten final maturation of eggs (Roth and Willis 1950); in 

Aedes aegypti females ovulation also seemed to be provoked by some hormonal factors liberated 
when the spermathccae are filled with sperm (GilIct 1956). Nayar (1958) suggested that in the 

Pyrrhocorid bug, Iphita limhaia an ovarian hormone induces oviposition response, for injection of 
watery extract of the right ovary would stimulate the neurosecretory cells to discharge their secretion 
and induce immediate oviposition. In Saturniids the female moth does not require mating stimulation 
and starts egg laying wherever it is kept. However, in .4. mvlitta the pre-oviposition period of 2-24 
hours can be created through a treatment i.e. by putting the freshly emerged moths on the strings of 
a specially designed female moth preservation frame (Prasad et al.. 2000). 

In the present investigation it appears that nervous stimuli received from the mechanical stress 
of tarsi amputation brings about appropriate behavioural response in A. mv/i/ta through hormonal 

action leading to quick oviposition as the nervous system integrates the activities of the different parts 

of the body. 
It is concluded that the technique oftarsi amputation in A. mv/itta can be used for maximization 

of oviposition in shorter duration that will lead to uniformity in tasar silkworm growth and 
development for maintenance and multiplication of reproductive seed in tasar silk industry. 
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ETUDES SUR L'INDUCTION DE LA PONTE CHEZ LE 
PAPILLON TASAR TROPICAL, ANTHERAEA MYLJTTA 

DRURY 

RAJ NARAIN, B. C. PRASAD, 0. P. DUBEY, B. R. R. P. SINI-LA & K. THANGAVELU 

Central Tasar Research and Training Institute, P. 0. Piska Nagri, Ranchi —835303, Inde. 

Le papillon tasar, Antheraca mylltta pond des ceuts  pendant 5 ci 6/ours. Les ceuf pondus les 
troispre,niersjours sont recuri//is et Ira ités par/a suite pour Ia preparation de graines rep roductives 
et commerciales. La qualilé des ceufv pondus apres 24 heures et leur perfornance d 'C/evage sont 
mauvaises. Nous avons done concu une étude pour induire laponte en sounlettant les papillons a des 
conditions de stress, en anputant leur larse. AprCs Ic désaccouplement, on anpute les patles de 
fe,ne//es saines et sClectionnées dans La zone tarsienne et on conserve les papillons pour Ia ponte 
individuel/ement dans des boftes en papier pendant 24 heures dans / obscurite. Les rCsultats indiquent 
que Ic coefficient de ponte est significativement  p/us élevC (75,02 %) dans les conditions induites par 
comparaison aux témoins (41,87 a 44,94 %) pendant Ia mCine période avec des conditions de 
tenzpérature et d 'humidité identiques. On peut ut/user cette technique d 'amputation tarsienne pour 
obtenir une ponte rap/dc, qui permet un dCve/oppeinent unijhrme di,' ver a soic tasar et facilite Ia 
production cominerciale et de maintenance d 'ceufs. Nous avons utilisé dans cette étude I 'écorace /a 
plus populaire: "Daba 

INTRODUCTION 

Le ver it soie tasar tropical, Antheraea mylitta Drury étant exploitC pour Ia production de soie 
tasar, ii a one trés grande importance siir le plan économique. Fondamentalernent sauvage, II a un 
comportement irrégulier en captivité. De méme, l'émergence des papillons, le mode d'accooplement 
et le comportement de ponte sont aussi irréguliers. Le papillon tasar pond des ceufs pendant 5 it 6 
jours. La ponte des ceufs, le pourcentage d'éclosion des ceufs, le poids et Ia taille des ccufs pondus 
pendant les différents jours déclinent des le premier jour (Ahsan et coIl., 1974). Pour étudier Ia 
faisabilité de Ia ponte dans un espace plus petit sur du papier, dans une tasse en faIence et unc boite 
de Petri, on a coupé les ailes des papillons ala base. II s'avère que le coefficient de ponte est le meilleur 
(premiere récolte —91,07 %, deuxièmc rCcolte - 89,87 %) dans une tasse en faIencc (Jayaswal et cot 1., 
1980). Les etudes précédentes sur Ia morphologie et le comportement de ponte (I'A. inv/itta rCvèlent 
une ponte maximum entre 16.00 et 20.00 heures pendant les trois jours de ponte (Thangavelu et coil., 
1992). Les mufs pondus les deux premiers jours sont supérieurs en qualite et donnent one meilleure 
performance d'Clevage. Cependant, dans Ia pratique dans les centres de grainage on recueille les ceufs 
pondus jusqu'it 72 heures et on les utilise pour la multiplication ultérieure parce que presque 88 it 
90 % des ceufs sont pondus pendant cette période. Les ceufs d'itge different échelonnent Ia durée de 
vie larvaire et posent des problCmes de gestion de l'élevage puisque les vers a soie tasar sont élevés 
a l'extérieur sur Ia plante hôte. On a donc concu une étude pour obtenir une ponte maximum pendant 
one durée plus courte de 24 heures afin d'assurer I'uniformité des stades larvaire et nymphal. 
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MATERLELS ET METHODES 

L'étude a été réalisée au Laboratoire de Technologie de Grainage, du Central Tasar Research 
and Training institute, P. 0 Piska Nagri. Ranchi. en Inde en aoüt 2000. Pour lexpérience, on utilise 
les cocons de I'écorace Daba recueillis pendant la deuxième récolte en 2000. On sélectionne des 
papillons males et femelles ayant émergé et on les laisse s'accoupler pendant 12 heures. Chez Ic lot 
traité, on ampule les pattes des fenielles désaccouplées a partir de Ia zone tarsienne. On retire aussi 
les ailes des papillons un cm au-dessus du coussinet de l'aile comme dans la pratique. Ces papillons 
femelles traités sont conserves individuellement dans des hoites en papier (14 x  14 x 5 cm) pour la 
ponte pendant 24 heures dans I'obscurité. Pour comparer La ponte induite, on utilise trois systCmes 
diffCrents de ponte utilisés dans Ie commerce un boite en papier, une tasse en falence et une boite 
en plastique. Chez ces lots témoins, comme dans Ic traitement on n'extirpe que les ailes des papillons 
femelles, et on conserve les papillons individuellement dans ces dispositifs a Pobscurité pendant 24 
heures pour la ponte. Dans cette experience. Ic nombre de répétitions par traitement et Ic nombre de 
papillons par rCpétition est respectivement de 5 et 4. En tout, on utilise 80 papillons femclles. On 
realise l'expérience scion une Conception ComplCtement Aléatoire (CRD) a une temperature 
ambiante de 24 - 27° C ci une humidité de 81- 95 %. On ne compte que Ic nombre d'ufs pondus 
pendant les 24 heures du premier.  jour. Dc plus, on dissèque les papillons pour comprer Ic noinbre 
d'crufs non pondus retenus dans les ovarioles. On caicule Ic coefficient de ponte en utilisant Ia formule 
suivante 

Coefficient de ponte = 
Nombre d oeufs pondus 

Nombre total d oeufs pondus et non pondus 
x 100 

On analyse statistiquement les données ainsi générCes pour Ic paramCtre de coefficient de ponte 
(transformation arc sin) en utilisant une analyse de variance a un facteur. 

OBSERVATIONS 

Coefficient de ponte chez A. mylilta 
Les données sur la ponte induite en 24 heures chez A. intlitta comme 1 'indique Ic coefficient de 

ponte sont présentées dans Ic Tableau 1. L'ANOVA montre que les traitements different de manière 
significative (F3, 12 = 42.42 < p = 0,01). On enregistre Ic coefficient de ponte Ic plus élevé et 
significatif chez les papillons dont Ic tarse est amputC et dont les ailes sont retirees et que I'on conserve 
dans une boite en papier (75,02 %) par comparaison aux trois tCmoins, c'est a dire Ia boite en carton 
(44,94 %), Ia tasse en falence et Ia boite en plastique (41,87 ?/o). 

La tasse en faIence (diamCtre 7 cm, hauteur - 3 cm) et la. boite en plastique (6,5 x  5 x  3 cm) 
étant de taille plus petite, dies ne sont pas utilisCes pour la ponte chez les papillons amputés dans La 
zone tarsienne, parce que en I'ahsence de tarse ces papillons traités, pondent des aufs sur la surface 
en papier en bougeant et ont donc besoin de plus d'espace, tandis que les papillons au tarse intacte 
tendent a sortir ci a pondre leurs ccufs sur les parois des dispositifs, c'est a dire la boite en papier, la 
tasse en faIence et la boite en plastique. Dans Ics tasses en faIence, les ccufs sont aussi pondus sur La 
surface inférieure de la tasse supérieure Ctant donné que les dispositifs sont conserves Pun au-dessus 
de I'autre, cc qui montre un mouvement frequent des papillons pendant la ponte quand les panes sont 
intactes. 

L'étude rCvèle que l'amputation du tarse induit la ponte (puisque les ailes sont extirpCes a Ia fois 
dans I'expérience et chez Ic témoin). Ainsi, Ia difference significative de coefficient de ponte dans 
I'expérience et chez Ic témoin est seulenient due a la condition d'induction fournie par I'amputation 
du tarse. 
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DISCUSSION 

Comme le montrent les résultats de notre étude on peut judicieusement employer Ia technique 
d'amputation du tarse pour l'induction de Ia ponte chez A. rnvliiia dans le grainage du tasar pour Ic 
bénéfice de l'industrie. A ce stade de l'étude, il n'est pas conseillé d'utiliser cette technique pour Ia 
production commerciale de graines. Cependant, on peut l'utiliser pour Ic maintien et Ia multiplication 
des stocks de graines parentales parce qu'on oblient un nombre maximum d'ufs(75,02) en 24 heures 
avec cette technique par comparaison a 88-90 % d'ceufs pondus en 72 heures dans Ia pratique. On 
sait que les ceufs pondus Ic ler  jour sont supérieurs et donnent une meillcure performance d'élevage. 
Dc plus, Ia synchronisation de Ia ponte permet aussi on développement larvaire uniforme, cc qui par 
là-même raccourcit Ia durée larvaire et minimise l'échelonnernent de Ia croissance larvaire chez une 
population importante. L'application de cette technique pour Ia ponte pour les generations successives 
pourrait encore améliorer Ic coefficient de ponte et tendre a induire un changement desirable du 
comportement de ponte chez A. mv/lila, cc qui pourrait entrainer une ponte et une emergence des 
papillons synchronisés, un dCveloppement larvaire et un fllage uniformes comme chez Ic ver a soie 
du mürier, Bombvx mon. Par Ia suite, cela donnera un meilleur grainage et une meilleure gestion de 
l'élevage. 

On ne connait pas les mécanismes et les facteurs responsables de l'induction de Ia ponte après 
l'amputation du tarse chez A. militia. Cependant, on a remarqué précédemment que des facteurs 
humoraux probablement dérivés des ccllules neurosécrétrices dans Ic cerveau sont impliqués dans 
i'ovulation et La ponte. Quand on injecte l'hCmoLymphe fécondé de B. moi-i chez des femelles non 
fertilisCes cela entralne Ia ponte (Mokia, 1941) et c'est au moment de Ia ponte que Ic materiel 
neurosécréteur de Ia femelle B. mori adulte est Ic plus activeinent déchargC Ic long des axones (Arvy 
et Gabe, 1953). Chez Dermestis, on trouve que l'accouplement agir comme un stimulus sur Ia ponte 
et il semble hater Ia maturation finale des ocufs (Roth et Willis, 1950) : chez Aedes aegvpii l'ovulation 
des femelles semble aussi étre provoquée par certains facteurs hormonaux qui se libérent quand les 
receptacles séminaux se remplissent de sperme (GilIet, 1956). Nayar (1958) a suggéré que chez 
i'insecte Pyrrhocoride, Iphita limbata, une hormone ovarienne induit une réponse de ponte, car 
l'injection d'un extrait aqucux de l'ovairc droit stimule les celiules rieurosécrétrices qui déchargent 
leur sécrétion, cc qui induit une ponte immediate. Chez les saturnidés, Ic papillon femelle n'a pas 
besoin de Ia stimulation de l'accouplement et il commence a pondre des ceufs quel que soil I'cndroit 
oi il est conserve. Cependant, chez A. mv/lila, on peut créer une p&riodc de préoviposition de 2 a 24 
heures grace a un traitement, c'est a dire en placant les papillons venant d'emerger sur les ficelles 
d'un cadre de conservation des papillons femelles conçu spécialernent (Prasad et coil.. 2000). 

Dans cette étude, il apparait que les stimuli nerveux recus par le stress mécanique de l'amputation 
tarsienne apportent Ia réponse comportementale appropriée chez A. mnylitta grace a une action 
hormonale, qui entraine une ponte rapide alors que Ic système nerveux intègre les activités des 
différentes parties du corps. 

Nous concluons que La technique d'amputation tarsienne chez A. militia peut Ctre utilisCe pour 
maximiser La ponte pendant une duréc plus courte, cc qui permet l'uniformité de La croissarice et du 
développement du ver a soie tasar pour maintenir et multiplier des graines de reproduction dans 
l'industrie de Ia soie tasar. 
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THE DISCOVERY OF A MULBERRY FOSSIL AND ITS 
COMPARATIVE STUDIES WITH ITS MODERN RELATIVE 

SPECIES 

KUAI YUAN ZHANG1  & WANG BAO ZHONG 2  

1. The Sericultural Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Zhenjiang. 
212018, Jiangsu, China. 

2. Institute of Ancient Organisms Fossil Conservation of Shanwang, Shanwang 500008, 
Shandong, China. 

A mulberry /hssil sample was discovered hr the autlioic in Shanwang ore mine in Shandong 
province in 1982. A/icr sti.idies on the shape and character, the mnulbermy leaf was identified and 
named Shanwang mu/he rn. Compared with modern immulbern' species. it belongs to Morus alba Linn. 
species. According to Shanivang c stratum, it can be dated back to 14.400,000vears ago, to the era 
of mid Miocene or hue Miocene. 

Keywords: Fossil, Shanwang mulberry, Morus a/ha Linn. 

Identification of the mulberry fossil specimen: 
The mulberry fossil sample was a complete leaf, whose shape was approximately cordate. The 

size of the leaf was 151.8 mm in length. 48.24mm in width. The tip of the leaf was caudate, 3.5mm 
in width. The length of the leaf stalk was 57.76 mm and its width was 3.00 mm. The total length of 
the complete leaf was 209.56 mm. The margin was crenate-dentate or dentate serrate with 34 teeth 
on the left column and 33 on the right collocated in order. The base was truncate and concave on one 
side. The veins of midrib had 7 side-nerves on left, 6 on the right, that is to say pinnate. All side nerves 
furcated while fine veins formed a reticulate. The petiole was a cylinder in shape without groove and 
stipules which shows that it was a back and ripe leaf. The chief character of leaf modalities and 
venation were like mulberry, so it was named "Shanwang mulberry" and it was kept in Shanwang 
palaeontology exhibition hall, its collection number was 820063 (see fig.). 

Comparison of Shanwang mulberry with homologous species of modern mulberry: 
The modern mulberry was distributed in Asia, Latin American, North America, Africa and so on. 

Mulberry genus has 25 species and 2 varieties (Koidzumi Ci.. 1917), of which 15 species are 
distributed in China (Anonym, 1985). ,'t'Iorus a/ba Linn, M. homhrcis Koidzurni and M. multicau/j,s 
Pen-  and etc. were found in Shandong province, China. Some people think that M. mu/ticaulis Perr. 
was a variety of Morus a/ha Linn., because their shape of flower organ is similar and there is a crossing 
ability between them. Shanwang mulberry was different from M. homhvci.s Koidz, for whole forms 
of Shanwang were consistent with M. a/ba Linn. According to the relationship of leaf blade and 
margin among Shanwang mulberry, M. a/ha Linn. and M. ho in bycis Koidz, we came to the conclusion 
that Shanwang mulberry was a homologous species of M. a/ha Linn. 
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Fig. A Shanwang mulberry fossil specimen. 
Fig. Specimen dufossile de mürier Shanwang. 

3. Era inference of Shanwang mulberry: 
Shanwang lies in the Yaoshan countryside, Linq county, Shandong province. The Shanwang 

basin was renowned in China and abroad for its typical section of Miocene whose thickness is about 
20 mm and enriched in animal and plant fossils, it became a natural biology "thesaurus " (Lu Wenfa, 
1978). The region has been ranked as fossil palaeontology natural preserve area by the State 
Department. The Shanwang mulberry fossil sample was excavated in the mine tunnel on the bank of 
Jiajin river, in the center of the Shanwang basin. Its stratum belongs to the new tertiary SW2 (SW is 
the abbreviation of Shanwang). The Shanwang stratum consisted of 6 layers. Some scientists thought 
it was mid-Miocene, whereas according to others' judgements, it belonged to late-Miocene by textual 
research (Young, C. C., 1936). According to the mine era, the age of Shanwang mulberry fossil was 
about 14,400,000 years. 
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DISCUSSION 

A mulberry fossil sample was found in Cantal, France early back in 1874 (Schimper, 1874), but 
it was the first time in China. 

There were many mulberry species cultivated near to the Shanwang village, such as Liye dasang, 
Xiao haotiao, Jian zhizi etc., of which Liye dasang was similar to the Shanwang mulberry. The flower 
organ of Liye dasang belongs to M. a/ha Linn, and for this reason, it is possible to further infer that 
the relative species of Shanwang mulberry belongs to M. a/ha Linn. 

Since the invention of raising silkworm in China, M. a/ha Linn. has been an important mulberry 
species for silkworm rearing. According to historical records, M. a/ha Linn, was introduced in Japan 
by a shaman from Shandong province in Tang dynasty in 680 A. D. (Hotla, T., 1953). It was introduced 
into Afghanistan, Iran and Italy in 1434 through the Silk Road (Takaechi Y. S., 1952) and into America 
in 1623 (Takachi, Y. S., 1933). Therefore, the discovery of Shanwang mulberry has added a new page 
for sericultural civilisation of human beings. 
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DECOUVERTE D'UN FOSSILE DE MURIER ET ETUDES 
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Les auteu,v ant dCcouvert no Cchantillon defossile de iniirier dans /0 ,nine de Shanwang dans Ia 
province de Shandong en 1982. .4prC.s / 'étude de .ca firme  et c/c ses caractéres, on a identiflé la feuille 
de mñrier et on I 'a nominé intrier c/c Shanwang. Par comparaison ó / 'espéce de mérier inoderne, ii 
appartient a Morus alba Linn. Se/on Ia strafe de S/iawang, on peuf le/éire remonter a 14 400 000 
d'années, a / 'époque du milieu on de Ia/ln du miocéne. 

Identification du specimen de fossile de mürier 
L'échantillon du fossile de mürier est une feuille entière dont Ia forme est plus ou nioins cordée. 

La feuille fait 151,8 mm de longucur ci 48,24 mm de largeur. L'extrémité de Ia feuille est caudée et 
fait 3.5 mm de largeur. Le pétiole fait 57,76 mm de longueur et 3 mm de largeur. La longueur totale 
de Ia feuillc entière est de 209,56 mm. Le bord est crénelé - dcntelé ou dentelé - denticulé avec 34 
dentelures sur le côté gauche et 33 sur Ic côté droit placCes au mCnie endroit. La base est tronquée et 
concave sur un côté. II y a sept nervures latérales a gauche de Ia nervure rnédiane et 6 a droite, c'est 
a dire que Ia feuille est pennée. Toutes les nervures latérales hifurqucnt tandis que Ics nervures fines 
forment un rCseau. Le pétiole a Ia forme d'un cylindre sans sillon et stipule, ce qui momre que c'était 
une feuille adulte. Les caractères principaux de La feuille et des nervations sont similaires a ceux du 
mürier, on l'a done nommé müricr Shanwang " ci on l'a conserve dans Ic hail d'exposition de 
paléontologie de Shanwang, son numéro de collection est 820063 (voir fig.). 

Comparaison du mürier Shanwang avec l'espèce homologue de mürier moderne: 
Le mürier moderne est distribué en Asie, en Amérique Latine, en Amérique du nord, en Afrique, 

etc. Le genre mCiricr comporte 25 espCces et 2 variétés (Koidzumi G., 1917). dont 15 espCces soft 
distribuCes en Chine (Anonyme, 1985). On trouve Morus alba Linn, M. homhycis Koidzumi et 
M. multicaulis Perr etc. dans Ia province de Shandong, en Chine. Certaines personnes pensent que 
M. multicaulis Perr. est une variété de Morus alba Linn. parce que Ia forme de sa fleur est semblable 
et qu'iI existe une capacité de croisement entre cues. Le rnürier Shanwang est different de M. bombycis 
Koidz par contre Ia forme entière de Shanwang concorde avec celle de M. alba Linn. Nous en sommes 
arrives a Ia conclusion, en tenant conipte de La relation entre Ic lube et Ic bord de Ia feuilie entre Ic 
mürier Shanwang et M. alba Linn. et M. bombi'cis Koidz, que Ic mOrier Shanwang est uric espCce 
homologue de M. alba Linn. 
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